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1

Vyndlez se tyka zplsobu pFipravy novych
antibakteridlng déinnych cis-|p-{2-[ (3-(/4-
-aminobutyl/amino)propyl)karbamoyl]vi-
nyl}|glykosidli, oznaovanych jako substi-
tuované 14tky cis-BM123y; -a cis-BM123yy,
které jsou bliZe charakterizovdny dale.

Ucinky t&chto novych antibakteridlnich
prostfedkit na specifické mikroorganismy a
jejich chemické a fyzik&lni vlastnosti jsou
odlidné od ucinkl a vlastnosti aZ dosud zné-
mych popsanych antibakteridlnich prostred-
k.

Nové antibakteridlni prostfedky pFipra-
vené podle vynélezu jsou organickymi béa-
zemi a jsou tedy schopny tvofit adini so-
li s kyselinami za pouZiti rtznych organic-
kych a anorganickych solitvornych re-
akCénich CcCinidel. Adi¢ni soli s Kkyselinami,
vznikajici smichdnim antibakteridlné uacin-
né volné baze s aZ tfemi ekvivalenty kyse-
liny, ucelné v neutrdlnim rozpoustédle, lze
tedy pfipravit za pouZiti kyselin, jako ky-
seliny sirové, fosforetné, chlorovodikové,
bromovodikové, amidosulfonové, citrénové,
maleinové, fumarové, vinné, octové, benzo-
vé, glukonové, askorbové a podobnych Kky-
selin. Adi¢ni soli antimikrobidlnich ¢inidel
podle vynélezu s kyselinami jsou obvykle
krystalické pevné latky pomérné rozpustné
ve vodg, methanolu a ethanolu ale pomér-
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né nerozpustné v nepoldrnich rozpoustéd-
lech, jako v diethyletheru, benzenu, tolue-
nu apad. Pro afely vynédlezu jsou antibak-
teridlni volné béaze ekvivalentni svym ne-
toxickym adiénim solim s kyselinami. V ni-
sledujicim textu se pod oznafenim cis-
-BM123y-latka rozumi smés cis-BM123y,-14t-
ky a cis-BM123yy-14tky v jakémkoli pomé-
ru a pod oznaCenim trans-123y-ldtka se ro-
zumi sm@s trans-BM123y,-latky a trans-
-BM123y, latky v jakékoli poméru.

Nové antibakteridlni prost¥edky oznale-
né jako substituované cis-BM123y; a cis-
-BM123y,y-1d4tka se pfipravuji substituci (or-
ganylaci) p¥isluSnych nesubstituovanych
cis- nebo trans-isomerti, pFiCemZ kdyZ se
vychdazi z trans-isomerdl provede se téZ fo-
tochemicka transformace trans-isomerti na
cis-isomery a to bud na nesubstituovanych
prekursorech, nebo na substituovanych
trans-isomerech konecnych latek. Fotoche-
mickéd transformace prednostné provadi tak,
Ze se vychozi trans-isomer rogpusti nebo
disperguje ve vodé& a pak se roztok ozaiuje
svétlem. Koncentrace vychoziho trans-iso-
meru ve vodé neni kriticka.

Svétlo, pouZité pfi fotolytickém postupu
podle predloZeného vyndlezu, nemd s vy-
hodou vinovou délku niZ8i neZ asi 250 nm: a
pfednostné mé vinovou délku v rozmezi od
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250 do 400 nm. Ozafovéani svétlem takové
vinové délky se uleln& dosahuje tim, Ze se
reakce provaddi v nddob& vyrobené z tako-
vého materidlu jako je kfemen, ktery od-
filtruje v podstaté vSechno svétlo proché-
zejici nadobou, které méa vinovou délku pod
250 nm. Jako zdroje svétla se tfelné& pou-
Zivd vysokotlaké rtutové lampy o prikonu
asi 450 W,

Teplota, pri které se fotolyza provadi, ne-
méd rozhodujici vyznam pro dosaZeni dob-
rych vytéZkl produktu, ale ucelné se pra-
cuje p¥i teploté v rozmezi 5 aZ 50 °C, na-
priklad p¥i asi 25 aZ 30 °C. Doba potfebna
pro podstatnou konverzi substituovaného
trans-isomeru na odpovidajici substituova-
ny cis-isomer prirozené zdvisi na intenzité
svétla a teplot& a nejlépe se proto stano-
vuje v kaZdém jednotlivém pFipadé poku-
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sem. Obvykle vSak postaduje doba v roz-
mezi od asi 20 minut do asi 2 hodin.

Po skonCeni ozalFovdni se mifiZe produkt
ziskat standardnimi postupy. Tak se napfi-
klad reakéni sme&s miZe lyofilizovat nebo
odpafit od sucha a zbytek se miliZe roz-
pustit v minimédlnim mnoZstvi rozpoustéd-
la, jako ethanclu nebo methanolu. Vysled-
ny roztok se miiZe zedit diethyletherem ne-
bo acetonem a vznikly vysrdZeny produkt se
miZe izolovat filtraci. Dalsi diSténi se mi-
Ze provadét standardnimi- metodami, jako
krystalizaci nebo chromatografii.

Pfedmétem vyndlezu je zplsob piipravy
substituovanych cis-|p-{2-[ (3-(/4-aminobu-
tyl/amino)propyl)karbamoy! ] vinyl}|glyko-
sid(i, oznafovanych jako cis-BM123y, a cis-
-BM123y;-sloueniny, cbecného vzorce

/R2

Ry

R predstavuje v pFipadé BM123y,-sloute-
niny skupinu vzorce

nebo v pfipadé BM123y,-sloufeniny zbytek vzorce

H
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Ry predstavuje alkylskupinu obsahujici aZ
3 atomy uhliku,

R; predstavuje alkylskupinu obsahujici
aZ 8 atoml uhliku, N N-di-(alkyl C,—C,)-
‘aminoafalkyl C;—C,)skupinu, chloralkyl-

skupinu obsahujici aZ 4 atomy uhliku, fe-
nylskupinu, benzylskupinu, g-fenylethyl-
skupinu, alkenylskupinu obsahujici 2 aZ 8
atomit uhliku nebo hydroxyalkylskupinu
obsahujici aZ 4 atomy uhliku nebo
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Ry, a Ry spoletné s prilehlou methylidi-
novou skupinou predstavuje cyklobutyl-
cyklopentyl-, monomethylcyklopentyl-, di-
methylcyklopentyl-, trimethylcyklopentyl-,
cyklohexyl-, monoethylcyklohexyl, dimethyl-
cyklohexyl-, trimethylcyklohexyl-, cyklo-
heptylskupinu nebo skupinu obecného vzor-
ce

kde

R, predstavuje vodik, alkylskupinu obsa-
hujici aZ 4 atomy uhliku, fenyl- nebo ben-
zylskupinu, vyznafeny tim, Ze se vychozi
amin obecného vzorce

_CHz— CHy
NcHzcHy
R trans i
CH=CH-C—NH-(CH2)3-NH-(CHz),r-NHZ
n:ebo
R Bhiecr g
‘@' = NH'(CH2}3—NH~(CH2),;NH2
kde poZadovaného ketonu a pak se piida natri-

R mé shora uvedeny vyznam, podrobi or-
ganylaci ketonem obecného vzorce

0
Ry—C—Rjy
kde

R, a Ry maji shora uvedeny vyznam, v
pfitomnosti redukéniho €inidla, v rozpous-
tédle inertnim vci reakénim sloZkdam, pii-
¢emZ trans-isomer se pfed nebo po této re-
akci podrobi ozafovdni svétlem o vinové
délce 250 aZ 400 nm tak dlouho, dokud se
prisludny trans-isomer v podstaté nepieve-
de na odpovidajici cis-isomer.

Pod oznaCenim organylace se rozumi za-
vedeni organickych zbytkdi Ry a Ry do vy-
choziho aminu. V pfipadé alkylovych zbyt-
ki lze tento pochod oznacit za alkylaci, v
pfipadé aromatickych zbytkt za arylaci
apod.

Redukéni organylace se miZe provadst
takto: PrisluSnd vychozi latka se rozpusti
ve vhodném rozpoustddle jako vod&, me-
thanolu, methylcellosolvu nebe jejich smé-
si, prida se vE&tSI neZ ekvimoldrni mnoZstvi

umkyanoborhydrid v mnoZstvi postaCujicim
pro provedeni redukce. Hodnota pH re-
akéni sm@si se b8hem reakce udrZuje por
moci zFedéné minerdini kyseliny na 6,0 aZ
8,0. Po 1 aZ 24 hodindch pfi.teploté okoli
(10 aZ 35 °C) se reakCni smés za vakua
odpari do sucha, zbytek se rozetfe s metha-
nolem a odfiltruje. Filtrat se ziPedi aceto-
nem a pevny produkt, ktery se vysrézi, se
odfiltruje a za vakua vysusi.

