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Zplsob vyroby komplexu antibiotika
A-21978C ve formé komplexu nebo jeho fakto-
ru péstovanim mikroorganismu v Zivném pro-
stfedi, obsahujicim vyuZitelné zdroje uhli-
ku, dusiku a anorganickych soli v submersni
kultufe za aerobnich podminek, pricemZ se
v Zivném prostredi péstuje Streptomyces ro-
seosporus NRRL 15998 nebo jeho mutanta, va-
rianta nebo rekombinanta, produkujici uve-

dené antibiotikum pri teploté 20 az 40 °C
a pH 6,5 az 7,0, naceZ se popfipadé komplex
antibiotika A-21978C oddéli a popripadé se
2z komplexu izoluji jeho jednotlivé faktory.

Cs 276983 B6



1 CS 276983 B6

Zpisob vyroby antibiotika A-21978C ve formé komplexu nebo jeho
faktora. .
Oblast techniky

Vyndlez se tyka zpusobu vyroby antibiotika A-21978C ve formé
komplexu nebo jeho faktort a mikroorganismu produkujiciho anti-

biotikum.

Dosavadni stav techniky

Skupina antibiotik A-21978C Jjsou vybornd antibakteridlni
¢inidla a lze je vyjadrit obecnym vzorcem I
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Prirozené se vyskytujici A-21978C faktory popsané v US
patentu &. 4 331 594 jsou faktory Cor C1r Cys C3, Cy a Cg. U fak-

tora C;, C,, C3, C4, @a C5 Jje R ve vzorci I specifickd alkanoylovéa
skupina o 10 aZ 12 atomech uhliku. A-21978C faktor C;, dfive

povaZovany za slouceninu, kterd md@ Jjediny vétveny alkanoylovy
postranni fetézec o 10 atomech uhliku, byl rozpoznidn jako smés
dvou sloZek vV poméru pribliZné 2 : 1. Vétsi slozka md vétveny
postranni ~retézec o 10 atomech uhliku, men$i sloZka primy
postranni retézec o 10 atomech uhliku.

VSeobecné kultury izolované v prirozeném stavu ("divoky
typ") produkuji antibiotikum s nizkymi vyté&zky. Casto je antibio-
tickad produkce chybnd. Kmeny majici zvySenou schopnost a kmeny,
které trvale produkuji antibiotikum, jsou proto velmi hodnotné.

Podstata vyndlezu

Podstatou vyndlezu Jje 2zpUsob vyroby komplexu antibiotika
A-21978C ve formé komplexu nebo jeho faktorl péstovanim mikro-
organismu v Zivném prostredi, obsahujicim vyuZitelné =zdroje
uhliku, dusiku a anorganickych soli v submersni kultufe za aerob-
nich podminek, pricemZ se v Zivném prostrfedi péstuje Streptomyces
roseosporus NRRL 15998 nebo Jjeho mutanta, varianta nebo rekombi-
nanta, produkujici uvedené antibiotikum pri teploté 20 aZ 40 °c
a pH 6,5 aZz 7,0, naceZ se popripadé komplex antibiotika A-21978C
oddeli a popripadé se z komplexu izoluji jeho jednotlivé faktory.

Streptomyces roseosporus kmen NRRL 15998 (A-21978.65), ktery
rovnéZ tvori podstatu vyndlezu, je uzZiteénym A-21978C produkujici
kulturou. Tato kultura je souc¢asti sbirky zasobnich kultur Sever-
niho regiondlniho vyzkumného centra (Northern Regional Research
Center, U.S. Department of Agricultura) Zemédélska vyzkumnid sluz-
ba (Agricultural Research Service), Peoria, Illinois 61604, ve
které je pristupna verejnosti pod prirustkovym ¢islem NRRL 15998.

