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(57) feSeni se tykd mikrobiologického zpl- o

sobu vyroby & -deoxy-13(S)-dihydro-4 -jodru-
bicinu vzorce II tak, Ze se péstuje za aerob-
nich podminek ve vodném Zivném prostfedi ob-
sahujicim vyuZitelny zdrej uhliku, dusiku a
anorganické soli mutanta Celedi Streptomyces
peucetius, kmen M B7 F.I. (DSM 2444) za
piitomnosti 4 -deoxy-4 -joddoxorubicinu vzor-
ce I, ve form& hydrochloridu a vysledny 4'-
-deoxy-13(S)-dihydro-4 "-joddoxorubicin vzor-

ce II se isoluje ve formé hydrochloridu. Pro-

dukt md protinddorovy dcinek.
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Vyndlez se tykd mikrobiologického zplsobu vyroby 4’ -deoxy-13(5)-dihydro-4 “-jodrubici -

nu. Tato litka je G&innym novym protinddorovym 1ééivem.

Predmétem vyndlezu je tedy zplisob vyroby 4"~ deoxy-13(5)-dihydro-4 -joddoxerubicinu

vzorce II

II

jakoZ i soli této slouCeniny, pFijatelnych z farmaceutickeho hlediska.
Postup se provddi tak, Ze se péstuje za aerobnich podminek ve vodném 7ivném prostfed,
obsahujicim vyuZitelay zdroj uhliku, dusiku a .anorganické soli mutanta ¢eledi Streptomy-

ces peucetius, kmen M 87 F.I. (DSM 2444) za pEitomnosti 4 -deoxy-& -joddoxorubicinu vzor-
ce I ' '

OH 0

gim# dojde ke stereoselektivni redukci ketonové skupiny v poloze 13 této latky, takZe

vznikéd pouze jeden ze dvou meZnych stereoisomert 4'—deoxy—lB-dihydro—A'—joddoxnrubicinu.

A

&
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Novd slouéenina vzorce II, kterd byla oznafena FCE 24883 je pouZitelnd jako protinddorovd
ldtka a md v pfipadé pokusnych nddort uginek, ktery je srovnatelny s G&inkem 4 -deoxy-4 -
-joddoxorubicinu vzorce I. Substrdtem pro stereoselektivni redukci je semisynteticky ana-

log doxorubicinu.

Zptsob podle vyndlezu je biosynteticky postup, ve kterém je mutanta celedi Strepto-
myces peucetius, kmen M 87 F.I., ktery byl uloZen ve sbirce Deutsche Sammling vom Mikro-
organismem pod &islem DSM 2444 schopna stereoselektivné redukovat ketonovou funkéni skupi -
nu v poloze 13 vychoziho 4 -deoxy-4 -joddoxorubicinu vzorce I. SlouZenina FCE 24883 vzore
II, kterd je vysledkem tohoto postupu, se hromadi v Zivném prostfedi. Uvedenou ldtku je
potom moZno isolovat z fermenta&niho prostfedi, koncentrovat ji a ddle &istit.

4 -Deoxy-13(S)-dihydro-4 "-joddoxorubicin vzorce II nebo jeho stl, pfijatelnou z farm-
ceutického hlediska je tedy moZno ziskat tak, Ze se péstuje Streptomyces peucetius kmen
M 87 F.I. (DSM 2444) za piitomnosti 4 -deoxy-4 -joddoxorubicinu a potom se izoluje vysled -
ny 4 -deoxy-13(S)-dihydro-4 -joddoxorubicin ve volné form& nebo ve form& své soli, pfija-

telné z farmaceutického hlediska.
Vyhodné je zejména vyslednd ldtka ve své &isté formé nebo jeji hydrochlorid.

Uvedenou sloudeninu je moZnoc zpracovdvat na farmaceutické prostiedky, které obsahuji
. slouBeninu vzorce II nebo jeji sil, pfijatelnou z farmaceutického hlediska jasko déinnou
- slozku ve smési s fedidlem nebo nosicem, pfijatelnym z farmaceutického hlediska.

