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Vyndlez se tfké kmene Sireptomyces alboflavus CCM 3505, transformujicfho 5=hydroxy-
-anhydrotetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin (doxycyklin), p#i kultivaci v tekutfch
Zivnych piddch obsehujfcich zdroje ssimilovatelného uhliku, nap#fkled sacharézu nebo gkrob, -
zdroje asimilovatelného dusfku, nap¥fklad kukubisnou mdSecf vodu nebo mouku kuku#i&nou,
bavlinikovou &1 sojovou a minerdlnf %ivné soli.

Zmindny kmen umoZnuje vyrobu tetracyklinového antibiotika doxyecyklinu biologickou
cestou. Dosud b¥Zn¥ klinicky uffvend tetracyklinovd antibiotika, tj. chlortetracyklin,
tetracyklin a oxytetracyklin, majf velmi ¥iroké upletndnif, p¥esto v3ek maji nikteré vlast-
nosti, které jejich pouZitf brzdi. Jde nap¥. o vysrdien{ ve form& nerozpustné bdze, &imZ
poklesne absorpce, nefddouci plsobenf na st¥evn{ mikrofldéru apod. Neproti tomu doxycyklin
se rychle a dpln¥ absorbuje, vytvof{ pii niZ3fch ddvkdch vysokou koncentraci v krvi Je
asi t¥ikrdt J¥inndjs{ neZ dosud uffvané tetracykliny.

6=Deoxytetracykliny se dosud vyrébdjf chemickou cestou (C, R. Stephens se sp., J. Am.
Chem, Soc. 80, 5324, 1958; americky patentovy spis ¥. 3 200 149) e to postupem, ktery je
néro¥ny na suroviny (drahé katelyzdtory), na p¥istrojové vybaven! & na dodriovént fyzikd4l-
nich paremetri.

Biologicky postup mé své prednosti i vyhody pro svoJi jednoduchost, Genetickou cestou
se podafilo pFiprevit kmen Streptomyces elboflavus, schopny transformovat 5-hydroxy-anhydro-
tetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin. Anhydrotetracykliny lze snadno ziskat z tetra-
cyklind plsobenim silné minerdélnf kyseliny, nap#. chlorovodikové.

Ve francouzském patentovém spisu &, 2 187 301 je popsdna. pFfprava kmene transformujici-
ho enhydrotetracykliny. Jako hlavnf a podstatny znak p¥ipravy je uvedena dokonald dehydrata-
ce kultury, Posiup vedoucl k ziskdn{ nového kmene podle vyndlezu se 113{ rozdflnym genetic-
kym p¥istupem. Vychdzl ze znaelosti biosyntézy tetracyklind, zvl45td paek z poslednich 3 aZ
4 fézi (P. A. Miller se sp., Bioch. Bioph, Res. Comm. 18, 325, 1965; americky patentovy
spis &. 3 433 709) ‘a zem¥fuje se na blokovén{ poslednf féze, tj. biosyntézy oxytetracyklinu,
pPipravou varient neprodukujfcfch oxytetracyklin (OTC”). Kmeny OTC™ jsou z genetického hle-
diska dvojtho typu: vzniklé bud zablokovénim 5a,11a~dehydrogendzové aktivity a pak konednym
produktem je 5a,!la-dehydro-5-hydroxytetracyklin nebo zablokovéntm hydroxyldzové aktivity
(tfkd se hydroxylace v pozici 6) a vznik4 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin, Tudf% ne v3echny
OIC™ kmeny transformuji dehydro-oxytetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin, ale jen
kmeny s poruXenou hydroxyldzevou a zachovanou 5a,1!a~dehydrogendzovou aktivitou. Selekecl
nebo mutegennim zdsehem byly z kmend OTC™ ziskdny kmeny schopné trensformace.

