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Forssén & Salomaa Oy

Menetelm3 3-hydroksi-ML-236B-johdannaisten M-4 ja M-4' valmistamiseksi -
Férfarande f&8r framstidlining av 3-hydroxy-ML-236B-derivaten M-4 och M-4'

(57) Tiivistelmd

Kaavan (I):

yhdisteitd (missd A~nAn OH edustaa ryhmdi el OH tai ,....,.0H),
toisin sanoen (M-4)-karboksyylihappoa ja (M-4')-karboksyylihappoa,
samoin kuin niiden farmaseuttisesti hyvdksyttdvid suoloja ja este-
reitd sekd vastaavia suljetun renkaan omaavia laktoneja voidaan val-
mistaa saattamalla ML-236B-yhdiste kosketukseen suvun Mocardia mikro-
organismin kanssa tai sen soluttoman, entsyymid sis#ltilviin uutteen
kanssa, ja sitten, jos on tarpeen, viemflld saatu tuotc yhteen

tai useampaan seuraavista reaktioista: hydrolyysi, suolan muodos-
taminen, esterdinti ja laktonisointi. Saaduilla (M~4)- ja (M~4')-
johdannaisilla on kyky inhiboida kolesterolin biosynteesid ja

ne ovat siksi arvokkaita terapiassa ja/tai veren runsasrasvaisuu-

den ja valtimonkovetustaudin ennaltaehkdisyssi.

(57) Sammandrag

Féreningar med formeln (I)

(d¥r AAAn OH betecknar gruppen ~mmmsl OH eller ..uu.eOH) med
andra ord (M-4)-karboxylsyra och (M-4')-karboxylsyra, Hvensom
deras farmaceutiskt acceptabla salter och estrar samt motsvarande
laktoner med sluten ring, kan framstillas genom att sammanfdra
ML-236B-f8reningen med en nikroorganism av sliktet Nocardia eller
ett cellfritt enzyminnehdllande extrakt av denna organism, och
sedan vid behov féra den erhillna produkten till en eller flere av
£851jande reaktioner: hydrolys, saltbildning, f8restring och
laktonisering, De erhdllna (M-4)- och (M-4')-derivaten har fér-

. miga att inhibera biosyntes av kolesterol och de dr dérf8r virde-

fulls vid terapi och/eller preventiv behandling av blodets hyper-

liposis och arterioscleros.

HOCC

HOQ T,
_H

CHs CH;
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Menetelmi 3-hydroksi-ML-236B-johdannaisten M-4 ja M-4'
valmistamiseksi

F8rfarande for framstillning av 3-hydroxy-ML-236B-derivaten
M-4 och M-4'

Tiimi keksintd kiAsittii menetelmin kaavan (I) mukaisen lidiikeaineena

kdytttkelpoisen yhdisteen:

(1)

(missd ™WWOH edustaa ryhmdd ———=mOH tai JYNIIVOH), sen farma-
seuttisesti hyviksyttivien suolojen ja esterien sekd vasgtaavien sulje-
tun renkaan omaavien laktonien valmistamiseksi, saattamalla yhdiste

ML-236B, joka on kaavan IT mukainen

(11)
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(ML-236B)-karboksyylihappo tai sen suola, kosketukseen hydroksylointient-
syymin kanssa.

ML-236B, joka voi esiintyi happomuodossa ("ML-236B-karboksyylihappo')
tai laktonimuodossa ("ML-236B-laktoni"), on kuvartu GB patenttijul-

kaisussa 1.453.425, ja, laktonimuodossaan, silli on kaava:

OH

CH

MyShemmin GB patenttijulkaisussa 1.555.831 on kuvactu erilaisia

ML-236B:n suoloja ja estereitd. ML-236B:n ja sen suolojen ja estereiden
havaittiin inhiboivan kolesterolin biosynteesii kilpailemalla 3-hydroksi-
3-metyyliglutaryylikoentsyymi-A:n reduktaasin kanssa, miki on reaktio-
nopeutta mddrddvd entsyymi kolesterolin biosynteesissi; niiden yhdistei-
den havaittiin siten osoittavan erittdin merkittivii kykyd alentaa seeru-

min kolesterolitasoa.

Mythemmin ciettyjd 3-hydroksi-ML-236B:n johdannaisia eristettiin ML-236B-
laktouin eliinten aineenvaihdunnan tuotteina, ja samanlaisia johdannaisia
havaittiin tuotettavan ML-236B-laktonin ja -karboksyylihapon tai niiden

suolojen tal estereiden entsymaattisella hydroksyloinnilla, miki oli saatu

aikaan suvun Absidia, Cunninghamella, Syncephalastrum, Streptomyces, Mucor,

Rhizopus, Zygorhynchus, Circinella, Actinomucor, Gongronella, Phycomyces,

Mortierella, Pycnoporus ja Rhizoctonia mikro-organismeilla. A. Terahara

ja M. Tanaka julkaisivat nimd menetelmit US-patentissa 4,346,227, jota
vastauva patenttihakemus jétettiin 5. heindkuuta 1981, ja siten tuotettuja
yhdisteitd kuvataan tuossa patenttihakemuksessa M-4:ksi, M~4':ksi, TsoM-4:-
ksi ja IsoM-4':ksi. N#i114 yhdisteilld havaittiin olevan kyky3d inhiboida
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kolesterolin biosynteesid, mikd on vihintidin verrannollinen itse
ML-236B:n inhibointikyvyn kanssa ja mik# joissakin tapauksissa olennai-
sesti ylittd3d sen.

ML-236B:114 ja sen johdannaisilla kisittden M-4- ja M-4'-yhdisteet on
siten terapeuttista merkityst#d veren hyperlipemian hoitamisessa ja val-

timonkovetustaudin ennaltaehkidisyssi.

Tekniikan tasona mainitaan my8s FI-patenttien 66.427 ja 67.231 sekd FI-
hakemuksen 802357 esittimit léheistd rakennetta olevat yhdisteet.

Me olemme nyt keksineet, ettd M-4:d ja M-4':4 voldaan myds valmistas
ML-236B:sti ja sen erilaisista johdannaisista kisittelemdlld suvun
Nocardia mikro-organismilla tai sen soluttomalls, entsyymii sisdltavilld
uutteella. Suvun Nocardia mikro-organismien kiyt811ld on se etu verrat-
tuna US-patentissa 4.346.227 esitettyihin mikro-organismeihin ndhden,
etti substraattina kiytettividi ML-236B-yhdistettd vol olla reaktioliuok-
sessa paljon suurempana konsentraatioua kuin jos kiytetdidn aiemman kal-
taisia mikro-organismeja. Témd on kaikkein himméstyttidvintd, sillia
ML-236B-yhdisteiden on havaittu omaavan fungisidisia ja antibioottisia

ominaisuuksia.

Niin ollen timi keksint3 on tunnettu siit#, ettd hydroksylointientsyymi
altistamalla saatu tuote yhteen tal useampaan reaktioon, joka on hydro-
lyysi, suolan muodostus, esterdinti tai laktonisointi; ja eristimidlld

tuote reaktioseoksesta.

Kaavan (I) yhdistett#, jossa JUUUL Ol on - OH, kutsutaan
(M-4) -karboksyylihapoksi, ja vastaavat suolat ja esterit tunnetaan
(M-4)-karboksylaatteina. Kaavan (I) yhdiste, missi JVVVl OH on

OH, lyhennetiin (M-4')-karboksyylihapoksi, ja vastaavat suolat
ja esterit lyhennetidin (M-4')-karboksylaateiksi.
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Suljetun renkaan omaavia laktoneja, jotka vastaavat kaavan (1) yhdis~

teitd, voldaan kuvata kaavalla (Ia):

(Ta)

missd MW OH edustaa ryhmid —ews OH tai 111V OF, ja ne tunnetaan
vastaavastl (M-4)-laktonina ja (M-4')-laktonina.

Suljetun renkaan omaavaa laktonia, joka vastaa kaavan (II) ML-236B-

karboksyylihappoa, voidaan kuvata kaavalla (ITa):

(Ila)

ja se tunnetaan ML-236B-laktonina.
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Suvun Nocardia parempina pidettyji lajeja kdytettividksi tdmdn keksin-

ndn menetelmissi ovat Nocardia autotrophica, Nocardia asteroides,

Nocardia farcinica ja Nocardia coeliaca, erityisesti Nocardia

autotrophica. Niistid lajeista seuraavia kantoja pidetdin parempina:

Nocardia autotrophica FERM P-6181 (SANK 62781);
Nocardia autotrophica subsp. canberrica nov. FERM pP-6182 (SANK 62881);

Nocardia autotrophica subsp. amethystina nov. FERM P-6183
(SANK 62981);

Nocardia autotrophica IFO 12743 (SANK 91279);

Nocardia asteroides IFO 3424 (SANK 62065);

Nocardia farcinica ATCC 3318 (SANK 64265) ja

Nocardia coeliaca ATCC 17040 (SANK 63665).

