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Vyndlez rie$i spdsob pripravy metabolitu
s protinddorovymi G&inkami biotransforma-
ciou withaferinu. A tak, %e sa dc tekutého
média obsahujiceho zdroj uhlika, organic-
kého dusika a minerdlne soli naoc¢kuje kul-
tira Cunninghamella elegans NRRL 1393,
prid4 naraz alebo po dastiach 10 aZ 200 mg
na 100 ml pddy withaferinu A, rozpustené-
ho v polarnom rozpuitadle, s vyhodou v di-
metylformamide, pri teplote 26 aZ 36°C za
staleho mieSania a prevzdudiiovania sa kul-
tivuje 96 aZ 168 hodin. Dalej sa filtrat fer-
mentovanej pody extrahuje estermi kyseli-
ny octovej, s vyhodou octanom etylnatym
a extrakt sa odpari dosucha, pregisti na sti-
pci silikagélu s pouZitim eluéného ¢inidla oc-
tanu etylnatého. Eludt sa zahusti pri inplote
40 °C a kryStalizuje sa pri teplote 4 °C. Postu-
povat sa moZe aj tak, Ze sa filtrat fermento-
vanej pody extrahuje chlorovanymi uhlo-
vodikmi s potom 1 a% 5 uhlikov, s vyhodou
dichlérmetdnom. Pevny metabolit sa rekrys-
talizuje, s vyhodou zo zmesi octanu etylna-
tého a acetonu.
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Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy meta-
politu inhibujiceho rast nddorov, ktory sa
ziska biotransforméaciou withaferinu A po-
mocou mikroorganizmu Cunninghamella ele-
gans {NRRL 1393].

Withaterin A je prirodnd ldtka steroid-
nej truktary, ktora bola izolovand z listov
rastlin Withania somnifera, popisand Yardz-
nom a Laviem, J. Chem. Soc., 2825, 1862 a
7 Acnistus arborescens, popisand Kupchan
a spoluautormi v ]. Amer. Chem. Soc. #7.
5805, 1265. Withaferin A je G¢inny inhibitor
rastu rastlinnych a Zivoti¥nych buniek, ako
to popisal Shohat, Z. Krebsforsch, 88, 97,
1973 a podla Shohata a spoluautorcw, Can-
cer Leti. 2, 71, 1976, vyrazne inhibuje rast
nadorovych buniek in vitro a in vivo. Nie-
ktoré mikroorganizmy sd schopné bioirans-
formovat withaferin A pridany do kultivac-
ného média na nové metabolity. J. P. Rosaz-
za a spoluautori, Steroids 31, 671, 1978, izo-
lovali novym metabolit vzuikajaci z withafe-
rinu A pomocou Cunninghamella elegans
(NRRL 1393), ktory identifikovali ako 14e-
-hydroxywithaferin A. Novy metabolit inhi-
boval bunky sarkému 180 a lymfoleukémie
P 368 vyrazneisie, ako pdvodny withaferin

V predkladanom rieSeni je popisany spo-
sob pripravy metabolitu s protinadorovymi
G&nkami bictransformdcion withaferinu A,
podla vyndlezu, ktorého podstatou je, Ze sa
do tekutého média obsahujaceho zdroj uhii-
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ka, organického dusika a minerédlne soli na-
otkovaného kultirou vy3sie uvedeného mik-
roorganizmu pridd maraz alebo po gastiach
10 aZ 200 mg na 100 ml pddy withaferinu
A rozpusteného v poldrnom rozptStadle, s
vyhodou v dimetylformamide, pri teplote 26
a¥ 36°C za staleho mieSania a prevzdu3iio-
vania sa kultivuje 96 a# 168 hodin. Dalej sa
filtrat fermentovanej pddy extrahuje ester-
mi kyseliny octovej, s vyhodou octanom e-
tylnatym a ziskany extrakt sa odpari dosu-
cha, pred¢isti na stipci silikagélu s pouZitim
eluéného ¢inidla octanu etylnatého, eluat
sa zahusti pri teplote do 40 °C a kryStalizu-
je sa pri teplote 4°C, Postupovat sa mdZe aj
tak, Ze sa extrahuje chlorovanymi uhlovo-
dikmi s pottom 1 aZ 5 uhlikov, s vyhodou
dichlérmetanom. Pevny metabolit sa vyhod-
ne rekrystalizuje zo zmesl octanu etylna-
1%ho a acetdnu.