Kmen Streptomyces alboflavus CCM 3505 byl p¥ipraven genetickymi zdsshy zem&fenymi
v prvé fézi na izolsci kmend OTC™ a ve druhé fézi pak ne kmeny schopné transformace. Vycho-
2im kmenem byl kmen Streptomyces alboflavus ATCC 15846, Pro vEechny mutegennf pokusy byly
p¥ipravovdny suspenze spor smyt{m kultury ze &ikmého sporulaén{ho agaru sporula¥nf pidy
10 ml steriln{ destilované vody a t¥ikrdt promyty pufrem podle pouZitého mutagenu, P¥ed po=-
ufitim byla suspenze filtrovéna pFes vatovy filtr. Suspenze spor vy¥choziho kmene pufru
o pH 6 byla vystavena plsoben{ nitrosoetylmoZoviny (NEU) v koncentraci 0,1 M po dobu 60 mi-
nut, po této dob¥ preifvalo Fédovd 1. 10° % spor. V daldim pokusu byl kmen OTC~ vystaven
pdsobent N-metyl-n—nitro-u-nitroaoguanidinu v pufru o pH 8 a v koncentraci 0,01 M. Po 60 mi-
nutovém pisobenf pFeZfvalo Fddovd 1.10Y % spor. Izoldty z t¥chto pokusi byly vybirény podle
toho, zda ztratily schopnost produkovat OTC, co%f se zjiZtovalo screening testem. 2 kolonif
izoldtd byly o¥kovény hornf plo¥ky vdle¥kd agerové sporuladni pidy a ty kultivovény v Petri-
ho miskdch o prim¥ru 100 mm, Misky jednoho pokusu byly uloZeny ve sklen¥dnych krabicich
8 nddobkou napln¥nou vodou, aby nevysychaly, a byly inkubovény 5 dnd p#i 28 °C. Poté byly
preneseny na testovaci misky s kmenem Bacillus subtilis 6633 citlivym ne OTC, Po 18 hod.
kultivece byly vybirdny kmeny bez inhibi¥nfch zén, tj. kmeny OTC,
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Ze Streptomyces alboflavus ATCC 15846 byl vybrén kmen oTc™ 2z pokusd NEU, ktery se stal
matedskym kmenem kmene Streptomyces alboflavus COM 3505 podle vyndlezu. Z.pokusd byla vjde
uvedenym testem zji¥t¥na frekvence reverz{ 3,3 %. Zbjvajict izoldty byly déle testovédny
screening testem podle schopnosti transformovat S-hydroxy-anhydrotetracyklin na 6-deoxy-
-5-hydroxytetracyklin tak, %e byly &4rovd otkovény na Petriho misky vZdy ! kmen ne ! misku
a po Sdenni kultivaci p¥i 28 °C bylo do vzddlenosti 10 mm od kultury umist¥no malé mnoistvi
5-hydroxy-anhydrotetracyklinu. Po daldich 20 hodindch pisobeni p¥i 28 %¢ byly misky hodnoce~
ny podle barvy zéreni v ultrafialovém svitle: 5-hydroxy-anhydrotetracyklin svit{ citronov&
¥1utd, 6-deoxy-5-hydroxytetrecyklin oranfové %lutd. Timto testem byly vylouZeny kmeny ne-.
transformujict.

Poslednim testem bylo sledovéni vlastni transformace kultivaci na tiepalce (3,83.5’1,

" vjchylka 25 mm) p¥i 26 a¥ 38 °C, s vfhodou p¥i 28 %¢, ve dvou stupnich. Vegetativn{ inoku-~

lum je kultivovéno 30 hodin = ji{m v mnoZistvi 3,3 % obj. o¥kovéna produkéni fdze. Ta je kul-
tivovéna za tych¥ podminek jako vegetativni inokulum. Roztok 5-hydroxy—anhydrotetracyklinu

ve sm&si dimetylformemidu s vodou (1:1), v koncentraci 5 8% 12 g/litr lze piidat na zaddtku
kultivace, vyhodn¥jsf je v3ak pPidavek v dob& doble narostlé kultury. Kultivace kondi kolem
120, hod. P¥{tomnost 6-deoxy-5-hydroxytetracyklinu se testuje papirovou chromatografif

nebo chromatografif{ ne tenké vrstvd v systému kyselina citronovd - n~butanol - chloroform.

Vysledky chromatografie se potvrzuji autobiografif, tj. pFenesenim chromatogramd jednotli=-

vych kmend ne misky s testovacim kmenem Bacillus subtilis 6633, tedy biologickou d&innosti.
Kmen Streptomyces slboflavus CCM 3505 byl piipraven pasobenim N-metyl-N-nitro-N~-nitrosogua-
nidinu na vySe uvedeny matePsky kmen.