Y113 mainituista suvuista Nocardia autotrophica IFO 12743, Nocardia
asteroides TFO 3424, Nocardia farcinica ATCC 3318 ja Nocardia

coeliaca ATCC 17040 tunnetaan kaikki lajeina, joita on vapaasti ja
yleisesti saatavigsa vastaavalta viljelmikokoelmalta, so. the
Institute for Fermentation, Osaka, Japani (IF0) tai the American Type
Culture Collection, USA (ATCC), annetuilla talletusnumeroilla.

Nocardia autotrophica kannat, joita merkitiédn talletusnumeroilla FERM
P-6181, FERM P-6182 ja FERM P-6183, ovat kaikki téméin mikro-organismin

uusia kantoja, jotka on hiljakkoin eristetty maa-aineksesta ja jotka on
16. lokakuuta 1981 liitetty kokoelmaan Fermentation Research
Institute:ssa, Ibaraki-Ken, Japani (FERM).

Vastikdin eristettyjen mikro-organismien morfologiset ja fysiologiset
ominaisuudet miiritettiin kiyttiden tavanomaista vidliainetta ja
Shirlingin ja Gottliebin kuvaamia menetelmid International Journal

of Systematic Bacteriology 16, 313-340 (1966) yhdessd useiden lisi-
testien kanssa. Havaintoja viljelmdstd tehtiin inkuboinnin jdlkeen
28°C:ssa 2 viikkoa. Kdytetyt virien nimet merkittiin "Guide to Colour
Standard"-kisikirjan mukaan (Nippon Shikisai Kenkyusho:n, Tokio,
Japani, julkaisema kdsikirja). Viljelmien ominaisuuksia verrattiin ak-
tinomysetaalien erilaisten tunnettujen Actinomycetes lajien ominaisuuk-

siin, joita Waksman kuvaa teoksessa "The Actinomycetes, Vol. 2", Shir-
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ling ja Gottlieb julkaisussa "The ISP Report" ja joita kuvataan
"Bergey's Manual of Determinative Bacteriology", 8. painoksessa ja
muussa viimeaikaisessa kirjallisuudessa, joka kHsittelee suvun Nocar-
diaceae taksonomiaa. Uusia mikro-organismeja merkitiin niiden FERM-

talletusnumeroilla.

Taulukossa 1 on esitetty edellii mainittujen uusien mikro-organismien

morfologisia ominaisuuksia.

TAULUKKO 1

FERM FERM FERM

P-6181 P-6182 P-6183
Itidketjun morfologia RF RF RF
Haaroittuminen vaatimaton | vaatimaton [ vaatimaton
Fragmentoituminen kylld kylli kyl1l4
Segmentoituneiden rihmojen

(hyphae) pintarakenne (1tiBt) siled, siled, siled,

kiiltdvad kif{ltivid kifltdvi
Muut elimet solmukoh- solmu~ el

tia, pesd~ | kohtia

kemdistid

kasvustoa

(tangles)

RF = Rectus Flexibilis

Kaikki uudet kannat osoittivat hyvii kasvua vaihtelevissa viliaineissa.

Kannalla FERM P-6181 oli valkoisia pintarihmastoja (aerial mycelia) vi-
riltdén kellanharmaasta vaalean kellanoranssiin kasvuston pddlld. Tie-
tyissé liuoksissa havaittiin vaalea, kellanruskea, liukoinen pigmentti,

mutta vain vihdisessi miAdrin.
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Kannalla FERM P-6182 oli ruskean valkoisesta vaalean kellanoranssiin
virisii pintarihmastoja harmahtavan kellanruskean kasvuston pddlli,

Mitd3dn liukoista pigmenttid ei havaittu.

Kannalla FERM P-6183 oli viriltiin ruskean valkoisesta vaalean kellan-
oranssiin virinen kasvusto, ja violetinruskeita tdplid havaittiin,

kun viljely edistyi. Rusehtavan harmaita pintarilmastoja oli mukana
kaikkien vdliaineiden p#illi paitsi hiiva-mallas-vdliaineella.

Viljelmien ominaisuudet 14. viljelypéivéna 28°C:ssa eri viliaineissa
on esitetty taulukossa 2. Taulukossa kdytetyt lyhenteet ovat seuraa-
vat:

G = kasvusto;

AM = pintarihmasto;
R = kddntbpuoli;

SP = liukoinen pigmentti.



10

15

20

25

30

35

TAULUKKO_2
Vdliaine FERM P-6181 FERM P-6182 FFRM P-6183
Hiiva- G Erittdin hyvi, Erittdin hyvi, Erittiin hyvi,
mallas-~ vaalean kellan- ruskea (6-4-1) ruskean valkeasta
agari ruskea (6-7-9) (2-9-8) harmah-
(ISP 2) tavan punarus-
keaan (4-3-5)
AM Runsas, Runsas, Jalkia,
valkoinen rusehtavan valkoinen
valkoinen
(2-9-7)
R Kiilloton, Ruskea (4-4-7) Ruskean valkeasta
kellanoranssi (2-9-8) harmahta-
(8-8-8) van punaruskeaan
(4-3-5)
SP Kellanruskea Ei1 lainkaan Ei lainkaan
(8-7-9)
Kaura- G Hyvd, vaalean Erittdin hyvid, Erittdin hyvi,
jauho- ruskea (2-8-9) vaalean kellan- tumman punaruskea
agari oranssi (2-9-9) (4-3-4)
(ISP 3)
AM Kohtalainen, Runsas, vaalean Kohtalainen, hiu-
valkea kellanruskea kan vaalean pu-
(2-9-9) nainen (2-8-4)
R Kellertidvin Vaalean kellan- | Ruskean violetti
ruskea (4-7-9) ruskea (4-8-9) (3-3-2)
Sp Vaalean kellan- F1 lainkaan El lainkaan
ruskea (4-8-9)
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Vdliaine

¥ERM P-6181

FFRM P-6182

FERM P-6183

T4rkkelys/ G

epidorg.
suola
~ agari AM
(ISP 4)
R
SP

Hyvi, keller-
tdvdn harmaa
(2-9-10)
Kohtalainen,

valkoinen

Vaalean keltai-
nen (3-9-10)
Ei lainkaan

Niukka, keller-
tivin harmaa
(1-9-10)
Runsas, vaalean
kellanoranssi
(2-9-9)

Vaalean kellan-
oranssi (2-9-9)

Ei lainkaan

| Glyseriini/ G

Hyvid, vaalean

asparagiini ruskea (2-8-9)
-agari
(ISP 5)
AM | Runsas,
valkoinen
R | Vaalean kellan-
ruskea (6-8-9)
SP { Vaalcan kellan-
ruskea (6-9-11)
Tyrosiini- G Frittiin hyvid,
agari vaalean keltai-
(ISP 7) sen oranssi
(3-8-8)
AM Runsas
valkoinen

Hlyvd, harmahta-
van kellan-
ruskea (4-5-7)

Runsas, ruskean
valkoinen
(1-8-6)

Ruskea (4-4-6)

I'i lainkaan

Erittiiin hyvi,
ruskean violetti
(3-3-2)

Hyvi, kiiltidvin
ruskean harmaa
(2-8-2)

Tumman punaruskea
(4-3-4)

Ei lainkaan
Erittiin hyva,
vaalean ruskeasta
(2-9-9) ruskean
violettiin (3-3-2)
Runsas,

valkoinen

Vaalean kellan-
oranssista (2-9-9)
harmahtavan puna-
ruskeaan (4-3-6)
Ei lainkaan

FErittdin hyvi,
harmahtavan
kellanruskea
(4-5-7)

Runsas, ruskean

valkoinen

(2-9-7)

Hyvd harmahtavan

ruskea (4-6-6)

Jalkid,

valkoinen
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ruskea (6-7-9)

