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Oblast’ vynélezu

Tento vynilez sa tyka biotransformacie kolchicinoid-
nych zligenin, spésobenej vybranymi mikrobialnymi
kmefimi, na prislusné 3-O-glykozylové derivaty. Sposob
podla tohto vynalezu poskytuje zhiceniny glykozylované
vyluéne v polohe C-3 aromatického kruhu A, vychadzajuc
z uvedenych kolchicénovych zlicenin, vo vysokych vytaz-
koch a istote.

Zli&eniny ziskané biotechnologickym spdsobom podla
tohto vynalezu, najma tiokolchicozon (3-O-glykozyl-
tiokolchicon vieobecného vzorca (I), kde R' = -OCH; a
R?=-SH,), st 4i&inné latky mimoriadneho farmakologické-
ho vyznamu, najmé na pripravu novych protinddorovych
liekov.

Doterajsi stav techniky

V minulosti sa vynalozilo vel'a ndmahy na ziskanie vy-
soko Specifickych glykozylovanych zlicenin vieobecného
vzorca (I) a pribuznych kolchicinoidnych zlacenin, bud
pomocou chemickych reakcif, alebo pomocou biotransfor-
mécie.

Chemicky spdsob pozostdva v postupnosti neSpecific-
kych reakcii, ktoré neselektivne obsahuji rozne polohy mo-
lekuly, ktoré vedu k zmesi glykozylovanych derivatov, pri-
gom niektoré z nich st netginné. Z toho dovodu st vytazky
po konverzii v G¢innom produkte Specificky glykozylova-
nom v polohe C-3 aromatického kruhu, vel'mi nizke.

Biologicky pristup sa tyka najma biotransformacie kol-
chicinoidnych zlugenin (ktoré si nepriamo pribuzné s kol-
chiconovymi zliiéeninami), ako je napriklad kolchicin a
tiokolchicin, pomocou kultary Centella Asiatica, na mono-
glykozylované derivaty v polohe C-2 a C-3 aromatického
kruhu; takato transformacia nie je z toho dévodu vysoko
selektivna a poskytuje nedostatotné vyt'azky a produktivitu
(Solet, J. M., a d'alsi, Phytochemistry 33, 4, 817 aZ 820,
1993).

Dalsie usilie biotransformovat’ kolchicinoidné zlaceni-
ny poskytlo len demetylaciu metoxyskupin viazanych na
aromatickom kruhu (v polohe C-2 a C-3), v kazdom pripa-
de vzdy charakterizovan limitovanymi vytazkami a pro-
duktivitou a chudobnou regioselektivitou.

Huffort C. D. a dalsi (J. Pharm. Sc., 68, 10, 1239 az
1242, 1979) pouzitim Streptomyces griseus alalebo Strep-
tomyces spectabilis a Bellet P. a dal8i (GB-923421, 1959)
pouzitim rozdielnych kmefiov Streptomyces a ostatnych
druhov baktérii a hab, sa pokugali transformovat’ kolchicin
a jeho derivaty na zodpovedajice 3-demetylované derivaty.
Vysledky tychto zndmych metdd potvrdzujd, ¢o bolo uve-
dené v shvislosti s neselektivitou zi¢astnenych mikrobial-
nych enzymov, napriklad pdsobenie v polohe C-2,
C-3 alebo C-10 alkaloidovej molekuly. Okrem toho, uroven
produktivity uvedenych katalytickych systémov je dost
mala, ¢o ma za nasledok nizke konverzné vytazky, mal¢
substratové koncentracie, ktoré mdZu byt pouzité a Casti
degradaciu tropolénového kruhu.

V posiednom asc Poulev a dal¥i (J. Ferment. Bioeng.
79, 1, 33 az 38, 1995) opisali Specificki demetylaciu po-
mocou bakterialnych mikroorganizmov, ale nadalej
s chudobnymi vytazkami a produktivitou.

Enzymova aktivita 2z mikroorganizmov podobnych
uvedenym (Streptomyces, Bacillus atd.) sa pouZila na bio-
transformaciu inych zld¢enin, ako napriklad maytanzinoi-
dov (US patent 4 361 650: Izwa, M. a dalsi, J. Antibiotics,
34, 12, 1587 a7 1590, 1981). TieZ v tomto pripade kataly-

zovana reakcia spogiva vylutne v demetylacii, charakteri-
zovanej nizkymi konverznymi vytazkami a produktivitou.