Z reakCnich smé&si po redukéni organy-
laci lze produkty =ziskat rovné&Z jinymi
standardnimi postupy jako sr&Zenim, kon-
centrovdnim, extrakci rozpoustddly nebo
kombinacemi t&chto postupii. Po izolaci se
mohou produkty prefistit jakymkoli z b&z-
né zndmych zpusobll ¢idténi. T&mito zpi-
soby jsou - prekrystalovani z réznych roz-
poustédel a smeésnych rozpoustédlovych
systémil, chromatografické techniky a pro-
tiproudé rozdélovani, kterych se b&Zné& po-
uZivd k tomuto tcelu. . :

Ketony, kterych lze takto pouZivat p¥i u-
vedené redukCni organylaci (zpGsobem o-
becné popsanym v piikladu 8), jsou uve-
deny v nésledujici tabulce 1. V této tabul-
ce ndzev derivdtu ukazuje zda se jako vy-
chozi latky pouZivé antibiotika trans-BM123y
nebo antibiotika cis-BM123y.



Tabulka I

PouZitd karbonylové sloufenina
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Nézev

1-dipropylamino-2-propanon

1-chlor-3-pentanon
4-methyl-2-pentanon
fenylaceton
6-methyl-6-hepten-2-on
3-methyl-2-pentanon
5-methyl-2-hexanon
3-ethyl-2-pentanon
3,5-dimethyl-2-oktanon
3-oktanon
3-methyl-2-hexanon
2-pentanon

2-butanon

aceton

3-dekanon

3-undekanon

mesityloxid
4-methyl-2-hexanon
2,4,4-trimethylcyklopentanon
3,3-dimethyl-2-butanon
3,5-dimethylcyklohexanon
4-hydroxy-3-methyl-2-butanon
1-diethylamino-3-butanon

3-hydroxy-3-methyl-2-butanon

3-pentanon
3-methyl-2-butanon
4-heptanon
dimethylaminoaceton

5-diethylamino-2-pentanon

cyklobutanon
2-oktanon
4-fenyl-2-butanon
_5-chlor-2-pentanon
5-hexen-2-on
cyklohexanon
2-hexanon
2-heptanon
cykloheptanon
cyklopentanon
4 4-dimethyl-2-pentanon
2,6-dimethyl-3-heptanon
4-oktanon
3-heptanon
1-benzyl-4-piperidon
1-methyl-4-piperidon
3-methyleyklopentanon
3,3-dimethyl-2-butanon
4-methyl-2-heptanon
3,4-dimethyl-2-hexanon
1,3,3-trimethylcyklopentanon
5-hexen-2-on
2-methylcyklopentanon
2,4-dimethylcyklopentanon
3-hexanion
3-hydroxy-2-butanon
4-hydroxy-3-methyl-2-butanon
2-nonanon
5-hydroxy-2-pentanon
2-dekanon:

1-methyl-2-{N,N-dipropylamino)ethyl-
-trans-BM123y
1-ethyl-3-chlorpropyl-trans-BM123y
1,3-dimethylbutyl-trans-BM123y
1-methyl-2-fenylethyl-trans-BM123y
1,5-dimethylhexen-4-yl-trans-BM123y
1,2-dimethylbutyl-cis-BM123y
1,4-dimethylpentyl-cis-BM123y
1-methyl-2-ethylbutyl-trans-BM123y
1,2,4-trimethylheptyl-trans-BM123y

-1-ethylhexyl-trans-BM123y

1,2-dimethylpentyl-trans-BM123y
1-methylbutyl-cis-BM123y
1-methylpropyl-cis-BM123y
isopropyl-trans-BM123y
1-ethyloktyl-trans-BM123y
1-ethylnonyl-trans-BM123y
1,3-dimethylbuten-2-yl-cis-BM123y

-1,3-dimethylpentyl-trans-BM123y

2,4,4-trimethylcyklopentyl-trans-BM123y
1,2,2-trimethylpropyl-cis-BM123y
3,5-dimethylcyklohexyl-trans-BM123y
1,2-dimethyl-3-hydroxypropyl-trans-BM123y
1-methyl-3-(N,N-diethylamino) propyl-trans-
-BM123y
1,2-dimethyl-2-hydroxypropyl-trans-
-BM123y
1-ethylpropyl-cis-BM123y
1,2-dimethylpropyl-trans-BM123y
1-propylbutyl-cis-BM123y ‘
1-methyl-2-(N,N-dimethylaminc)ethyl-
-trans-BM123y
1-methyl-4- (N,N-diethylamino}butyl-
-trans-BM123y
cyklobutyl-trans-BM123y
1-methylheptyl-trans-BM123y
1-methyl-3-fenylpropyl-trans-BM123y
1-methyl-4-chlorbutyl-trans-BM123y
1-methylpenten-4-yl-trans-BM123y
cyklohexyl-trans-BM123y
1-methylpentyl-trans-BM123y
1-methylhexyl-trans-BM123y
cykloheptyl-trans-BM123y
cyklopentyl-trans-BM123y
1,3,3-trimethylbutyl-cis-BM123y
1-isopropyl-4-methylpentyl-cis-BM123y
1-propylpentyl-trans-BM123y
1-ethylpentyl-trans-BM123y
1-benzyl-4-piperidyl-trans-BM123y
1-methyl-4-piperidyl-trans-BM123y
3-methyleyklopentyl-trans-BM123y
1-methyl-2,2-dimethylpropyl-cis-BM123y
1,3-dimethylhexyl-trans-BM123y
1,2,3-trimethylpentyl-trans-BM123y
1,3,3-trimethylcyklopentyl-trans-BM123y
1-methylpentan-4-yl-cis-BM123y
2-methylcyklopentyl-trans-BM123y
2,4-dimethylcyklopentyl-trans-BM123y
1-ethylbutyl-trans-BM123
1-methyl-2-hydroxypropyl-trans-BM123
1,2-dimethyl-3-hydroxypropyl-trans-BM123
1-methyloktyl-cis-BM123
1-methyl-4-hydroxybutyl-trans-BM123
1-methylnonyl-trans-BM123
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Antibiotika oznafend jako BM123g,,
BM1238,, trans-BM123y, a trans-BM123y,
vznikaji kultivaci za kontrolovanych paod-
minek nového kmene neurfeného druhu
Nocardia. Tento novy kmen produkujici an-
tibiotika byl izolovdn ze vzorku zahradni
plidy odebraného v Oceole ve staté Iowa,
USA a je chovan ve sbirce kultur Lederle
Laboratories Division, American Cyanamid
Company, Pearl River, N. Y. jako kultura
Gislo BM123. Zivotaschopné Kkultura nové-
ho mikroorganismu byla uloZena ve sbirce
Culture Collection Laboratory, Northern U-
tilization Research and Development Divi-
sion, United States Department of Agricul-
ture, Peoria, Illinois a byla zai‘azena do sta-
1é sbirky. Je voln& dostupnd pro verejnost
pod ¢islem NRRL 5646. Pod <c¢znacenim
BM1234-1atka se rozumi smés z BM1238;-
-latky a BM1238,-l1atky v libovolném pomeé-
ru. '

Obecny popis mikroorganismu Nocardia
sp. NRRL 5646 zaloZeny na pozorovanych
rozpozndvacich znacich je tento. Byly po-
zorovany vlastnosti organismu v kultufe a
fyziologické a morfologické vlastnosti or-
ganismu podle metod, které popsal Shir-
ling a Gottlieb, Internat. Jowrn. of Syst.
Bacteriol. 18, 213 aZ 240 (1966]). Chemické
sloZeni kultury bylo urfovédno postupy, kte-
ré popsali Lechevalier et al.,, Advan. Appl.
Microbiol. 14, 47 aZz 72 (1971). PodtrZeny
popis barvy a Cislo barevného odstinu je
pouZit v souladu s praci Jacobson et al,
Color Harmony Manual, 3. vydani (1948),
Container Corp. of America, Chicago, Illi-
nois. Podrobnosti popisu jsou uvedeny v
dal3ich tabulkach II aZ VI.

Intenzita riistu

Stfedni na agaru s kvasnitnym extrak-
tem, agaru s dextrdzou a asparaginem, Be-
nedictové a Bennettové agaru, agaru s
bramborem a dextrézou a Weinstreinové
agaru, slabd na Hickeyové a Tresnerové
agaru, agaru s rajskym protlakem, agaru s
ovesnou moukou a pablum-agaru a nepatr-
ny rust na agaru s anorganickymi solemi a
Skrobem, s Kusterovymi ovesnymi vlocka-
mi, Czapekovym roztokem a na agaru s ry-
Z1.

Vzdudné mycelium

Pokud je piitomno, je vzduSné mycelium
bé&lavé, vznikd jen na agaru s kvasnitnym
extraktem, agaru s dextrézou a asparagi-
nem, na Bennettové a Benedictové agaru a
na agaru s bramborem a dextrdzou.
Rozpustné pigmenty

Nevznikaji Zdadné rozpustné pigmenty.

