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Vyniélez se tyka zplsobu pfipravy novych
antibakteridlng uéinnych cis-|p-{2-[ (3-(/4-
-aminobutyl/amino)propyl ) karbamoyl|vi-
nyl}|glykosidd oznadovanych jako substituo-
vané latky cis-BM123y1 a cis-BM123ys, kte-
ré jsou bliZe charakterizovany dale.

Utinky t&chto novych antibakteridlnich
prostfedkidl na specifické mikroorganismy a
jejich: chemické a fyzikdlni vlastnosti jsou
odli3né od uCinku a vlastnosti aZ dosud
zndmych popsanych antibakteridlnich pro-
stfedkd.

Nowé antibakteridlni prostfedky priprave-
né podle vynédlezu jsou organickymi bdze-
mi a jsou tedy schopny tvofit adidni soli s
kyselinami za pouZiti rGznych organickych
a anorganickych solitvornych reakénich ¢i-
nidel. Adi¢ni soli s kyselinami, vznikajici
smichédnim antibakteridlng u¢inné volné ba-
ze s aZ tfemi ekvivalenty kyseliny, afeln&
v neutrdinim rozpoustédle, 1ze tedy pripra-
vit za pouZiti kyselin, jako kyseliny sirové,
fosforetné, chlorovodikové, bromovodiko-
vé, amidosulfonové, citronové, maleinove,
fumarové, vinné, octové, benzoové, gluko-
nove, askorbové a podobnych kyselin. Adic¢-
ni soli antimikrobidlnich ¢inidel podle vy-
nédlezu s Kyselinami jsou obvykle krysta-
lické pevné latky pomérn& rozpustné ve
vodé, methanolu a ethanolu ale pom&rng
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nerozpustné v nepoldrnich rozpoustddlech,
jako v diethyletheru, benzenu, toluenu apod.
Pro uCely vyndlezu jsou antibakteridlni vol-
né béze ekvivalentni svym netoxickym a-
dicnim solim s kyselinami. V nésledujicim
textu se pod .oznaCenim cis-BM123y-latka
rozumi smés cis-BM123y,-ldtky s cis-BM123y,-
-latky v jakémkoli pomé&ru a pod oznafe-
nim trans-BM123y-l1atka se rozumi smés
trans-BM123y,-14tky a trans-BM123y,-latky v
jakémkoli poméru. ,

Nové antibakteridlni prostiedky oznace-
né jako substituované cis-BM123y,- a cis-
-BM123y,-14tka se pFipravuji substituci (or-
ganylaci) pFisluSnych nesubstituovanych
cis- nebo trans-isomerfi, pritemZ kdyZ se
vychdzi z trans-isomerQi provede se té¥ fo-
tochemickd transformace trans-isomer@i na
cis-isomery a to bud na nesubstituovanych
prekursorech nebo na substituovanych
trans-isomerech koneénych latek. Fotoche-
micka transformace prednostn® provAadi
tak, Ze se vychozi trans-isomer rozpusti ne-
bo disperguje ve vodé a pak se roztok oza-
fuje svétlem. Koncentrace vychoziho trans-
-isomeru ve vod& neni kriticka.

Svétlo, pouZité pri fotolytickém postupu
podle piedloZeného vynédlezu, neméd s vy-
hodou vinovou délku niZ8i neZ asi 250 nm
a prednostn& mé vinovou délku v rozmezi
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od 250 do 400 nm. Ozafovéni svétlem tako-
vé vinové délky se tfeln& dosahuje tim, Ze
se reakce provddi v nddob& vyrobené z ta-
kového materidlu jako je kiemen, ktery od-
filtruje v podstatd vSechno sv&tlo procha-
zejici nddobou, které mé vinovou délku pod
250 nm. Jako zdroje svétla se fifeln& pou-
#ivd vysokiotloké rtutové lampy o piikonu
asi 450 W.

Teplota, pii které se fotolyza provadi, ne-
méd rozhodujici vyznam pro dosaZeni dob-
rych vytsZkd prioduktu, ale tfelné se pra-
cuje pri teploté¢ v rozmezi 5 aZ 50 °C, na-
prikiad pfi asi 25 aZ 30 °C. Doba potiebna
- pro podstatnou konverzi substituovaného
trans-isomeru na odpovidajici substituova-
ny cis-isomer piirozen® zévisi na intenzit&
svétla a teploté a nejlépe se proto stano-
vuje v ka¥dém jednotlivém piipadé poku-

cis

kde

1
4

sem. Obvykle vSak postatuje doba v roz-
mezi od asi 20 minut do asi 2 hodin.

Po skon€eni ozafovadni se miZe produkt
ziskat standardnimi postupy. Tak se napii-
klad reak¢ni smés mfZe lyofilizovat nebo
odpafit do sucha a zbytek se miiZe rozpus-
tit v minimélnim mno¥stvi rozpoustédla, ja-
ko ethanolu nebo methanclu. Vysledny roz-
tok se mibZe zfedit diethyletherem nebo
acetonem a vznikly vysrdZeny produkt se
miZe izolovat filtraci. Dalsi i$t&ni se mi-
Ze provéadst standardnimi metodami, jako
krystalizaci nebo chromatografii.

Piedm@tem vynalezu je zpilisob pfipravy
substituovanych cis-|p-{2-[ (3-(/4-aminobu-
tyl/amino)propyl Jkarbamoyl]vinyl}| glyko-
sidfi, oznaCovanych jako cis-BM123ys- nebo
cis-BM123y,-slouéeniny, obecného vzorce

A

0
E-NH-(CHyls N-(CHy I N-CHy Ry

B

R predstavuje v pifpad& BM123y;-sloule-
niny zbytek vzorce

H CHa,
H O
H/H H/H A/
QO—
o\ oH NH-C-HN QH H
g o HONH O H A
c=0 q:O CIT“NH
:sz‘ NH, NH,

kaZdy ze symbold

A a B pledstavuje nezdvisle jeden na
druhém atom vedfku nebo skupinu CHy—R;
a

R; predstavuje vodik, alkylskupinu ob-

sahujici a¥ 8 atom@l uhliku, fenylskupinu,
benzylskupinu nebo alkenylskupinu obsa-
hujici 2 aZ 8 atomd uhliku, vyznaeny tim,
Ze se vychiozl amin obecného vzorce
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t 1
R -_@_C';‘JZSCH-C-NH( CHy)5NH-(CH,},-NH,

nebo

. o)
. Cis I .

kde

R mé shora uvedeny vyznam, podrobi al-
kylaci, arylaci, aralkylaci nebo alkenylaci
aldehydem obecného vzorce

R;—CHO
kde

R; mé shora uvedeny vyznam v pritom-
nosti reduk#niho Cinidla, v rozpoustédle i-
nertnfm v{¢i reakénim sloZké&m, priemZ
trans-isomer se pied nebo po této reakci
podrobi ozafovéni své&tlem o vinové délce
250 a%Z 400 um tak dlouho, dokud se pfi-
slu¥ny trans-isomer v podstaté nepfevede
na odpovidajici cis-isomer.