Mikroorganismus byl oznac¢en A 21978.65. Tento kmen byl vyvi-
nut kmenovou selekci a mutaci 2z kultury oznaCené A-21978.6 (NRRL
11379). Kmen A-21978.6, ktery byl studovdn Frederikem P. Mertzem
a Ralphem E. Kastnerem z Lilly Research Laboratoires, byl vyvinut
z rodic¢ovského kmene z hory Arrarat v Turecku. Kmen A-21978.6 byl
klasifikovan jako novy kmen Streptomyces roseosporus, Falcao de
Morias a Dalia Maia 1971. Tato klasifikace byla ué¢inéna po srov-
nani s publikovanymi popisy (R.E. Buchanan a N.E. Gibbons,
"Bergey's Manual of Determinative Bacteriology", The Williams and
Wilkins Company, 8. vydani 1974; a E.B. Shirling a D. Gottlieb,
Cooperative Descriptions of Type Strains of Streptomyces",
Intern. Journal of Systematic Bacteriology, 808-809, 1972).

Kultura Streptomyces roseorsporus NRRL 11379 a podminky pro
jeji pouziti pri vyrobé A-21978C antibiotik je popsana Robertem
L. Hamillem a Marvinem M. Hoehnem v U.S. patentu &. 4 331 594
zahrnutém zde jako odkaz.

Klasifikace byla zaloZena na metodach doporucenych pro Mezi-
narodni Streptomycetovy projekt (E. B. Shirling a D. Gottlieb
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"Methods of Characterisation of Streptomyces Species", Intern.
Journal of Systematic Bacteriology 16, 313 - 340, 1966) soucasné
s nékterymi doplnkovymi testy.

Vyuziti uhliku bylo stanoveno na ISP 9 basdlnim mediu, ke
kterému uhlikové zdroje byly pridéany, aby vytvofily koneénou
koncentraci, 1,0 %. Uhlikové 2zdroje byly sterilizovany filtraci,
basalni medium bylo sterilizovdno v autoklavu. Plotny byly odéi-
tany po 14 dnech inkubace pri teploté 30 °C. Cukry bunéénych stén
byly stanoveny s pouZitim modifikace metody podle Lechevaliera
(M.P. Lechevalier, "Chemical Methods as Criteria for the Separa-
tion of Actinomycetes into Genera" pracovni setkdni usporadané
pod patronaci Podvyrobu aktinomycet Americké mikrobiologické spo-=
lec¢nosti Dr. Thomas O. Pridham, Convenor, konané na Institute of
Microbiology, Rutgers University, The State University of New
Jersey, New Brunswick, New Jersey, 1971. (Isomer diaminopimelové
kyseliny byl stanoven s pouZitim metody Beckera a spol. - B.
Becker et al., "Rapid Differentiation Between Norcadia and Strep-
tomyces by Paper Chromatography of Whole Cell Hydrolysates",
Appl. Microbiol. 11, 421 - 423, 1964). Analyza aminokyselin byla
provedena s promytymi fragmenty bunécénych stén. Melanoidni pig-
menty byly urc¢eny s pouZitim ISP 1 (Trypronovy kvasinkovy kulti-
vacéni bujon ISP 6) peptonovy kvasinkovy Zelezity agar), ISP 7
(tyrosinovy agar), ISP 7 modifikovany (ISP 7 bez tyrosinu)
a tyrosinovou zkouskou (Yuzuru Mikami a dalsi, "Modified Arai and
Mikani Melanin Formation Test of Streptomyces", Intern. Journal
of Systematic Bacteriology, 27 (3). 290, 1977). Hydrolyza Skrobu
byla stanovena testovanim pfitomnosti Skrobu jodem.

Teplotni rozsah tolerance chloridu sodného, rozsah pH

a antibioticka citlivost byly provedeny s pouZitim ISP 2

agarového média. Rozsah teplot byl 25, 28, 30, 34, 37, 40, 45,
50 a 55 ©°C. Tolerance chloridu sodného byla mérena pridanim
k agaru v podilu: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 a 12 %. Vzorky byly
inkubovédny pri 30 ©C. Rozsah pH byl méFen Upravou agaru od pH
3.0 aZ 11,0 pri prirustcich o 1,0 pH jednotku, pravé pred nasypa-
nim. Antibiotickd citlivost byla urc¢ena s pouzitim kotoudu uloZe~-
nych na naoc¢kované agarové plotny.

