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Aminoglykozidové antibiotikd zo skupiny ka-
namycinu, neomycinu a gentamicinu znadens
fluorescaminom.

Vynélez spadd do odboru biochémie a klinic-
kej chémie a riesi problém fluorescentného zna-
Cenia antibiotik kanamycinu, neomycinu a genta-
micinu vyuZitim reakcie fluorescaminu, tj. 4-fe-
nylspiro-[furdn-2/3H/,1’-ftaldn] 3,3'-dionu s pri-
méarnymi aminoskupinami antibiotik. Reakcia
- prebieha v kyslej oblasti, s vyhodou pH 5, &im
sa dostahne prednostne znadenie na jednej ami-
noskupine molekuly. Takto znadené antibictikum
si zachovéva povodné antimikrobidlne viastnost
a naviac ziskava schopnost intenzivnej fluores- -
cencie v ultrafialovom svetle a moZnost jedno-
duchej identifikdcie v koncentraciach 10 mol/l.
Z reakénej zmessi sa izoluje bud stipcovou chro-
matografiou na anexe, alebo elektroforézou na
celulézovom. nosiéi, : :

Predpokladand hlavnd moZnost vyuZitia takto
znafenych antibiotik je v odbore analytickej bio-
chémie, pri vypracovani novych jednoduchsich
fluorescenénych imunoanalyz aminoglykozido-
vych antibiotik a v3ade tam, kde sa vyZaduje
jednoduchd a vysokocitlivd identifikacia tychto
latok pri zachovanf povodnych biologickych
vlastnosti, .Uvedenym spdsobom modifikované
antibiotikd prispievaji k objasneniu otdzok che- .
mickej Struktidry a biologického efektu.
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Vynélez sa tyka aminoglykozidovych antibiotik

zo skupiny kanamycinu, neomycinu ‘a gentamici-
nu znadenych pomocou &inidla 4-fenylspiro[fu-

ran 2/3H/,1'-ftaldn]3,3"\dionu, t. j. fluorescaminu, -

priom zostdva zachované ich protimikrobidlna
aktivita.

Dopostal pouZfvané metédy na -identifikdciu
aminoglykozidovych antibiotik, ktorych sledova-
nie je dale¥ité z hladiska ich neZiaddcich G&in-
kov, vychddzaji predovetkym z ich mikroblolo-
gického efektu. Cast metéd vyuZiva chemické
postupy, & fyzikdlne analytické metody — vy-
sokotlakd kvapalinovid chromatografiu a plyno-
vi chromatografiu. Kvalitativne novy pristup
k analfyzam antibiotik hlavne vyuZitim imunolo-
gle vyZaduje nejakym spésobom ,znafené® anti-
‘biotik4. VyuZiva najm# izotopové znalenie — en-
zymové radioaktivne metddy, alebo rddioimuno-
analytické postupy, menej vSak chemicke fluores-
cen&né znadenie. Pritom citlivost fluorescen-
&nych met6d sa bliZi citlivost! rddioaktivneho
znadenia, naviac je odstrdnend prdca s radio-
aktivhym materidlom. V roku 1977 bol zverejne-
ny postup aj aparatira na tmunofluorescentné
stanovenie gentamicinu, prifom ako fluorofér sa
vyuZiva izotiokyanét fluoresceinu, ktory sa viaZe
na antibiotikum. Reakcia prebieha v alkalic-
kom prostredi potas 2 hodin pri laboratérnej
teplote. Fluoreskujdici produkt je mélo stily a
udrZuje sa pri teplote 44 °C. Nérotnef3i spdsob

stanovenia aminoglykozidovych antibiotik vyuZi- )

va luminiscenciu luciferdzovej reakcie s- ATP
v kombinécii s enzymovou modifikdciou amino-
glykozidov. V klasickom analytickom prevedeni
' je zndma reakcia 4- 'enylsipiro [ furdn-2/3H/,1'fta-
14n]3,3'-dionu s primérnymi aminmi za’ vzniku

fluoreskujdcich produktov. Takto boll oznatené

antibiotik4 kanamycin, gentamycin a neomycin,
‘pritom znadenie prebiehalo v alkalickom pro-
stredi. Vzniknuté fluoroféry umoZnili identifika-
ciu uvedenych antibiotik v koncentréacii 10 mol/
/It avdak tch biologicka aktivita bola podstatne
zniZenA. .