Sakkaroosi- G

Hyvd, vaalean

Viliaine FERM P-6181 FERM P-6182 FFRM P-6183
R{ Kellertdvin Kirkkaan Vaalean kellan-
harmaa (1-9-10) ruskea (6-5-7) oranssista (2-9-9)
ruskeanviolettiin
(3-3-2)
SP | Vaalean kellan-| FEi lainkaan Fi lainkaan

e ———

Heikko,

Heikko,

s e e e

ruskea (4-8-9)

nitraatti- kellanruskea vaalean kellan- vaalean kellan-
agari (2-9-9) ruskea (2-9-9) oranssi (2-9-9)
AM EKohtalainen, Runsas, Kohtalainen,
Evalkoinen ruskean valkoi- valkoinen
: nen (2-9-7)
R Kellertivin Ruskean valkoi- Vaalean kellan-
%harmaa (1—9—10)!nen (1-9-6) oranssi (2-9-9)
SpP ?Ei lainkaan Ei lainkaan Fi lainkaan
Glukoosi/ G Erittdin hyvd, |[Hyvi, harmahta- Erittiin hyvi,
asparagiini ivaalean kellan-: van kellan- vaalean kellan-
~agari - oranssi (2—9-9)!ruskea (4-5-7) oranssista'(2-9—9)
! ruskean violettiin
i (3-3-2)
AM | Kohtalainen, Runsas, kiilti- Kohtalainen,
tvalkoinen vdn ruskean valkoinen
; valkoinen
: (1-7-6)
R  Vaalean kellan-|Harmahtavan Vaalean kellan-
ruskea (4-8-9) |[punaruskea oranssista (2-9-9)
(4-3-6) harmahtavan puna-
ruskeaan (4-~3-6)
SP |Vaalean kellan- [Ef lainkaan Fi lainkaan
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FERM P-6183

Vdliaine FFRM P-6181 FERM P-6182
Ravinto- G{ Hyvd, keller- Erittdin hyvd, Hyvd vaalean kel-
agari tidvin harmaa vaaleau kellan- lanoranssi (2-9-9)
(2-9-10) ruskea (6-£-9)
AM| Kohtalainen, Vaalean kellan- Jdlkid, valkoinen
valkoinen oranssi (2-9-9)
R{Kellertdvin Vaalean kellan- | Vaalean kellan-
harmaa (4-9-10) ruskea (6-8-9) oranssi (2-9-9)
SP|Ei lainkaan Ei1 lainkaan L1 lainkaan
Vesi- GlHeikko, keller- Heikko, Heikko, vaalean
agari tévin harmaa variton kellanoranssi
(1-9-10) (2-9-9)
AM{Kohtalainen, Runsas, Kohtalainen,
valkoinen valkoinen valkoinen
R{Kellertdvin Vaalean kellan- | Vaalean kellan-
harmaa (1-9-10) oranssi (2-9-9) oranssi (2-9-9)
SP|Ei lainkaan Ei lainkaan Ei lainkaan
Peruna/ G|Heikko, keller- Heikko, Heikko, vaalean
porkkana- tdvdn harmaa viritdn kellanoranssi
uute (1-9-10) (2-9-9)
-agari
AM{Kohtalainen Kohtalainen, Kohtalainen,
valkoinen valkoinen valkoinen
RiKellertdvin Vaalean kellan- Vaalean kellan-
harmaa (1-9-10) oranssi (2-9-9) oranssi (2-9-9)
SP |[E1 lainkaan E1 lainkaan E1 lainkaan
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Uusien kantojen fysiologiset ominaisuudet on esitetty taulukossa 3.
Tumman pigmentin muodostumiskoe tehtiin seuraavissa kolmessa vidli-

aineessa:

Vdliaine 1: Tryptoni-hiivauute-lihaliemi (1SP 1);
Vdliaine 2: Peptoni-hiivauvute-rauta-agari (ISP 6);
Vdliaine 3: Tyrosiiniagari (ISP 7).

TAULUKKO 3
FERM FERM FERM
r-6181 P-6182 P-6183
Nitraatin pelkistys - - -
Tédrkkelyksen hydrolyysi - - -
Urean hajoaminen + - +
Lysotsyymien kestidvyys - + -
Tumman pigmentin muodostus
Vdliaine 1 - - -
Vdliaine 2 - - -
Védliaine 3 - - -
Happojen tuottaminen
arabinoosista + -
ksyloosista + - +
raffinoosista + - NG

- = negatiivinen;
+ = positiivinen;
NG = ei kasvustoa.

Hijlihydraattien hyvdksikdyttd uusilla kannoilla on esitetty taulu-
kossa 4. Kdytetty véliaine oli Pridham-Gottlieb-agaria (ISP 9), ja
mddritys tehtiin viljelyn jdlkeen 28°C:ssa 14 pdivin ajan.
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FERM FERM FERM
P-6181 P-6182 '-6183

D-glukoosi
D-arabinoosi
D-ksyloosi
D-fruktoosi

L-ramnoosi

+
+ i+ 4+ + + +

Inositoli

Sakkaroosi
Raffinoosi

+ + + + + + + + o+
!

D-mannitoli

Vertailu

hy¢&dynnetty;

I+
]

hiukan hy3dynnetty;

ei hybdynnetty.

Paperikromatografia-analyyseja tehtiin kunkin kolmen, uuden suvun hap-
pohydrolyysituotteelle B. Beckerin et al. [Applied Microbiology, 13,
236 (1965)] ja M.P, LeChevalier'n et al. [H. Prauset, "The Actino-
mycetales", 311 (1970)] menetelmin mukaan. Meso-2,6-diaminopimeeli-
happoa léydettiin soluseinistd, ja arabinoosia ja galaktoosia ldydet~
tiin koko solun sakkariinin aineosina, miki siten varmistaa sen, ettd

kullakin suvulla olivat solun osat tyyppild IV-A.

N¥iden taksonomisten tutkimusten tulokset osoittavat, etti kaikki kan-

nat kuuluvat sukuun Nocardia. Nocardian tunnetuista lajeista uusien

kantojen ominaisuudet ovat 1#himp#nd Nocardia autotrophican ominaisuuk-

sia International Journal of Systematic Bacteriology, 30, 337 (1980)
paitsi ainoastaan niiden erojen kohdalla, jotka on esitetty taulukossa
5. Taulukossa merkit ja lyhenteet ovat samoja kuin vastaavissa taulu-

koissa 1-4 annetut.
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TAULUKKO 5
FERM FERM FERM Nocardia
Koe P-6181 P-6182 P-6183 autotrophica
Kasvuston AM | valkoinen valkoisestajvalkoi- valkoisesta
virit vaalean koisesta | vaalean
kellan- |rusehta- | keltaiseen
oranssiin van har-
maaseen
C kellertivin harmahtavan |ruskean vaalean kel-
barmaasta kellan- vinletti |taisesta
vaalean kel- ruskea kellertivin
lan oranssiin harmaaseen
Urean hajoaminen + - + +
Kestidvyys
lysotsyymille - + - -
Happojen tuotto:
arabinoosista + - + +
ksyloosista - +
raffinoosista + - NC -
Hyvdksikdytts:
arabinoosi + - + +
ksyloosi + - + +
ramnoosi + - + +
sakkaroosi + - - +
raffinoosi + - - +

Kanta FERM P-6181 ja Nocardia autotrophica muistuttivat toisiaan morfo-

logisilta, kasvustollisilta ja fysiologisilta ominaisuuksiltaan, ja

siten pddteltiin, ettd tdAmi kanta kuului lajiin Nocardia autotrophica.
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Kanta FERM P-6182 poikkesi Nocardie autotrophicasta urean hajottamises-

sa, kestivyydessd lysotsyymeille, happojen tuottamisessa hiilihydraa-
teista ja hiilihydraattien hyvdksikéyt8ssd. Kuitenkaan nidmd erot eivit
ole riittivii, jotta kanta FERM P-6182 tulisi kidsittdd uudeksi iajiksi;

sen tihden sitd pidetiin Nocardia autotrophican uutena alalajina. Vas-

taavasti tdmd kanta nimettiin Nocardia autotrophica subsp. canberrica

subsp. nov.:ksi.

Subsp. FERM P-6183 poikkesi Nocardia autotrophicasta kasvustonsa viarissid

ja ramnoosin, sakkaroosin ja raffinoosin hyviksikdytdssid. Samoin ndmd
erot eivdt olleet riittdvii, jotta témi kanta tulisi kdsittdd uudeksi
lajiksi, ja siksi sitid pidetididn Nocardia autotrophican alalajina. Se

on nimetty Nocardia autotrophica subsp. amethystina subsp. nov.:ksi.

Suvun Nocardia erilaisista mikro-organismeista, joita voidaan kidyttdd
keksinndn menetelmdssi, me erityisesti pidimme parempana kidyttdd nditd

kolmea uutta kantaa, toisin sanoen Nocardia autotrophica FERM P-6181,

Nocardia autotrophica subsp. canberrica FERM P-6182 tai Nocardia

autotrophica subsp. amethystina FERM P-6183.

Témin keksinndn entsymaattinen hydroksylointiprosessi voidaan suorit-
taa saattamalla ML-236B-yhdiste kosketukseen sukuun Nocardia kuuluvan
mikro-organismin kanssa tal sen soluttoman, entsyymii sisdltdvin uut-

teen kanssa.