. Mutace kmene Strepromyces peucetius subsp. aureus ATCC 31428 bylo dosaZeno plsobenim
nitrosoguanidinu za vzniku laboratorniho mikroorganismu, ktery byl oznaten Streptomyces
peretius kmen M 87 F.I. a ktery je schopen selektivné transformovat sloueninu vzorce I
na-slougeninu vzorce II. S. peucetius kmen M 87 F.I. byl uloZen pod &islem DSN 2444 ve
sbirce Deutsche Sammlung von Mikroorganismem, NSR, a tvofi trvalou soutdst této sbirky.

Morfologie mutanty M 87 F.I. je nerozeznatelné od morfologie plvedniho kmene S. peu-
cetius ATCC 31428, av3ak kultury v Zivném prostfedi jsou jasné rozeznatelnd podle svych
rGstovych a biochemickych vlastnosti. Mutanta M 87 F.I., nevytvdfi na agarovych prostie-
dich slémové Zluty aZ citronové Zzluty rozpustny pigment, ktery je charakteristickym zna-
kem pavodniho kmenu S. peucetius ATCC 31428.

Mimoto je mutanta M 87 F.I. schopna selektivné transformovat sloufeninu vzorce I
na slougeninu vzorce II, kdezto pGvodni kmen S. peucetius ATCC 31428 je v tomto smyslu
neselektivni. Tato vlastnost uvedené mutanty €ini mutantu vysoce pouzitelnou ve svrchu

uvedeném smyslu.

Tranformace

Stereoselektivni biologickou transformaci, kterd je podstatou zpisobu podle vyndle-
zu je moZno uskute&nit v rostouci kultufe S. peucetius M 87 F.I. tak, Ze se v prabé&hu in-
kubace pfidd ke kultufe jako substrdt slougenina vzorce I.

Slougeninu vzorce I je moZno pfidat ve formé hydrochloridu po jejim rozpusténi ve
sterilni destilované vodé. Vyhodné rozmezi koncentrace slou&eniny vzorce I v Zivném pro-
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stfedi je 50 aZ 200 ug/l, zplisob viak nemd byt na toto koncentrani rozmezi omezen. Uvede -

ny mikroorganismus se p&stuje v Zivném prostfédi, které obsahuje zdroj uhliku, napfiklad
vyuZzitelné uhlohydrdty, zdroj dusiku, napfiklad vyuZitelnou dusikatou sloudeninu nebo bil -
kovinny materidl. Z vyuZitelnych vyhadnych zdrojt uhliku je moZno uvést glukozu, sachard-
zu, glycerol, 5krob, kukuEicny Zkrob, dextrin, melasu a podobné. Vyhodnym zdrojem dusiku
je napfiklad kukufiény vyluh, extrakt z kvasnic, sudené pivovarské kvasnice, sojovd mouka,
kukuFfignd mouka, kasein, rybi mouka, lihovarské vypalky, Zivo
§ vyhodou je moZno uZit kombinaci

mouka z bavlnikeovych semen,
&isny pepton, exirakt z masa, amonné soli a podobné.
Neni nezbyind nutné pfidat k fermenta&nimu prostfedi stopové prv-

zdroja uhliku a dusiku.
proto¥e voda z vodovodu a

ky, napffklad zinek, hof&ik, mangan, kobalt, Zelezo a podobné,
nedistsné sloZky obsahuji jako sloZky Zivného prostfedi uvedené stopové prvky.
Biologickou transformaci je moZno provadét 72 hodin aZ 8 dni. Teplota v prubé&hu bio-

logické transformace se miZe pohybovat v tozmezi 25 aZ 37 °C, s vyhodou se postup provadi

pfi teploté 29 O¢. pbsah transformadnich -nddob se provzdusiiuje protfepdvdnim pfi frekven-
ci otddek 250 za minutu nebo michdnim pEL pouZitf sterilizovaného vzduchu, &imZ se podpo-
¢innost transformaéniho po

ruje rust pouZitého mikroorganismu, a tim se soudasné zvy3uje d

stupu.