Reverzni barva

Bezbarvé aZ naZloutlé odstiny.
Riizné fyziologické reakce

Neztekucuje Zelatinu, dusi¢nany reduku-
je na dusitany za 7 dni, na agaru s pepto-
nem a Zelezem netvofl melanocidové pig-
menty, na mléce s lakmusem nedochéazi k
peptonizaci ani ke tvorbé& sraZeniny, tole-
rance vifi chloridu sodnému na agaru s
kvasnitnym extraktem je v&t3i nebo rovna
4 %, ale men3i nebo rovnd 7 %, optiméln{
teplota riistu 32 °C. VyuZiti zdroje uhliku
podle Pridhamovy a Gottliebovy metody [].
Bacteriol. 56, 107 aZ 114 (1948)] je ndsle-
dujici: dobré vyuZiti glycerinu, salicinu, d-
-trehalézy a dextrézy, stfedni vyuZiti i-ino-
situ a 3patné vyuZiti az viibec Zadné vyuZi-
ti d-fruktézy, maltézy, adonitu, l-arabino-
zy, laktézy, d-mannitu, d-melibiozy, d-raf-
fin6ézy, l-rhamnozy, sacharézy a d-xylozy.

Chemické sloZeni

Organismus néleZi k organismim s bu-
néénou stdnou typu IV, tj. obsahuje meso-
-2,6-diaminopimelovou kyselinu a méa celo-
bun&éné spektrum cukrd typu A, tj. obsa-
huje arabinézu a galaktézu. Methylované
celobungtné extrakty vykazujli p¥i chroma-
tografii spektrum mastnych kyselin podob-
né spketru, které poskytuje organismus No-
cardia asteroides ATCC 3308. .

Mikromiorfologie

Vzdudné mycelium roste ze substrétoveé-
ho mycelia ve form& mirngé rozvétvenych
stfednd dlouhych ohebnych prvki, které ob-
vykle kon&i v prodlouZenych jednoduchych
spirdlach. Ohebné prvky jsou nepravidel-
né usporddany do kratkych eliptickych ne-
bo vélcovitych Usek@ (spory?), které se
snadno rozélemiuji. Koncové spirdlovité Casti
jsou méné napadné uspofadany do segmen-
tf. Velikost segmenti je obvykle 0,8 aZ
1,7 um x 0,4 aZ 0,5 pm, v priméru 0,4 pm x
X 1,2 pm. :

Diagné6za

Morfologické znaky kultury & BMI123 je
obtizné sledovat a interpretovat v disled-

‘ku chabéhoi vyvinu vzdu3ného mycelia na

vét3ind médii. V disledku toho je nutno vé-
novat zna¢nou pozornost pii ur€eni rodové
pFibuznosti organismu chemické analyze:
Na =zakladé systému navrZzeného Lecheva-
lierem a dalSimi obsahuje kultura BM123
v celé hmot& bungk kyselinu mesodiamino-
pimelcvou a na zdkladg analyzy cukrd je
zFejmé, Ze je pritomna arabin6za a galak-
toza. Kultura nédleZi proto k organismim a
typem bun&fné stény IV. Porovnanim dia-
gramu plynové chromatografie kultury ¢&.
BM123 s diagramem kultury Nocardia aste-
roides ATCC 3308 se zjisti jejich néapadné
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pfibuznost. Jiné vlastnosti kultury & BM123,
které jsou v souladu s chovdnim Nocardia
je zlomkiovity vzdu$ny ndrlst na nékterych
médiich' a Uplnd nepiitomnost vzdu3ného
néristu na vétSing médil. Vzhledem k to-
mu, Ze neni k dispozici vhodné kritérium

10

pro charakterizaci Nocardia na trovni dru-
hu, nebyl €inén: pokus provést toto stano-
veni. Kultura BM123 bude tedy povaZové-
na aZ do té doby, neZ bude diagnéza dosa-
Zitelnd, za neurfeny druh Nocardia.
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Tabulka III

Mikromorfologie kmene Nocardia

Médium

Ssp.NRRL 5646

Vzdudné ‘mycelium a/nebo
struktury typu spor

agar s kvas- Vzdu3né mycelium roste ze
niénym  substratového mycelia ve for-
extraktem mé mirné rozvétvenych stied-
né dlouhych ochebnych prvki,
které obvykle kondi v pro-
dlouZenych jednoduchych spi-
rdldach. Ohebné prvky jsou ne-
pravideln& uspofdadany do krat-
kych tseklt (spory?), které se
snadno rozéleiiuji. Koncowvé
spirdlové Césti jsou méné né-
padné& uspofddany do segmen-
td. Velikost segmentll je ob-
vykle 0,8 aZ 1,8 um x 0,3 aZ
0,5 pwm, v priméru 0,4 ym x
x 1,2 pym. .
Tabulka IV

Rizné fyziologické reakce kmene Nocardia sp. NRRL 5646

Médium Inkubacni doba  Intenzita Fyziologick4 reakce
ristu
Zelatina 7 dni nizka nedochdzi ke ztekucovant
Zelatina 14 dni dobra nedochézi ke ztekucovént
bujén s organickymi dusi¢nany 7 dni ~dobra dusi¢nany se redukuji na
dusitany '
bujén s organickymi dusi¢nany 14 dni dobra dusiénany se redukuji na
dusitany
agar s peptonem a Zelezem 24 aZ 48 hodin dobréa neredukuji se melaninové
’ pigmienty
miléko s lakmusem 7 dni dobra nedochazi k peptonizaci nebo
: tvorbé sraZeniny
kvasni¢ny extrakt se (4, 7, 10 7 dni stfedni tolerance vQci chloridu sod-
a 13 %) chloridu sodného nému 4 % ale 27 %
Tabulka V *] 3 dobré YyuZiti
2 stifedni vyuZiti
VyuZiti zdroje uhliku kmenem Nocardia 1 slabé vyuZiti
sp. NRRL 5646 0 Z4dné vyuZiti

Inkubace: 10 dnfi Teplota 32 °C Tabulka VI

Zdroj uhliku Vyuziti *) Chemické sloZeni kmene Nocardia sp. NRRL

5646

adonit 0

l-arabingza 0 Typ buné&cné stény Hlavni sloZky
glycerin 3

d-fruktoza 1 Typ IV meso-DAP, arabin6za, galakt6za
i-inosit 2

laktoza 0 Produkce BM1238 a trans-BM123 neni o-
d-mannit 0 mezena na tento konkrétni organismus ne-
salicin 2 bo na organismy, které plng odpovidaji sho-
d-malibitza 0 ra uvedenym charakteristikdm ristu a vzhle-
d-raffintza 0 du pod mikroskopem. Uvedené charakte-
rhamnéza 0 ristické vlastnosti jsou uvedeny pouze pro
maltoza 1 ilustraci. Ve skutecnosti se milZe pouZit
sachardza 0 mutant ziskanych z tohoto organismu rtiz-
d-trehaldza 3 nymi prostfedky, jako vystavenim rentge-
d-xyloza 0 novému zafeni, UV-zdieni, dusikatému ype-
dextraza 3 ritu, aktinofdgiim apod. Zivotaschopné kul-
negativni kontrolni tura takiové typické mutanty je uloZena v
pokus 0 Culture Collection Laboratory, Northern
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Utilization Research and Development Di-
vision, United States. Department of Agri-
culture, Peorie, Illinois, a byla zafazena do
stdlé sbirky pod &islem NRRL 8050. Ackoli
vlastnosti kultury tohoto organismu, fyzioc-
logické a morfologické vlastnosti kmene
NRRL 8050 jsou v podstaté stejné, jako u
kmene NRRL 5646, produkuje pfi aerob-
nim kvaSeni kmen NRRL 8050 zvy3ené
mnoZstvi 1atky BM123. Kmen NRRL 8050 se
1i§1 od mateiského kmene NRRL 5646 rov-
néZ témito vlastnostmi:

a) redukce dusitnani na dusitany je po-
malejsi,

saqe B bdidotq voeiod viioe e
pAinsv sy 1ox8iat RTINS

trans-BM123y,
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b]) na Bennettové agaru a na agaru s
kvasni€nym extraktem poskytuje mycelidlni
pigment svétle hnédého nartiZovélého odsti-
nu (rosewood tanj.