Timdn keksinndn prosessi suoritetaan mieluummin jollakin kolmesta

tavasta:

(a) 1lisdémdlli l#ht3yhdistettd ML-236B viljelmin vdliaineeseen muunta-
van mikro-organismin viljelyn aikana, ja sitten jatkamalla viljelyd;

(b) kokoamalla muuntavan mikro-organismin viljelmdi, ja saattamalla
keridtyt solut kosketukseen l3ht8yhdisteen ML-236B kanssa; tai

(c) valmistamalla solutonta, entsyymid gisdltidvdd uutetta muuntavan
mikro-organismin soluista, ja yhdistamdlld tdm¥ uute 1l&htdyhdis-
teen ML-236B kanssa.
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Suvun Nocardia muuntavan mikro-organismin viljely voi tapahtua tavan-
omaisella tavalla tavanomaisessa viljelm#n vdliaineessa, joka sisdl-
tdd ravintoaineita, jotka sellaisten mikro-organismien kanssa kiytet-
tidvdksi hyvin tunnetaan. Siten, niinkuin hyvin tiedetilin, sellainen
viljelmdn vidliaine sisiltii assimiloituvan hiilen ja assimiloftuvan
typen lihteen ja usein epidorgaanisia suoloja. Esimerkit assimiloitu-
van hiilen lihteistd kdsittivit glukoosin, sakkaroosin, tiirkkelyksen,
glyseriinin, hirssigelatiinin, melassit ja soijapapu 8ljyn. Esimer-
kit assimiloituvan typen lihteistd kidsittivit soijapavun kuiva-aineen
(mikd kdsittdd karkeat ja hienmot soijapapujauhot), vehn#nalkion, 1iha-
uutteet, peptonin, maissinliotusveden, kuivatun hiivan ja ammonium-
suolat, kuten ammoniumsulfaatin. Jos on tarpeen, voidaan myds epior-
gaanisia suoloja, kuten natriumkloridia, kaliumkloridia, kalsiumkarbo-

naattia tal fosfaatteja, sisdllyttdd mukaan.

My&s, jos halutaan, voidaan kiyttii muita lisialneita, jotka kykenevit
edistdmddn hydroksylointientsyymin tuotantoa, sopivina kombinaatioina.
Erityinen viljelytekniikka ei ole kriittinen keksinn®én menetelmille,
Ja mitd tahansa tavanomaisesti mikro-organismien viljelyyn kiytettyd
tekniikkaa voidaan kdyttidd yht#ldisesti timin keksinn®n kanssa. Yleen-
sd tietenkin kdytettdvd tekniikka valitaan ottamalla huomioon teolli-
nen tehokkuus. Siten liuosviljelyd pidetddn parempana, ja syviviljely-

menetelmd on mukavin teolliselta nikdkannalta.

Viljely suoritetaan tavallisesti aerobisissa olosuhteissa ja alueella

20-37°C olevassa limp&tilassa, vield mieluummin 26-28°C:ssa.

Menetelmd (a) toteutetaan lisddmid114d lihtd&yhdistettd ML-236B viljelyvi-
liaineeseen viljelyn kuluessa. Viljelyn aikana tismdllinen kohta, jol-
loin liht&yhdisteitd lisdtiin, vaihtelee riippuen viljelyvdlineestid,
vdliaineseoksesta, viljelyviliaineen limpStilasta ja muista tekijois-
td, mutta se on mieluummin sinid alkana, jolloin mikro-organismin hyd-
roksylointikapasiteetti alkaa lisiintyid, ja tim3d on tavallisesti 2 tai
3 pdivdd mikro-organismin viljelyn aloittamisen jdlkeen. Lisittdvin
ML-236B-yhdisteen mi#ri on mieluummin 0,01-5,0 paino-7 vidliaineesta,
vield mieluummin 0,05-0,5, esim. 0,05-0,1, paino-7. ML-236B-yhdisteen

lisdémisen jdilkeen viljelvid jatketaan aerobisesti tavallisesti limpd-
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tilassa, joka on ylli esitettyjen rajojen sisilld. Viljelyd jatketaan
tavallisesti 3-5 pdivin ajan ML-236B-yhdisteen lisddmisen jdlkeen.

Menetelmissi (b) mikro-organismin viljely tapahtuu ensin olosuhteissa,
joissa saavutetaan maksimi hydroksylointikapasiteetissa; timd kapasi-
teetti saavuttaa tavallisesti maksimin 4-5 piivin vdli11ld viljelyn
aloittamisen jilkeen, vaikka tdmd ajanjakso on vaihteleva riippuen
vdliaineen luonteesta ja lémpdtilasta, mikro-organismin lajista ja
muista tekijdistd. Viljelmdn hydroksylointikapasiteettia voidaan tark-
kailla ottamalla niytteiti viljelmdstd sopivin viliajoin, madrittimil-
14 nidytteiden hydroksylointikapasiteetti saattamalla ne kosketukseen
ML-236B-yhdisteen kanssa vakio-olosuhteissa ja midrittémdlld saatujen
yhdisteiden M-4 ja M-4' mAiri sekd merkitsemdlld tdmd kapasiteetti ajan
suhteen kaaviona. Kun hydroksylointikapasiteetti on saavuttanut maksi-
mipisteens#d, viljely lopetetaan, ja mikrobisolut keritddn. Tdmd voi
tapahtua sentrifugoimalla, suodattamalla tai samankaltaisilla erottelu-
menetelmilli. Siten kerityt viljeltdvén mikro-organismin kokonaiset
solut mieluummin pestdin sitten sopivalla pesuliuoksella, kuten fysio-

logisella suolaliuoksella tai sopivalla puskuriliuoksella.

Suvun Nocardia mikro-organismin kerittyjen solujen gsaattaminen yhteen
yhdisteen ML-236B kanssa suoritetaan yleensi vesiliuoksessa, esimer-
kikei fosfaattipuskuriliuoksessa pH-arvossa 5-9., Reaktioldmpdtila on
mieluummin rajojen 20-45%C sisdlld, vielZ mieluummin 25-30°C. ML-236B-
yhdisteen konsentraatio reaktioliuoksessa on mieluummin alueen 0,01~
5,0 paino-7 sisill#. Aika, joka sallitaan reaktiolle, on mieluummin
1-5 pdivii, valkka tidmi voi vaihdella riippuen ML-236B-yhdisteen kon-
sentraatiosta reaktioseoksessa, reaktioldmpdtilasta, mikro-organismin
hydroksyloint1kapasiteetista (mik3 vol tietenkin vaihdella lajista
lajiin ja mikd myds, kuten yl1li kerrottiin, riippuu vilijelyajasta) ja

muista tekijdistd.

Soluton, entsyymii sisdltdvd uute, jota kiytetiidn menetelmdssd (c),

voidaan saada hajoittamalla koko mikro-organismin solut, jotka on saa-
tu niin kuin kuvattiin menetelmén (b) yhteydessd, fysikaalisin tai ke-
miallisin keinoin, esimerkiksi jauhamalla tai ultraddnikidsittelylld ha-

joitetun solumassan aikaansaamiseksi tai kdsittelemdll pinta-aktiivi-
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sella aineella tai entsyymilli soluliuoksen tuottamiseksi. Lopullinen
soluton uute yhdistetddn sitten 1lihtByhdisteen ML-236B kanssa samoissa
olosuhteissa, kuten kuvattiin yll# menetelmin (b) yhteydessi.

Muuntoreaktion loppuunsaattamisen jdlkeen milli tahansa ylli mainitul-
la menetelmdlli voidaan haluttu vhdiste suoraan eristif, erottaa tai
puhdistaa tavanomaisin keinoin. Esimerkiksi erottaminen ja puhdista-
minen voidaan suorittaa suodattamalla reaktioseos, uuttamalla saatu
suodos veteen liukenemattomalla orgaanisella liunttimella (kuten etyy-
lisulfaatilla), tislaamalla liuotin uutteesta, viemidlli saatu raaka-
tuote kromatografiapylvdiseen (esimerkiksi silikageeli tai aluminium-
oksidi) ja eluoimalla pylviistd sopivalla eluentilla.

Milloin mikro-organismilla muunnettu yhdiste M-4 tai M-4' ei ole tuon
yhdisteen haluttu muoto, voidaan konversioreaktion tuote sitten saat-
taa yhteen tail useampaan jatkoreaktioon, kuten hydrolyysiin, suolan
nuodostamisreaktioon, esterdintiin tai laktonisointiin, tavanomaisil-
la menetelmilld, kuten tdssi j#ljempdnd kuvataan. Sellaiset lisireak-
tiot voidaan sovittaa yll# kuvattujen erottelu- ja puhdistusvaiheita
ennen, niiden jdlkeen tai niiden aikana, mieluummin nZiden vaiheiden

aikana.