Analytické metody

Postup mikrobiologické transformace je moZno sledovat tak, Ze se odeb
gasovych odstupech vzorky fermenta&niho prostfedi a tyto vzorky se potom extrahuji pfi
pH 8,0 smési dichlormethanu a methanolu v poméru 9 : 1. V piipadé, Ze se vzorek organické
ho extraktu podrobi chromatografii na tenké vrstvé, pfigemz jako elutni €inidlo se uzije
smés chloroformu, methanolu, kyseliny octové a vody v objemovém poméru 80 : 20 : 7 : 3,
mi sloudeniny FCE 24883 vzorce II stfedni hodnoty Ry 0,50, kdezto 4 -deoxy~-4 “-joddoxoru-
bicin vzorce I méd Rf 0,60. Kvantitativni stanoveni obou anthracyklinovych derivdtd je moZ
st po chromatografii na tenké vrstvé p¥i pouziti svrchu uvedeného eluéniho systé-

iraji v raznych

|

no prové
mu tak, Ze se odpovidajici Cerveng zbarvené dseky vyjmou a vymyji methanolem, potom se

provddi spektrofotometrické stanoveni pfi 496 nm.

Isolace

Vysledné Zivné prostfed{, ve kterém byla slougenina vzerce I pfemé&néna na slougeninu
vzorce IT se zfiltruje pfi pouZiti infusoriové hlinky. ferveny mycelidlni kold¢ se extra-
huje organickym rozpouStEdlem, misitelnym s vodou, napiiklad methanolem nebo jinym nizsim
alkoholem, dioxanem, acetonitrilem, acetonem, s vyhodou acetonem. Mycelidlni extrakty se
spoji, odpafi se za sniZeného tlaku a spoji se se zfiltrovanym fermentagnim prostfedim,
upravi se na pH 8,0 a potom se extrahuji organickym rozpou$tédlem, nemisitelnym s vodou,
napfiklad n-butanolem, chloroformem, dichlormethanem, s vyhodou sm&si dichlormethanu a
methanolu v objemovém poméru 9 : 1. Organické extrakty obsahuji slougeninu FCE 24883 vzor -

ce II spolu se slougeninou vzorce I a v men3im nékteré degrada&ni produkty.

¥
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tisténi

Organicky extrakt se odpaf{ do sucha za sniZeného tlaku, odparek se rozpusti v dichlbr-
methanu a potom se chromatografie na sloupci silikagelu s pH 7 p¥i pouZiti stoupajiciho
gradientu dichlormethanu ve smé&si methanolu a vedy. SlouSenina I se vymyvéd nejprve pii ob ~
jemovém poméru uvedenych ldtek 95 : 5 : 0,25 a potom se vymyvéd slouenina FCE 24883 vzor-
ce II. Ve smési uvedenych sloZek v objemovém pom&ru 90 ; 10 : 0,5. Frakce s obsahem této
14tky se slijf, promyj{ se vodou, cdpafi se na maly objem za p¥ftomnosti n-propanolu, p#i -
dd se ekvivalentni mnoZstvi kyseliny chlorovodikové a pfebytek n-hexanu, &imZ se ziskd sm-
Zenina £istého hydrochloridu sloudeniny FCE 24883 vzorce II.

Chemické a fyzikdln{ vlastnosti

Slougenina FCE 24883 vzorce II ve volné formé je rozpustnd v poldrnich organickych
rozpoustédlech a ve smési vody a alkohold, kdeZto jeji hydrochlorid je rozpustny ve vodé
a nizsich alkoholech, av8ak jen mdlo rozpustny v organickych rozpou¥tddlech. Hydrochlorid
slougeniny FCE 24 BB83 md nédsledujici fyzikdln{ a chemické vlastnosti:

Teplota tani : 200 °C za rozkladu
0
Specifickd otddivost |&|2° +188 °© (c 0,05, CHyOH)
D
Absorpéni spektrum v ultrafialovém svétle: /( HZO

max

232, 254, 290 a 480 nm ( £ 1% = 492, 370, 127, 163).
1 cm

Infracervené spektrum v bromidu draselném mé maxima p¥i: 3 400, 2 970, 2 920, 1 610, 1 5@,
1472, 1 440, 1 410, 1 380, 1 355, 1 320, 1 280, 1 235, 1 210, 1 110, 1 080, 1 060, 1 030, 1 010,
985, 965, 940, 920, 900, 890, 870, 860, 830, 810, 785, 755, 730, 710, 540, 480, 450 a
-1
415 cm ~,

lH—NMR spektrum (DMSUdG, 200 MHz, 22 °c):

‘14,03 (8iroky |ddle bls, 2H, OH-6, OH-11, 7,6 - 7,9 (m, 3H, H-1, H-2, H-3), 5,26 (m, 1H,