Glykozyltransferazova aktivita o-amylazy z Bacillus
megaterium uZ bola opisana (Brumm, P.J., a daldi, Starch,
43, 8, 319 az 323, 1991); akceptor Specifickosti (vylutne
glukézy alebo glukozidov) sa stava zvlast’ vysokym. Cyk-
lo-dextringlukozyltransferazy, produkované rovnakymi
mikrobidlnymi zdrojmi, katalyzuji o14-trans-glukozy-
laciu rubusozidu (B-D-glukozyl ester 13-O-B-glukozyl-
-steviolu), vychadzajic zo $krobu. TaktieZ v tejto biokon-
verzii akceptor transferdznej reakcie je substrat glycidovej
frakcie (Darise, M., a d’al3i, Agric. Bioel. Chem,, 48, 10,
2483 a7 2488, 1984). Cyklodextringlykozyltransferazy sa
teda pouili na pripravu cyklodextrinov G6 a G8 zo Skrobu
(Kithata, S., Okada, S., Agric. Biol. (Chem., 38, 12, 2413
aZ 2417, 1974).

Tieto priklady ukazuju vysoku substratovi Specifickost’
i¢inkov glykozyl-transferazy exprimovanej pomocou Ba-
cillus megaterium, ktoré zahffaju len glukozylové akcepto-
ry, a teda sa nedaju ofakavat' ziadne reakcie na sekundar-
nych metabolitoch, ktoré maji odlisnu, komplexni moleku-
lovt $truktiru, ako napriklad kolchicény. V skuto&nosti nie
st zname Ziadne priklady pouZitia uvedenych mikroorga-
nizmov pre enzymovi konverziu kolchicénovych zlicenin
na 3-glykozylové derivaty.

Teraz sa zistilo, Ze kmene Bacillus megaterium, schop-
né rastu v pritomnosti vysokych koncentrécii kolchicénu
(R'= -OCH,, R* = -OCH,), 3-demetylkolchiconu a prislus-
nych tio-derivatov, majii nesmicrne vysokd, velmi Speci-
fickd biotransformaénu aktivitu uvedenych substritov na
glykozylované derivaty vyluéne v polohe C-3 aromatického
kruhu. Takato transformécia sa uskutoéni vo velmi krat-
kom Zase a je charakterizovana prekvapivo vysokymi vy-
taZzkami.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je spdsob pripravy 3-O-glykozyl-
kolchicénovych 7ligenin vzorca (I)

0,

kde
R je glykozidovy zvy3ok, najma O-glykozidovy zvysok,
R? je C, alkoxy alebo C, gtioalkyl,
ktory pozostiva z biotransformécie zlaCenin, v ktorych R!
je OH alebo metoxyskupina pomocou Bacillus megaterium.
Bacillus megaterium je gram-pozitivna spora generuji-
ca baktériu s priemerom bunky v4¢8im nez 1,0 um; rastiica
aerobne na niekolkych médiach kuitar; katalaza-pozitivna;
hydrolyzaéna Zelatina. Dokéazalo sa, Ze kmene Bacillus me-
gaterium, ktoré mdzu byt pouZité podla tohoto vynilezu,
st schopné uspokojivo rést’ a je ich mozZné udrziavat' Zivo-
taschopné taktieZ vo vysokych koncentraciach kolchiconu,
tiokolchicénu (R! = -OCH,, R* = -OCH;) a prislunych 3-
-demetylovych derivatov (nad 2 g/1), ako bolo dokéazané
skugkou rastu a mikroskopickou analyzou. Pribuzné druhy,
ako napriklad Bacillus cereus, prave pri koncentracii sub-
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stratu 1 g/l dokazuji t'aZkosti v raste (absorbancie 10 aZ
15 % kontroly).

Vysoka selektivnost’ a efektivnost’ biotransformécic jc
prekvapiva a nezvy€ajnd, pretoZe Grovne vytazkov sa po-
hybujit od 70 % do 95 %.

Dalej, mikroorganizmy pouZité v biokonverzii si
schopné udrZat' permanentni katalyticku aktivitu, dokonca
v opakovanych fermentaénych krokoch, z toho dévodu po-
skytuju 3pecifickd biokonverziu v jednotlivych davkach a
kontinudinych spdsoboch. Tento spdsob preto poskytuje
vysokt trovefi produktivity a reprodukovatelnosti.