Redukéni organylace (alkylace, arylace,
aralkylace nebo alkenylace) se muZe pro-
vAadst takton

P¥fslu$nd vychozi 14tka se rozpusti ve
vhodném rozpoustédle jako vodg, metha-
nolu, methylcellosolvu nebo jejich smési,
piFidé se vEtSi neZ ekvimolarni mnoZstvi poc-
#Zadovaného aldehydu a pak se pfidd na-
triumkyanoborohydrid v mnoZstvi postacu-
jicim pro proveden! redukce. Hodnota pH

Tabulka I
Pouzity aldehyd

reakéni smesi se béhem reakce udrZuje po-
moci zfedéné minerdlni kyseliny na 6,0 aZ
8,0. Po 1 aZ 24 hodindch pii teploté okoli
(10 aZ 35 °C) se reakéni smd&s za vakua
odpafi do sucha, zbytek se rozetfe s me-
thanclem a odfiltruje. Filtrat se zfedi ace-
tonem a pevny produkt, ktery se vysréZi,
se odfiltruje a za vakua vysusi.

Z reakinich smési po redukéni organy-
laci 1ze priodukty ziskat rovnéZ jinymi stan-
dardnimi postupy, jako srdZenim, koncen-
trovdnim, extrakci rozpouSté&dly nebo kom-
binacemi téchto postupli. Po izolaci se mo-
hou produkty piecistit jakymkoli z b&Zné
zndmych zplsobl c&isténi. Témito zplsoby
jsou pirekrystalovdni z riiznych rozpoudté-
del a smésnych rozpousStédlovych systémi,
chromatografické techniky a protiproudé
rozdélovani, kterych se bé&Zn& pouZivd k
tomuto Gcelu. .

Aldehydy, kterych lze takto pouZivat, p¥i
uvedené reduk¢ni organylaci (zplsobem o-
becn& popsanym v prikladu 8], jsou uve-
deny v nésledujici tabulce 1. V této tabulce
nézev derivatu ukazuje zda se jako vycho-
zi latky pouZivd antibiotika trans-BM123y
nebo antibiotika cis-BM123y.

Nézev

fenylacetaldehyd
2-ethylhexanal
2,2-dimethylbutanal
2,2-dimethylpropanal
2{methyl-2-butenal
2-methyl-2-pentenal
formaldehyd
acetaldehyd
benzaldehyd

Antibiotika oznatend jako BM123p,
BM1238,, trans-BM123y; a trans-BM123y,
vznikaji kultivaci za kontrolovanych pod-
minek nového kmene neuréeného druhu
Nocardia. Tento novy kmen produkujici an-
tibiotika byl izolovan ze vzorku zahradni
ptdy odebraného v Oceole ve stdté Iowa,
USA a je chovén ve sbirce kultur Lederle
Laboratories Division, American Cyanamid
Company, Pearl River, N. Y. jako kultura
¢islo BM123. Zivotaschopnd kultura nové-

2-fenylethyl-trans-BM123y
2-ethylhexyl-cis-BM123y
2,2-dimethylbutyl-trans-BM123y
2,2-dimethylpropyl-trans-BM123y
2-methyl-2-butenyl-cis-BM123y
2-methyl-2-pentenyl-trans-BM123y
methyl-trans-BM123y
ethyl-trans-BM123y
benzyl-trans-BM123y

ho mikroorganismu byla uloZena ve sbirce
Culture Collection Laboratory, Northern
Utilization Research and Development Di-
vision, United States Department of Agri-
culture, Peoria, Illinois a byla zarfazena do
stdlé sbirky. Je volng dostupnd pro vefej-
nost pod Cislem NRRL 5646. Pod oznalenim
BM123g-latka se rozumi smés v BM123g;-
-latky a BM123gy-latky v libovolném pomé-
Tu.

Obecny popis mikroorganismu Nocardia
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sp. NRRL 5646 zaloZeny na pozorcvanych
rozpozndvacich znacich je tento. Byly po-
zorovany vlastnosti organismu v kultufe a
fyziologické a morfologické vlastnosti or-
ganismu podle metod, které popsal Shirling
a Gofttlieb, Internat. Journ. of Syst. Bacte-
riol. 16, 213 aZ 240 (1966). Chemické slo-
Zeni kultury bylo urfovdno postupy, které
popsali Lechevalier et al.,, Advan. Appl. Mic-
-robiol. 14, 47 aZ 72 (1971). PodtrZeny po-
pis barvy a Cislo barevného odstinu je po-
uZit v souladu s praci Jacobson et al., Co-
lor Harmony Manual, 3. vydani (1948}, Con-
tainer Corp. of America, Chicago, Illinois.
Podrobnosti popisu jsou uvedeny v dalSich
tabulkdch II aZ VI.

Intenzita rdstu

Stfedni na agaru s kvasniénym extrak-
tem, agaru s dextrézou a asparaginem, Be-
nedictové a Bennettové agaru, agaru s
bramhorem a dextrézou a Weinstreinové a-
garu, slabd na Nickeyové a Tresnerové aga-
ru, agaru s rajskym protlakem, agaru s
ovesnou moukou a pablum—agaru a ne-
patrny riist na agaru s anorganickymi so-

lemi, a Skrobem, s Kusterovymi ovesnymi.

vlotkami, Czapekovym roztokem a na aga-
r s ryZi.

VzduSné mycelium

Pokud je pfitomno, je vzdu$né mycelium
bslavé, vznikd jen na agaru s kvasnitnym
exiraktem, agaru s dextrdézou a asparagi-
nem, na Benettové a Benedictové agaru a
na agaru s bramborem a dextrozou. .

Rozpustné pigmenty

Nevznikaji Zadné rozpustné pigmenty.
Reverzni barva

Bezbarvé aZ naZloutlé odstiny.
Riizné fyziologické reakce

Neztekucuje Zelatinu, dusiCnany redukuje
na dusitany za 7 dni, na agaru s pepto-
nem a Zelezem netvofi melancidové pig-
menty, na mléce s lakmusem nedochézi k
peptonizaci ani ke tvorbé& sraZeminy, tole-
rance vad¢i chloridu sodnému na agaru s
kvasniénym extraktem je vE&t3i nebo rovnd
4 %, ale men3i nebo rovnd 7 %, optimalni
teplota ristu 32 °C. VyuZiti zdroje uhliku
podle Pridhamovy a Gottliebovy metcdy [].
Bacteriol. 56, 107 aZ 114 (1948)] je nésle-
dujici: dobré vyuZiti glycerinu, salicinu, d-
-trehalozy a dextrdozy, stfedni vyuZitl i-
-inositu a S$patné vyuZzZiti aZ vibec Zadné

vyuZiti d-fruktdézy, maltézy, adonitu, l-ara-
bindzy, laktdzy, d-mannitu, d-melibidzy, d-
-raffinézy, l-rhamnézy, sacharozy a d-xy-
16zy. .

Chemické sloZeni

Organismus ndleZi k organismim s bu-
néénou sténou typu IV, tj. obsahuje meso-
-2,6-diaminopimelovou kyselinu a mé celo-
bunééné spektrum cukrd typu A, tj. obsa-
huje arabindzu a galaktézu. Methylované
celobunétné extrakty vykazuji pfi chroma-
tografii spektrum mastnych kyselin podob-
né spekiru, které poskytuje organismus No-
cardia asteroides ATCC 3308.