H-17), 4,96 (d, 3 = 5,2 Hz, 1H, OH-13), 4,92 (m, 1H, H-7), 4,55 (m, 1H, H-4"), 4,51 (t,

J = 6,7 Hz, 1H, OH-14), 4,20 (s, 1K, OH-9), 3,97 (s, 3H, 4-ggﬂ3), 3,76 (ddd, J = 3,5, 6,7,
11,0 Hz, 1H, CH (H)-OH), 3,60 (dg, J = 1,0, 6,0, Hz, H-5"), 3,48 ddd, J = 7,2, 6,7, 11,0
Hz, 1H, CH(H)-OH), 3,37 (ddd, 3 = 5,2, 3,5, 7,2 Hz, 1H, H-13), 3,02 (m, 1H, H-3"), 2,81
(m, 2H, CH,-10), 2,15 (dd, J = 2,0, 15,3 Hz, 1H, H-8e), 1,97 (dd, J = 6,0, 15,3 Hz, 1H,
H-Bax), 1,7 - 1,9 (m, 2H, CH,-2"), a 1,14 4 (d, J = 6,0 Hz, 3H, CHy-57).

Molekulovy vzorec: 027H30N1010.HCI

hmotové spektrum v ekvivalentu k volné bazi: 656 (MH)™, 655 (M)* a 416 (M)+, odpovidd
aglykonu.

PIi vysokotlaké kapalinové chromatografii je moZno od sebe odd&lit dva vrcholy s do-
bou retence 18,8 a 19,3 minut, tyto dva vrcholy odpovidajf ob&ma stereoisomernim alkcho-
lam, které jsou pritomny ve vzorku syntetického 4'-deoxy-13-dihydro-4'-joddoxorubicinu,
ktery byl pfipraven redukci slougeniny vzorce I plsobenim borohydridu sodiku.

PEi pouZiti vysokotlaké kapalinové chromatografie se slou&enina FCE 24883 vzorce II
jevi jako jediny vrchol s dobou retence 19,3 minuty, odpovidajici pomaleji se pohybujici
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sloZce syntetického l3-dihydroderivédtu.

Vysokatlakd kapalinovd chromatografie ;f

Sloupce: .dva sloupce inatom&niSové pryskyfice RP Spherisorb5530082 (Clé, 3@Um, Phase Sepa -

ration U.K) 150 x 4,5 mm, sloupce byly za sebou zafazeny v sérii.

Teplota: 45 °C .
Mobilni f&ze A: 0,05 M vodny roztok dihydrogenfosforeénanuiﬁraselného, upnaveny'na pH 3,0
ptidénim sm&si 1M kyseliny fosfore&né a methanolu v(opjemovém poméru 80 : 20.

Mobilnf fdze B: methanol

Eluce: isokraticky po dobu 30 minut (42 %A + 58 %8)
Rychlost pratoku: 0,6 ml/min. -

-

Detekce: pfi 254 nm.

Osvétleni struktury : ‘\

P#i hydrolyze slougeniny vzorce II v kyseléh prostfedi, trvajici 30 minut p¥i teplo-
+% 80 °C v 0,2 N vodném roztoku kyseliny chlorovodikové se.ziskd Eervend srafenina odpovi -
dajfciho aglykonu vzorce III, kdeifa_cukerné sloZka, a to,J-Qmino-z,3,4,6-tetra-deoxy-4-
-jod-L-lyxschexohexosa, vzorce IV, pritomnd ve vodné fdzi byla identifikovdna gravndnim
s autentickym vzorkem, ktery byl ziskdn hydralyzou- sloudeniny vzorce I v kyselém prostie-

di.

FCE 24863 (II)

hydrol¥za pﬁé&benim
kyseliny*chlq:ovodikové

Absolutn{ konfigurace (5)~ v poloze 13 sloueniny III byla stanovena pEimym srovndndm

1 i .
H-NMR spektra, hmotového spektra a chromatografie na tenké vrstvé 9,13-0-isopropyliden-

eh

[t
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-14-0-terc.butyldifenylsilylového derivédtu s odpovidajfcim autentickym vzorkem 13-(S)-
-dihydroadriamycinonu, ktery byl ziskén zplsobem podle publikace S. Penco a dalsf, Gazzet -
ta Chimica Italiana, 115, 195 (1985).