Vyrazna reakéna regioselektivita zabezpeduje, dalej
pozoruhodné produkené vytaZky, vysokud kvalitu a €istotu
vyslednych produktov, teda poskytuje 100 % &istotu, s jed-
noduchym popriidovym spracovanim.

Dalej, dolezitymi vyhodami je redukovany vyskyt kro-
ku &istenia a izolacie produktu, ekonomickost’ procesu a
afidabilita a bezpeCnost’ pouZitia.

Operativne sekvencie pouZitel'né v sposobe podl'a vy-
nalezu zahrnuj:

A. Selekciu kultar Bacillus meaterium schopnych rast’ v
pritomnosti vysokych koncentracii kolchicénovych substra-
tov, vychadzanim z prirodnych zdrojov alebo zo zbierky
kmeriov.

B. Selekciu izolatov z A), na skuSku transforma¢nej kata-
Iytickej aktivity na zodpovedajice 3-O-glykozylové deriva-
ty, pomocou biokonverznych skugok na Specifickych sub-
stratoch, podavanych v postupne stdpajicich koncentra-
ciach.

C. Mikrobiologickii charakteriziciu kmefiov vybranych z
B.

D. Postupné zvySenie biotransformaénych vytazkov, pro-
strednictvom cielenej pecifickej selekcie bakteridinej po-
pulécie z B.

E. Stadium a optimalizéciu kritickych fermentagnych pa-
rametrov na optimalizaciu biotransformacie.

F. Stidium a optimalizaciu metéd na udrZanie vysoko-
produktivnych kultir, zaruCene stabilnych homogénnych
inokul na produktivne pouZitie na priemyselné ucely.

G. Rozsirenie spdsobu vo fermentore, v dévkach, jednotli-
vych davkach a plynulym spdsobom.

H. Vyvoj a optimalizacia metéd na poprudovy sposob a na
izolaciu produktu.

Konkrétne, mikroorganizmus pouZity v tomto vynaleze
moZe byt vybrany zo zbierky kultir ziskanych z kmefio-
vych depozitovych centier, alebo z pddnych vzoriek roz-
nych zdrojov alebo zvopred vybranych priemyselnych
kmetiov, pomocou selektivnej obnovy na réznych agaro-
vych médiach obsahujucich organické dusikové zdroje
(peptony, kvasinkové extrakty, mésové extrakty, asparagin
atd) a uhlikové zdroje (glycerin, $krob, maltéza, glukéza
atd.) s pH 5 az 8, vyhodne 6 aZ 7. Inkubacné teplotné roz-
sahy st od 20 °C do 45 °C, vyhodne od 28 °C do 40 °C.

Schopnost’ rastu kultiry v pritomnosti toxickych kon-
centracii transformovanych kolchiconovych substratov je
vyhodnotena technikami skalarneho riedenia a paralelnym
umiestiiovanim na platne, na rozdielnych agarizovanych
substratoch, ¢ast’ ktorych bola predtym pridana ku kolchi-
conovej zlidenine (napriklad 3-demetyltiokolchicon), v
koncentraciach od 0,1 aZ 3 g/l (tak, aby inhibovali rast
hlavnej ¢asti mikroorganizmu).

Koldnie schopné rastu v opisanych podmienkach sa od-
stranili zo sterilného média a umiestnili sa na rozne agari-
zované médid tak, aby sa preskusala ich Cistota a homoge-
nita rastu.

Médiami kultir pouZitymi na udrZanie kultiry su ty-
pické mikrobiologické substraty, obsahujuce organické du-
sikov¢ zdroje (peptony, kvasinkové extrakty, trypton, mé-
sové extrakty atd’.), uhlikové zdroje (glukéza, maltdza, gly-
cerin atd’.), s pH 5 aZ 8, vyhodne 6 aZ 7. Inkubaéné teplotné
rozsahy sii od 20 °C do 45 °C, vyhodne 28 °C aZ 40 °C.

Vybrané organizmy sa potom analyzuji na schopnost’
rastu v ponorenej kulture, v pritomnosti kolchiconovych
zludenin a transformovania poslednych na zodpovedajice
3-glykozylové derivaty.