T4to nevyhoda je odstranend spdsobom fluo-
rescendného znadenia aminoglykozidovych anti-
biotik podla predloZeného vyndlezu, podstata
ktorého spotiva v tom, Ze antibiotikum obsahu-
jice V&S poet aminoskupin reaguje s 4-fenyl-
spiro[furdn-2/3H/1’-ftalén]3,3’-dinom v kyslom
prostredi vodného roztoku s vyhodou pH 5, pri-
Zom prednostne vznikajaci fluorofér so zachova-
nou biologickou aktivitou sa selektivne izoluje
od primesi stlpcovou chromatografiou na anexe
alebo elektroforézou na celulézovych nositoch.

Vyhoda znafenia podla vynilezu spodiva
v tom, %e v uvedenom prostredi z viacergych pri-
tomnych aminoskupin antibiotika zreaguje s 4-fe-

nylspiro [furdn-2/3H/,1’-ftalén3,3’-dionom  pr ed-
nostne len jedna aminoskupina, {im reakcia ne-

zmeni antimikrobidlne vlastnosti analyzovaného
antibiotika. Vznikly produkt — fluorofér I vyka-
zuje okrem dobrej chemickej stability aj vysokd
fluorescenénd fi&innost. To umoZiiuje lahko sta-
novit antibiotikum a¥ do lkoncentréacie 10 mol/1?

a ni¥$ie. Hranica citlivosti je zrovnatelna so sta-
novenim pomocou izotopov§ch metod znalenia,

. pri ktorom st chemické operdcie nirofnejsie zo

zndmych dévodov Skodlivosti ionizujdceho Ziare-
nia na %iv§ organizmus. Daliie podrobnosti vy-
nélezu st uvedené niZsie, kde je objasnené pod-
stata vynélezu  -na konkrétnych pripadoch, pri-
¢om sa nha nich neobmedzuje.

Na pripojenych- vykresoch je zndzorneny po-
stup fluorescen&ného znadenia aminoglykozido-
vych antibiotik kanamycinu, neomycinu a genta-
micinu podla vyndlezu a priklad antimikrobidl-
neho G&nku fluoroféru I. Na obr. 1 je celkova
schéma pripravy a izoldcie znafenych antibiotik,
t."j. fluoroftrov 1. Na obr. 2 je priklad antimikro-
bidlneho téinku fluorescen&ne znafeného genta-
micinu na kmeifi Bacillus cereus, prifom S =
§tandardng antibiotikovy disk ({30 U8 gentamici-
nu}, G = vychodzi gentamicin 50 ug, FG = zmes
fluoroférov gentamicinu 50 ug, I = fluorofdr [
pribliZne 5 ug, II—V = biologicky neaktivne vys-’
ste fluoroféry gentamicinu.

Fluorescenéné znadenie uvedenych antibiotik
sa robi tak, Ze ‘potrebné mnoZstvo antibiotika sa -
rozpusti v tlmivom roztoku, s vyhodou pH 5.
V poloviénom objeme acetonu sa rozpusti 4-fe-
nylspiro[furan-2/3H/1'ftal4n]3,3’-dion v mnoZstve -
odpovedajicom 0,5 molu mna jeden mol ami-
noskupiny antibiotika, Obidva roztoky sa zleji

za intezfvheho miedania, Podla koncentracie

reagujicich zlogiek wvenikd bezfarebny, alebo
citrénovoZlty Toztok so silnou fluorescenciou
v ultrafialovom svetle (ley, = 380 DM, Aem, - =
= 480 nm). Izoldcia fluéru sa robi na kolonke
anexu na béze dextranovych gélov stabilizovane]
tlmivym roztokom Is vyhodou pH 6,3..Po nanese-
ni reak&ngch produktov fluorofér I opista ko-
lonku ako prvé fluorgscendni frakcia. Ostatné
primesi predstavufii fluorofory s viE3im podtom
viazangch fluorescenénych zvyskov, nemaiji anti-
mikrobidlnu aktivitu. Alternativne je moZné izo-
lovat mensite mno¥stvo fluoroféru I elektroforé-
zou na celulézovom nosi&i v alkalickom tlmivom
roztoku s vyhodou pH 9,2 pri napitt 1200 V.
Frakcia ‘s najmengou pohyblivostou k andde
predstavuje fluorofér I. Z nosita sa eluuje &pav-
kovou vodou (0,250 ml/1) a lyofilizuje. '