Biologickd d¢inneost

Cytotoxickd d&innost slouteniny FCE 24883 vzorce II byla zkoumdna in vitro na tvorbé
kolonif Hela bun&k a:bun&k ‘P 388 ve srovndni s G&innost{ sloudeniny vzorce I a doxorubi-:
cin. Jak je ddle zfejmé z ddajt, uvedenych v tabulce I, jevi se sloudenina vzorce II stej -
ng dginnd jako 4 -deoxy-4°-joddoxorubicin vzorce I a doxorubicin,

Protinddorovd G&innost sloufeniny FCE 24883 vzorce II in vivo byla zkoumédna proti
roztrousené Grossové leukemii. My3i kmene C3H byly infikovdny nitroZilné& mnoZstvim 2.106
bunék/my% a potom lé&eny uvedenymi ldtkami 24 hodin po infekci nddorem. .

V tabulce II jsou uvedeny vysledky dvou pokust. V optimdlni ddvce byla sloudenina
FCE 24883 vzorce II G&inn&jsf, ne? doxorubicin a stejnd d&innd jako &’ -deoxy-4 -joddoxo-
rubicin vzorce I pfi men${ toxicité v d&innych ddvkdch. Protinddorovou d&innost sloudeni-
ny vzorce II, vyhodnocenou jako stfedn{ doba pfeZit{ oSetfenych zvifat proti kontrole je
moZno srovndt s Ucinnost{ sloudeniny vzorce I a doxorubicinu.

Tabulka I

Uginnost in vitro 13-(S)-dihydro-4 -joddoxorubicinu FCE24883 vzorce II ve srovndn{
s G&innost{ 4 -deoxy-4 -joddoxorubicinu FCE 21954 vzorce I a doxorubicinu (Dx)

slouBenina ID50 ng/mla)
HeLa®? p388°)
Dx 10,8 8
FCE 21954 (I) 10,4 2,1
FCE 24883 (II) 8 3,5
a)

ddvka zajisfujici 50% sniZen{ podtu bun&k ve srovndni s kontrolou
b)huﬁky epithelioidnfho karcinomu lidského d&lozniho kriku
©))eukemické butky P388

Tabulka IT

Uginnost 13-(S)-dihydro-4 -joddoxorubicinu FCE24883 vzorce IIive srovndni s d&innos-
t1 4 -deoxy-4"-joddoxorubicinu FCE 21954 vzorce I a doxorubicinu (Dx) proti diseminované
Rossové leukemii
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Sloudenina. davka &) 1cx ) nrtf pro toxicitu ©
(mg/kg) :

Dx 10 200 (200, 200) 6/20
13 225 (230, 220) 0/20
16,9 250 (260, 240) 2/20

FCE 21954 (I) 4 240 (240, 240) 0/20
5,2 : 260 (260, 260) 4/20
6,8 145 (160, 130) 19/20

FCE 24883 (II) & 180 (180) - 0/10
5,2 220 (220, 220) 0/20
€,8 220 (220, 220) 0/20
8,8 140 (140) 5/9

a) my5im C3H bylo poddno nitroZiln& Z . 106 leukemickych bungk a potom byly my3i
légeny nitroZilng den po infekci nddorem

b) je uvedena stfednf doba preZitfl osetfenych my§I/stfean'doba pfeziti kontrol x 100

c) vyhodnoceno na zdkladé pitevnfho ndlezu na mys§ich

Praktické provedeni zpisobu podle vyndlezu bude osvétleno v ndsledujicich p¥ikladech

PFifklad 1 , _
Kultura Streptomyces peucetius kmen M 87 F.I. DSM 2444 se péstuje 14 dni pFi teplo-
+5 28 °C na 3ikmém agaru na ndsledujfcim udrZovacim Zivném prostfedi (prostfedf SA): glu-
kosa 3 %, suSené pivovarské kvasnice 1,2 %, chlorid sodny 0,1 %, dihydrogenfosfore&nan
draselny 0,05 %, uvhligitan védpenaty 0,1 %, siran hofeéna%ﬁ.U,OOS %, siran Zeleznaty .
. 7H20 0,0005 %, siran zine&naty . 7H20 0,0005 %, siran m&dnaty . 5H20 . 0,005 %, agar 2%
voda z vodovedu do 100 ml, pH 6,7 . Sterilizace se provddi zahtivénim v autokldvu 20 mi-
nut na. teplotu 115 °C. '