Nové antibakteridlné G€inné l4tky podle
vynélezu jsou obecn& pevné Kkrystalické
latky s pomérné nizkou rozpustnosti v ne-
polarnichi rozpoustédlech, jako v diethyl-
etheru a n-hexanu, ale se znaCnou rozpust-
nosti v rozpoustédlech, jako je voda a niZ-
§i alkanoly. Antibiotika trans-BM123y; a
trans-BM123y, jsou strukturnimi isomery a
lze je znd&zornit nésledujicimi strukturnimi -
vzorci:

& A
S I ,/ «
VAL Ay T e «}
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trans-BM123y,

Reduk&ni organylace trans-BM123y-latky,
tran-BM123y,-14tKy, trans-BM123y,-14tky,
cis-BM123y-14tky, cis-BM123y,-ldtky nebo--

R—@-CH-CH C—NH-(CH it (CHz} -NH-CH\

e N e
e
T i
.

cis-BM123y,-latky ketony probihd na sper-
madinovém: postrannim Fet8zci za vzmku
derivdtu vzorce:

Ry
R

<;»’
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kde - R pfedstavuje skupinu vzorce
H CH,
H H/ O
o H/n H H
OH H S
Y ¢ f/ht=C—HNN Y/ 0
C-N H NH 0] H NH
ll'(l: - | i
0 '= ci‘=o CI=NH :
NHZ NHZ. NHZ
nebo -
H CHy
H ONT H/4 O\H
(0]
- —
0 HNH_%_HN oH H/-0
H NH O H NH
C= (I::::NH :
NH, NH,
kde . - subkutanni davky skupindm my3 o hmot-

Ry, a 'Ry maji shora uvedeny vyznam.

UZite¢nost cis-isomert shora uvedenym
zpisobem substituovanych derivatd trans-
-BM123 je demionstrovdna na jejich schop-
nosti potlafovat systemické lethalni infek-
ce u mysi. Tyto nové latky vykazujl in vivo
vysoky antibakteridlni tcinek u my3i proti
Escherichia "coli US 311 pfi podani jedné

Tabplka VII

Sloufenina

Oralni ddvka mg/kg t&lesné

nosti asi 20 g (Carworth Farms FC—1). In-
fikace se provadi intraperitonedlné letéalni
davkou téchto bakterii pétihodinové TSP
krevni Kkultury ziedéné tryptikdzovym  bu-
jénem se séjou TSP na koncentraci 1073.
Aktivita typickych produktl podle vynéle-
zu proti Escherichia coli US 311 in vivo u
mySsi je uvedena v tabulce VII. :

Pomér podtu Zivych mysi k

hmotnosti celkovému podtu zkouSenych
mySi 7 dni po infekci
isopropyl-cis-BM123y 2,0 5/5
1,0 5/5
0,5 3/5
0,25 1/5
0,12 2/5
1-propylpentyl-cis-BM123y 2,0 5/5
1,0 2/5
0,5 0/5 "
0,25 0/5
0,12 0/5
1,5-dimethyl-4-hexenyl-cis- 2,0 5/5
-BM123y 1,0 5/5
0,5 5/5
0,25 0/5
0,12 0/5
1-benzyl-4-piperidyl- 2,0 5/5
-cis-BM123y 1,0 3/5
0,5 0/5
0,25 0/5
0,12 0/5
infikované neoSetiené 5/25

Kontrolni mysi

(3 dny po infekci]
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Postup fermentace upraveny pro produkci
predevSim latky BM123 a trans-BM123y

Kultivace Nocardia sp. NRRL 8050 se mi-
Ze provadst na velkém poétu kapalnych
kultivaénich. médii. Média uZiteCna pro pro-
“dukci antibiotik obsahuji asimilovatelny
zdroj uhliku, jako gkrob, cukr, melasu, gly-
cerin atd, asimilovatelny zdroj dutiku, ja-
ko je bilkovina, hydrolyzovand bilkovina,
polypeptidy, aminiokyseliny, kukufiény ex-
trakt, atd, anorganické anionty a kationty,
jako je draslik, hoi¢ik, vapnik, amonium,
sulféat, vuhlléltan fosforetnan, chlorid, atd.
Stopové prvky, jako bor, molybden, méd
atd. se doddvaji ve form& necistot spolu s
ostatnimi sloZkami média. Provzdu3jiov4ni
v nadrZich a lahvich se provéadi tak, Ze se
do kvasného prostiedi nebo na jeho po-
vrch’ vhéni sterilni vzduch. Michéni v né-
drZich se provadi pomoci mechanického ro-
tatniho michadla. Podle potfeby se miZe
priddvat protip&novy prostfedek jako Ho-
dag (R) FD 82.

Pifprava inokula pro BM1238 a trans-BM123

Primdrni inokulum Nocardia sp. NRRL
8050 v tiepaci bailice se pfipravi inokula-
cf 100 m! sterilnfho kapalného média v 500
ml baiikdch pomoci stéru nebo promyvaci-
ho louhu obsahujiciho spory, ziskaného ze
§ikmého agaru kultury. Obvykle se pouZi-
vé tohoto média:

bakto-trypton : 5g
kvasnifny extrakt 58
extrakt z hovéziho masa 3g
glukidza 10g
voda do 1000 m1

Baiiky se inkubuji pii teploté 25 aZ 29 °C,
prednostné 28 °C a intenzivn& se promiché-
vaji 30 aZ 48 hodin na rotatni tfepacce.
Pak se iniokula prevedou do sterilnich tub
pro uchovdvani kultur se Sroubovym uza-
vérem a skladuji se pFi teploté pod +18 °C.
Této zédsoby vegetativniho inokula se pou-
Zivd misto stéru ze Sikmého agaru pro ino-
kulaci dalSich tfepacich ban&k urenych
pro piipravu tohoto inokula prvniho stup-
né.

Takto ziskaného inokula prvniho stupné
se pouZivd prio inckulaci 12 litrd dévek
stejného média ve 20 litrovych sklen&nych
fermentac¢nich nddob4ch.

Médium s inokulem se provzduSiiuje ste-
rilnfm vzduchem a v riistu se pokracuje
30 aZ 48 hodin.

12 litrdi d4vek inokula druhého stupnd. ¢
se pouZivd prio otkovani nddrZovych fer-
mentaénich néddob obsahujicich 300 litrh
nésledujiciho sgg‘orilniho kapalného média.

20
uhliitan vapenaty 1 g
siran hofenaty (heptahydrét) 15g
glukoza 10 g
voda do 1000 ml

Glukéza se sterilizuje oddélené. Uvede-
nym zplsobem se zisk4 tieti a kone€né sta-
dium inokula. Kultivace se provadi tak, Ze
se plidou v nadob¥ prohédni sterilni vzduch
rychlosti 0,4 aZ 0,8 litri na litr pfidy za
minutu a fermentatni smés se michd ro-
taénim michadlem pracujicim p¥i 150 aZ 300
ot./min. Teplota se udrZuje na 25 aZ 29 °C,
obvykle na 28 °C. Kultivace se provadi po
dobu 48 aZ 72 hodin a pak se inokula po-
uZije pro o€kovdni néddrZové fermentalni
nddoby o obsahu 3000 litrd.

Fermentace v nédrZich pro v;’rrobﬁ 14tky
BM1238 a l4tky trans-BM123y

Jaki Zivnhé pldy se pro vyrobu BM[123ﬂ
-latky a trans-BM123y-latky prednostné ‘po-
uZiva nésledujiciho média

masovy extrakt 30g
siran amonny 6g
stfedni fosforetnan draselny 6g
uhliditan vépenaty 28
siran hioFetnaty (heptahydrat) 3g
gluko6za 20g
voda do 1000 mi

Glukidza se sterilizuje oddélenég.

Kazd4d nddrZ se inokuluje 5 a 10 % ino-
kula tFetiho stupné ziskaného shora -uve-
denym zplsobem. Fermenta¢ni smés -se u-

‘drZuje pii teploté 25 aZ 28 °C, cbvykle 26

stupiifi Celsia. Sm#s se provzduSiiuje ste-
rilnfm vzduchem rychlosti 0,3 aZ 0,5 litrd
sterilntho vzduchu na litr smé&si za minutu
a miché se rotanim michadlem, pracujicim
pri 70 aZ 100 ot/min. Fermentace se prové-
di po dobu 65 aZ 90 hodin a pak se v-;’zsled-
ny produkt zpracuje.

Nésledujici specifické priklady sloum k
bliZ§imu ohjasndni vynélezu. Piiklady- ma-
ji pouze ilustrativni charakter a rozsah vy-
nélezu v Z4dném sméru neomezuji.