Jména barev byla urcena podle ISCC-NBS metody (K. L. Kelly
a D. B. Judd, "“The ISCC-NBS Methods of Designationg Colors and
a Dictionary of Color Names", U.S. Department of Commerce Circ.
553, Washington, D. C., 1955).

Cislice v zavorkdch odkazuji na Tresnerovy a Backusovy
barevné serie (H. D. Tresner and E. J. Backus, "System of Color
Wheals for Streptomyces Taxonomy". Appl. Microbiol. 11, 335
- 338, 1956). Barevnd typova oznac¢eni jsou podtriena. Maerzovy
a Paulovy barevné bloky jsou obsaZeny v zavorkdch (A. Maerz a M.
R. Paul, "Dictonary of Color", McGraw-Hill Book Company, Inc.,
New York, N. Y., 1950).

Morfologie

Morfologie kultury A-21978.6 Jje tvofena sporoforami, jeZ
jsou Recturs-Flexibilis (RF) klasifikace. Retézce spor maji vice
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neZ 10 spor na retézec. Povrch spor je hladky.

Kultura A-21978.6 Jje charakterizovdna, a to vytvarfenim
prevazné cCervené vzdusné sporové masy s Cervenavéhnédou =zadni
stranou. Svétle hnédy ve vodé rozpustny pigment je rovnéz prito-
men. Tyto charakteristiky jsou vykazovany na trech ze 14 agaro-
vych ruistovych prostfedcich ISP 2, ISP 7, TPO. Tato t¥i prostredi
jsou jedinad, jeZ podporuji abudantni vzdusny a vegetativni rust.

Dvé agarovda rustovd prostfedi, ISP 4 a glukosoasparaginovy
agar, vytvareji bilé aZ Sedé vzdusné sporové hmoty se Zlutou
zadni stranou. Z&dny ve vodé rozpustny pigment nebyl pozorovan.
Tato dvé media podporovala dobry, ale ne abudantni vzdusny
a vegetativni rust.

Devét dalsich agarovych ristovych prostfedi bylo uZito, ale
ty poskytovaly chudy aZz Zadny rust a spoluprdci. Barva vzdusného
mycelia byla-1i pritomna, byla v bilé aZ Sedé sérii.

Melanoidni pigmenty Jjsou nepfitomny. Hlavnimi sloZkami
bunéc¢né stény Jsou: LL-DAP, glycin, glukdéza a ribdéza. To znaéi
typ I bunécné stény a typ C cukrového obrazu (R. E. Buchanan and
N. E. Gibbons, Eds. "Bergey's Manual of Determinative Bacteriolo-
gy" The Williams Willkins Company, 8th edition, 1974, str. 658).

Nédsledujicich pét kultur bylo porovndno v laboratornich
testech s A-21978.6: '
Streptomyces albovinaceous ISP 5136, ATCC 15833
Streptomyces cendidus ISP 5141, ATCC 19891
Streptomyces moderatus ISP 5529, ATCC 23443
Streptomyces roseosporus ISP 5122, ATTC 23958
Streptomyces setonii ISP 5395, ATCC 25497

Tyto kultury pat¥i k bilé a cervené barevnym seriim, maji RF
typ sporoforové morfologie, hladkou povrchovou ornamentaci spor
a podle ISP popisi jsou melamin negativni a nemaji zvlastni barvu
zadni strany nebo ve vodé rozpustné pigmenty. Tyto vlastnosti,
spolu s utilisaci uhliku a ostatnimi druhotnymi znaky odpovidaji
kulture A-21978.6.