Kmen Streptomyces alboflavus CCM 3505 podle vyndlezu se neli3f morfologicky od vycho-
ziho kmene, je viak odlisny svymi fyziologickymi vlasthostmi, které jsou projevem genetic-
kych zm¥n: jde o neschopnost biosyntetizovat oxytetracyklin a o schopnost transformovat 5=

~hydroxy-anhydrotetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin.

Novy kmen Streptomyces slboflavus byl uloZen Vv Beskoslovenské sbirce mikroorgenismd
Univerzity J. E. Purkyn® v Brng, T#, Obrénct miru 10, pod &fslem CCM 3505.

V nédsledujicim p¥{kladu provedeni je ilustrovdna kultivace nového kmene a provedeni
transformace 5-hydroxy-anhydrotetracyklinu na 6-deoxy~5-hydroxytetracyklin.

P#{klad provedeni

Kulturou kmene Streptomyces alboflevus CCM 3505 vyrostlou na 3ikmém agaru sporuladni
pddy XVI se kliZkou spor o¥kuje 30 ml %ivné pddy ve varné bahce o objemu 500 ml,

Slozeni pldy XVI:

dextrin bily 1,5 % hm,
pepton 0,5
siran hofe¥naty kryst. 0,05
siran Zeleznaty kryst. 0,001
sachardza 0,3
modovina 0,01
masovy extrakt 0,1
chlorid sodny 0,05
hydrogenfosforefnan draselny 0,05
agear 2,0

pH upravit pomoci NaeOH (20% roztok) na 7,3, sterilizace 30 minut p¥i 120 °c,
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Slo%feni pddy pro pFfipravu vegetativnfho inokula:

kuku¥i¥nd md&eci voda 1,0 % hm,
sachardza 1,5
hydrogenfosforeénan amonny 0,2
dihydrogenfosforeénan draselny 0,2
siran hofednaty krystalicky 0,025
vodovodni voda do 100,0

pH pFed sterilizaef 6,6, po sterilizaci (30 minut p¥i 120 °C) asi 6,3. Kultivace na rota¥ni
trepa¥ce (3,83.s™', vychylka 25 mm) p#i 28 °C trvé 30 hodin.

Ziskenym vegetativnim inokulem v mno¥stvi 3,3 % obj. odkuje 30 ml produkéni pidy ve ver-
nych bankdch o objemu 500 ml tohoto slofeni:

kuknfi¥nd mé&eci voda 3,0 % hm,
sachardza 1,25
chlorid vdpenaty 0,95
hydrogenfosfore¥nan amonny 0,26
vodovodn! voda do 100,0

pH pied sterilizact 6,3, po sterilizaci (30 minut p¥i 120 °C) esi 6,7.

Po neofkovéni se kultivuje na rotedni tPepafce (3,83.8”', vfchylke 25 mm) pfi 28 ¢,
za 72 hodin se p#idd 1,2 ml roztoku enhydrooxytetracyklinu ve smisi dimetylformamid - voda
(1:1) obsehujfcfho 250 mg anhydrooxytetracyklinu v 1 ml., Po 48 hodindch se stenovi p¥{tom-
nost 6-deoxy-5-hydroxytetracyklinu papirovou chromatografif a Jeho biologickd Y¥innost
autobiografif.

Antibiotikum se p¥ivede do fermente¥ni kapsliny okyselenim ne pH 1, Z ¥irého filtrdtu
se izoluje z kyselého prostied! jako sil s asromatickou sulfokyselinou nebo p#i neutrdlnfm

PH jeko komplex se zinkem nebo vépnikem a hof&fkem, Tyto sloueniny se pak pfevedou na
hydrochlorid. Celkovy vyt¥Zek opermce je 50 a% 55 %.

PREDMET VYNLLEZU

Kmen Streptomyces alboflavus CCM 3505, transformujfef 5-hydroxy-anhydrotetracyklin na
6-deoxy~5~-hydroxytetracyklin,

Severografia, n. p., MOST - Cena 2,40 K&s
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