Produkt ,,Hodag FD—82” pouZivany jako
pomocnd latka je podle udéni vyrobce Sl—
likonové protipsnové &inidlo. - VHSHER!
,,Agar publum” rovné&Z pouZivany v pfikla-
dech je vysokokapacitni katexovd a ane-
xova pryskyfice, popfiprdé ngpusténé —pa-

piru. -zio-Iymexed-b-Iydtsmih-g I

ESIME-
0prikiad 1
51 U
"Priprava inokula pro produkci 123
08 trans-BM123 P%ITSQIQ°8§[\I{ASSS§JI
\( -

Podle nésledujiciho receptu se pfipravi

masovy extraktésg 15 g E (’typlcke médium pro kultivaci inokula- prv-
siran amonny . H 3 g niho a druhého stupné Srtolo300m dilf ‘
stfedni f Hfomé'[ M&IIQ(H ]reﬁelny ; 3 8 igym 1
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lakto-trypton 5g
kvasniény extrakt 5g
extrakt z hov&ziho masa 5g
gluko6za 10g
voda do 100G:m1

Dvé 500 ml baifky, z nichZ kaZdd obsa-
huje 100 ml shora uvedeného sterilniho
prostiedi se inokuluji vZdy 5 ml zmrazengé-
hoo vegetativnihe inokula Nocardia sp. NRRL
8050. Baiiky se umisti na rotatni tfepatku
a intenzivné se michaji 48 hodin pri 28 °C.
Vysledné inokulum v bafice se prevede do
23litrcvé sklenéné fermentadni nddoby cb-
sahujici 12 litrt shora uvedeného sterilni-
hio meédia. Smeés se provzdudiiuje sterilnim
vzduchem a ruast se provadi po dobu asi
48 hodin a pak se obsahu nddoby pouZije
pro inokulaci 454 litrové fermentalni né-
drZe obsahujici 300 litrdi néasledujicihio ste-
rilniho kapalného média.

masovy extrakt 15 g
siran amonny 3 g
stfedni fosforefnan draselny 3 g
vhli¢itan vAapenaty 1 g
siran hofeCnaty (heptahydrat) 158
glukoza 10 g
voda do 1000 ml

Do meédia pro pripravu inockula tfetiho
stupné se vhdni sterilni vzduch rychlosti
0,4 litru vzduchu na litr smési za minutu.
Michédni se provadi rotatnim michadlem
pracujicim p¥i 240 ot./min. Smés se udr-
Zuje pii 28 °C a pak se ji pouZije po p¥Fi-
davku Hodag (R) FD 82 pro inokulaci 3000
litrt Zivné pldy.

Priklad 2

Fermentace za pouZiti Nocardia sp. NRRL
8050 a média favorizujiciho produkci BM123
a trans-BM123y

Fermentani médium se pfipravi podle
nésledujiciho receptu

masovy extrakt 30g
siran amonny 6g
stfedni fosforeCnan draselny 6g
uhlid¢itan vapenaty 2g
siran hotfetnaty (heptahydrat) 3g
glukivza 20g
voda do 1000 mt

Glukoza se sterilizuje oddélené.
Fermentatni médium se sterilizuje p¥i 120
stupnich Celsia parou o tlaku 138 kPa po
debu 60 minut. Hodnota pH média po ste-
rilizaci je 6,9. 3000 litrd sterilniho média ve
4000 litrové fermentaCni nadrZi se inoku-
luje 300 litry inokula popsaného v piikla-
dé 1 a fermentace se provadi za pouZiti
protipénového ¢&inidla Hodag (R) FD 82,
Vzduch se doddvd rychlosti 0,35 litru ste-
rilniho vzduchu na litr sm#si za minutu.

22

Smés se michd rotadnim michadlem pracu-
jicim p¥i 70 aZ 72 ot./min. Po 67 hodindch
fermentace se fermentaCni smé&s zpracuje.

Priklad 3
Izolace BM123g-latky a trans-BM123y-latky

Hodnota pH 3000 litrd fermentatni smési
ziskané zplsobem popsanym v piikladé 2 o
pH 4,3 se mastavi na pH 7,0 pomoci hyd-
roxidu sodného a pak se smés prefiltruje
za pouZiti 5% k¥emeliny, jako pomocného
filtragniho prostfedku. Filtraéni koldé se
promyje asi 100 litry vody a pak se zlikvi-
duje. Smeés filtrdtu a promyvacihiol louhu se
Cerpéd zdola nahoru tfemi paralelnimi ne-
rezovymi kiolonami o rozmérech 210 x 1220
mm, z nichZ KaZd4d obsahuje 15 litrh
ionexu CM Sephadex (R) C—25 v sodikové
formé (zesitovany dextran-epichlorhydrino-
vy katex v gelové formeé). Sloupce katexu
se po adsorbci promyji celkem asi 390 litry
vody a pak se eluuji 200 litry 1% vodné-
ho roztoku chloridu sodného a pak 560
litry 5% wvodného roztcku chloridu sodné-
ho. Eludt tvofeny 5% vodnym roztokem
chloridu sodného se vyCefi filtraci pres
kifemelinu a vyCefeny filtrat se nechd pro-
jit sklenénou kiclonou o rozmérech 229 x
x 1524 mm obsahujici 25 litrd granulova-
ného produktu Darco (R} G—80 (o zrnéni
20 aZ 40 mesh), coZ je granulované aktivni
uhli. Sloupec se promyje 12 litry vody a pak
se vyviji 120 litrtt 15% vodného methanolu
a pak 340 litry 50% vodného methanolu a
nakonec 120 litry 50% vodného acetonu.
Eluat tvoreny 15% vodnym methanolem se
za vakua zkoncentruje na asi 7 litrd vod-
né faze a pH vodné faze se ze 4,5 nastavi
na 6,0 pomoci ionexu Amberlite (R) IR—45
v hydroxylové formé (slab& zéasaditd ane-
xové prysky¥ice polystyren-polyaminového
typu). Pryskyfice se odfiltruje a filtrdt se
zkoncentruje za vakua na asi 1 litr a pak
se lyofilizuje, ¢imZ se ziskd 38 g latky se-
stavajici pF¥edevSim z latky BM123 spolu s
malym mnoZstvim latky trans-BM123y (pre-
vazng trans-BM123y,-latky). Eludt tvofeny
50% vodnyim methanolem se z hodnoty 4,65
zalkalizuje ionexovou pryskyfici Amberlite
IR—45 v hydroxylové formg na hodnotu 6,0.
Pryskyrice se odfiltruje a filtrat se za va-
kua zkoncentruje na asi 6,3 litru a tento
koncenirat se lyofilizuje. Ziskd se 213 g
latky sestdvajici prevdZné z latky trans- -
-BM123y. Eluat tvoreny 50% vodnym: ace-
tonem se z hodnoty 4,0 zalkalizuje pomoci
ionexové pryskyfice Amberlite {R) IR—45
v hydroxylovém cyklu na hodnotu 6,0:
Pryskyfice se odfiltruje a filtrdt se za va-
kua zkoncentruje na asi 1,5 litru. Koncen-
trat se pak lyofilizuje, ¢imZ se ziskd 56 g
nedlisté 1atky trans-BM123.
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Priklad 4

Dalsi iSt&ni trans-BM123y-14tky

Suspenze CM Sephadexu {R) C—25 v a-
monném cyklu (NH,*) ve 2% vodném roz-
toku chloridu amonného se nalije do skle-
néné kolony o priméru 2,6 cm, aZ je slou-
pec pryskyFice v koloné asi 62 cm vysoky.
Piebytek 2% vodného roztoku chloridu a-
monného se odpusti. Vzorek trans-BM123y-
-latky o hmotnosti 5 g, vyrobeny zpiliscbem
popsanym v p¥ikladé 3 se rozpusti v asi 10
ml 2% vodného chloridu amonného a
roztok se nanese na sloupec. Sloupem se
eluuje vodnym chloridem amonnym o kon-
centraci jednak 2 a jednak 4 % (vZdy 6
litrfi}, pFfiCemZ se pouZivd koncentraéniho
gradientu. KaZdych 15 minut se automatic-
Ky odebiraji 75 ml frakce. Antibiotikum
trans-BM123y se lokalizuje v jednotlivych
frakcich kontrolou eluatu vytékajiciho z ko-
lony pomoci ultrafialového svétla a bicau-
tografii pomoci navlhéenych - papirovych
Kotoud® na velkych agarovych deskéch ino-
kulovanych kmenem Klebsiella pneumo-
niae AD. Vé&tSina latky trans-BM123y se lo-
kalizuje mezi frakcemi 71 aZ 107 vCetné.

130 ml granulovaného produktu Darco (R]
G—60 o zrnéni 20 aZ 40 mesh se suspen-
duje ve vodé&, suspenze se pFevede do skle-
néné kolony, nechd se usadit a pfebytek vo-
dy se nechd odtéci. Frakce 84 aZ 96 vCetné,
ze shora uvedené chromatografie na CM
Sephadexu, se spoji a nechaji projit sloup-
cem: granulovaného uhli. Sloupec s absor-
bovanou latkou se promyje 600 ml vody a
vyvijeni se provadi 1 litrem 50% vodného
acetonu. Eluédty, z nichZ oba obsahuji trans-
-BM123y-latku, se zkoncentruji za vakua na
vodné fazi a koncentraty se lyofilizuji. Zis-
k4 se celkem 886 mg trans-BM123y-latky
ve formé& hydrochloridu. Mikroanalyticky
vzorek se ziské tak, Ze se tato latka podro-
bi shora uvedenému ¢iSténi jedt8 jednou.

Antibiotikum trans-BM123y neméd wurcity
bod tdni, ale postupny rozklad zafind v
blizkosti 200 ©°C. Mikroanalyzou vzorku
ekvilibrovaného 24 hodin p¥i 22,2 °C v at-
mosfére o relativni blhkosti 23 % se zjisti
toto sloZeni: C: 39,44 %, H: 6,10 %, N: 16,19
proc., Cl (iontovy): 11,54 %, ztrata suSenim
8,19 %. Ve vod#& poskytuje trans-BM123y-
-latka v U.V. absorptnim spektru maximum
pFi 286 nm S E {om = 250.