Uvedené skiisky sa vykonali v 100 ml bankach obsahu-
jucich 20 ml tekutej kultivaénej pédy, s rozdielnou formu-
léciou kultivaénej pody, obsahujicej jeden alebo viac orga-
nickych dusikovych zdrojov (kvasinkové extrakty, peptony,
tryptény, kazeinové hydrolyzaty, misové extrakty, kuku-
riény extrakt atd’.), jeden alebo viac uhlikovych zdrojov
(glukdza, glycerol, $krob, sachardza atd’.), anorganické fos-
forové a dusikové zdroje, a anorganické soli réznych iénov
(K*,Na", Mg*™, Ca™, Fe'*, Mn"™ atd").

Vzorky kultiir sa moZu volitelne podrobit’ mutagénnym
spracovaniam, pomocou konvenénych mutagénnych tech-
nik (oZiarenie s UV 1G¢mi atd’.) na vyvolanie mutantov,
ktoré maju 3pecifickii biokonverzni aktivitu, ktord mdze
byt vyhodnotena rovnakymi spdsobmi, ako boli uvedené.

Vzorky kultir z kazdej biokonverznej skusky, sa analy-
zovali vyhodnotenim produkcie 3-glykozylovych deriva-
tov, prostrednictvom TLC a HPLC analyzy.

Schopnost’ vyberu mikroorganizmov z transformuju-
cich kolchicénovych substratov na prislusné 3-glykozylové
derivaty sa potvrdila prostrednictvom biokonverznych sku-
Sok v bankach v 300 ml objeme, v tych istych roztokoch
kultur, ako boli pouZité vo vyberovom kroku.

Mikroorganizmy, ktoré poskytli pozitivnu odpoved, sa
pouZili v testoch na optimalizaciu biokonverzie, v odlis-
nych kultivaénych médiach v 300 ml objeme. Skumané si
hlavné kultirne a fermentatné parametre: organické dusi-
kové zdroje, uhlikové zdroje, minerélne soli, teplota, pre-
vzdu$fiovanie mieSanim, pH, inkubatné doba, podiel ino-
kula, subkultirne kroky, doba a tvar pridania substratu na
transformaciu.

Vybrané bakteridlne mikroorganizmy, schopné spdso-
bit’ biotransformaciu podl'a tohto vynalezu, méZu rast' na
tuhych a tekutych substratoch kultdr, obsahujicich jeden
alebo viac organickych dusikovych zdrojov; vyhodne kva-
sinkové extrakty, misové extrakty, pepton, trypton, kazei-
nové hydrolyzaty, kukuriény extrakt, atd. Uhlikové zdroje
pouZitené na rast a biotransformaciu st glukéza, fruktéza,
sacharéza, glycerol, sladové extrakty atd’., vyhodne gluko-
za, fruktéza a glycerin. Kultimy prostriedok d'alej obsahuje
anorganické fosforové zdroje a soli K*, Na*, Mg™, NH,"
atd.

Vybrané mikroorganizmy mézu rast’ pri teplote od
20 °C do 45 °C, vyhodne od 28 °C do 40 °C, s pH medzi 5 a
8, vyhodne 6 a7 7. Pri rovnakych podmienkach, si mikro-
organizmy, vzaté do vahy, schopné transformacie kolchi-
cénovych zlucenin na zodpovedajuce 3-glykozylové deri-
véty. Uvedené transformacie sa vyskytna v ponorenej kul-
tire, v bankach inkubovanych na rota¢nej trepacke, s mie-
anim od 150 do 250 otd¢ok/minutu.

V désledku $pecidlnej kinetiky zicastnenej biotran-
sformicie, ktora sa tyka mikrobidlneho rastu, si optimalne
podmienky na potrebu biotransformacie rovnaké ako pod-
mienky, ktoré si optimalne na rast. Preto, kultiry vhodné
podporit’ dobry mikrobiologicky rast, ako napriklad tie,
ktoré su zaloZené na uvedenych organickych a anorganic-
kych zloZkéach, su tieZ pouZitelné na dobru aktivitu biotran-
sformécie zi€astneného substratu. Tento sa prida ku kultare
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vo vychodiskovom fermentaénom kroku, alebo vo frake-
nych alikvétnych &astiach vychodiskovych zo zacatia fer-
mentacie.