Metabolit s protinddorovymi tfinkami pri-
praveny biotransformaciou withaferinu A
podla vyndlezu sa svojimi vlastnostami od-
I'Zuje od pdvodného withaferinu A, aj od
14¢-hydroxywithaferinu A, pFfipraveného z
neho biotransforméciou. Novy metabolit sa
ziska v mnoZstve 15 aZ 28 %, vzhladom k
pouZitédmu withaferinu A. Spelu s uvedeny-
mi tromi latkami je vo filtrate po skonge-
nej biotransformdacii pritomna i dalSia no-
va latka. Latky sa od seba mavzdjom odli-
3uji hodnotami R; i farebnymi reakciami,
ako je vidiet z tabulky 1.

Tabulka 1

Chromatografickeé stanovenie withaferinu A a jeho metabolitov

Latka R¢ Farebmd reakcia
withaferin A 0,410 staroruZova
14-@-hydroxywithaferin 0,170 ‘hnedé
novy metabolit I 0,280 fialova
novy metabolit II 0,750 Sedomodra

Na delenie sa pouZila ststava octanu etyl-
natého:

aceton (4:2), detek&né cinidlo p-anizal-
dehyd, po postriekani sa chromatogramy
sohriali na 120°C. VSetky uvedené latky
mo?no detegovat tieZ bioautodetekciou pri
pouZiti Staphylococcus pyogenes aureus R
50.

Metabolit podla vyndlezu v pokusoch in
vitro inhibuje biochemické reakcie a rast
buniek P 388 a v pokusoch in vivo vykazu-
je vyraznejSiu inhibiciu rastu nadorov, ako
povodny withaferin A. V Kkoncentrdcidach
nizsich ako 100 ug.ml~1 metabolit podla
vynélezu inhiboval rast Staphylococcus pyo-
genes aureus R 50, Bacillus aubtilis SDPC
1: 220, Bacillus megatherium, Sarcina fla-
va, v koncentracidch do 100 ug. ml-1 vSak
neinhiboval rast Escherichia coli, Candida
albicana Pu 10 a Pseudomonas aeruginosa.

Spdsob pripravy metabolitu biotransforma-

ciou w:thaferinu A a jeho izoldcia st uve-
dené v prikladoch.

Priklad 1

Do 20 varnych baniek o objeme 500 iml
pripravilo sa po 100 ml média nasledujice-
ho zloZenia: glukéza 2 g, kvasnitny extrakt
0,5 g, sdéjova muka 0,5 g, NaCl 0,5 g, KH2PO4
0,5 g a doliala sa destilovana voda do 100 ml,
pH upravilo na 7,0. Po sterilizacii podas 20
minat pri 120 °C a ochladeni sa médium na-
otkovalo 15 ml vegetativneho inokula Cun-
ninghamella elegans (NRRL 1393) a kulti-
vuje sa 72 hodin. Kultivovalo sa na rotact-
nej trepatke pri 220 ot..min"! a pri teplo-
te 28 °C. Po 24 hodin kultivdcie sa pridalo
do kazdej banky 50 mg withaferinu A roz-
pusteného v 0,5 ml dimetylformamidu. Kul-
tivdcia pokratovala do 120 hodimy. Filtrat
po Kkultivacii obsahuje stopy withaferinu A,
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14e-hydroxywithaferinu A a metabilia podla
vynélezu v mnoZstve 20 mg. 100 ml-! do-
teraz mestanovenej Struktiry.

Priklad 2

Do 500 m! varnych baniek sa maplni po
100 ml médiu zloZenia ako je uvedené v
priklade 1. Toto sa po sterilizdcii po&as 20
minat pri 120°C ochladi a naotkuje 15 ml
vegetativneho inokula Cunninghamella ele-
gans (NRRL 1393). Po 24 hodinach kultiva-
cie na rotacnej trepacke pri 220 ot..min"1!
a teplote 28°C sa do kaZdej banky prida
25 mg withaferinu A rozpustného v 0,25 ml
dimetylformamidu a po 72 hodindch kulti-
vacie sa prida opédt 25 mg withaferinu A
rozpusteného v dimetylformamide. Kultiva-
cia sa ukonéila po 144 hodine. Filtrat mé-
dia obsahoval okrem nebiotransformovamné-
ho withaferinu A, tieZ 14a-hydroxywithafe-
rin a metabolit I (viz v tabulke 1) v kon-
centrdcii 23 mg. ml™L