Poloha tohoto maxima se neméni s hod-
notou pH. Trans-BM123y-ldtka mé thel op-
tické ot4divosti [a]p?° = +71° (¢ = 0,97
ve vod&) a vykazuje charakteristické ab-
sorhce v infrafervené oblasti spektra pfi
nésledujicich vlnodétech: 770, 830, 870, 930,
980, 1035, 1105, 1175, 1225, 1300, 1340, 1370,
1460, 1510, 1555, 1605, 1660, 1740, 2950 a
3350 cm~2.
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P¥iklad 5
Izolace trans-BM123y,-14tky

Suspenze CM Sephadexu (R] C—25 v so-

dikové form& (Na*) ve 2% vodném roz-
toku chloridu sodného se nalije do skle-
néné kolony o priméru 2,6 cm, aZ je slou-
pec pryskyfice v kolon& 70 cm vysoky. Pre-
bytek 2% vodného roztoku chloridu sod-
ného se odpusti. Vzorek transBM123y,-14tky
a malého mnoZstvi trans-BM123y,-latky a
jingch nedistot o hmotnosti 4,11 g, vyrobe-
ny zplhsobem popsanym v piikladé 3 se
rozpusti v asi 10 ml 2% vodného roztoku
chloridu sodného a nanese na sloupec. Slou-
pec se eluuje vodnym chloridem sodnym o
koncentraci jednak 2 a jednak 4 % (vidy 4
litry), pritemZ se pouZivd koncentratniho
gradientu. KaZdych 15 minut se automatic-
ky odebiraji 75 ml frakce. Antibiotikum
trans-BM123y se lokalizuje v jednotlivych
frakcich kontrolou eludtu vytékajiciho z
kolony pomoci ultrafialového svétla a bio-
autografii pomoaci navlhdenych papirovych
kotoudd na velkych agarovych deskéach
inokulovanych kmenem Klebsiella pneu-
moniae AD. Vé&tSina latky trans-BM123y se-
lokalizuje mezi frakcemi 64 aZ 90 vetné.
Prvni frakce (64 aZ 80) obsahuji smés
trans-BM123y, a trans-BM123y,-14tky zatim-
co pozddjsi frakce {81 aZ 90) obsahuji v
podstaté Cistou trans-BM123y,-latku.
100 ml granulovaného produktu Darco (R]
G—60 o zrnéni 20 aZ 40 mesh se suspendu-
je ve vodg, suspenze se pfevede do skleng-
né kolony, nechd se usadit a p¥ebytek vo-
dy se necha odtéci. Frakce 81 aZ 90 vCetng,
ze shora uvedené chromatografie na CM
Sephadexu, se spoji, a nechaji projit sloup-
cem granulovaného uhli. Sloupec s absor-
bovanou latkou se promyje 500 ml vody a
vyviji 500 ml 10% vodného methanolu a
pak 1 litrem 50% vodného methanolu. Hod-
nota pH eluatu v 50% vodném methanolu,
ktery obsahuje v&tSinu trans-BM123y,-latky
se upravi z 5,9 na 6 pomoci ionexové prys-
kyFice Amberlite (R) IR—45 v hydroxylo-
vém cyklu. PryskyFice se odfiltruje a filtrat
se za vakua zkoncentruje na vodnou fézi,
kterd se lyofilizuje. Ziskd se 294 mg bilé
amorfni trans-BM123y,-1atky ve formé& hyd-
rochloridu.

Antibiotikum trans-BM123y,; nemd ostrou
teplotu t&nf, ale postupny rozklad zadind
v blizkosti 200 °C. Mikroanalyzou vzorku
ekvilibrovaného v atmosféfe o urtité vih-
kosti se zjisti toto sloZeni: C: 37,84 %, H:
573 0%, N: 15,58 %, Cl (iontovy: 10,01 %,
ztrata suSenim 10,45 %. V methanolu po-
skytuje trans-BM123y,-14tka U. V. absorp&ni
maximum p¥i 286 nm s E em = 225.

Poloha maxima se nem&ni s hodnotou pH.
Trans-BM123y,-latka méd thel optické oté4-

givosti +55° (¢ = 0,803, ve vod#&) a vyka-



209490

25

zuje charakteristickou absorbci v infracer-
vené oblasti spektra p#i nésledujicich vl-
no&tech: 770, 830, 870, 930, 980, 1045, 1080,
1110, 1125, 1175, 1225, 1305, 1345, 1380,
1465, 1515, 1560, 1605, 1660, 1730, 2950 a
3350 cm~ 4.

Priklad 6
Izolace trans-BM123yy-latky

25gramovy vzorek obsahujici predevSim
trans-BM123y,- a BM123g-latku pfPipraveny
zplsobem popsanym v piikladé 3, se roz-
pusti v asi 120 ml 2% vodného chloridu
sodného a nanese na sloupec obsahujici
1800 ml CM Sephadexu (R) C—25 v sodi-
kové formé& ve 2% vodném chloridu sod-
ném. Sloupec se eluuje gradientem mezi 20
litry 2% a 20 litry 4% vodného chloridu
sodného. Prvnich 12 litrli eludtu se jima
do velké lahve a pak zlikviduje. Pak se
kaZzdych 40 minut automaticky zachyti frak-
ce asi o objemu 800 ml. Antibiotikum trans-
-BM123y se lokalizuje sledovanim frakci
eludtu v ultrafialovém svétle. Vé&tSina trans-
-BM123y-latky se lokalizuje mezi frakcemi
7 aZ 18 v¢etnd. Poldteéni frakce (7 aZ 15)
obsahuji v podstaté Cistou trans-BM123yy-
-1atku a pozdsjsi frakce (16 aZ 18) obsa-
huji smgs trans-BM123y; a trans-BM123y,-
-14tky.

600 ml granulovaného produktu Darco (R)
G—60 o zrnéni 20 aZ 40 mesh se suspen-
duje ve vodé, suspenze se pfevede do skle-
néné kolony, nechd se usadit a prebytek
vody se nechéd odtéci. Frakce 7 aZ 15 vcet-
né, ze shora uvedené chromatografie na
CM Sephadexu se spoji a nechaji projit
sloupcem granulovaného uhli. Sloupec s
absorbovanou latkou se promyje 3 litry vo-
dy a vyviji se 3 litry 10% vodného metha-
nolu a 6 litry 50% vodného methanolu.
Hodnota pH 10% vodné-methanolického
eludtu se upravi z 5,8 na 6,0 pomoci ione-

xové pryskyfice Amberlite (R) IR—45 v

hydroxylové formé&. PryskyFice se odfiltru-
jo a filtrdt se za vakua zkoncentruje na
vodnou féazi, kterd se lyofilizuje. Ziska se
. 595 mg bilé amorfni trans-BM123y,-latky ve
form& hydrochloridu. Hodnota pH 50%
vodng-methanclického eludtu se nastavi z
pH 4,6 na pH 6,1 pomoci ionexové prysky-
Fice Amberlite (R} IR—45 v hydroxylové
form&. Pryskyrice se odfiltruje a filtrat se
za vakua zkoncentruje na vodnou fézi, kte-
ra se lyofilizuje. Ziskd se 3,645 g ponékud
méné Cisté bilé amorini trans-BM123y,-lat-
ky ve formé& hydrochloridu.

Antibiotikum trans-BM123y, nemé ostrou
teplotu téni, ale postupny rozklad za¢ind v
blizkosti teploty 200 °C. Mikroanalyza vzor-
kKu ekvilibrovaného 24 hodin p¥i 22,2 °C v
atmosfére o 60% relativni vlhkosti posky-
tuje tyto vysledky: C: 36,14 %, H: 5,67 '%,
N: 15,1 %, CI (iontovy): 11,11 %, ztrata
suSenim 10,87 %. V methanolu poskytuje
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trans-BM123y,-14tka U. V. absorp¢ni maxi-
mum p¥i 286 nm s E o, = 220.

Poloha tohoto maxima se neméni s pH.
Trans-BM123y,-latka mé uhel optické ota-
Civosti +60 (¢ = 0,51 ve vod&€) a vykazu-
je charakteristické absorbce v infraferve-
né oblasti spekira pifi nésledujicich vl-
nottech: 770, 830, 870, 950, 980, 1035, 1110,
1175, 1225, 1285, 1345, 1380, 1470, 1515,
1560, 1605, 1660, 1755, 2950, a 3350 cm~t.