Biotransformacia podl'a tohto vynalezu je zaloZena na
enzymove]j konverzii, ktord vychadza v priebehu rasticej
exponencialnej fizy a pokraduje s paralelnou progresiou
k tomuto rastu; maximalne drovne konverzic na 3-gly-
kozylové derivaty (vefmi vysoké: nad 95 %) sa dosiahnu v
priebehu prvych 48 a2 72 hodin, Eo zaleZi na dobe stitania
substratov. Regioselektivita biotransformacie je uplnd: ak
nebola nikdy dokdzand pritomnost’ 2-glykozylovych deri-
vatov vo vzorkach kultir. Vysledné produkty s vyluéne
mimobunkové.

Substrat, ktory ma byt transformovany, sa moZe pridat’
do acetonového alebo alkoholového roztoku, do zmesi al-
koholu a vody, do dioxanu atd’. Biotransformédcia podla
tohto vyndlezu sa mdZe odmerat’ na fermentaCnej drovni,
udrZiavanim nezmenenych kultirnych podmienok, ob-
zv14st sa to tyka kultirneho roztoku, teploty a doby spra-
covania. Na Ocely ziskania dobrych rastov, si doleZité
adekvatne Grovne prevzdu$iovania mieSanim, najmi urov-
ne prevzdusfiovania 1 aZ 2 litre vzduchu na liter kultiry za
mindtu (vvm), vyhodne s poZadované 1,5 az 2 vvm.

Produkty vyplyvajuce z biokonverzie st extrahované z
tckutych roztokov kultlry po separdcii biomasy z tekutej
frakcie centrifugaciou a obnovou supernatantu, alebo mik-
rofiltraciou a obnovou permeatu. Kultira sa méZe upravit' s
alkoholmi, s ohadom na optimalnu obnovu produktu.

Cistenie a izolacia biotransformadnych produktov sa
mbdZe uskutoénit’ pouZitim chromatografickych technik na
separaciu na absorpéné Zivice a eluciou s alkoholmi, vy-
hodne s metanolom. Hydrometanolové roztoky obsahujice
tento produkt mdzu byt d'alej Cistené pomocou extrakcie s
lipofilnymi organickymi rozpistadlami, vyhodne s dich-
l6rmetanom. Po dal$ej Uprave so zmesami alkoholov a or-
ganickych rozpastadiel, sa mdZe produkt ziskat’ v Cistom
stave z vyslednych alkoholovych roztokov krystalizaciou.
Glukéza moZe byt nahradena inymi cukrami, ako napriklad
fruktézou alebo galaktozou, bez spdsobenia straty glyko-
zyltransferdzovej aktivity.

Nasledujice priklady opisuja vynalez v dalSich de-
tailoch.

Priklady uskuto¢nenia vynilezu

Priklad 1

Alikvotné &asti kultar Bacillus megaterium izolovanych
z pol'nohospodarskych pdd, sa resuspenduju v 20 ml steril-
ného fyziologického roztoku, a podrobia skalarnemu zrie-
deniu na 1 : 10 000 000 zried'ovacieho faktora. Suspenzie
v réznych roztokoch sa nanésajui na platne s LB-Agarovym
kultivaénym médiom a s LB-Agarom spolu s tiokolchicé-
nom alebo 3-demetyltiokolchiconom, az do finalnej kon-
centracie 2 g/l (pozri tabulku). Kultiry sa inkubuji pri
28 °C, poéas 3 aZ 4 dni, v tme. Kolénic rastl na selekénom
prostriedku, pridané s kolchicénovou zlic¢eninou, sa izotuju
a &istia pomocou umiestnenia na neselekénom prostriedku,
uvedené vzorky sa inkubuji tak, ako je uvedent, ale pocas
kratsieho Gasu (24 hodin).

Nasledne sa kultary prenesi do rovnakého agarového
prostriedku, do skimavky a inkubuju tak, ako bolo uvedené
pocas 24 hodin.

Alikvotné ¢asti kultdr, vybrané, ako bolo uvedené, sa
pouZiju na nao&kovanie 100m! Erlenmeyerovej banky, ob-
sahujucej 20 ml kultirneho prostriedku ST (pozri tabulku),
pridané s tiokolchicénom alebo 3-demetyltiokolchicénom,

az do 0,4 mg/ml finalnej koncentracie. Uvedené kultiry sa
inkubovali cez noc pri 28 °C, na rotacnej trepacke, pri 200
otackach/minutu,

Transformacia kolchicénovych substratov sa kontroluje
analyzami alikvotnych ¢asti tekutych roztokov kultdr, zo-
bratych kazdé 3 az 4 hodiny, pri TLC na silikagéli,
s aceténom : octanom etylnatom : vodou 5 :4 : 1 premyvaci
systém.