Mikromorfologie

VzdusSné mycelium roste ze substratové-
ho mycelia ve formé mirn& rozvétvenych
stfedné dlouhych ohebnych prvkad, které
obvykle konéi v prodlouZenych jednodu-
chych spirdldch. Ohebné prvky jsou nepra-
videln& uspo¥ddéany do kratkych eliptickych
nebo vélcovitych Usekl (spory?), které se
snadno roz€lefiuji. Koncové spirdlovité ¢4s-
ti jsou méné& nédpadn& uspofdddny do seg-
mentd. Velikost segmentli je obvykle 0,8
az 1,7 pm x 0,3 aZ 0,5 pm, v pribéhu 0,4
wm x 1,2 pym.

Diagnéza

Morfologické znaky kultury €. BM123 je
obtiZné sledovat a interpretovat v diisled-
ku chabého vyvinu vzdusného mycelina na
vétS§ing médii. V disledku toho je nutno
vénovat znanou pozornost pii urfeni ro-
dové pFibuznosti organismu chemické ana-
lyze. Na zdkladé systému navrZeného Le-
chevalierem a dal§imi obsahuje kultura
BM123 v celé hmot& bungk kyselinu meso-

‘diaminopimelovou a na zikladé analyzy

cukri je zfejmé, Ze je pFitomna arabindza
a galaktdza. Kultura ndleZi proto k orga-
nismiim s typem buné&tné stény IV. Porov-
ndnim diagramu plynové chromatografie
kultury ¢. BM123 s diagramem kultury No-
cardia astercides ATCC 3308 se zjisti jejich
ndpadd piibuznost. Jiné vlastnosti kultury
¢. BM123, které jsou v souladu s chovanim
Nocardia je zlomkovity vzdudny nérlist na
nékterych médiich a Uplnd nepfitomnost
vzduSného nérustu na vét§iné médii. Vzhle-
dem k tomu, Ze neni k dispozici vhodné
kritérium pro charakterizaci Nocardia na
drovni druhu, nebyl &inén pokus provést
toto stanoveni. Kultura BM123 bude tedy
povaZovana aZ do té doby, neZ bude diag-
néza dosaZitelnd, za neuréeny druh Nocar-
dia.
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Tabulka III

Mikromorfologie kmene Nocardia sp. NRRL5646

Médium Vzdu$né mycelium a/nebo
struktury typu spor

agar s kvas- Vzdusné mycelium roste ze

niénym substrdtového mycelia ve for-

extraktem mé& mirng rozvétvenych stied-
n&g dlouhych chebnych prvki,
které obvykle koné&i v prodlou-
Zenych jednoduchych spiré-
lach. Ohebné prvky jsou ne-
pravideln& uspotddény do
kratkych tsekil (spory?), kte-
ré se snadno rozcleiluji. Kon-
cové spirdlové &4sti jsou mé-
né ndpadné uspofddany do
segmenti. Velikost segmenti
je obvykle 0,8 aZ 1,7 um x
x 0,3 aZ 0,5 pm, v praméru
0,4 um x 1,2 pm. '

Tabulka IV

Razné fyziologické reakce kmene Nocardia sp. NRRL 5646

Médium Inkuba&ni Intenzita riistu Fyziologickéd reakce
doba ' ‘
Zelatina ' 7 dni nizké nedochézi ke ztekucovén{
zelatina 14 dni dobré nedochédzi ke ztekucovédni
bujén s organickymi dusic- 7 dnf dobré dusi¢nany se redukuji na
nany _ dusitany
bujén s organickymi 14 dni dobra dusitnany se redukuji na
dusinany ‘ dusitany
agar s peptonem a Zelezem 24 aZ 48 hodin dobra neredukuji se melaninové
pigmenty ‘
mléko s lakmusem 7 dni dobréa nedochdzi K peptonizaci nebo
tvorb& sraZeniny
kvasni¢ény extrakt se (4, 7, 7 dni stiedni tolerance viéi chloridu
10 a 13 %) chloridu sodnéhio: sodnému £ 4 % ale =7 %
Tabulka V *} 3 dobré vyuZiti

2 stfedni vyuZiti
1 slabé vyuZiti

VyuZiti zdroje uhliku kmenem Nocardia
0 Z4dné vyuZiti

sp. NRRL 5646
Tabulka VI

Inkubace: 10 dni Teplota 32 °C

Zdroj uhliku vyuZiti*) Chemické sloZeni kmene Nocardia sp.
NRRL 5646

adonit 0

l-arabinfza 0 Typ bun&Cné stény Hlavni sloZky
glycerin 3

d-frukt6za 1 Typ IV meso-DAP, arabinéza, 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 plné odpovidaji sho-
d-malibibza 0 ra uvedenym charakteristikdm ridstu a
d-raffinéza 0 vzhledu pod mikroskopem. Uvedené cha-
rhamné6za 0 rakteristické vlastnosti jsou uvedeny pouze
malt6za 1 pro ilustraci. Ve skutefnosti se miZe pou-
sacharodza 0 Zit mutant ziskany 2z tohoto organismu
d-trehaloza 3 riznymi prostiedky, jako vystavenim rent-
d-xyloza 0 genovému zéfFeni, UV-zafeni, dusikatému
dextrdza 3 yperitu, aktinofdgim apod. Zivotaschopné
negativni kontrolni kultura takové typické mutanty je uloZena
pokus 4] v Culture Collection Laboratory, Northern
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Utilization Research and Development Di-
vision, United States Department of Agri-
culture, Peorie, Illinois, a bya zafazena do
stdlé sbirky pod &islem NRRL 8050. Ackoli
vlastniosti kultury tohoto organismu, fyzio-
logické a morfologické vlastnosti kmene
NRRIL 8050 jsou v podstaté stejné, jako u
kmene NRRL 5646, produkuje pfi aerobnim
kvaSeni kmen NRRL 8050 zvy3ené mnoZstvi
latky BM123. Kmen NRRL 8050 se lisi od
matei'ského kmene NRRL 5646 rovnéZ té&-
mito vlastnostmi:

a} redukce dusi¢nanii na dusitany je po-
maleijsi,

12

b) na Bennettové agaru a na agaru s
kvasniénym extraktem poskytuje mycelidl-
ni pigment svétle hnédého nartizovélého od-
stinu {rosewood tan]).