Spory takto p&stované kultury se isolujf a uvedou do suspenze ve 3 ml sterilnf desti -
lované vedy. Suspenze se potom - uZije k naokovani Erlenmayerovych ban&k o objemu 300 ml
s obsahem 60 ml ndsledujicfho kapalného Zivného prostfedi: suSené pivovarské kvasnice
0,3 %, pepton 0,5 %, dusiSnan védpenaty . 4H20 0,05 %, voda z vodovodu do 100 ml. Sterili-
zace se provdd{ =zah¥fvdnim v autokldvu 20 miput na teplotu 120 Oc, Po sterilizaci je pHu
tohoto prostfed{ v rozmez{ 6,8 a% 7,0. Naotkavané bafiky se protfepdvajl 2 dny pFi teplot®
28 °C na rotadn{ tfepadce pEi frekvenci otddek 250/min. Vykyv tfepatky mé& pramér 7 cm.
Potom se uzije 1,5 ml takto vyp&stované kultury k naotkovdni Erlanmayerovych bangk o obje-
mu 380 ml s obsahem 50 ml ndsledujfciho biotransformagniho Zivného prostied:i: extrakt |
z kvasnic 1,5%, dihydrogenfosforetnan draselny 0,25 %, glukéza 1,5 %, voda z vodovodu
do 100 ml. Prostfedf md pH 6,9. Toto prostfedi se potom sferilizuje zahfivédnim v autokld-
vu 20 minut na teplotu 115 Ot. Roztok glukozy se sterilizuje odd&len& a pfidd se ke kazde
sterilizované baiice do pfisludné koncentrace.

LN

o
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Potom se bafiky inkubuji stejn& jako svrchu 24 hodin pfi teploté 28 %c. Potom se do
kazdé bafiky pfidd 1,0 ml roztoku slougeniny I ve sterilni destilované vodé do koncentrace
5 mg/ml. Potom se bafiky inkubuji je3t& 2 dny za protfepdvéni, &imZ se dosdhne 70% premé-

ny sloudeniny I na slougeninu vzorce II.

pPftiklad 2

Kultura S. peucetius kmen M 87 F.I. se péstuje na pevném Zivneém prostfédi stejné jalo
v ptikladu 1. Spory ze tfi kultur na 3ikmém agaru se isoluji a shromdzdi do 10 ml steril-
ni destilované vody a takto ziskand suspenze se uzije k naoCkovdni baiky s okouhlym dnem
o objemu 2 litry s obsahem 500 ml rdstového prostiedi z pifikladu 1. Bailka se inkubuje
48 hodin na rota&ni trepadce p¥i 120 otdékdch za minutu p¥i vykyvu 7 cm v praméru a pii
teploté 28 °c. Cely obsah bafiky se u?ije k naotkovéni fermentoru z nerezové oceli o obje-
mu 10 litro s obsahem 7,5 litrd biotransforma¢niho prostfedi z pfikladu 1, prostfedi se
sterilizuje parou 30 minut p#i teploté 120 0C, roztok glukozy se sterilizuje oddélené a
pfidd se v piisludné koncentraci ke sterilizovanému fermentoru. Potom se kultura nechd
rtist za michdni pfi teploté 28 O¢ pfi frekvenci otddek 230 za minutu a provzdudiuje se
prochdzejicim vzduchem v mnozstvi 0,7 litrd na litr ?ivného prostfedi za minutu.

Po-48 hodindch se pfidé substrdt stejné jako v pPfkladu 1 a kultura se inkubuje jedt
3 dny za dosafeni 60% pfemény slougeniny I na sloufeninu II.