Po 4 diioch inkubécie, sa alikvotné Casti kultur, ktoré
preukazali zjavnu katalytickd aktivitu na 3-glykozylové de-
rivaty, regenerujd na platniach, pomocou skalarneho zrie-
dovania tak, ako bolo opisané, na pripravu nového inokula
v skimavke. Biotransformaéna skuska v banke sa opakuje
v rovnakych podmienkach, ako bolo uvedené, ale pouZitim
zjavne vysSich koneénych koncentracii tiokolchiconu a 3-
demetyltiokolchicénu (1 mg/ml). NavySe aktivne jednodu-
ché kultary (substratova konverzia podobné alebo vyssia
neZ 70 %) sa pouZijui na pripravu inokil v zmrazenych ski-
mavkach (cryotubach).

Tabulka

ZlozZenie kultivadného média

1) LB-Agar

Triptén 10 g/l
Kvasinkové vytazky 5g/1
NaCl 10 g/l
Agar-agar 15 g/l
pH7

Sterilizacia: 121 °C x 20¢

2) Zivna pdda

Glukéza 20 g/
Glycerin 10 g/l
Pepton 15 g/l
Kvasinkové vyt'azky 5g/1
NaCl g/l
NH,CI 3¢/
KH,PO, 3g/l
MgSO,. TH,0 0,5 g/l
pH7

Sterilizacia: 121 °C x 20'

Priklad 2

Opakuje sa postup opisany v priklade 1, vychadzajic
z kultir Bacillus megaterium, odvodenych z nasledovnych
zbierkovych kmefiov (Deutsche Sammlung vom Mikroor-
ganismen, Braunschweig, Nemecko):

DSM 90,
DSM 322,
DSM 333,
DSM 1667,
DSM 1670,
DSM  1671.

Kulttiry vybrané ako v priklade 1 a pridané k tiokolchi-
conu (1 mg/ml) sa inkubujii pocas 4 dni v tekutej kulture:
TLC analyza zisti vyskytnutd transforméciu substrétu do
tiokolchikozénu, s konverznym vytazkami meniacimi sa od
30 % do 70 %.

Priklad 3

Alikvotne Casti vzoriek kultir v skimavke, vybranych,
ako bolo opisané v uvedenom priklade, sa pouZiju na ocko-
vanie 100 ml Erlenmeyerovej banky obsahujicej 20 ml
Zivnej pddy ST.



SK 285923 B6

Kultiry zivnej pddy sa inkubovali pri + 30 °C, na ro-
ta¢nej trepacke pri 200 otdckach/mintitu, pocas noci. Po in-
kubécii sa kultary pridali s glycerinovym sterilnym rozto-
kom do 20 % finalnej koncentracie. Kultiry sa potom roz-
ptylili v 2 ml cryotubdch a okamZite sa ponorili do tekutého
dusika.

Po nickolkych ditoch, sa 10 % kultir rychlo rozpustilo
pri 37 °C. Alikvotné &asti kazdej cryotuby sa pouZili na oé-
kovanie 100 ml Erlenmeyerovej banky, obsahujicej 20 ml
prostriedku ST, ktory sa nasledne inkuboval pri + 28 °C,
cez noc (pred-kultira), pri 200 otagkach/minitu. Po inku-
bacii sa prenesti 2 ml kazdej pred-kultiry do 20 ml steril-
ného Serstvého prostriedku ST, pridal sa 3-demetyl-
tiokolchicdn, na 1 g/l finalnej koncentracie. Biotrans-
formacia sa uskutoétiuje a skontroluje v podmienkach opi-
sanych v priklade 1. Analyza potvrdila, Ze transformécia
substratu na 3-glykozylovy derivat sa vyskytla v kvantita-
tivnych terminoch opisanych skor (80 % a vysSie), teda po-
skytnutim katalytickej stability mrazenej kultiry.

Paralelné kontroly kultir Zivnej pddy, umiestnenej na
LB agar okamzite po rozpusteni, potvrdili Zivotaschopnost’,
homogenitu a ¢istotu mrazenych kultir.