Priklad 1

Priprava fluorescencéne znateného kanamyci-
mu. V 1 inl citrétového tlmivého roztoku 0,2 mol .
.11 s pH 5 sa rozpusti 5 mg sulfdtu kanamycinu.
V 0,5 ml bezvodého aceténu sa rozpusti 3,5 mg
fluorescaminu a roztok za prudkého mie&ania sa
prid4d k roztoku antibiotika. 71ty produkt so sil-
nou fluorescenciou v ultrafialovom svetle sa z_ba_.-
vi prebyto&ného aceténu odparenim v pride du-
sika. Zmes sa potom nanesle na kolonku 0,7x
%3 cm anexu na baze dextranu's vyhodou sefpha-
dexu DEAE-A25 stabilizovant tlmivym roztokom
Tris-HC1 0,05 mol . 11 s pH 6,3. Po vsiaknuti vzorky
sa kolonka premyva rovnakym roztokom. Kolon-
ku opusti frakcta fluoroféru I, ostatné primesi



zostanid pevne zachytené na lstlpci a vytesnia sa
roztokom NaCl 2 mol.1"! v tlmivom roztoku.

Takto znaleny kanamycin tvori 50% vytaZok.

Prikiad 2

Priprava fluorescentne znafeného neomycinu
a gentamicinu. V 1 ml citrdtového tlmivého roz-
toku 0,2 mol.1? s pH 5 sa rogpusti 5 mg sulfatu
neomycinu alebo gentamicinu. V 0,5 ml bezvodé-
ho aceténu sa rozpusti 3 mg fluorescaminu pre
" neomyecin a 3,3 mg fluorescaminu pre gentami-
cin. V dalSom sa postupuje ako v priklade 1.
Roztoky izolovanych fluoroférov sa lyofilizdciou
prevedd do prasSkovej formy, kde ich chemické
stabilita zodpoved& stabilite pdvodnych antibio-
. tik. Znadeny neomycin tvori 75 % a znadeny gen-
tamicin 48 %. '

Pripraveny fluorofér 1 antibiottk mdZe sa
uplatnit pri $tddiu vztahu Struktdry a biologic-

kého efektu. Vzhladom na velkd chemickd -pri-
buznost s pévodnymi antibiotikami a zhodné
antibakteridlne vlastnosti a vysokd fluorescen-.
ciu plni funkciu znadeného -antibiotika so $iro-
kou paletou vyuZitia, predovietkym v oblasti
imunofluorescentného stanovenia _ prisluinych
antibiotik. Pri pouZiti'in vitro mé6Ze nahradit ra- -
dioaktivne znacCenie, pri pokusoch in vivo treba
najprv preverit jeho chovanie v makroorganiz-
me. V pripade podobného chovania ako pévodné
aritibiotikum; méZe tento fluorofér nahradit ra- )
dioaktivne znatenie aj in vivo. Vlastnosti fluoro-
férov ukazuji, Ze pokial neide o meranie v in-
taktnom tkanive, fluorescen&né znafenie by
mohlo tvorit rovnocennti ndhradu. Fluorofér I
odvodeny od aminoglykozidovych antibiotik mé-
Ze byt pouZity aj ako model pre vyuZitie analo-
gickych fluoroférov inych, biologicky aktivnych

. aminov — hormoénov, enzymov, bielkovin. Fluo-

rofér I ako samostatnd zlifenina je tie¥Z novym
semisyntetickyimi antibiotikom.

PREDMET VYNALEZU

1. Aminoglykozidové antibiotikd zo skupiny
kanamycinu, neomycinu a gentamycinu zna&ené
fluorescaminom na jednej aminoskupine mole-
kuly pripravitelné reakciou uvedenych antibio-

tik s 4-fenylspirol{furan-2/3H/,1’ftalan]3,3’-di6-
- nom vo vodnom roztoku v kyslej oblasti s vyho-
dou pri pH 5. )

2. Spdsob pripravy znafenfch aminoglykozi-

dovych antibiotik podla bodu 1 vyznadujici sa
tym, Ze uvedené antibiotikd reagujd s. 4-fenyl-

spi,ro'[ifﬁrévn—Z/BH/,l’--t‘taxlé,n]v3,3’-ldi6nolm vo vod-
nom roztoku v kyslej oblasti s vyhodou pH 5 a
vznikly produkt sa z reakdnej zmesi izoluje.

3. Sposob podla bodu 2 vyznadujtici sa tym, Ze
izolécia zna€enych antibiotik jsa robi stipcovou
chromatografiou na anexe na bdze dextranu vo
vodnom prostredi s vfhodou pH 6,3, alebo elek-
troforézou na celul6zovom nosi¢i v alkalickom
prostredi s vyhodou pH 9,2.
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