Keksinndn menetelmdssd aktiivisella hydroksylointientsyymilld ei ole
itsessdin vaikutusta ML-236B-yhdisteen karboksyyliryhmisn, ja siten,
kun muut tekijdt ovat samat, ML-236B-laktoni antaisi (M-4)- ja/tai
(M-4')-laktonia, ML-236B-karboksyylihappo antaisi (M-4)- ja/tai (M-4')-
karboksyylihappca ja ML-236B-karboksyylihapon suola tai esteri antaisi
(M-4)- ja/tai (M-4')-karboksyylihapon samaa suolaa tai esterii. Kuiten-
kin tihdn voidaan vaikuttaa muilla tekiij&illi, erityisesti reaktio-
seoksen pH-arvolla, tavalla, mikd on ennustettavissa tavallisilla ke~
mian lseilla. LAhtGyhdiste ML-236B voi olla kaavan (TT) vapaa ML-236B-
karboksyylihappo, sen vastaava kaavan (ITa) laktoni tai suola (esim.
metalli-, aminohappo- tai amiinin suola) tai sen esteri (erityisesti
alkyyliesteri).

Parempina pidettyji metallisuoloja ovat suolat alkalimetallien kanssa,

kuten natrium tal kalium, suolat maa-alkalimetallien kanssa, kuten
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kalsium, tai suolat muiden metallien kanssa, kuten magnesium, alumiini,
rauta, sinkki, kupari, nikkeli tai koboltti, joista alkalimetalli-,
maa-alkalimetalli-, magnesium- ja aluminiumsuoloja pidetdidn parempina,

ja natrium-, kalsium- ja aluminiumsuoloja pidetdin parhaimpina.

Parempina pidettyjd aminohappoja aminohapon suolojen muodostamiseksi
ovat emdksiset aminohapot, kuten arginiini, lysiini, histidiini,
s p—diaminobutyyr ihappo tai ornitiini.

Parempina pidetyt amiinit amiinisuolojen muodostamiseksi kidsittidvit
t-oktyyliamiinin, dibentsyyliamiinin, diklooriheksyyliamiinin, morfo-
liinin, D-fenyyliglysiinin alkyyliesterit ja D-glukoosiamiinin.

ML-236B-esterit ovat mieluummin alkyyliestereitd, kuten metyyli-,
etyyli-, propyyli-, isopropyyli-, butyyli-, isobutyyli- tail pentyyli-
estereiti, joista metyyliesterild pidetddn parempana. Kuitenkin voi-
daan kiyttdid muita estereitd, jos halutaan.

ML~236B:n ldhtématerisaleista pidetddn erityisesti parempana alkali-
metallisuoloja, esim. natrium- tai kaliumsuoloja, natriumsuolaa pidet-
tdessé parhaimpana, silld me olemme havainneet, ettd se antaa yhdisteen
ML-236B parhaan muuntumisen toivotuksi M-4- tai M-4'-yhdisteeksi.

Milloin timin keksinn3n entsymaattisella hydroksylointimenetelmdlld
saatu tuote on kaavan (I) karboksyylihapon suola, voidaan itse vapaa
karboksyylihappo saada sditidmdlld suodoksen pH arvoon 4 tai alemmas,
mieluummin arvoon 3-4. Miti tahansa orgaanista happoa tai mineraali-
happoa voidaan k#ytt#3 ottamalla huomioon, ettei 81114 ole mitddn
haittavaikutuksia haluttuun yhdisteeseen. Esimerkit monista hapoista,
jotka ovat sopivia, kdsittdvit trifluorietikkahapon, etikkahapon,
kloorivetyhapon ja rikkihapon. T#m# karboksyylihappo voi itse olla ha-
luttu tuote, tai se voidaan saattaa, ja mieluummin saatetaan, jatko-
reaktioihin, kuten jiljemp#n# kuvataan, valinnan mukaan sellaisten

kisittelyjen jilkeen kuin uuttaminen, pesu ja dehydraatio.

Kaavan (I) karboksyylihappojen metallisuoloja voidaan saada saattamalla
valitun metallin hydroksidia, karbonaattia tai samankaltaista reaktii-
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vista yhdistettd vesiliuoksessa kosketukseen kaavan (I) karboksyyliha-
pon kanssa. Kiytettdvd vesiliuos on mieluummin vetts tai se voi olla
veden ja orgaanisen liuottimen seos, mieluummin alkoholin (kuten meta-
noli tai etanoli), ketonin (kuten asetoni), alifaattisen hiilivedyn
(kuten heksaani) tai esterin (kuten etyyliasetaatti). Erityisesti me
pidimme parempana kiyttidd hydrofiilisen orgaanisen liuottimen ja veden
seosta. Sellaisten reaktioiden annetaan tapahtua tavallisesti ympiristdn

14mp3tilassa, mutta ne voivat tapahtua, jos halutaan, kuumentamalla.

Kaavan (I) karboksyylihappojen amiinisuoloja voidaan saada saattamalla
kosketukseen amiini vesiliuoksessa kaavan (I) karboksyylihapon kanssa.
Sopivat vesiliuokset kisittdvit veden je veden seokset alkoholien (kuten
metanoli tai etanoli), eettereiden (kuten tetrahydrofuraani), nitrii-
lien (kuten asetonitriili) tai ketonien (kuten asetoni) kanssa; me eri-
tyisesti piddmme parempana kiytt#d vesipitoista asetonia liuottimena
tdtd reaktiota varten. Reaktio suoritetaan mieluummin pH:ssa 7-8,5 ja
mieluummin ympédriston limp3tilassa tai sen alapuolella, vieli mieluummin
ldmpstilassa 5-10°C. Reaktio menee heti loppuun. Vaihtoehtoisesti kaa-
van (I) karboksyylihapon metallisuola (joka on voitu saada niin kuin
y114 kuvattiin) voidaan liuottaa vesiliuokseen, mink# jdlkeen lisitiin
halutun amiinin mineraalihapon suolaa (esimerkiksi kloorivetyhapon
suolaa) kiyttden samoja reaktio-olosuhteita kuin jos amiini itse rea-
goisi kaavan (I) karboksyylihapon kanssa, ja haluttu tuote saadaan

sitten suolanvaihtoreaktiolla.

Kaavan (1) karboksyylihappojen aminohapon suoloja voidaan saada saat-
tamalla vesiliuoksessa oleva aminohappo kosketukseen kaavan (1) karbok-
syylihapon kanssa. Sopivat vesipitoiset liuottimet kisittivit veden ja
veden seokset alkoholien (kuten metanoli tail etanoli) tai eetterien
(kuten tetrahydrofuraani) kanssa. Reaktio suoritetaan mieluummin kuu-
mentamalla, esimerkiksi 14mp3tilassa 50-60°C.

Kaavan (I) karboksyylihappojen estereiti, mieluummin alkyylestereiti,
voidaan saada saattamalla kaavan (I) karboksyylihappo kosketukseen sopi-
van alkoholin kanssa. Me piddmme parempana suorittaa timi reaktio hap-

pokatalyytin kanssa, esimerkiksi mineraalihapon (kuten suolahappo tai
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rikkihappo), Lewis'n hapon (esimerkiksi boriumtrifluoridi) tai ionin-
vaihtohartsin kanssa.

Tihdn reaktioon kiytettivid liuotin ei ole kriittinen, kun otetaan huo-
mioon, ettei se vaikuta reaktiota haittaavasti; sopivat liuottimet ka-
sittdvit bentseenin, kloroformin ja eetterit. Vaihtoehtoisesti voidaan
haluttu tuote saada saattamalla kaavan (1) karboksyylihappo kosketukseen
diatsoalkaanin kanssa, missi alkaaniosa voi olla substituoitu tai subs-
tituoimaton. T#mi reaktio toteutetaan tavallisesti saattamalla koske-
tukseen happo diatsoalkaanin eetteripitoisen liuoksen kanssa. Seuraavana
vaihtoehtona voidaan esterii saada 1iitt#m#ll4 kaavan (1) karboksyyli-
hapon metallisuola halogenidin, mieluummin alkyylihalogenidin, kanssa
sopivassa liuvottimessa; parempina pidetyt liuottimet kdsittivit dimetyy-
liformamidin, tetrahydrofuraanin, dimetyylisulfoksidin ja asetonin.
Kaikki reaktiot esterien tuottamiseksi suoritetaan mieluummin l#hes ym-
péristdn ldmpdtilassa, vaikka jos reaktiomenetelmin luonne vaatii, voil-

daan reaktiot suorittaa kuumentamalla.

Kaavan (I) karboksyylihappojen laktoneja voidaan saada saattamalla

kaavan (I) karboksyylihappo kosketukseen katalyyttisen mddrin kanssa hap-
poa, joka voi olla orgaaninen tai epdorgaaninen. Me piddmme parempana
kdyttdd sellaisia orgaanisia ja mineraalihappoja kuin trifluorietikka-
happo, suolahappo ja rikkihappo. Tém# reaktio suoritetaan mieluummin
suunnilleen ympiristdn ldmpdtilassa.