Kdyz tyto kultury byly srovnadny s A-21978.6 za laboratornich
podminek, ¢&tyri byly zavrhnuty. S. candidus a S. setonii vykazo-
valy Zluté vzdusné sporové masy na mnohych médiich, ¢imZ se odli-
Sovaly od kultury A-21978.6. S. Albovinaceous a S. moderatus
vykazovaly tmavou odlisSitelnou barvu zadni strany, ve vodé roz-
pustné pigmenty a produkovaly melanoidni pigmenty, které vsechny
byly odlisné od kultury A-21978.6. ISP popis S. moderatus vykazu-
je <&ervenavé hnédou nebo silné hnédou barvu zadni strany, ale
nevykazuje takové jaké Jjsou charakteristické pro S.
albovinaceous. Z&dnd z kultur neni uvedena jako melaminpositivni.

Kultura A-21978.6 byla proto klasifikovana jako kmen Strep-
tomyces roseosporus, Falcao de Morias a Dalia Maia 1961. Tato
klasifikace je zaloZena na srovnani s publikovanymi popisy a pri-
mym laboratornimi srovndnimi. Nasledujici vlastnosti kultur suma-
rizuji primé srovnavaci studie.
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Vlastnosti kultur

Morfoiofie

A21978.6 ' ~S. roseosporus

Sporophory primé az zahnuté (RF), bez pozorovanych hackil,
klic¢ek nebo spirdl. Retézec spér > 10. Povrch spér hladky, jak
bylo stanoveno bézZnou elektronovou mikroskopii.

Spéry: podlouhlé aZ ovalné podlouhlé aZ cylindrické
Primér: 0,85 x 1,78 pM ' 1,01 x 2,47 uM
Rozsah: 0,65 - 0,97 x 0,97 - 1,3 x

X 0,97 -~ 2,6 uM X 1,63 = 3,25 uM
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Utilizace uhliku

Substrat A21978.6 S.roseosporus
L-arabinosa + +
D-fruktosa + , 1 -
D-galaktosa + +
D-glukosa + ) +
i-Inositol - -
D-Mannitol + -

D-rafinosa - -

L-rhamnosa ’ + - " +

Salicin + +

Sacharosa - -

D-xylosa + +
Klié:

+ = positivni utilizace

- = negativni utilizace
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Jisté vlastnosti kmene A-21978.6 se 1lisi od vlastnosti
publikovanych pro S. roseosporus. Kultura A-21978.6 se odlisuje
od publikovanych kmenad velikosti spor, vzrustem na bramboru
a mrkvi, NaCl toleranci a v redukci nitrata.

A-21978.65 Kkmen podle tohoto vyndlezu md identifikadéni
vlastnosti kmene kmene A-21978.6, ale 1iS$i se od néj v mnoZstvi
produkovaného antibiotika A-21978.6. Predchozi kmen p¥i nejlepsim
produkoval ne vice neZ 100 pg antibiotika A-21978C na ml fermen-
tacniho media. ZlepsSeny A-21978.65 kmen podle tohoto vyndlezu
produkuje nejméné 2,5 x vétsSi mnoZstvi pri fermentaci v tancich
a produkoval vice neZ 18 pri fermentaci v t¥epacich lahvich.
S touto zvysSenou A-21978C produkujici vlastnosti novy kmen posky-
tuje znacéné zlepsSenou metodu k ziskdni téchto antibiotik.

Tak jako je to béZné i u ostatnich organismi, vlastnosti
nové A-21978C produkujici kultury podle tohoto vyndlezu, Strepto-
myces roseosporu NRRL 15998 podléhaji 2zméndm. Rekombinanty,
varianty a mutanty kmene NRRL 15998 mohou byt ziskdny rdznymi
mutageny jako ultrafialovymi paprsky, X-paprsky, vysokofrekvendé-
nimi vlnami, radioaktivnim z&fenim a chemikdliemi. Prirozené
a indukované varianty, mutanty a rekombinanty Streptomyces
roseosporus NRRL 15998, Kkteré si podrzZuji vlastnost produkce
antibiotik A-21978C ve vysokém vytéZku, mohou byt rovnéz pouZity
p¥i provadéni zpusobu podle vyndlezu.