Priklad 3

Do fermenta&ného tanku o objeme 20 lit-
rov z nerezovej ocele, opatreného miesad-
lom a vzdu$niacim zariadenim sa pripravi
10 litrov média nasledujaceho zloZenia: glu-
kéza 200 g, kvasniény extrakt 50 g, séjova
muika 50 g, NaCl 50 g, KH2POs 50 g, séjovy
olej 10 ml, vodovodnd voda 10 1, hodnota pH
7,0. Po sterilizacii potas 30 min pri 120 °C
sa ochladené médium naockovalo 15 % ve-
getativneho inokula mikroorganizmu Cun-
ninghamella elegans [PRRL 1393). Po 24 ho-
dinovej kultivacii pri 28°C za neustdleho
mieSania pri 200 otackach mie3adla . min-1
a vzduSnenia, tak, aby na objem média bol
privadzany objem vzduchu sa do kultivag-
ného média pridalo 2,5 g withaferinu A roz-
pusteného v 25 ml dimetylformamidu. Kul-
tivacia bola ukondend po 96 hodindch. Filt-
rat obsahoval stopy withaferinu A a novy
metabolit I v koncentracii 15 mg.100 ml-1,

Priklad 4

Obsah 20 baniek po skon&enej kultivacii,
ako je uvedené v prikladu 1, sa spoji a my-
célium sa oddelf filtrdciou, Filtraény kolas
sa na filtri premyje 50 ml destilovanej vo-
dy. Ziskany filtrat 1450 ml wv&itane 50 mi
‘premyvacej vody 50 ml sa premie$a a pH
sa upravi na hodnotu 7,0 pridavkom kyseli-
ny chlérovodikovej. Dalej sa pridda 700 ml
octanu etylnatého a filtrat sa za neustdle-
ho mieSania extrahuje 20 aZ 40 min. Odde-
lend vrstva rozpistadla sa odpusti a osté-
vajlci filtrat sa rovnakym postupom extra-
huje eSte trikrdt po sebe octanom etylna-
tyim v objemovom pomere 1:2. Ziskané ex-
trakty sa spoja, pridavkom bezvodého sira-
mnu sodného vysusia a za zniZeného tlaku pri
teplote do 45°C sa rozpdstadlo odpari. Zis-
ka sa 985 mg surového produktu, ktory sa

6

pretisti ma stlpci silikagelu 125 az 180 ok,

koléna 4 X 36 cm. Ako eludné &inidlo sa
pouZije zmes rozpudtadiel octan etylnaty:
aceton (4:1). Na zaklade analyzy na ten-
kej vrstve sa zachytené frakcie po 25 ml
spoja a znova odparia do sucha. Spojenim

~frakeil 1 aZ 11 sa ziska ostavajdci 159 mg

withaferinu A a z frakcii 20 aZ 40 sa ziska
198 mg nového metabolitu. Kenverzia, vzhla-
dom na pouZlté mnoZstvo withaferinu A, je
23,5 %.

Priklad 5

189 mg surového, predisteného metaboli-
tu ziskaného postupom uvedenym v prikla-
de 4 sa rekrystalizuje z hortcich roztokov
octanu etylnatého, pripadne zo zmesi octan
etylnaty : acetén (1:1). Ziska sa 160 mg
Cistej kryStalickej latky, bielej farby s t. t.

118 az 120°C (bez korekcie). Vysledky: ele-

mentarnej analyzy latky si nasledovné:
C 66,09 %, H 7,95 %, O 16,03 %.

Infraervené spekirum merané v roztoku
CDCls vykazovalo max. pri:

920, 962, 1005, 1018, 1032, 1058, 1129, 1139,
1185, 1317, 1264, 1392, 1449, 1455, 1682,
1688, 2875, 2932, 2958, 3460, 35370 cm-l

IH-NMR spektrd boli merané pri 99,54 MHz
§ pouZitim Fourierovej transformaécie pri
21°C v CDCls za pouZitia tetrametylsilanu,
ako vnutorného Standardu. Chemické posu-
ny st uvedené v ppm, vzhladom k MesSi.
Priemernd $irka spektra 200 Hz, Gas jedno-
tlivfch impulzov 2 s, podet akumulécii 16,
pocet bodov 8192, 3irka trubice 10 mm. V
IH-NMR spektre vykazuje izolovany meta-
bolit nasledujice chemické posuny:

0,715 s (18-CH3);

1,12.d (J = 6,35 Hz);

1,255 s;

1,411 s (19-CH3);

2,009 s;

2,034 s (28-CHs3);

3,77 d (] = 5,86 Hz);

4,363 s (H-27);

6,188 d (] = 10,25 Hz, H-2);

6,963 dd (J1 == 9,77 Hz, J2 = 5,37 Hz, H-3).