Nové antibakteridlné uc¢inné latky podle
vynélezu jsou obecné pevné Kkrystalické
latky s pomé&rné nizkou rozpustnosti v ne-
polarnich rozpoustédlech, jakio v diethyl-
etheru a n-hexanu, ale se znanou rozpust-
nosti v rozpouStédlech, jako je voda a niz-
§1 alkanoly. Antibiotika trans-BM123y; a
trans-BM123y, jsou strukturnimi isomery a
lze je zndzornit nésledujicimi strukturnimi
vzorci:

trans-BM123y;
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Redukéni organylace trans-BM123y-latky,
trans-BM123y,-14atky, trans-BM123y,-latky,

cis-BM123y,-l1atky aldehydy probihé na sper-
cis-BM123y-latky, cis-BM123y;-latky nebo

madinovém postrannim Fetdzci za vznikiu

monio-, di- a tri-substituovanych derivata
vzorch
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kde

R a R, maji shora uve d(ﬂ/ viZnam.
UZitetnost cis-isomord i
zplisobem subst 1t11uvmw(‘u
-BM123 je demc llotl‘ s
niosti potladovat systemi (‘ke lethai
u mysl. Tyto novée litky vyl
vysoky antibakteridlni N
ti Escherichia coli US
né subkutanni davky
hmatnosti asi 20 g (Carwor i
Infikace se provadi intrap

s

‘g)i‘i podd

ni davkou téchto bakterii j d'm 3 T
krevni kultury zfedéné frypli '<amvy.u -
jénem se sojou TSP na koncentraci 1077

Postup fermentace upraveny pri
predeviim latky BM123 a

proaduked

Kultivace Nocavdia sp. NR
Ze provaddt na velkém no
kultivaénich médii. Média n?
dukci antibiotik  cbsalhwiji
zdroj uhlikw, jako Shkrob, cnkr,
cerin atd., asimilovatelny zdrod
ko je bilkcovina, hydrolyzns
polypeptidy, aminckysoclir
trakt, atd., anorganické
jako je dvafsllk, hoifiik,
suifat, vhliditan, fo-sxm%
Stopové prvky, jako hn"
se dodavaji ve formd nclisiod :
nimi slozkami média. I;‘rmrzdns;, 0
drZich a lahvich se provadi Ze se do»
kvasného prosifed{ nebo na jeho povreeh
vhéani sterilni vzduch, Michdani v nadrZich
se provadi pomcei mecbanického rotadni-

CoNH(C Pylg-{ CHy o NF-CHy =Ry
Gty Ry

4

michadla. Podle pot¥eby se miiZe p¥i-
7at protip€novy prostfedek jako Hodag
[ } FD 82. .

fon
:3\ &}

prava inokula

pro BM1238 a trans-BM123

Primérni inckulum Nocardia sp. NRRL
2050 v [I’EQD.C} batice se p¥ipravi inckulaci
100 ml sterilniho kapalného média v 500
ml b ach mmﬂvcw st8ru nebo promyvaci-
bo lgubu ictho spory, ziskaného ze
S$ikmého mu kuitury. Obvykle se pouZi-
va tohote média: '

pfednostnd 28 °C a inten-
chavaji 30 a% 48 hodin na

rotalni atica. Pak se inokula pFevedou
do steriinich tub pro uchovéavani kultur se
Sroubovym uzdvérem a skladuji se pFi tep-
lot8 pod —18 °C. Této zasoby vegetativni-
ho inckula se pou%#iva misto stéru ze Sik-

mého agaruv pro inokulacli dai¥ich t¥epacich
ban&k urfenych pro pfipravu tohoto ino-
kula pryniho stupné.

Takio ziskaného inckula prvniho stupng
se pouZivd pro inckulaci 12 litrd davek
stejného média ve 20litrovych sklenénych
fermentsfnich nddobach.

Medinm s inckulem se provzduSiiuje ste-
rilnfm vzduchem a v riistu se pokraduje
30 a¥ 48 hodin.

JJ
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12 litr& ddvek inokula druhého stupné
se pouZivd pro of€kovani nadrZovych fer-
mentaénich nddob obsahujicich 300 litri
ndsledujiciho sterilniho kapalného média.

masovy extrakt 15 g
siran. amonny 3 g
stfedni fosforefnan draselny 3 g
. uhli¢itan vapenaty 1 g
siran hofeCnaty (heptahydrat) 15¢g
glukodza 10 g
voda do 1000 ml

Glukoéza se sterilizuje oddélené. Uvede-
nym zplisobem se ziska tieti a koneCné sta-
dium inokula. Kultivace se provadi tak, Ze
" se plidou v nddobé prohéni sterilni vzduch
rychlosti 0,4 a% 0,8 litri na litr pldy za
minutu a fermentatni smés se michd ro-
taCnim michadlem pracujicim pfi 150 az
300 ot./min. Teplota se udrZuje na 25 aZ
29 °C, obvykle na 28 °C. Kultivace se pro-
vadi po dobu 48 aZ 72 hodin a pak se ino-
kula pouZije pro ofkovdni nadrZové fer-
mentaéni nadoby o obsahu 3000 litrd.

Fermentace v nddrZich pro vyrobu latky
BM1238 a latky trans-BM123y

]ak(m Zivné pidy se pro vyrobu BM1234-
-latky a trans-BM123y-latky prednostng po-
uZiva nésledujiciho média

masovy extrakt 30g
siran amonny 6g
stfedni fosforetnan draselny 6g
uhliditan vépenaty 2g
siran hofednaty heptahydrat 3g
glukoza 20g
voda do 1000 ml

Glukdza se sterilizuje oddélené.

KaZda nddrZ se inokuluje 5 aZ 10 % ino-
kula tfetito stupné ziskaného shora uvede-
nym zplscbem. Fermentatni smés se udr-
Zuje pii teplotd 25 aZ 28 °C, cbvykle 26 °C.
Sm@s se provzduSiiuje sterilnim vzduchem
rychlosti 0,3 aZ 0,5 litrd sterilniho vzdu-
chu na litr smési za minutu a miché se ro-
tadénim michadlem, pracujicim pi 70 aZ
100 ot./min. Fermentace se provadi po do-
bu 65 aZ 90 hodin a pak se vysledny pro-
dukt zpracuje.

Nésledujici specifické p¥iklady slouzi k
bliZ§imu objasnéni vyndlezu, v Zddném smé-
ru v3ak nevymezuji rozsah vyndlezu.

Produkt ,,Hodag FD-—-82" pouZivany ja-
ko pomocné liatka je podle udédni vyrobce
silikonové protipénové Cinidlo. Vyrobek
»Agar pablum”, rovnéZ pouZivany v pii-
kladech je vysokokapacitni katexovd a a-
nexova pryskyfice, popiipadé napudténda v
papiru.

Priklad 1
Pfiprava inokula pro produkci BM1238 a
trans-BM123

18

Podle nasledujiciho receptu se pfipravi
typické médium pro kultivaci inokula prv-
niho a druhého stupné

lakto-trypton 5g
kvasniény extrakt 5g
extrakt z hovéziho masa 58
. gluko6za 10g
voda do 1000 ml

Dvé 500 ml bariky, z nichZ kaZdd obsa-
huje 100 ml shora wuvedeného sterilniho
prostfedi se inokuluji vZdy 5 ml zmraze-
ného vegetativniho inokula Nocardia sp.
NRRL 8050. Bailky se umisti na riotacni tfe-

- paCku a intenzivné se michaji 48 hodin pfi

28 °C. Vysledné inckulum v baiice se pre-
vede do 23litrové sklenéné fermentatni né-
deoby obsahujici 12 litri shora uvedeného
sterilntho média. Smés se provzduSiiuje ste-
rilnim vzduchem a riist se provadi po do-
bu asi 48 hodin a pak se obsahu nadoby
pouZije pro inokulaci 454litrové fermen-

~taéni nédrZe obsahujici 300 litrd néasledu-

jiciho sterilniho kapalného média

masovy extrakt 1
siran amonny

stfedni fosforeCnan draselny
uhliditan védpenaty

siran hotelnaty (heptahydrét)
glukodza

voda do

=W Ul
0q 0Q 0q 0q 0Q

,5
10 g
1000 ml

De média pro piipravu inokula tretiho
stupné se vhdni sterilni vzduch rychlosti
0,4 litru vzduchu na litfr smési za minutu.
Michédni se provddi rotaCnim michadlem
pracujicim pFi 240 ot./min. Smé&s se udrZu-
je pFi 28 °C a pak se ji pouZije po pfidav-
ku Hodag (R) FD 82 pro inockulaci 300
litrQt Zivné pQdy.