Esimerkit yhdisteiden M-4 ja M-4' suoloista ja estereistd, jotka on
valmistettu keksinndn menetelm#lld, sisiltidvit ylld annetut ML-236B:n
suolat ja esterit kidytettidviksi l&htSaineena.

Siten saadut johdannaiset M-4 ja M-4' voidaan eristdd, erotella tal
puhdistaa tavanomaisilla keinoilla, esimerkiksi adsorptiolla kantaja-
aineelle (kuten aktiivihiili tai silikageeli) tai ioninvaihtokromato-
grafialla tai geelisuodatuksella Sephadex-pylvddlld (tavaramerkki) tai
uuttamalla orgaanisella liuottimella, kuten eetterilld, etyyliasetaa-
tilla tai kloroformilla; jos halutaan, ja sitd tavallisesti pidetdin

parempana, voidaan kdyttdé nédiden tekniikkojen yhdistelmdd.
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Isomeerit M-4 ja M-4' voidaan erotella toisistaan joko konversioreak-
tion loppuunsaattamisen jilkeen tal missd tahansa sopivassa kohdassa
reaktioiden aikana tai ylli kuvattujen erottelu- tai puhdistusproses-

sien aikana.
Keksint$d kuvatasan edelleen seuraavilla esimerkeilli.

Esimerkki 1

e ey e e e e

Nocardia autotrophica subsp. amethystina FERM P-6183:n soluja ympit-

tiin vinopintaviljelmdltd platinasilmukan avulla jokaiseen kahteenkym-
meneen 500 ml:n Erlenmeyer-pulloon, joista jokainen sisilsi 100 ml

viljelyliuosta, jolla oli seuraava kokoonpano (prosentit ovat paino/

tilavuus):
Glukoosi 1,07
Peptoni 0,27
Lihauute 0,17
Hiivauute 0,1%

Maissinliotusvesi 0,37
Vesijohtovesi loput
(pH:ta el siidetty)

Viljelmdd ravisteltiin 26°C:ssa ja 220 r.p.m:ssi kahden piivin ajan,
missd ajassa lisdttiin natrium-(ML-236B)-karboksylaattia loppukonsen-
traatioon 0,057 (paino/tilavuus) asti. Inkubointia jatkettiin 26°C:ssa

ja 220 r.p.m:ssi seuraavat 5 pAivii.

Viljelyn loppuun saattamisen j3lkeen reaktioseos suodatettiin, ja suo-
doksen pH sdidettiin arvoon 3 14sidm#lld trifluorietikkahappoa. Happa-
maksi tehty suodos uutettiin sitten kolme kertaa kullakin kerralla

1 litran kanssa etyyliasetaattia, miki antoi uutteet, jotka sisilsi-
vit (M-4)- ja (M-4')-karboksyylihapon seosta. Otettiin ndytteiti niis-
td uutteista, ja niihin kidytettiin ohutkerroskromatografiaa silika-
geelilevylld Art 5715 (valmistanut Merck / Co. Tnc.), kehitettiin
50:50:3-t1lavuussuhteessa bentseenin, asetonin ja etikkahapon seosta.

(M-4) -karboksyylihapon Rf-arvo oli 0,45, ja (M-4')-karboksyylihapon
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Rf-arvo oli 0,46,

Koko loppu-uute pestiin kyllistetylld natriumkloridiliuoksella, minki
jdlkeen lisdttiin ekvivalentti moolim#ird diatsometaanin eetteripitois-
ta 1iuosta huoneenlimpdtilassa. Seoksen annettiin seistd 30 minuuttia,
mink3 jilkeen se haihdutettiin kuivaksi alipaineessa. Jidnnds laitet-
tiin Lobarin kolonniin (Si 60, valmistanut Merck / Co. Inc., koko A),
mitid sitten eluoitiin 1:1 tilavuussuhteisella seoksella bentseenii ja
etyyliasetaattia. Saatiin erotellut fraktiot, jotka sisdlsividt metyyli-
(M-4)-karboksylaattia ja metyyli-(M-4')-karboksylaattia. Nim#d fraktiot
konsentroitiin haihduttamalla alipaineessa, miki antoi 320 g metyyli-
(M-4) -karboksylaattia ja 11 mg metyyli-(M-4')-karboksylaattia, molem-

mat virittdmien #1jyjen muodossa.
Korvaamalla diatsometaani ylld kuvatussa menettelyssi muilla sopivilla
diatsoalkaaneilla voidaan saada muita (M-4)-karboksyylihapon ja

(M-4')-karboksyylihapcn estereitd.

Metyyli-(M-4)-karboksylaatin fysikaalisia ominaisuuksia

kuvataan seuraavaksi.

Ydinmagneettinen resonanssispektri (deuteriumkloroformissa kiyttien
tetrametyylisilaania sisiiseni standardina, 200 MHz:gsa),
6 ppm:

0,88 (3H, tripletti, J = 7,3 Hz);
0,89 (3H, dupletti, J = 6,5 Hz);
1,12 (3H, dupletti, J = 6,8 Hz);
1,1-1,7 (10H, multipletti);

2,34 (1H, sekstetti, J = 7 Hz);
2,3-2,5 (2H, multipletti);

2,49 (2H, dupletti, J = 6,4 Hz);
2,58 (1H, multipletti);

3,72 (3H, singletti);

3,78 (1H, multipletti);

4,25 (1R, kvintetti, J = 7 Hz);
4,40 (1R, multipletti);



10

15

20

25

30

35

24
5,42 (1H, multipletti);
5,56 (1H, multipletti);
5,90 (1H, dupletti dupleteista, J = 9,8 ja 5,6 Hz);
5,99 (1H, dupletti, J = 9,8 Hz).

Massaspektri: Silyloinnin jdlkeen N,0-bis(trimetyylisilyyli)trifluori-
asetamidilla tehtiin mittaus kdyttiden D-~300 -tyyppisti laitetta, jonka

on valmistanut Nihon Electronics Co.
M/e: 654 (M+), 552, 462, 372, 290, 272, 233, 231.

Ultraviolettiabsorptiospektri (etanoli) A~max nm:
230,1, 237,3, 246,4.
Infrapuna~absorptiospektri (ohut kalvo) Vnax cm—lz
3400, 2950, 1730.

Ohutkerroskromatografia: Silikageelilevylld Art 5715, valmistanut
Merck / Co. Inc., kdyttiZen 1:1 tilavuussuhteessa bentseenin ja aseto-
nin seosta kehitysliuoksena.

Rf-arvo: 0,88.

Seuraavaksi kuvataan metyyli-(M-4')-karboksylaatin fysikaalisia

ominaisuuksia.

Ydinmagneettinen resonanssispektri (deuteriumkloroformissa kiyttien
tetrametyylisilaania sisiisen# standardina, 60 MHz:ssa)

8 ppm:

3,70 (3H, singletti);
5,50 (1H, leve# singletti);
5,75 (1H, leve# singletti);
5,90 (1R, kvartetti);
6,01 (1H, dupletti).

Ultraviolettiabsorptiospektri (metanoli) Aumx nm:
230, 238, 246,
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Infrapuna-absorptiospektri (ohut kalvo) U max cm_l:

3400, 1730.

Massaspektri: Silyloinnin jf#lkeen Elg—bis(trimetyylisilyyli)trifluori—
asetamidilla tehtiin mittaus kiyttden D-300-tyyppisti laitetta, jon-

ka on valmistanut Nihon Electronic Co.
M/e: 654 ().

Alkuaineanalyysi:
Laskettu C24H3807:11e: c, 65,73%; H, 8,73%.
Loydetty: ¢, 65,55%7; H 8,797,

Esimerkki 2

Esimerkissi 1 kuvattu menettelytapa toistettiin, miki antoi 1,9 1lit-
raa konversioreaktion seosta. Tidmidn seoksen pH asetettiin sitten ar-
voon 3,0 lis#dm#lld trifluorietikkahappoa, mink# jidlkeen seosta uutet-
tiin kolme kertaa, kullakin kerralla 1 litralla etyyliasetaattia, mikd
antol fraktion, joka sisilsi sekd (M-4)-karboksyylihappoa ettd (M-4')-
karboksyylihappoa.

Tdmd uute pestiin sitten kyllidstetylld natriumkloridiliuoksella, minkd
jdlkeen se kuivattiin vedettdmidlla natriumsulfaatilla. Sitten lisdt-
tiin katalyyttinen maird trifluorietikkahappoa laktonisoinnin aikaan-
saamiseksi. Saatu seos pestiin sitten 57:1la (paino/tilavuus) natrium-
vetykarbonaatin vesiliuoksella, minkd jdlkeen se kuivattiin vedettdmidl-
14 natriumsulfaatilla, ja sitten se haihdutettiin kuivaksi, mikd antoi
laktonifraktion.