Zivné prostfedi, uZité ke vzrustu Streptomyces roseosporus
NRRL 15998 kultury, miZe byt kterékoliv z fady médii. Pro ekono-
mii ve vyrobé, optimdlni vytézZek a snadnost isolace produktu jsou
vSak jistd kultivaéni média preferovédna. Tak napriklad preferova-
nym zdrojem uhliku prfi fermentaci ve velkém méfitku je tapiokovy
(zapadoindické sdgo), dextrin, ackoliv glukosa, fruktosa,
galaktosa, maltosa, mannosa, olej 2z bavlnénych semen, methylole-
at, glycerol, <¢istény sojovy olej a podobné mohou byt uZity
rovnézZ. Preferovanym zdrojem dusiku je enzymaticky hydrolysovany
kasein, ackoliv rozpustny masovy pepton, sojova mouka, sojovy
hydrolysat, sojova krupice, kvasinky, aminokyseliny jako
L-asparagin a DL-leucin a podobné jsou rovnéz uzZitedéné. Zivné
anorganické sole, jeZ mohou byt zahrnuty do kultivaéniho média,
jsou rozpustné sole poskytujici draslik, amoniumchlorid, sulfat,
nitradt a podobné ionty. Mezi nimi K,S0, je zejména uzZitny pro
produkci antibiotika. Melasovy popel, popelovy dialysat a synte-
tickd minerdlni smés jsou rovnéz uZitedéné. -

K vyrobé antibiotika A-21978C je vyhodné pouzZivat destilova-
nou nebo deionisovanou vodu do fermenta¢niho media. Nékteré mine-
raly ve vodé z vodovodu, jako je napriklad kalcium a uhli&itany,
znesnadniuji vyrobu antibiotika.

Zakladni stopové prvky jsou také nezbytné pro riust a vyvoj
organismu a musi byt zavzaty do kultivaéniho media. Takové stopo-
vé prvky obecné se objevuji jako neéistoty v ostatnich sloZkach
média v mnoZstvi dostatecném splnit rlstové poZadavky organismu.

Pridani malého mnoistvi (nap¥. 0,2 ml/litr) protipénového
¢inidla, jakym je propylenglykol, k fermentacénimu médiu ve velkém
miZe byt nezbytné, kdyZ pénéni zadne vytvaret tézkosti.
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K vyrobé velkych mnoZstvi antibiotika A-21978C je s vyhodou
pouzivdno submersni aerobni fermentace v tancich. Mald mnoZstvi
antibiotik A-21978C mohou byt =ziskdna 2z kultur v t¥epacich
lahvich. Pro casové zpozdéni v produkci antibiotika bézZné spoje-
ného s inokulaci velkych tankd sporovou formou organismu je lepsi
pouzit vegetativni inokulum. Vegetativni inokulum se p¥ipravi
inokulaci malého objemu kultivaéniho media sporovou formou nebo
mycelidlnimi fragmenty organismu ziskanymi z c¢erstvych, aktivné
rostoucich kultur organismu. Vegetativni inokulum se pak pfenese
do vétsich tanka.

Novy A-21978C produkujici organismus, mlZe byt péstovan pfi
teplotédch mezi 20 °C aZ do 40 ©°C. Optimdlni produkce antibiotika
A-21978C je pri teplotéch 30 az 32 °c.

Jak je obvyklé pri aerobnim submersnim kultivac¢nim zplisobu
je sterilni wvzduch prohdnén kultiva¢énim prost¥edim. K G¢inné
produkci antibiotik A-21978C procento saturace vzduchem pro vyro-
bu v tancich musi byt nad 20 %, prednostné nad 30 % pri 30 °cC
a atmosférickém tlaku.

Pro fermentaci v tanku je vyhodné udrzZovat pH fermentacéniho
média v rozsahu 6,5 aZ 7,0. To se dosdhne priddnim primérenych
mnozstvi, napriklad hydroxidu sodného (v casovych stadiich)
a chlorovodikové kyseliny (v pozdéjsich stadiich).