Priklad 3

5 1itrt fermenta&niho prostiedi, ziskaného v pfikladu 2 se zfiltruje pfi pouziti 2%
infusoriové hlinky jako pomocného prostiedku pro filtraci. Vlhky filtra&ni kold¢ se ex-
trahuje 3 litry acetonu. Po filtraci se provedou jesté dvé extrakce acetonu, aby bylo do-
sazeno Gplné extrakce &ervenych pigmentt. Acetonové extrakty se sliji, odpafi za sniZené-
ho tlaku a 1 litr koncentrdtu se smisi se zfiltrovanym Zivnym prostfedim a smés se duklad ~
né extrahuje pfi pH 8 smési dichlormethanu a methanolu v poméru 9 : 1. Organicky extrakt,
obsahujici sloufeninu I a II a nékteré degrada&ni produkty se odpafi do sucha za sniZené-
ho tlaku. Odparek se rozpusti v dichlormethanu a chromatografuje na sloupci silikagelu v
M/15 fosfdtovém pufru o pH 7 pFi pouziti gradientu smési dichlormethanu, methanolu a vody.
Nekteré degradaéni produkty odchdzeji jsko prvni, potom se vymyje slouBenina I smé&si uve-
denych latek v objemovém pom&ru 95 : 5 : 0,25 a potom slouenina FCE 24883 vzorce II
smdsi uvedenych l4tek v poméru 90 : 10 : 0,5.

Ze spojenych frakci se po promyti vodou, zahudténi na maly objem za pfitomnosti n-
-propanolu a piiddni ekvivalentu kyseliny chlorovodikové a pfebytku n-hexanu ziskd ve vy-
t8ku 60 % celkem 0,30 g ¢isté slouCeniny FCE 24883 vzorce II jako hydrochlorid s teplo-
tou tdni 200 °C za rozkladu. Stejnym zptsobem se ziskd také ve vyt&Zku 26 % celkem 0,13 g
nepfeménéné slouceniny I ve formé hydrochloridu.

PFfriklad &

Vzorek 200 mg slougeniny FCE 24883 vzorce 1I se rozpusti v 50 ml 0,2 N vodného roz-
toku kyseliny chlorovodikové a roztok se zahfivad 30 minut na 100 °C. Filtraci se potom
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oddéli 0,12 g krystalické Cervené sraZeniny aglykonu vzorce III, ktery se promyje vodou

a usuSi.

.

Hmotové spektrum: m/e 416 (M*). Aglykon vzorce IIT byl identifikovén jako 13-(S)-~

dihydroadriamycinon srovnanim s autentickym vzorkem.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob vyroby 4" ~deoxy-13-(S)-dihydro-4"-jodrubicinu vzorce II

0

(I1)

mikrobiologickym postupem, vyznaujici se tim, Ze se p&stuje za aerobnich podminek ve
vodném Zivném prostfedi, obsahujicim vyuzitelny zdroj uhliku, dusiku a anorganické so-
4 -

1i mutanta Seledi Streptomyces peucetius, kmen M 87 F.I. (DSM 2444) za pPitomnosti

-deoxy-& -joddoxorubicinu vzorce I




3
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ve formé& hydrochleridu a vysledny 4'-deoxy—lB—(S)-dihydra-a'~j0dd0xorubicin vzorce II
se isoluje ve form& hydrochloridu.

Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se kultivace provdd{ pfi teplot& 25 aZ ..
37 °C, s vyhodou pFi teplot# .29 °C po dobu 72 hodin a% 8 dnti.

. IZpGsab podle bodd 1 nebo 2, vyznadujfci se tim, Ze se antracyklinovy glykosid vzorce I

podle bodu 1 extrahuje z mycelidlniho keld&e acetonem a ze zfiltrovaného fermentadniho
prostfedi smési dichlormethanu a methanolu v objemovém poméru 9 : 1 p¥i pH 8, extrakty
se spojf a odpaff se do sucha za sniZeného tlaku.

Zptsob podle bodu 3, vyznadujic{ se tim, Ze se ziskany surovy produkt rozpust{ v di-
chlormethanu a roztok se chromatograficky €istf na sloupci silikagelu, pufrovaném na
pH 7, pficem? sloupec se vymyvd nejprve smési dichlormethanu, methanolu a vody v obje-
movém poméru 95 : 5 : 0,25 k odstranéni nezreagované vychozi ldtky vzorce I a potom
smési dichlormethanu, methanolu a vody v objemovém poméru 90 : 10 : 0,5, ziskané frak-
ce se odpaf{ za pFitomnosti n-propanclu a poZadovany 4 -deoxy-13-(S)-dihydro-4°-joddo-
xorubicin vzorce II se isoluje ve formé& hydrochloridu v &isté formé& pridénim ekviva-
lentniho mnoZstvi kyseliny chlorovodikové a prebytku n-hexanu.
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