Priklad 2

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

Fermentatni médium se piipravi podle
néasledujiciho receptu

masovy extrakt 30g
siran amonny 6g
stiedni fosforeCnan draselny 6g
uhliitan véapenaty 2g
siran hof'eCnaty heptahydrat : 3g
gluko6za 20g
voda do ' 1000 ml

Glukoza se sterilizuje oddélené.
Fermentadni médium se sterilizuje pfi
120 °C pérou o tlaku 138 kPa po dobu 60
minut. Hodnota pH média po sterilizaci je
6,9: 3000 litrt sterilniho média ve 4000
litrové fermentatni nddrZi se inokuluje 300
litry inokula popsaného v prikladé 1 afer-
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mentace se provddi za poufitl protil“
vého Cinidla Hodag (R} FD 82. Vzduch se
dodavd rychlosti 0,35 litru sterilniho vzdu
chu na litr smési za minuti. Sm&s se michs
rotaénim michadlem pracujicim pii 70 aZ
72 ot./min. Po 67 hodindch fermentace se
fermentatni smés zpracuje.

SN

Priklad 3
Izolace BM1238-latky # irans-BM!Z23y-lathy

Hodnota pH 3000 litrdt fermentatni sm@-
si ziskané zplscbem popsanym v piikiadé
2 o pH 4,3 se nastavi na pﬂ
hydroxidu sodného a pak s 185 1
truje za pouziti 5% kfemcliny, jako
mocného filtratniho prostfedku. Fiitre
kolad se promyje asi 100 litry vody a pa
se zlikviduje. Smeés {iltrdtu & pie T_de\,!]..O
loahu se Cerpa zdola nahora tfeml para-
lelnimi nerezovymi kclovami ¢ rozmérech
210 x 1220 mum, z nich?% kaZda mehujx Y
litrtt ionexu CM Sephadex (R) C— 30+
dikové formé  {zesilovany (E.GX’J,C.E“ e
chlorhydrinovy katex v gelové formé. Sioup-
ce katexu se po adsorbci Ululllyﬂ celken
asi 390 litry vody a pak se eluuji 230 hu“/
1% vodného roztoku chlovidu sodnéhio a
pak 560 litry 5% voduélio ruztoku vhlaw
du sodného. Eludt tvoleny 5% !
roztokem: chloridu sodného se vy
traci pres kiemelinu a vyleleny
nechd projit sklenéncu KkKolonou
rech 229 x 1524 mm obsahuji
granulovaného produktu Darco (I
fo zrnéni 20 aZ 40 mesh}, coZ je granuic
vané aktivni uhli. SlOU})”(‘ 88 Promyic
litry vody a pak se vyviji 120 litrG .
ného methanolu a pak 340 litry ¢
ného methanolu a nakcnec 120 ], ;
vodného acetonu. Eludt tvoteny 15% vod-
nym methanolem se za vakua zkonceniiu-
je na asi 7 litrtt vodné fdaze a pH ved
ze s¢ ze 4,5 nastavi na 6,0 pomoci ionex
Amberlite (R) IR—45 v hyroxylové form?
(slab& zdsaditd auexova pryskyfice poly-
styren-polyaminového typu). Pryskylice ss
adfiltruje a filtrat se zkoncentruie za va-
kua na asi 1 lifr a pak se lyuhhzb]e, ’
se ziskd 38 g latky sestdavaijici pledevii
z latky BMI123 spolu s malym mnoZs
latky trans-BM123y [pfovz’u”ué trans-BM12
-latky). Eluat tvorfeny 50% vodnym met
nolem se z hodnoty 4,65 zalkalizuje
xovou pryskyfici Amberlitc IR—45 v h
roxylové formé& na hodnotu 6,0. Prysky
se odfiltruje a filtrat se za vakua zkow
truje na asi 6,3 litru a tento koncenirat se
lyofilizuje. Ziska se 2i3 g l;ﬁ'v sestavel’-
ci pfevainé z latky traus- ‘/W/Jy
tvofeny 5000 vodnym acetonem
noty 4,0 zalkalizuje pomoci icn
kyfice Amberlite (R} IR—45 v
vém Cyklu na hodnoin 60. Pry
odfiltruje a filtrat se za aktu zkonnents
je na asi 1,5 litru. Konceatrdt se pak lyc-

i

ol

filizuje, CimZ se ziskd
trans-BM123.

56 g nelisté latky

priklad 4

Dalsi Cidténi trans- 81\41?3/ latky

Suspenze CM Sephadexu (R) C—25 v a-
monném cyklu {NH,*] ve 2% vodném roz-
tcku chlorida amonného se nalije do skle-
nénd kolony o pramdru 2,0 Cm, az je slou-
pec pryskyFice v kolong asi 62 cm vysoky.
Pﬁouytbk 2% vodného mz*r‘ku chloridu a-
meonnéno s @dnusﬁ. Vzorek trans-BM123y-
-latky o nm i vyrcheny zpiisobem
popsany n rozpusil v oasi

mi 1 idun amonného a
vztcl; na slouopc Sloupec se

1 oridem amonnym o kon-

\‘dnuk 4 0% (vidy 6
koncentratniho
se automatic-
Antibiotikum
v jednotlivych
vytékajiciho z
zg,m svitla a bio-

i deskéch ino-
v ‘La pneumoniae
latky trans-BM123y se lokali-
suje mozi frekcemi 71 ak 107 vletnd.
130 ml g nul ovalx\n') produkiu  Darco
] 560 o zrnéni 40 mosh se sus-
penduje ve vodé, se prevede do
skionéné kolcuy, ne usadit a preby-
t(,u vody sz nechd rfitc:* Frakce 84 aZ 96
107a 1¢  chromatografie
CM Sephadexu, se ,0}1 a nechajl pro-
ného uhii. Sloupec
1 ldtken se promyje 600 ml

ina
o
7
i

7e sh

vody a vyvijeni se provadi U Jitrem 50%
vodného acetonu. Fluaty, z nichZ oba ob-
sahuil tra -létku, se zkoncentru-
il za vaku né faze a koncentraty
se lyofilizm ' se celkem 886 mg trans-
-BMI123y-] biydrochloridu.
Mikroans vzorek sz ziské tak, Ze se

¥
tato 1’ podrom shora uvpdenemu Ci5te-
1l jesid je inm.
/a 11;'“-1;%kum trans-BM123y mmé urlity
, ale postupny rozblad zalingd v
200 °C. Mikroana! yzou vzorku ek-
vsne]‘o 24 hodin pfl 222 °C v

atmosféie o relativnl vihkosti 23 % se zjis-
1 toto sloFeni: C: 39,44, H: 6,10, N: 16,19 %,