Vyroba antibiotik A-21978C mGZe byt sledovdna v pribéhu
fermentace testovdnim vzorkd média nebo extraktd mycelia na anti-
biotickou uWéinnost proti mikroorganismium, 3jeZ jsou na tato anti-
biotika citlivd. Jednim  zkusSebnim mikroorganismem uzZitecnym
v testovadni téchto antibiotik je Micrococcus 1luteus. Biologicka
titrace je s vyhodou provadéna pomoci stanoveni papirovymi disky
na agarovych plotnach.

Druhou moZnosti je, Ze pevné d&asti kultury podéitaje v to
slozky média a myselium, mohou byt uZity bez extrakce nebo sepa-
race, ale s vyhodou po odstranéni vody, 3jako zdroj antibiotik
A-21978C. Napriklad po prokdzani A-21978C antibiotické aktivity
kultivaéni medium miZe byt susSeno lyofylisaci a namichano pfimo
do prisady do krmiva.

Slouc¢eniny vzorce I jsou vytec¢né antibakteridlni latky.
Vyndlez bude osvétlen ndsledujicimi p¥iklady:
Priklad 1
Produkce komplexu A-21978C
Zasobni kultura se pripravi a udrzZuje v parni fdzi kapalného
dusiku. Streptomyces roseosporus NRRL 15998, wudrZovany v parni

fazi kapalného dusiku se uZije k naockovani 50 ml vegetativniho
2ivného prostredi ndsledujiciho sloZeni:
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sloZka mnozZstvi %
séjovy bujon s tryptikdzou® 3,0
‘Dextrin 2,5
voda (deionizovanda) 94,5

XBaltimore Biological Laboratories, Cockeysville MD.

Naockovahé zivné prostredi se inkubuje v Erlenmeyerovych
bafikich pri teploté 30 °C celkem 48 hodin na rotaéni trepadce
s vykyvem 5 cm p¥i 250 otdckach/min. Zrald vegetativni kultura se
rozdéli do vétsiho pocé¢tu nddobek po 0,5 ml a nddobky se skladuji
v parné fazi kapalného dusiku.

K ziskdni vétsiho mnoZstvi stejnorodého materidlu se uZije
1 ml kultury, skladované v kapalném dusiku k naockovani 80 ml
svrchu uvedeného Zivného  prostrfedi. Naockované vegetativni
prostredi se inkubuje v Erlenmeyerovych barkdch o objemu 250 ml

celkem 48 hodin p¥i teploté 30 ©°C na rotadni trepadéce o vykyvu
5 cm pri 250 otackach/min.

10 ml takové kultury bylo uZito k inokulaci 450 ml druho-
stupriového vegetativniho ruUstového prostf¥edi, které md stejné
sloZeni Jjako primarni svrchu popsané vegetativni prostredi.
Druhostuprové vegetativni prostredi bylo inkubovano
v 2-litrovych Erlenmeyerovych lahvich po dobu 24 hodin pfi teplo-

té& 30 °C na rotaéni t¥epadce rotujici s vykyvem 5 cm pri 250
otdc¢kach za minutu. ,

Jeden 1litr druhostupnové  vegetativni kultury byl uZit
k inokulaci 39 litrd sterilniho tercidrniho prostredi pro ziskéni
o¢kovaci kultury s nadsledujicim sloZenim:

slozka mnoZstvi (%)
sojova mouka 0,5
extrakt z kvasnic @ 0,5
kalciumglukonat 1,0
kc1P . 0,02
MgSO, . 7TH,0 ' 0,02
FeSO, . 7H,0P 0,0004
Sag 471 (protipénové ¢&inidlo)® 0,03
voda 979.296

dpifco Laboratories, Detroit MI
bStopové prvky byly pfipravenyrtakto:

FeSO,.7H,0 (7,6 g) byl rozpustén v konc. HCl (76 ml).