Pifiklad 7

Papirovd rozdélovaci chromatografie a
chromatografie v tenké vrstvé latek VM1238
a trans-BM123y

Antibiotika VM123 lze rozliSit papirovou
chromatografii. K tomuto afelu se na prouz-
ky papiru Whatman ¢. 1 nanesou skvrny
vodného nebo methanolického roztoku 14&- -
tek a ekvilibruji se 1 aZ 2 hodiny v pIitom-
nosti jak horni, tak dolni fdze. ProuZky se
vyvijeji pFes noc spodni {organickou) fazi
ziskanou smichanim 90% fenol : m-kresol :
: kyselina octovd : pyridin : voda (objemové
100 : 25 : 4 : 4 : 75). Po vyvijeni se prouZky
vyjmou z chromatografické komory, 1 aZ 2
hodiny se su$i na vzduchu, promyji se e-
therem, aby se odstranil zbyly fenol a bio-
autografuji na velkych agarovych deskéach
naoCkovanych Klebsiella pneumoniae kme-
nem AD. Reprezentativni hodnoty Rf jsou
uvedeny v nédsledujici tabulce VIII:

Tabulka VIII

SloZka ' RE

trans-BM123y-1atka 0,85
BM123g-latka 0,50, 0,70

8 slozka se =za pouZiti tohoto systému
chovd jako smés 2 antibiotik. BM1238-14t-
ka se sklddd z hlavniho antibiotika (Rf =
= (,50) oznateného BM1238, a z v mensi
mife zastoupeného antibiotika (Rf — 0,70)
oznaCeného BM1238,.

BM123-antibiotika 1lze rovnéZ rozlisit
chromatografii v tenké vrstvé. K tomuto -
¢elu se nanesou na desky predem powvle-
¢ené celulézou F (R) (o tlouStce 0,10 mm),
tj. celuldoza ve formé& tenkych vrstev, skvr-
ny vodného roztoku latky, kterd mda byt
chromatografovdna (asi 20 aZ 40 ug na
skvrnu). Desky se vyvijeji pres noc roz-
poustédlem ziskanym smichdnim 1-butano-
Iu, vody, pyridinu a kyseliny octové (obje-
move& 15 : 12 : 10 : 1). Po vyvijeni se desky
odstrani z chromatografické komory a ne-
chaji na vzduchu b&hem asi 1 hodiny u-
schnout. Antibiotika se deteguji za pouZiti
bud standardniho ninhydrinového nebo Se-
kaguchiho reak¢niho d{inidla ve formé
spraye. Reprezentativni Rf hodnoty jsou u-
vedeny v tabulce IX:
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Tabulka IX
SloZka RE
BM123y-latka 0,17, 0,23
BM123g8-1atka 0,08, 0,14

Jak BM123g, tak trans-BM123y-latka se
za pouZiti tohoto systému chovd jako smés
dvou sloZek. BM1238-1atka se skidda z hiav-
ni slozky (Rf = 0,08) oznaCend jakc
BM123g,-sloZzka a z vedlej$i sloZky (Rf ==
= 0,14) oznafené jako VM1238,. Méné& po-
larni sloZka trans-BM123y-l4tky (Rf = 0,23)
je oznafovdna jako trans-BM123y,-ldtka a
poldrn#j¥i sloZka (Rf = 0,17) jako trans-
-BM123y,-14tka.

i e L S

Pfiklad 8
Obecny postup redukéni organylace anti-
biotika trans-BM123y nebo antibiotika cis-
-BM123y

K michanému roztoku 100 mg antibiotika
trans-BM123y neba antibiotika cis-BM123y
ve 20 ml methanclu se p#idd 5 ml (nebo 5
gramil) vhiodného ketonu a 100 mg natrium-
kyanoborhydridu. Hodnota pH vysledného
roztoku se udrZuje na 7,0 pomoci metha-
nolického chlorovodiku po dobu 3 a% 24
hodin. Postup reakce se sleduje chrcomato-
grafii v tenké vrstvé podle mizeni vychozi-
ho antibiotika. Pak se reakéni smds piefil-
truje a filtrat se odpafri do sucha. Zbytek se
trituruje s 3 ml methanolu a smés se pfe-
filtruje. Filtrdt se zfedi 50 ml acetonu a
sraZenina, kterd vznikne se odfiltruje a vy-
susi. Methanol, jako rozpoustédlo se miZe
nahradit 20 ml vody, pokud je vychozi ke-
ton. rozpustny ve vodé.

Priklad 9
Prfiprava isopropyl-trans-BM123y-1atky

K roztoku 200 mg trans-BM123y-latky v
30 ml methanolu se pfidd 5 ml acetonu. K
tomuto roztoku se pfidd 139 mg natrium-
-kyanborhydridu a reakéni smé&s se michéd
pFi teplot& mistnosti po dobu 30 minut.
Béhem této doby se hodnota pH reak&ni
smési udrZuje mezi 7,4 aZ 7,8 pridavanim
0,1 N methanolického chlorovodiku. Malé
mnoZstvi sraZeniny, kterd vznikne, se ad-
filtruje a filtrat se za vakua odpafi do su-
cha. Zbytek se rozetfe se 2 ml methanolu
a prefiltruje. Filtrat se zredl 100 ml ace-
tonu a pevny produkt, ktery se odd&li se
odfiltruje a vysuSi, VytéZek 184 mg.

Priklad 10

Priprava 1,3,3-trimethylbutyl-trans-BM123y-
-latky

K roztoku 200 mg trans-BM123y-hydro-

chloridu v 50 ml methanolu se piidd 3 ml
4,4-dimethyl-2-pentanonu a 106 mg natrium-
kyanborhydridu. Reakéni roztok se udrZu-
je ma pH 7 pfikapdvdnim methanolickéhio
chlorovodiku. Reak&ni smés se michd 18
hodin p¥i teplotd mistnosti a pak se pfe-
filtruje. Filtrat se odpafi za vakua do su-
cha, zbytek se rozpusti ve 3 ml methanolu,
roztok se zfedi 50 ml acetonu a prefiltru-
je. VytéZek je 125 mg.

Priklad 11

Piiprava 1-methylfenethyl-trans-BM123y-
1atky

K roztoku 200 mg trans-BM123y-latky v 50
ml methanolu se pfidd 5 ml fenylacetonu.
K tomuto roztoku se pfidéd 170 mg natrium-
kyanborhydridu a reakéni smés se micha
3 1/2 hodiny pfi teplotd mistnosti. B&hem
této doby se pH reak&ni smési udrZuje na
hodnot& 7,0 methanolem nasycenym: chlo-
rovodikem. Reakni smés se zkoncentruje
na objem asi 5 ml, zFedi se 2 ml metha-
nolu a piefiltruje. Filtrat se vlije do 100 ml
acetonu a pevny produkt, ktery se vyloudi,
se odfiltruje a vysu$i. Ziskd se 233 mg.pro-
duktu. ‘

Priklad 12
Piiprava 1-methylnonyl-trans-BM123y-latky

Natriumkyanborhydrid (100 mg) se pfi-
dd k roztoku trans-BM123y-latky (200 mg)
a 2-dekanonu {1 ml) ve 40 ml methanolu.
Hodnota pH roztoku se nastavi na 7,0 & u-
drzuje se na 7,0 + 0,2 pridavanim 01 N
methanolického chlorovodiku podle potfe-
by. Po 19,5 hodindch se reakéni smés pie-
filtruje’ a filtrat se zkoncentruje za vakua
pFi 35 °C. Zbytek se suspenduje v 5 ml me-
thanolu a prefiltruje. Filtrat se prfidd dol 50
ml acetonu. Spinav® bilé pevnd latka, kte-
rd se vysrdZi, se odfiltruje, promyje ace-
tonem a za vakua vysuSi. Ziskd se surovéd
1-methylnonyl-trans-BM123y-latka v mnoZ-
stvi 167 mg.

Pfiklad 13

Piiprava 1,3-dimethylbutyl-trans-BM123y-
-14tky

K roztoku 210 mg trans-BM123y-latky v
50 ml methanolu se pfidd 5 ml methyliso-
butylketonu, K tomuto noztoku se prida
166 mg natriumkyanborhydridu a reakini
smés se michd 5 hodin pFi teploté mistnos-
ti. Béhem; této doby se pH reakini smési u-
drzuje na hodnoté 7,0 pomoci methanolu
nasyceného plynnym chlorovodikem. Re-
akéni smés se za vakua odpaii do sucha a
zbytek se rozetfe se 2 ml methanolu a pfe-
filtruje. Filtrdt se zfedi 100 ml acetonu a
pevny produkt se odfiltruje a vysuSi. Ziské
se 210 mg produktu.
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Pfiklad 14
Pfiprava isopropyl-trans-BM123y,-14tky

Smés 50 mg trans-BM123y,-14tky, 5 ml
acetonu a 60 mg natriumkyanborhydridu v
35 ml methanolu se michd 40 minut pfi
teploté mistnosti. Hodnota pH roztoku se
udrZuje na 7 prikapdvadnim methanolického
chlorovodiku. Smés se odpafi do sucha za
vakua. Zbytek se rozetfe s 5 ml methanolu
a vysledny roztok se zPfedi 50 ml acetonu.
VytéZek je 49 mg produktu.