Cl (ioniovy) 13,54 %, ztrata suSenim 8,19
proc. Ve vodd poskyiuje trans-BM123y-lat-
ka v U. V. absorpfnim spekiru maximum
pFi 286 omall | == 250,

Poicha tohoto maxima se neméni s hod-
netoo pH., Trans-BMiZ3y-1étka ma uhel op-
tické o ;,ixm?;ti {y] 0 71° (c = 0,97
ve vodé) teristické ab-
sorbce v i spekira pii
JJd*«‘“G!?u(iC}l . 770, 830, 870, 930,
G849, 1035, 1145, 13 1360, .°40 1370,
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1460, 1510, 1555, 1605, 1660, 1740, 2950 a
3350 cm~L,

P¥iklad 5
Izolace trans-BM123y,-1dtky

Suspenze CM Sephadexu (R) G—25 v so-
dikové formé (Nat) ve 2% vodném roz-
toku chloridu szdného se nalije do skle-
néné kolony o priiméru 2,6 cm, aZ je slou-
pec pryskyrice v kolon€ 70 cm vysoky.
Piebytek 2% vodného rozicku chilorido sod-
ného se adpusti. Vzorek trans-BM123y-14t-
ky a malého mnoZstvi trans-BM123y,-1atky
a jinych nefistot o hmotnosti 4,11 g, vyro-
beny zplsobem popsanym v prikladé 3 se
rozpusti v asi 10 m! 2% vodného roztoku
chloridu sodného a nanese na sloupec.
Sloupec se eluuje vodnym chloridem sod-
nym o koncentraci jednak 2 a jednak 4 %
(vidy 4 litry), p¥iCemZ se pouZiva koncen-
traéniho gradieniu. KaZdych 15 minut se
automaticky odebiraji 75 m! frakce. Anti-
biotikum trans-BM123y se lokalizuje v jed-
notlivych frakeich kontrolou eludtu vytéka-
jictho z kolony pomoci ultrafialového svét-
la a bioautografii. pomoci navih&enych pa-
pirovych kotoutl na velkych agarovych
deskach inokulovanych kmenem Klebsiella
pneumoniae AD. Vé&t8ina latky trans-BM123y

se lokalizuje mezi frakcemi 64 a¥ 90 viei- -

né. Prvni frakce (64 aZ 80) obsahuji smés

trans-BM123y; a trans-BM123yy-latky zatim-*#

co pozdéjsi 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 sus-
penduje ve vods, suspenze se plevede do
sklené&né kolony, nechéd se usadit a pieby-
tek vody se nechd cdtéci. Frakce 81 aZ 90
véetné, ze shora uvedené chromatografie
na CM Sephadexu, se spoji, a nechaji pro-
jit sloupcem granulovaného uhli. Sloupec
s absorblavanou latkou se promyje 500. ml
vady a vyviji 500 ml 10% vodného metha-
nolu a pak 1 litrem 50% vodného metha-
notl. Hodnota pH elvdtu v 50% vodném
methanolu, ktery obsahuje vétdinu trans-
-BM123y,-ldtky se upravi z 5,9 na 6 pomo-
ci ionexové pryskyiice Amberlite (R) IR-—45
v hydroxylovém cyklu. Pryskylice se od-
filtruje a filtrai se za vakua zkoncentruje
na vodnou fazi, kterd se lyofilizuje. Ziska
se 294 mg bilé amorfni trans-BM123y,-lai-
ky ve formé& hydrochloridu.

Antibiotikum trans-BM123y, nemé ostrou
teplotu tani, ale pestupny rozidad zading
v blizkosti 200 °C. Mikreanalyzou vzorku
ekvilibrovaného v atmosféfe o urcité vlh-
kosti se zjisti toto sloZeni: C: 37,84 %, H:
5,73 0, N: 15,58 %, Cl (iontovy): 10,01 %,
ztrata sulenim 10,45 %. V mothanclu
poskytuje trans-BM123y,-latka U. V. ab-
sorpini maximum pri 266 nm s E [ === 225,

Poloha maxima s¢ neméni v hodunotu pH.
Trans-BM123y.-latka ma uhel optické otéa-

22

Civosti +55° (¢ == 0,803, ve vodé) a vyka-
zuje charakteristickou absorbci v infraer-
vené oblasti spektra p¥i nésledujicich vl-
noctech: 770, 830, 870, 930, 980, 1045, 1080,
1110, 1125, 1175, 1225, 1305, 1345, 1380,
1465, 1515, 1560, 1605, 1660, 1730, 2950 a
3350 cm~1.

Piiklad €
Izolace trans-BM123y,-latky

25gramovy vzorek obsahujici pFedevim

- trans-BM123yy- a BM1238-1atku pfipraveny

zplisobem popsanym v piikladd 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 form& ve 2% vodném chloridu sod-
ném. Sloupec se eluuje gradientem mezi
20 litry 2% a 20 litry 4% vodného chlori-
du sodného. Prvnich 12 litrt eludtu se ji-
mé do velké ldhve a pak zlikviduje. Pak se
kaZdych 40 minut automaticky zachyti frak-
ce asi o cbjemu 800 ml. Antibiotikum trans-
-BM123y se lokalizuje sledovanimi {frakci
eludtu v ultrafialovém svétle. Vé&t3ina
trans-BM123y-1dtky se lokalizuje mezi frak-
cemi 7 aZ 18 vletné&. Pacatetni frakce (7 aZ
15) obsahuji v podstatd &istou trans-
-BM123yy-latku a pozd&jSi frakce (16 aZ
18) cbisahuji smé&s trans-BM123y; a trans-
-BM123y,-14atky.

600 ml granulovaného produktu Darco
{R) G—60 o zrnéni 20 aZ 40 mesh se sus-
penduje ve vod&, suspenze se pievede do
sklen&né kolony, nechd se usadit a pieby-
tek vody se nechd odtéci. Frakce 7 aZ 15
vietnd, ze shora uvedené chromatografie
na CM Sephadexu se spoji, a nechaji projit
sloupcem granulovaného uhli. Sloupec s
absorbovanou ldtkou se promyje 3 litry vo-
dy a vyviji sz 3 litry 10% vodného metha-
nolu a 6 litry 50% vodného methanolu.
Hodnota pH 10% vodn&-methanolického e-
ludtu se upravi z 5,8 na 6,0 pomoci ione-
xové pryskyfice Amberlite (R) IR—45 v
hydroxylové form#. Pryskyfice se odfiltruje
a filtrat se za veakua zkoncentruje na vod-
nou fazi, ktord se lyofilizuje. Ziska se 595
mg bilé amorfni trans-BM123y,-latky ve
formé& hydrochloridu. Hodnota pH 50% vod-
né-methanolického eludtu se nastavi z pH
4,6 na pH 6,1 pomoci ionexové pryskyfice
Amberlite (R) IR—45 v hydroxylové for-
m8. Pryskyfice se odfiltruje a filtrat se za
vakua zkoncentruje na vodnou f4zi, kterd
se lyofilizuje. Ziskd se 3,645 g ponékud mé-
né d&isté bilé amorfni trans-BM123y,-latky
ve formé& hydrochloridu.