Priklad 4

Alikvotné Casti kultur v cryotube, po rozpusteni, sa po-
uZijt na o¢kovanie 300 ml Erlenmeyerovej banky obsahu-
Jjucej 50 ml prostriedku ST (pred-kultiry). Po inkubacii cez
noc pri 30 °C, 250 ota¢kach/minitu, sa prenesie 5 ml pred-
kultiry do 50 ml rovnakého prostriedku pridaného s
3-demetyltiokolchiconom do 1 g/l findlncj koncentrécie.
Kultiry sa inkubuji pocas 4 dni, v rovnakych podmien-
kach, ako bolo opisané.

KaZdé 4 hodiny, sa vzorky zoberd na vyhodnotenie ras-
ticej drovne (meranie absorbancie pri 600 nm), tiokolchi-
cozonovej produkeie (TLC a HPLC), sterilnosti (na LB
agar) a na mikroskopicky morfologicky prieskum.

TLC analyza sa uskutoéni, ako je opisané v priklade 1.
Na HPLC analyzu, 1 m! frakeii kultir Zivnej pody sa prida-
ji s 9 ml metanolu a odstredia pri 13,000 ota¢kach/minitu
pocas 2 minat. Obsah supernatantu v 3-glukozyl derivéte sa
analyzuje obratenou fazou HPLC, s izokratickou eluciou,
pomocou voda : aceténitril 80 : 20 systémové elugné &inid-
lo.

HPLC analyza dokazuje, Ze po 72 az 96 hodinéich, sa
biokonverzia substratu na tiokolchicon znaéne dokonéi.

Vysledny findlny vytaZok na 3-glukozylovy deriva,
ziskany biokonverziou, sa pohybuje od 70 % do 85 %.

Priklad 5

Opakuje sa postup opisany v priklade 4, ale 3-de-
metyltiokolchicon sa prida ku kultiram v dvoch dastiach:
0,25 g/ pri zacati a 0,74 g/l po 24 hodinéch.

Rastové a produkéné reakcie kultdr si rovnaké ako tie
ziskané v priklade 4, s tiokolchicozénovymi vytazkami
okolo 90 %.

Priklad 6

Jeden liter ST Zivnej pddy v Erlenmeyerovej banke
(inokulum) sa o¢kuje s cryotubnou kultirou. Banky sa in-
kubujt cez noc pri 30 °C, 250 otakach/minutu. Inokulum
sa prenesie do sterilného do 141 fermentora, obsahujiceho
9 | sterilngj zivnej pody STL. Pridd sa 3-demetyltiokol-
chicén ku 1 g/l finilnej koncentracie (25 % pri zacati, zvy-
Sok po 20 hodinach). Fermenticia uskutoéfiuje udrZanie
vhodnych trovni mieSacej aeracie (mie3anie do 900 otac-
ko/miniitu; aeracia 1 aZ 1,5 vvm, zavislé od kultdry rastu).

Kazdé 2 hodiny sa zobert vzorky z kultir Zivnej pddy a
podrobia nasledujicej analyze:
- optické hustota (OD) pri 600 nm,
- sterilng a {istiaca analyza kmetov (na LB agar),
- mikroskopicka morfoldgia (gram kmeii),
- analyza obsahu tiokolchicozénu, pomocou TLC a
HPLC, ako bolo opisané v priklade 1 a 4, kazdy nezavisle.
Po priblizne 48 hodinach fermentécie, sa transformacia
substratu na tiokolchicozon takmer ukonéi. Finalny vyta-
zok je okolo 85 %.

Priklad 7

Opakuje sa postup opisany v priklade 6, ale po 48 ho-
dinach fermentacie, sa regeneruje len 90 % kultiry Zivnej
pddy, na extrahovanie produktu (frakcia 1). ZvySok 10 %
sa pridal sterilne do fermentora s 9 1 Cerstvého sterilného
prostriedku ST obsahujuceho 10 g 3-demetyltiokol-
chicénu. Fermenticia sa uskutoéni tak ako bolo opisané
v priklade 6. Po 48 hodinéch, sa nazbiera 9 | kultir Zivnej
pddy a extrahuje (frakcia 2). ZvySny objem kultur Zivnej
pddy sa prida sterilne s 9-krat viac 1 sterilného Eerstvého
prostriedku ST obsahujuceho Cerstvy 3-demetyltiokol-
chicon (10 g). Fermentacia sa uskuto¢ni tak, ako bolo uve-
dené. Po 48 hodinach sa kultiry Zivnej pody kompletne na-
zbieraju a extrahuju (frakcia 3). Biotransformaéna aktivita
kmefiov zostala stabilnd pri vSetkych troch testoch,
s konverznymi vytaZkami okolo 80 %.