Postupuje se shora uvedenym zplisobem,
ale misto acetonu se pouZije jako vychozich
latek karbonylovych sloudenin uvedenych v
nasledujici tabulce. Ziskaji se odpovidajici
alkylované produkty.

Vychoizi Produkt
latka
2-butanon  sek.butyl-trans-BM123y,-14tka

3-pentanon 1-ethylbutyl-trans-BM123y,-
-latka

methyliso- 1,3-dimethylbutyl-trans-
butylketon -BM123y,-latka .
P¥iklad 15

P¥iprava isopriopyl-trans-BM123y,y-14tky

Sme&s 41 mg trans-BM123y,-14tky, 5 ml
acetonu a 50 mg natriumkyanborhydridu v
35 ml methanolu se miché pfi teploté mist-
nosti po dobu 40 minut. Hodnota pH roz-
toku se pfikapdvdnim nasyceného metha-
nolického roztoku chlorovodiku udrZuje na
7. Sm@s se piefiltruje a za vakua odpafi
do sucha. Zbytek se rozetfe s 5 ml metha-
nolu a vysledny roztok se ziredi 50 ml ace-
tonu. Ziskd se 46 mg produktu.

Postupuje se shora uvedenym zpilsobem
ale misto acetonu se pouZije jako vycho-
zich latek karbonylovych slou€enin uvede-
nych v nasledujici tabulce. Ziskaji se od-
povidajici alkylované produkty.

O & camand
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Vychozi Produkt
latka
2-butanon  sek.butyl-trans-BM123y,-l14tka

3-pentanon 1-ethylbutyl-trans-BM123y,-
-latka
1,3-dimiethylbutyl-trans-
-BM123y,-14tka

methyliso-
butylketon

Prfiklad 16

PFiprava 1-methyl-2-fenylethyltrans-
-BM123y,-14tky

Sm¥s 200 mg latky trans-BM123y,, 5 ml
fenylacetonu & 170 ml natriumkyanborhyd-
ridu v 50 ml methanolu se michd 3 hodi-
ny 49 minut pri teploté¢ mistnosti, B&hem
této doby se pH reakfni smési udrZuje na
7 prikapdvdnim nasyceného methanolické-

a0

ho roztoku chlorovodiku. Sm&s se odpaii.
za vakua do sucha. Zbytek se rozette s 5 ml
methanolu a vysledny methanolicky roztok
se ziedi asi 50 ml acetonu. VytéZek je 233
mg produktu.

Priklad 17
Priprava isopropyl-cis-BM123y-latky

Roztok 200 mg isopropyl-trans-BM123y-
-1atky ve 200 ml vody se fotolyzuje svétlem
Hanovia v tfihrdlé batice s kulatym dnem
opatiené vodnim plasStém po dobu jedné
hodiny. B&hem této doby se maximum ultra-
fialové absorbce reakéniho roztoku presu-
ne z vinové délky 290 um na 275 wym. Pro-
dukt se z reakéni smési ziskd lyofilizaci.
VytéZek je 160 mg.

Tato fotolytickd reakce se nejlépe sledu-
je tak, Ze se odebiraji v rliznou dobu z re-
akdéni smigsi alikvoini vzorky a méi se je-
jich ultrafialovd absorbce. Reakce je skion-
¢end poté, co se maximum absorbce pre-
sune z 290 ym.na 275 um.

Postupuje se shora uvedenym zplsobem,
ale misto isopropyl-trans-BM123y-latky se
pouZije alkylovanych derivatli uvedenych v
piikladech 14 a 15. Ziskd se latka isopro-

- pyl-cis-BM123y,, sek.butyl-cis-BM123y,, 1-e-

thylbutyl-cis-BM123y,, 1,3-dimethylbutyl-
-cis-BM123y,, isopropyl-cis-BM123y,, sek.-
butyl-cis-BM123y;, 1-ethylbutyl-cis-BM123y,
a 1,3-dimethylbutyl-cis-BM123ys.

Priklad 18

-Pfiprava 1-propylpentyl-cis-BM123y-14tky
s

Roztok 175 mg 1-propylpentyl-trans-
-BM123y-1atky ve 175 ml vody a 45 ml me-
thanolu se ozafuje vysokotlakou ultrafia-
lovou lampou po dobu 1 hodiny a 15 minut.
Roztok se odpafi za vakua do sucha a zis-
kd se 169 mg produktu.

P¥iklad 19

Piiprava 1,5-dimethyl-4-hexenyl-cis-BM123y-
-14tky

Roztok 200 mg 1,5-dimethyl-4-hexenyl-
-trans-BM123y-latky ve 200 ml vody se oza-
Fuje vysokotlakou ultrafialovou lampou po
dobu 1 hodiny. Roztok se lyofilizuje. Ziska
se 182 mig prioduktu.

Priklad 20

Piiprava 1-benzyl-4-piperidyl-cis-BM123y-
-latky

Roztok 200 mg 1-benzyl-4-piperidyl-trans-
-BM123y-14tky ve 200 ml vody a 20 ml me-
thanolu se ozafuje vysokotlakou ultrafia-
lovou lampou po dobu 1 hodiny. Roztok se
lyofilizuje a ziskd se 125 mg produktu.
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Roztok 200 mg trans-BM123y-l4tky, 5 ml
2,4,4-trimethyleyklopentanenu. @ -179- mgina-
triumkyanborhydridu v 50 ml! methanolu se
l.nechd ystatl 24 -hodinpiil tgploté: mistnosti.
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Roztok 211 mg trans+BMI123y-ddtky,! 84iml
2-methylcyklopentanonu a 98 mg natrium-
kyanborhydsidw ¥ 50 ml methanolwoseae-
ché stat 3,5 hodiny pri teploté mistuosti.
Béhem teto doby se pH roztoku udrZuje
piiiavanim iitasycendho: oreztokuehiorovo-
dikuy, & mgtharolul mail 7.1 Reak6nisemes; se
trituruje s 3 ml methanelwspiefiltruje se a
filtrat se:a¥edi140/ miacetonu. Ziské goi=187
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téfhrdlg obadioeiis 1kulatym dnem epatiené
wodnim < piastEms podobusdd drihjodiny,; ABE-
hem :18tbi.dohyse maximunywtraljatongiab-
"serbce rreaktniho: roztokuiqiesvne: & ¥Ino-
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z reakén! sm@sk ziskd: lyofilizacis roisfiivos
"Shora uvedeny postup se opakuje s tim
rozdilem, Ze:se,roztok fotolyzuje L5,.:hedi-
ny. Lyofilizaci se ziskd 170 mg latkyseis-
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R predstavuje v piipads BM123y,-sloude-
mny skuplnu vzorce

L R T HPSUS VIR AN S « RN 7Y

SR ST L IRORE REs S

H H CH3
0
H, H . OH H s
O /h H/NH-C-HN 0
L L S
c=0 c=0 =N
NH, NH, NH,

kde

R, predstavuje alkylskupinu obsahujici az
3 atomy uhliku,

Ry pfedstavuje alkylskupinu obsahujici aZ
8 atomf@t uhliku, N,N-di(alkyl C;—C;)amino-
(alkyl-C;—C;)skupinu, chloralkylskupinu
obsahujici aZ 4 atomy uhliku, fenylskupinu,
benzylskupinu, @#-fenylethylskupinu, alke-
nylskupinu obsahujici 2 aZz 8 atoml uhliku
nebo hydroxyalkylskupinu obsahujici aZ 4
atomy uhliku nebo

Ry a Rj spoletné s piilehlou methylidi-
novou skupinou predstavuje cyklobutyl-,
cyklopentyl-, monomethylcyklopentyl, di-
methylcyklopentyl-, trimethylcyklopentyl-,
cyklohexyl-, monomethylcyklohexyl-, dime-

thylcyklohexyl-, trimethylcyklohexyl-, cyk-
loheptylskupinu nebo skupinu obecného
vzorce

M CHy
~CH N=R,
N\ CHy CH/

kde

R, predstavuje vodik, alkylskupinu obsa-
hujici aZz 4 atomy uhliku, fenyl- nebo ben-
zylskupinu, vyznaCeny tim, Ze se vychozi
amin obecného vzorce

trans
R @—CH—CH C-NH- (CH) ~N H-(CH. ) ~NH

nebo

R-@—CH CH—C-NH (CH, ) NH-(CH,, JipNH,
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kde kde
R mé shora uvedeny vyznam podrobi or- Ry a R; maji shora uvedeny vyznam, v
ganylaci ketonem obecného vzorce piitomnosti redukénfho ¢inidla, v rozpous-
‘ A tédle inertnimy vii¢i reakénim sloZkam, pii-
(o] ¢emZ trans-isomer se pied, nebo po téte
[ reakci podrobi oza¥ovédni svétlem o vlnové
Ry—C—Rjy délce 250 aZ 400 um tak dlouho, dokud se

pfisludny trans-isomer v podstaté nepieve-
de na odpovidajici cis-isomer.

severografis, m. P, sfvod 7, Most



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