Antibiotikum trans-BM123y, nema ostrou
teplotu téni, ale postupny rozklad zacina
v blizkosti teploty 200 °C. Mikroanalyza
vzorku ekvilibrovaného 24 hodin pFi 22,2
stupnich Celsia v atmosféie o 60% rela-
tivni vlhkosti poskytuje tyto vysledky: C:
36,14 %, H: 5,67 %, N: 15,1 95, Cl (ionto-
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vy) 11,11 %, ztrata suSenim 10,87 %. V
miethanolu poskytuje trans-BM123yy-latka
U. V. Absorptni maximum pii 286 nm s
E  Gem = 220,

Poloha tohoto maxima se neméni s pH.
Trans-BM123y,-14tka méa whel optické ota-
civosti +60° (¢ = 0,51 ve vod&) a vykazuje
charakteristické absorpce v infracervené
oblasti spektra pfi nasledujicich vinoétech:
770, 830, 870, 950, 980, 1035, 1110, 1175,
1225, 1285, 1345, 1380, 1470, 1515, 1560,
1605, 1660, 1755, 2950 a 3350 cm ™1

Prfiklad 7

Papirovd rozd&lovaci chromatografie a
chromatografie v tenké vrstvé latek BM1234
a trans-BM123y

Antibiotika BM123 lze rozliSit papiroviou
chromatografii. K tomuto tcelu se na prouz-
ky papiru Whatman & 1 nanesou skvrny
vodného nebo methanolického roztoku 1a-
tek a ekvilibruji se 1 aZ 2 hodiny v p¥i-
tomnosti jak horni, tak dolni faze. ProuZky
se vyvijeji pPes noc spodni [organickou)
fazi ziskanou smichdnim 90 % fenol : m-
-kresol : kyselina octovd : pyridini : voda
(objemové 100 : 25 : 4 : 4 : 75}. Pa vyvi-
jeni se prouZky vyjmou z chromatografic-
ké komory, 1 aZ 2 hodiny se susi na vzdu-
chu, promyji se etherem, aby se odstra-
nil zbyly fencl a bicautografuji na velkych
agarovych deskdch naoCkovanych Kleb-
siella pneumoniae kmenem AD. Reprezen-
tativni hodnoty Rf jsou uvedeny v nésle-
dujici tabulce VIII: '

Tabulka VIII

SloZka Rf

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

B sloZka se za pouZiti tohoto systému
chova jako smés 2 antibiotik. BM1234-14t-
ka se sklddd z hlavniho antibiotika (Rf =
= 0,50) oznaCeného BM1238, a z v mensi
mile zastoupenéhlo antibiotika (Rf = 0,70)
oznafeného BM1238,.

BM123-antibiotika 1lze rovnéZ rozliSit
chromatografii v tenké vrstvé. K tomuto 1-
delu se nanesou na desky piFedem povle-
tené celuldzy F (R} (o tloustce 0,10 mm),
tj. celuléza ve form& tenkych vrstev, skvr-
ny vodného roztoku latky, kterd mé byt
chromatografovdna (asi 20 aZ 40 ug na
skvrnu). Desky se vyvijeji prfes noc roz-
poustédlem ziskanym smich&nim 1-butano-
lu, vody, pyridinu a kyseliny octové (ob-
jemové 15 : 12 : 10 : 1). Po vyvijeni se des-
ky odstrani z chromatografické komory a
nechaji na vzduchu b&hem asi 1 hodiny
uschnout. Antibiotika se deteguji za pouZiti

bud standardniho ninhydrinového, nebo Se-

kaguchiho reakCniho Cinidla ve formé
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spraye. Reprezentativni Rf hodnoty jsou
uvedeny v tabulce IX:

Tabulka IX

Slozka Ri
BM123y-latka 0,17, 0,23
BM1238-latka 0,08 0,14

Jak BM123g, tak trans-BM123y-l14dtka se za
pouZiti tohoto systému chovd jako smés
dvou sloZek. BM1238-latka se sklddd =z
hlavni sloZky (Rf = 0,08) oznafend jako
BM123g-slozka a z vedlejsi sloZzky (Rf =
= 0,14) oznatené jako BM1238,. Mén& po-
larni sloZka trans-BM123y-latky (Rf = 0,23)
je oznaCovédna jako trans-BM123y,-latka a
polarnéjsi slozka (Rf = 0,17) jako trans-
-BM123y,-14tka.

P¥iklad 8

Obecny postup redukéni alkylace antibio-
tika trans-BM123y nebo antibiotika cis-
-BM123y

K michanému roztoku 100 mg antibiotika
trans-BM123y nebo antibiotika cis-BM123y
ve 20 ml methanolu se pridd 5 ml (nebo
5 g) vhodného aldehydu a 100 mg natrium-
kyancborhydridu. Hodnota pH vysledného
roztocku se udrZuje na 7,0 pomoci metha-
nolického chlorovodiku po dobu 3 aZ 24
hodin. Postup reakce se sleduje chromato-
grafii v tenké vrstvé podle mizeni vychozi-
ho antibiotika. Pak se reakCni smés pfe-
filtruje a filtrat se odpafi do sucha. Zby-
tek se trituruje s 3 ml methanolu a smés
se: prefiltruje. Filtrat se ziFedi 50 ml ace-
tonu a sraZenina, kterd vznikne se odfiltru-
je a vysu3i. Methanol, jako rozpoustédlo se
miiZe nahradit 20 ml vody, pokud ]»e vy-
chozi aldehyd rozpustny ve vodé.

P¥iklad 9
Priprava methyl-trans-BM123y-1atky

K roztoku 1,0 g trans-BM123y-latky a 2,5
ml 37% vodného formaldehydového rozto-
ku v 50 ml vody se po €astech piida 400
mg natriumkyanborhydridu. B&hem: ptidéa-
véni se pH reakfni smési udrZuje 1N Kky-
selinou chlorovodikovou na 7,0. Reakéni smés
se micha dalSich 10 minut p# teploté
mistnosti a pak se za vakua odpafi do su-
cha. Zbytek se rozet¥e s 20 ml methanolu,
prefiltruje a filtrat se zitedi 250 ml aceto-
nu. Produkt, ktery sé vysrdZi se odfiltruje
a vysusi. leka se 667 mg produktu.

Pifiklad 10
Piiprava g$-fenylethyl-trans-BM123y-14tky

K roztoku 200 mg trans-BM123y-latky v
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15 ml vody a 25 ml acetonitrilu se pfida
roztok 2 ml fenylacetaldehydu ve 4 ml e-
thanolu. Ke smési se pfidd 103 mg natrium-
kyanborhydridu. Reak&ni smés se micha 30
minut p¥i teploté mistnosti a Lishem této
doby se pH smgsi udrzuje na 7,0 pridava-
nim 0,2 N kyseliny chlorovodikové. Reak&ni
sm@s se prefiltruje a filtra4t se za vakua
odpali do sucha. Zbytek se rozetfe se 2ml
methanolu a pirefiltruje. Filtrat se zredi
100 ml acetonu a produkt, ktery se oddé-
1i, se odfiltruje a vysusi. VytéZek je 180 mg.