Timi laktonifraktio laitettiin Lobarin kolonniin (Si 60, valmistanut
Merck / Co. Inc., koko A) ja eluoitiin 7:3 tilavuussuhteisella bentsee-
nin ja asetonin seoksella, miki# antol erotetut fraktiot, jotka sisdlsi-
vit (M~4)-laktonia ja (M-4')-laktonia. Ndmd fraktiot uudelleenkiteytet-
tiin erikseen etyyliasetaatilla, mik# antoi 270 mg (M-4)-laktonia ja

8 mg (M~4')-laktonia.

Seuraavaksi esitetiin (M-4)-laktonin fysikaalisia ominaisuuksia.
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Ydinmagneettinen resonanssispektri (deuteriumkloroformissa kiyttéen

tetrametyylisilaania sisdisend standardina, 100 MHz:ssa)
§ ppm:

4,38 (1H, multipletti);
4,41 (1H, multipletti);
4,62 (1H, multipletti);
5,41 (1H, multipletti);
5,58 (1H, multipletti);
5,90 (1N, kvartetti);
6,01 (1H, dupletti).

Ultraviolettiabsorptiospektri (metanoli) hmax nm:

230, 236,7, 244,6.
Infrapuna-absorptiospektri (chut kalvo) U o ax cm_l:
3400, 2950, 1725.

Ohutkerroskromatografia: Silikageelilevylld Art 5715, valmistanut
Merck / Co. Inmc., kidyttden 50:50:3 tilavuussuhteessa bentseenin, ase-
tonin ja etikkahapon seosta kehitysliuoksena.

Rf-arvo: 0,62.

Seuraavaksi kuvataan (M-4')-laktonin fysikaalisia ominaisuuksia.

Ydinmagneettinen resonanssispektri (deuteriumkloroformissa kiyttien
tetrametyylisilaania sisiisen# standardina, 100 MHz:ssa)

8§ ppm:

4,25 (1H, multipletti);
4,60 (1H, multipletti);
5,50 (1H, multipletti);
5,75 (1H, multipletti);
5,90 (1H, kvartetti);
6,01 (1H, dupletti).
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Ultraviolettiabsorptiospektri (metanoli) A max M
230, 237, 245.

Infrapuna-absorptiospektri (KRr) V ax em
3500, 1720.

Massaspektri: M/e 406 (M+), 304, 286.

Optinen kiertokyky:
t%i ;2 = +310,9° (c = 0,66, metanoli).

Sulamispiste: 141-143°C.

Alkuaineanalyysi:
Laskettu C23H3406:11e: c, 67,95%; H, 8,43%.
Léydetty: C, 68,05%; H, 8,377.

Ohutkerroskromatografia: Silikageelilevyll#d Art 5715, valmistanut
Merck / Co. Inc., kdyttien 1:1 tilavuussuhteessa bentseenin ja aseto-
nin seosta kehitysliuoksena.

Rf-arvo: 0,64.

Esimerkissd 1 kuvattu menettelytapa toistettiin uuttamiseen asti, ja
t3m3 mukaan lukien, kolmella etyyliasetaattier/illd, mik# antoi uutteen,
joka sisdlsi sekd (M-4)-karboksyylihappoa ettd (M-4')-karboksyylihappoa.

Timd uute siirrettiin sitten vidlittimisti 5%Z:een (paino/tilavuus) nat-
riumvetykarbonaatin vesiliuokseen, ja seoksen pH asetettiin arvoon 7,0
11s4d4mill14d 2N kloorivetyhappoa. Seos adsorboitiin sitten Diaion HP-20-
kolonniin (valmistanut Mitsubishi Chemical Industries). Kolonnia pestiin
vedelli ja sitten eluoitiin 50 tilavuus-Z:11a vesipitoisella asetonilla,
mikd antol fraktion, joka sisdlsi natrium-(M-4)-karboksylaattia. Tdmi
pakastekuivattiin, mikd antoi 200 mg natrium-(M-4)-karboksylaattia.
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Seuraavaksi on kuvattu natrium-(M-4)-karboksylaatin fysikaalisia

70925

ominaisuuksia.

Ydinmagneettinen resonanssispektri (deuteriummetanolissa kHyttien tetra-

metyylisilaania sisdisend standardina, 200 MHz:ssa)

§ ppm:

0,91 (3H, tripletti, J = 7,5 Hz);

0,92 (3H, dupletti, J = 7 Hz);

1,12 (3H, dupletti, J = 7 Hz);

1,1-1,8 (10H, multipletti):

2,25 (1H, dupletti dupleteista, J = 15 / 7,6 Hz);
2,34 (1H, dupletti dupleteista, J = 15 / 5,5 Hz);
2,2-2,4 (3H, multipletti);

2,48 (1H, multipletti);

3,68 (1H, multipletti);

4,07 (1H, multipletti);

4,28 (1H, multipletti);

5,36 (1H, multipletti);

5,48 (1H, dupletti dupleteista, J = 3 / 2 Hz);
5,88 (1H, dupletti dupleteista, J = 9,6 / 5,3 Hz);
5,98 (1H, dupletti, J = 9,8 Hz).

Ultraviolettiabsorptiospektri (metanoli) ;Amax nm:

230,0, 237,2, 245,0.
Infrapuna-absorptiospektri (KBr) Umax cm—lz
3400, 2900, 1725, 1580.

Ohutkerroskromatografia: Silikageelilevyll¥ Art 5715, valmistanut

Merck / Co. Inc., kdyttden 50:50:3 tilavuussuhteessa bentseenin, ase-

tonin ja etyyliasetaatin seosta kehitysliuoksena.
Rf-arvo: 0,45.
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Esimerkki 4

Esimerkeiss# 1-3 kuvatut menettelytavat tolstettiin, mutta kiyttiien

kantaa Nocardia autotrophica FERM P-6181 kannan Nocardia autotrophica

subsp. amethystina FERM P-6183 tilalla; saatiin: 150 mg metyyli-(M-4)-
karboksylaattia; 37 mg metyyli-(M-4')-karboksylaattia; 140 mg (M-4) -

laktonia; 30 mg (M-4')-laktonia; ja 110 mg natrium-(M-4)-karboksylaat-
tia. Kussakin tapauksessa tuotteiden ominaisuudet olivat sarat esimer-

keissi 1-3 saatujen vastaavien yhdisteiden kanssa.

P-6182 ympAttiin kuhunkin kahteenkymmeneen 500 ml:n Erlenmeyer-pulloon,
joista jokainen sisilsi 100 ml liuosta, jolla oli seuraava kokoonpano

(prosentit ovat paino/tilavuus):

Glyseriiniid 0,57
Sakkaroosia 2,07
Soijapapujauhoja 1,07
Puristettua hiivaa 1,07
Maissinliotusvettd 0,57
Kobolttikloridia 0,0017
Vesijohtovettd loput
(pH 7,0)

Viljelmin ravistelua jatkettiin 26°C:ssa ja 220 r.p.m:ssd 2 piivid,
missd ajassa lis#ttiin natrium-(ML-236B)-karboksylaattia lopulliseen
konsentraatioon 0,057 (paino/tilavuus) asti. Viljelyd jatkettiin sit-
ten 26°C:ssa ja 220 r.p.m:ssd seuraavat 5 piivdid. Konversioreaktion
seos suodatettiin sitten, ja suodoksen pH asetettiin arvoon 3,0 lisadi-
mdl1i kloorivetyhappoa. Seos uutettiin sitten kolme kertaa, kullakin
kerralla 1 litralla etyyliasetaattia, miki antoi uutteen, joka sisdlsi
sekd (M-4)-karboksyylihappoa ettid (M-4')-karboksyylihappoa, joiden
osoitettiin ohutkerroskromatografialla olevan identtisii esimerkin 1

vastaavien tuotteiden kanssa.
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Tdtd uutetta kdsiteltiin sitten edelleen, kuten esimerkissid 1 kuvat~-
tiin, mikd antol 180 mg metyyli-(M-4)-karboksylaattia ja 110 mg
metyyli-(M-4')-karboksylaattia.

Egimerkki g

Egimerkissi 5 kuvattu menettelytapa toistettiin (M-4) ~karboksyylihap-
poa ja (M-4')-karboksyylihappoa sisidltivin uutteen valmistukseen asti,
ja kidsittden my8s valmistuksen. Tit# uutetta kisiteltiin sitten niin
kuin esimerkissi 2 kuvattiin, mik# antoi 170 mg (M-4)-laktonia ja

90 mg (M-4')-laktonia.