I3C-NMR spektra boli merané pri 25,00 MHz
za pouZitia Fourierovej tramsformécie pri
21°C v CDCls pri pouZiti tetrametylsilanu
ako vnitorného Standardu. Chemické posu-
ny st uvedené v ppm, vzhladom k MesSi.
Priemerna 3irka spektra 6000 Hz, podet aku-
mulacii 40 000, podet bodov 8192, Sirka tru-
bice 10 mm. V 13C-NMR spektra {Cz):

7,488; 14,626; 17,375; 20,088; 23,460; 26,912;
28,667; 29,661; 30,714; 31,885; 32,821; 37,852
43,000; 47,330; 47,662; 52,595; 54,292; 57,334
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62,658; 63,711; 69,620; 79,390; 125,809;
132,045; 142,458; 153,106; 167,089; 202,192.

Hmotové spektrum bolo namerané pri e-
nergii elektrénu 70 eV a teplote 130°C. V
hmotovom spektre vykazuje metabolit na-
sledujicu fragmentdciu (m)e; relativna in-
tenzita, (1% ):

279 (9), 244 (16), 170 (12), 167 (17), 1568
(14), 155 (12), 154 (92), 153 (15), 149
(40), 126 (9), 125 (38), 124 (11), 120 (9),
113 (12}, 112 (10), 101 (18), 98 (14), 97
(13), 96 (9), 95 (12), 91 (18), 86 (29),
85 (13), 84 (9), 83 (18), 81 (10}, 78 (10),

77 (8), 73 (11), 72 (16), 71 (27), 70 (7),
69 (31), 68 (13), 67 (11), 61 (8), 60 (15),
59 (42), 58 (19), 57 (39), 56 (23), 55 (32),
45 (12], 44 (77), 43 (100), 42 (21), 41 (54),
40 (9], 39 (23), 31 (13), 30 (13), 29 (27).

V hmotovom spektre pre vy$§ie m/e ako
280 mebola uZ fragmentédcia korektnd. Me-
rang l4tka nedédvala molekulovy ion.

Priklad 6
Postup izoldcie bol rovnaky ako je uve-

dené v priklade 4, avSak ako extraklné ¢i-
nidlo sa pouZil dichlérmetén.

PREDMET VYNALEZU

1. Spésob pripravy metabolitu s protina-
dorovymi G&inkami biotransforméciou wi-
thaferinu A pomocou mikroorganizmu Cun-
ninghamella elegans NRRL 1393, vyznaceny
tym, %e do tekutého média obsahujaceho
zdroj uhlika, organického dusika a mine-
rdlne soli sa naotkuje kultira vy3Sie uve-
deného mikroorganizmu, pridd naraz alebo
po astiach 10 aZ% 200 mg ma 100 ml pody
withaferinu A rozpusteného v poldrnom roz-
pastadle, s vyhodou v dimetylformamide,
pri teplote 26 aZ 36°C za stdleho mieSania
a prevzduSovania sa kultivuje 96 aZ 168 ho-
din, dalej sa filtrat fermentovanej pody ex-

soverografia, n, p., zdvod 7, Most

trahuje estermi kyseliny octovej, s vyhodou
octanom etylnatym, a extrakt sa odpari do-
sucha, pre€isti na stlpci silikagélu s pouZi-
tim elu¢ného &inidla octanu etylnatého, eluat
sa zahusti pri teplote 40 °C a kry$talizuje sa
pri teplote 4 °C.

2. Spdsob podla bodu 1, vyznateny tym,
7e sa filtrat fermentovanej pody extrahuje
chlorovanymi uhlovodikmi s 1 aZ 5 atoma-
mi uhlika, s vfhodou dichlérmetdanom.

3. Sposob podla bodov 1 a 2, vyznaleny
tym, Ze pevny metabolit sa rekrystalizuje,
s vyhodou zo zmesi octanu etylnatého a ace-
ténu.

Cena 2,40 K&s
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