P¥iklad 11
Priprava ethyl-irans-BM123y,-latky
Vychozi latka
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Smés 50 mg trans-BM123y,-latky, 5 g
acetaldehydu a 60 mg natriumkyanborhyd-
ridu v 35 ml methanolu se michd 40 minut
pri teploté mistniosti. Hodnota pH roztoku se
udrZuje na 7 pfrikapdvdnim methanolické-
ho chlorovodiku. Smés se odpafi do sucha
za vakua. Zbytek se rozetfe s 5 ml metha-
nolu a vysledny roztok se zfedi 50 mi ace-
tonu. VytéZek je 49 mg produktu.

Postupuje se shora uvedenym zptisobem,
ale misto acetaldehydu se pouZije jako vy-
chozich 1atek karbonylovych sloucenin uve-
denych v nésledujici tabulce. Ziskaji se od-
povidajici alkylované produkty.

Produkt

formaldehyd *)
propionaldehyd
n-butyraldehyd
isobutyraldehyd

+) Jako 37% wvodny roztok, tj. jako rozpo
udtédla se misto methanolu pouZije vody.

Pfiklad 12
Piiprava ethyl-trans-BM123y,-l4atky

Smgs 41 mg irans-BM123y,-latky, 5 g
acetaldehydu a 50 mg natriumkyanborhyd-
ridu v 35 ml methanolu se michd pii tep-

lot& mistnosti po dobu 40 minut. Hodnota

Vychozi latka

methyl-trans-BM123y,-latka
n-propyl-trans-BM123y,-14atka
n-butyl-trans-BM123y,-latka
isobutyl-trans-BM123y,-14tka

pH roztoku se pfikapdvadnim nasyceného
methanolického roztoku chlorovodiku udr-
Zuje na 7. Smés se prefiltruje a za vakua
odpafi do sucha. Zbytek se rozetfe s 5 ml
methanolu a vysledny roztok se zFedi 50
ml acetonu. Zisk4 se 46 mg produktu.

Postupuje se shora uvedenym zpilisobem,
ale misto acetaldehydu se pouZije jako vy-
chozich latek karbonylovych slouéenin u-
vedenych v nésledujici tabulce. Ziskédvaji
se odpovidajici alkylované produkty.

Produkt

formaldehyd *)
propionaldehyd
n-butyraldehyd
isobutyraldehyd

+) Jako 37% vodny roztok, tj. jako rozpo
P¥iklad 13
Priprava ethyl-cis-BM123y-latky

Roztok 200 mg ethyl-trans-BM123y-latky ve
200 ml vody se fotolyzuje svétlem Hanovia
v tFihrdlé balice s kulatym dnem opatie-
né vodnim plastém po dobu jedné hodiny.
Bshem této doby se maximum ultrafialové
absorpce reakéniho roztoku presune z vl-
nové délky 290 um na 275 um. Produkt se
z reakéni smési ziska lyofilizaci. VytéZek
je 160 mg.

Tato fotolytickd reakce se nejlépe sle-
duje tak, Ze se odebiraji v riiznou dobu z
reakéni smési alikvotni vzorky a méfi se je-
jich ultrafialovd absorpce. Reakce je skon-
Cena poté, co se maximum absorpce pre-
sune z 290 ym na 275 um.

Postupuje se shora uvedenym zplscbem,
ale misto ethyl-trans-BM123y-latky se pou-
Zije alkylovanych derivatd uvedenych v
piikladech 11 a 12. Ziskd se latka methyl-
~-cis-BM123y,, ethyl-cis-BM123y,, n-propyl-
cis-BM123y;, n-butyl-cis-BM123y,, iscbutyl-

methyl-trans-BM123y,-latka
n-propyl-trans-BM123yy-ldatka
n-butyl-trans-BM123y,-14tka
isobutyl-trans-BM123y,-latka

ustédla se misto methanolu pouZije vody.

-cis-BM123y,, methyl-cis-BM123y,, ethyl-
-cis-BM123y,, n-propyl-cis-BM123y,, butyl-
-cis-BM123y, a isobutyl-cis-BM123ys.

P¥iklad 14
Priprava cis-BM123y-l1atky

Roztok 200 mg trans-BM123y-latky ve 200
ml vody se fotolyzuje svétlem Hanovia v
t¥ihrdlé bafice s kulatym dnem opatiené
vodnim plastém po dobu 1/2 hodiny. B&hem
této doby se maximum ultrafialové absorb-
ce reakéniho roztoku presune z vinové
délky 290 umi na 275 upm.

Tato fotolytickd reakce se nejlépe sle-
duje tak, Ze se adebiraji v rliznou dobu z
reakdni smési alikvotni vzorky a méfi se je-
jich ultrafialovd absorpce. Reakce je skon-
fend poté, co se maximum absorpce pre-
sune z 290 ym na 275 um. Produkt se z re-
akeéni smési ziské lyofilizaci.

Shora uvedeny postup se opakuje- s tim
rozdilem, %e se roztok fotolyzuje 1,5 ho-
diny. Lyofilizaci se ziskd 170 mg latky cis-
-BM123y.
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PREDMRET VYNALEZU

Zpiisob piipravy substituovanych cis -1p- cis-BM 123y~ nebo cis-BM1Z3yy-slouleniny
-{2-[ (3-(/4-aminobuty!/amino)propyl ) kar- obecného vzorce
bamoyl]vinyl}|glykosiddi, oznacovanych jako

— a-
Rl N CHCH-CopHH-CRY g 1 (Ci [ - CH R

R predstavuje v pripadé DBM123y,-slou-

kde
¢eniny zbytek vzorce
CHo
a ”“’/ N AT
x—/o\\?g WA N\? I i’/w;ni wa-im\xg;" VA O
S—; %rm.n... Mﬁ
- !L ; . .; O 5!,’; ;3 f f ;
[ é
C::O Cif.-g\:;l’ H
! i
NH, NH,

w H NH i NH 0
@]

C -0 (:i:O

NH NI'{?

Ry pfeds’cavu}e vodik, alkylskupinu ob-
sahujici a7 8 atomi uhliku, fenylskupinu,
bengzylskupinu nebo all <eny13kupinu obsahu-
jiei 2 aZ 8 atomf@ uhliku, vyznaCeny tim, Ze
se vychozi amin obecného vzorce

kaZdy ze symboll
A a B pPedstavuje nezdvisle jeden na
druhém atom vodiku nebo skupinu CHy—Ry

al

o AP ;)
- (RPN ; 2
o N R OH-CNR

nebo
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kde Ry mé& shora uvedeny vyznam v piitom-
R mé shora uvedeny vyznam, podrobial- nosti redukéniho dinidla, v rozpoustddle
kylaci, arylaci, aralkylaci nebo alkenylaci inertnim va€i reakénim sloZké&m, pfifem?Z
aldehydem obecného vzorce trans-isomer se pfed nebo po této reakci
podrobi ozarovdni svétlem o vinové délce
Ry—CHO 250 aZ 400 um tak dlouho, dokud se pii-
sludny trans-iSomer v podstaté neprevede

kde na odpovidajici cis-isomer.

syeverografia, n. p., zdvod 7, Most
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