MgsO,.7H,0 (380 g), KCl (380 g) a deionisované vodou byly prida-

ny do celkového objemu 3800 ml. Aby se ziskaly specifikované mi-
neraly, pouZije se 80 ml roztoku na 39 litrd tercidrniho stupné.

Cunion Carbide, Danbury CT.
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Inokulované prostfedi bylo inokulovdno 24 hodin v nadobé
z nerezavé oceli pri teploté 30 °C. Prostredi bylo provzdu&iiovano
sterilnim vzduchem rychlosti 0,85 objemu na objem prostredi za
minutu a michdno -béZnym michadlem pr¥i 250 otadc¢kach za minutu.
Tlak v naddobé byl udrzZovan na hodnoté 35 kPa.

Jeden 1litr inkubovaného  tercidrniho stupné byl pouzit
k inokulaci 119 litrd steridlniho vyrobniho prostf¥edi nédsleduji-
ciho slozZeni:

sloZka : mnozstvi (%)
sojova mouka ’ 2,2
Fe(NH,),S0,.6H,0 0,066
dextréza 0,825
Sag 471 0,022
bramborovy dextrin 3,3
melasa (blackstrap) 0,275
voda z vodovodu ‘ . 93.312

PH bylo upraveno na 7,0 po priddni prvych dvou slozek
a potom opét po priddni vsSech sloZek bezprostredné pred sterili-
saci.

Naockované vyrobni prostfedi bylo inkubovdno 6 dni v nerezo-

vé ocelové nadobé pri 30 °C a provzdusnovano sterilnim vzduchem
rychlosti 0,5 objemu na objem prost¥edi (min.). Medium bylo
protrepavano konvenénimi michadly p¥i 250 otdckdch/min. od 0 do
15 hodin a p¥i 350 otdc¢kdch/min. po 15 hodindch. pH bylo udrZova-
no na nebo nad 6,5 priddvadnim roztoku hydroxidu amonného. Vytézek
A21978C komplexu byl 0,282 g na litr media na konci fermentace.
Faktor distribuce je popsén v tabulce 1.
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8Koncentrace sloZek ve zfiltrovaném prost¥edi byla stanovena
vysokotlakou kapalinovou  chromatografii, Jjednotlivé slozZky
byly prokazovany absorpci v ultrafialovém svétle. )

bCO, ci, Cz, C3 a 05 = prirodné se vyskytujici 2-21978C faktory;

Cgs Cg, = slouceniny vzorce I, kde R = Cg, Cg, Cqg
a Cll - acy ove s upiny.

Cprirodni faktor Co

de jde zejména o R = n-dekanoyl.

Priklad 2 .
Vyroba komplexu A-21978C v t¥epacich lahvich

Obecny postup popsany v prikladu 1 je pouZit, ale za podmi-
nek pouziti t¥epacich lahvi s ndsledujicim fermentaénim médiem:

slozZka mnozstvi (g/litr)
glukéza ' ‘ 7,5
dextrin® b 30
enzymaticky hydrolyzovany kasein 5

pepton®© 5

melasa - 2,5
deiontovand voda az do 1 litru

@ stadex 11, A. E. Staley Co., Decatur 1L
b Nz Amine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst NJ

C Biosate, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville ND.

VytéZek komplexu A-21978C z této fermentace byl 1800 ug na
ml kultivaéniho média.

Biologickd  uUc¢innost  jednotlivych  faktort  antibiotika
A 21978 bude wuvedena v nadsledujicich tabulkdch, kde v Tabulce 2
je uvedena minimdlni inhibiéni koncentrace /MIC/ pro anaerobni
organismy, v Tabulce 3 MIC pro aerobni mlkroorganlsmy, v Tabulce
4 je shrnuto srovnani u¢innosti in vivo a in vitro proti nékterym
aerobnim mlkroorganlsmum a v Tabulce 5 je uvedena toxicita téchto
latek pro mys a krysu.
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Tabulka 2
MIC /pg/ml/