Priklad 8

Finalne kultiry Zivnej pddy z fermentéacie (celkovy ob-
jem: okolo 27 1) sa koncentruji pod vakuom do jemného
zvysku a pokraduje s etanolom.

Po separécii filtraciou, sa voda-etanolova frakcia kon-
centruje do vody, pod vakuom a Cisti opakovanou extra-
keiou s metylénchloridom. Vodné frakcie sa koncentruju a
po prispdsobeni pH na 10 s hydroxidom sodnym, extrahuji
s chlérmetylén-etanolovymi zmesami.

Spojené organické fazy sa koncentruju pod vakuom.
Vysledna suspenzia sa prida k etanolu, koncentruje a necha
kryStalizovat’. Druh4 kryStalizacia s etanolom sa uskuto¢ni
po dalsom kroku znovu rozpustenia hmoty v etanol-
chloroformovej zmesi.

PATENTOVE NAROKY

1. Spésob pripravy 3-O-glykozylkolchicénovych zli-
enin vieobecného vzorca (I)

(1),

kde

R! je glykozidovy zvy3ok, R? je C,4alkoxy alebo C,.
stioalkyl,

vyznadujici sa tym,Zepozostivaz biotran-
sformacie zlucenin, v ktorych R' je OH alebo metoxysku-
pina pomocou Bacillus megaterium.



SK 285923 B6

2. Sposob pripravy zli¢enin vzorca (), vyzna & u -
juci sa tym,ZeR' jeO-glykozidovy zvysok.

3. Sposob podla narokov 1 a2, vyznadujuci
sa tym, Ze kmene Bacillus megaterium sa vyberi na
zaklade ich schopnosti rastu v pritomnosti vysokych kon-
centrécii kolchicénovych substratov, ktoré maja byt trans-
formované.

4. Sposob podl'a naroku 3, vyznadujici sa
t ¥ m , Ze koncentrécia je v rozmedzi od 0,1 do 3 g/l.

5. Sposob podla narokov 1 az4,vyznalujhci
sa tym, Ze Bacillus megaterium je kultivovany
v tuhom alebo kvapalnom médiu.

6. Spdsob podla naroku 5, vyznadujhci sa
t ¥ m, ze médium obsahuje aspofi jeden organicky dusi-
kovy zdroj.

7. Sposob podl'a naroku 6, vyznafujlici sa
t ¥ m, Ze organicky dusikovy zdroj je vybrany zo skupiny
pozostavajlicej z mésovych extraktov, peptdnov, trypténov,
kazeinovych hydrolyzatov, kukuri¢nych extraktov.

8. Spdsob podla naroku 5, vyzna€ujici sa
t ¥ m, Ze médium obsahuje aspofi jeden uhlikovy zdroj.

9. Spdsob podla naroku 8, vyznatujici sa
t y m, Z¢ uhlikovy zdroj je vybrany zo skupiny pozostava-
jucej z glukézy, fruktézy, glycerolu.

10. Spdsob podlanaroku 5,vyznadujici sa
t ¥ m, Ze médium obsahuje aspori jeden zdroj anorganic-
kych soli K*, Na*, Mg™, NH,".

11. Spoésob podla narokov 1 az 10, vyz-
natujiuci sa tym, Ze sa uskutoCiuje pri pH v
rozmedzi od 5 do 8.

12. Spbsob podla néroku 11, vyznalujihci
sa tym,ZepH jevrozmedziod6do7.

13. Spbésob podla nirokov 1 az 12, vyz-
natujhci sa tym,Ze sauskutothuje priteplotc
v rozsahu od 20 °C do 45 °C.

14. Spdsob podla naroku 13, vyzmadujihci
sa t¥ m,Ze teplota je v rozsahu od 28 °C do 40 °C.

15. Sposob podla nérokov 1 az 14, vyz-
natujhci sa tym, Ze sauskutotfiuje pri maxi-
malnej urovni prevzdusiiovania od 1 do 2 litrov vzduchu na
liter kultury za minuatu.

16. Spdsob podla naroku 15, vyzmnadujilci
sa tym, Ze urovchi prevzdudiiovania je v rozsahu od
1,5 do 2 litrov vzduchu na liter kultury za mindtu.

Koniec dokumentu
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