S8ilmukallinen viljelmii Nocardia autotrophica subsp. amethystina FERM
P-6183 ympittiin kymmeneen 500 ml:n Erlenmeyer-pulloon, joista jokainen
sisdlsi 100 ml liuosta, jolla oli seuraava kokoonpano (prosentit ovat

paino/tilavuus):

Glukoosia 1,02
Peptonia 0,27
Lihauutetta 0,17
Hiivauutetta 0,17
Vesijohtovetti loput

(pH:ta el sdidetty).

Viljelmii ravisteltiin 26°C:ssa ja 220 r.p.m:ss3d 5 pidividn ajan,

mink# jdlkeen kaikki mikrobisolut kerdttiin erottamalla sentrifuugil-
la. Kerdtyt solut pestiin 0,1 M fosfaattipuskuriliuoksella (pH 7,0),
ja sitten ne jdlleen kerittiin ja suspendoitiin 900 ml:aan 0,1 M fos~
faattipuskurilifuosta. T&hi#n suspensioon lis3ttiin natrium-(ML-236B)-
karboksylaattia konsentraatioksi 0,5 g/100 ml, ja sitten seosta in-
kuboitiin 26°C:ssa Ja 220 r.p.m:ssd 5 p4divd¥. Tdm#n ajan piitytty:
konversioseos suodatettiin, Ja sen pll asetettiin arvoon 3,0 1isd#mAl~
14 kloorivetyhappoa. Seos uutettiin sitten kolme kertaa, kullakin ker—
ralla 1 1itralla etyyliasetaattia, mik3 antoi uutetta, joka sisilsi
(M-4)-karboksyylihappoa ja (M-4')-karboksyylihappoa, jotka tunnistet-
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tiin ohutkerroskromatografisesti ja joiden osoitettiin olevan samoja

kuin esimerkin 1 vastaavat tuotteet.
Esimerkki 8
Esimerkissd 2 kuvattu menettelytapa toistettiin, paitsi ettd kdytettiin

taulukossa 6 lueteltuja mikro-organismeja; saadun (M-4)-laktonin mddri

on sellainen kuin taulukossa esitetéén.

TAULUKKO 6
Mikro-organismi : (M-4)-laktonin
midrd (mg)
Nocardia farcinica ATCC 3318 7
Nocardia coeliaca ATCC 17040 5
Nocardia autotrophica IF0 12743 10
Nocardia asteroides IFO 3424 15

Esimerkki 9

Soluja Nocardia autotrophica subsp. amethystina FERM P-6183 ympittiin

vinopintaviljelméltd platinasilmukalla jokaiseen kahteenkymmeneen

500 ml:n Erlenmeyer-pulloon, joista jokainen sisdilsi 100 ml viljely-
liuosta, jolla on esimerkissd 7 annettu kokoonpano. Viljelmdd ravistel-
tiin sitten 26°C:88a ja 220 r.p.m:ssd 2 pdividn ajan, misséd ajassa
1isittiin natrium-(ML-236B)-karboksylaattia loppukonsentraatioksi

0,4% (paino/tilavuus). Inkubointia jatkettiin 26°C:ssa ja 220 r.p.m:ssé
gseuraavat 5 pidivdd. Esimerkissd 2 kuvattu menettelytapa toistettiin
sitten, mik# antoi 2,9 g (M-4)-laktonia.
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1 Patenttivaatimukset

1. Menetelmd kaavan (I) mukaisen liikeaineena kiyttdkelpoisen yhdisteen:

10 (1)

15

(missi ~rYWWOH edustaa ryhmid -——esml] OH tai (i) OH), sen farma-

20 seuttisesti hyvéksyttdvien suolojen ja esterien seki vastaavien sulje~
tun renkaan omaavien laktonien valmistamiseksi, saattamalla yhdiste

ML-236B, joka on kaavan 11 mukainen

25

(11)

30

35
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(ML-236B)-karboksyylihappo tai sen suola, kosketukseen hydroksylointient-
syymin kanssa, tunnet tu siitié, ettd hydroksylointientsyymi on
tuotettu suvun Nocardia mikro-organismilla; jos on tarpeen, viemdlld
saatu tuote yhteen tai useampaan reaktioon, joka on suolan muodostus,

esterdinti tai laktonisointi; ja eristémillid tuote reaktioseoksesta.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t tu siitd,

ettd kyseinen ML-236B-yhdiste saatetaan kosketukseen hydroksylointientsyymin
kanssa viljelemilld suvun Nocardia mikro-organismia liuoksessa, joka
sisdltdd ML-236B~yhdistettd.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t tu siitd,
etti suvun Nocardia mikro-organismin kokonaiset solut saatetaan kosketuk-

seen ML-236B~yhdisteen kanssa.

4, Patenttivaatimuksen 1,2 tai 3 mukainen menetelmd, tunnettu

giitd, etti mainittu mikro-organismi on Nocardia auto-

coeliaca.

5. Patenttivaatimuksen 1,2 tai 3 mukainen menetelmd, tunnettu

siitd, ettd kyseinen mikro-organismi on:

Nocardia autotrophica FERM P-6181
Nocardia autotrophica subsp. canberrica FERM P-6182

Nocardia autotrophica subsp. amethystina FERM P-6183
Nocardia autotrophica IF0O 12743

Nocardia asteroides IFO 3424

Nocardia farcinica ATCC 3318 ja

Nocardia coeliaca ATCC 17040.

6. Jonkin edellisist¥ patenttivaatimuksista 1-5 mukainen menetelmd,
tunnettu siiti, ettd valmistetaan yhdiste M-4, missi VUL OH,
edustaa ryhmid -~=umggOH.
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7. Jonkin edellisistid patenttivaatimuksista 1-5 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan yhdiste M-4', missi nuMmoOH,
edustaa ryhmid  1%V(§y OH,

8. Jonkin edellisistd patenttivaatimuksista 1-7 mukainen menetelmi,
tunmnet tu siiti, ettd valmistetaan kaavan (1) mukaisen yhdisteen

natriumsuola.
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1  Ppatentkrav

1. Férfarande f3r framstillning av en som likemedel anviéndbar fdrening

med formeln (I)
5

L}
-OH
10 (D
1
CH,4

15

20 (dir VYV OH representar gruppen —essmilll OH eller $399355 OH), dess
farmaceutiskt acceptabla salter och estrar samt motsvarande laktoner
med sluten ring, gen‘om att bringa f8reningen ML-236B som dr en (ML-236B)-
karboxylsyra enligt formeln II

25

(11)

35



36 70925

eller dess salt 1 kontakt med ett hydroxyleringsenzym, k ® nn e -
tecknat dirav, att hydroxyleringsenzymet har producerats med en
mikroorganism av sldktet Nocardia; vid behov genom att fdra den erhillna
produkten till en eller flere reaktioner som utgérs av saltbildning,
forestring eller laktonisering, och genom att separera produkten ur

reaktionsblandningen.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k idnnetecknat dirav,

att ifrdgavarande ML-236B-fSrening bringas i kontakt med hydroxyleringsenzymet
genom att odla mikroorganismen av sliktet Nocardia i en 1&sning som

innehdller denna ML-236B-fdrening.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k annetecknat dirav,
att hela celler av mikroorganismen av sldktet Nocardia bringas i kontakt
med denna ML-236B-f8rening.

4, F3rfarande enligt patentkravet 1,2 eller 3, kinnetecknat

dirav, att ndmnda mikroorganism dr Nocardia autotrophica, Nocardia

asteroides, Nocardia farcinica eller Nocardia coeliaca.

5. F8rfarande enligt patentkravet 1,2 eller 3, kinnetecknat

dérav, att ifrdgavarande mikroorganism ir:

Nocardia autotrophica FERM P-6181

Nocardia autotrophica subsp. canberrica FERM P-6182

Nocardia sutotrophica subsp. amethystina FERM P-6183
Nocardia autotrophica IFO 12743

Nocardia asteroides IFO 3424

Nocardia farcinica ATCC 3318 och

Nocardia coeliaca ATCC 17040,

6. F8rfarande enligt nd3got av de f8regdende patentkraven 1-5, k & n -
netecknat dirav, att man framstdller en fdrening M-4, didr ;urvi

OH betecknar gruppen -~-essmug} OH.



10

15

20

25

30

70925

37

7. Férfarande enligt nigot av de foregdende patentkraven 1-5, k & n -
netecknat dirav, att man framstiller en fdrening M-4', dir L1l

OH betecknar gruppen 139)8%Yy OH,
8. Forfarande enligt nigot av de f8regdende patentkraven 1-7, k & n -
nececknat dirav, att man framstiller natriumsaltert av fdreningen

med formeln (I).

Viitejulkaisuja-AnfGrda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-Offentliga finska patentansok-
ningar: 811762, 802357.

Patenttijulkaisuja-Patentskrifter Suomi-Finland(Fl) 66 427 (C 12 P 17/06),
67 231 (C 12 P 7/26).
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