Organismus

' plex
Actinomyces
israelii 2 4 1,0 1,0 1,0 0,5 1,0
Clostridium
perfringens 2 16 8 8 1,0 0,5 B
Clostridium
septicum 4 4 1,0 1,0 1,0 0,5 1,0
Eubacterium
aerofaciens 4 16 8 4 2 0,5 8
Peptococcus
asaccharolyticus 4 4 2 1,0 1,0 0,5 1,0
Peptococcus
prevoti . 4 2 1,0 <0,5 2 0,5 <0,5
Peptostreptococcus
anaerobius 0,25 2 1,0 1,0 0,25 0,25 1,0
Peptostreptococcus
intermedius 2 4 1,0 <0,5 1,0 Q,25 1,0
Propionibacterium ,
acnes 1 8 2 1,0 0,5 0,25 2
Bacteriodes
fragilis >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
Fusobacterium
symbiosum 4 >128 >128 16 4 2 >128
Fusobacterium
necrophorum 2 64 64 32 4 0,5 >128
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Tabulka 3
MIC /ug/ml/

Organismus
/aerobni/ Komplex Co Cq C, Cs Cy Cs
Staphylococcus
aureus 3055 0,13 1,0 0,5 0,13 0,06 0,25 0,13
Streptococcus
282 D 0,25 2,0 1,0 0,25 0,13 1,0 0,13
Streptococcus
pyogenes C203 0,13 0,25 0,13 0,13 0,25 0,13 0,06
Streptococcus
pneumoniae
Park I 0,13 0,5 0,13 0,25 0,13 0,5 0,06
Viridans
Streptococcus
9943 0,5 1,0 0,5 1,0 0,5 1,0 0,13
Neisseria
genorrhoeae
111076-4 8,0 NT+ 16,0 4,0 4,0 NT NT
NT = netestovano

Tabulka 4

Srovnani uW¢inku in vitro a in vivo

Anti- 1 2 2 3
bioticum MIC EDgg MIC EDgg EDgq MIC E0502
A21978Cq 0,5 0,22 0,13 0,064 93 0,13 0,3
A21978C2 0,13 0,16 0,13 0,032 59 0,13 0,14
A21978C3 0,06 0,08 0,06 0,032 66 0,03 0,09
A21978C, 0,25 0,16 0,5 0,88
A21978C, 0,13 0,10 0,5 0,36
A21978Cgq 0,06 0,053 0,06 0,17
A21978C 0,13 0,18 <0,03 0,043 0,13 0,1
komplex
Erythromy-
cin 0,13 0,5 0,13 0,64 0,5 7,3
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1 MICc = minimalni inhibiéni koncentrace v pg/ml v Fedéni na agaru
2 podkozné

3 peroralné
Tabulka 5

Toxicita A-21978C

LDy /mg/kg/

Mys Krysa
A-21978C Iv 'SC Iv
Faktor Ci > 250 > 365 479 * 32
Faktor C, 150 - 250 175 204 £ 17
Faktor Cs < 50 70 = 75 < 160
Komplex 150 . 175 = 190 169.i 10

PATENTOVE NAROKY

1. ZpUsob vyroby komplexu antibiotika A-21978C ve formé komplexu
nebo jeho faktord péstovanim mikroorganismu v Zivném prostre-
di, obsahujicim vyuZitelné zdroje uhliku, dusiku a anorga-
nickych soli v submersni kultufe za aerobnich podminek,
vyznacujici se tim, Ze se v Zivném prostredi péstuje
Streptomyces roseosporus NRRL 15998 nebo jeho mutanta, varian-
ta nebo rekombinanta, produkujici uvedené antibiotikum pri
teploté 20 az 40 ©°C a pH 6,5 aZ 7,0, nade? se popripadé
komplex antibiotika A-21978C oddéli a popripadé se z komplexu
izoluji jeho jednotlivé faktory. '

2. Biologicky ¢istd kultura Streptomyces roseosporus NRRL 15998
nebo jeji mutanta, varianta nebo rekombinanta.

3. Streptomyces roseosporus NRRL 15998.

Konec dokumentu
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