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Amycomycin, zpiisob jeho pfipravy a farmaceutické prostfedky, které ho obsahuji

Oblast technik

Predkladany vynalez se tyka slougeniny nazvané amycomycin, kterou lze ziskat kultivaci mikro-
organismu Amycolatopsis sp., ST101170 (DSM 12216), a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli
a derivati. Dale se predkladany vynalez tyka zpusobu pfipravy amycomycinu, pouziti amyco-
mycinu a jeho farmaceuticky pfijatelnych soli a derivati jako Iéiv, zejména jejich pouziti jako
antibiotik, a farmaceutickych kompozic obsahujicich amycomycin nebo jeho farmaceuticky pfija-
telnou sil nebo derivat.

Dosavadni stav techniky

O infekcich zplsobenych kmeny Staphylococcus aureus rezistentnimi vii¢i methicillinu je
znamo, Ze jsou u urcitych stavii, jako napf. ran a popdleni, pfevladajici. Vancomycin a teicop-
lanin, které nalezi ke glykopeptidové skuping antibiotik, jsou jedinymi dvéma antibiotiky klinic-
ky pouzivanymi k lé¢eni infekci zpiisobenych kmeny Staphyloccoccus aureus rezistentnimi viéi
methicillinu. Vzhledem k tomu, Ze se v nedavné dob& objevily kmeny rezistentni viiéi vancomy-
cinu a kmeny rezistentni viigi reicolaninu, jsou tyto infekce povaZovany za nebezpeéné a fatalni.
Proto zapogalo intenzivni hledani strukturdlné odlisné skupiny slougenin G&innych proti témto
kmenim rezistentnim vi¢i vankomycinu a teicoplaninu. Dfive byl, jako antibiotikum &inné
proti kmendm rezistentnim vi¢i vankomycinu a teicoplaninu, popsin naptiklad cyklickych
thiopeptid methylsulfomycin I (EP-A—0818539 ze dne 11. &ervence 1996).

Podstata vynalezu

Nyni bylo zjisténo, ze nova slou¢enina nazvana amycomycin ma antibiotickou Gi¢innost. Predkla-
dany vynalez se proto tyka slouGeniny vzorce:

a jejich farmaceuticky pfijatelnych soli a derivatd, jako jsou estery, ethery, véetné viech stereo-
izomernich forem a v3ech tautomernich forem.

Amycomycin obsahuje charakteristicky zbytek kyseliny tetramové s vysoce oxygenovanym bog-
nim fetézcem, obsahujicim 45 uhlikovych atomu. Jeji molekulovy vzorec je CesH;sNOys, a 1ze ji
ziskat kultivaci mikroorganismu Amycolatopsis species ST101170 (DSM 12216) za aerobnich
podminek v Zivném prostiedi, obsahujicim zdroje uhliku a dusiku, nasledované izolaci a purifika-
ci znamymi zpisoby. Mikroorganismus ST101170 patii do fadu Actinomycetales, rodu Amyco-
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latopsis a byl uloZzen 4. ¢ervna 1998 v Némecké sbirce mikroorganism a bunéénych kultur
(DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismem und Zellkulturen GmbH), Branschweig,
Némecko a bylo mu ptidéleno ¢islo DSM ¢. 12216.

Predkladany vynalez dale poskytuje zpiisob pfipravy slouceniny nazvané amycomycin pomoci
kultivace mikroorganismu amycolatopsis species ST101170, jeho mutaci a variaci, za aerobnich
podminek v Zivném prostiedi, obsahujicim jeden nebo vice zdroju uhliku a jeden nebo vice zdro-
ju dusiku a poptipadé Zivné anorganické soli nebo/a stopové prvky, nasledné izolace uvedené
slouc¢eniny a purifikace obvyklymi zpiisoby.

Mutace a variace mikroorganismu ST101170 mohou byt také schopné syntetizovat slouceninu
podle predkladaného vynalezu. Tyto mutace lze vytvofit znamymi zplsoby pomoci fyzikalnich
prostiedki, napiiklad zafeni, jako jsou ultrafialové zateni a paprsky X, nebo pomoci chemickych
mutagenu, jako jsou ethylmethylansulfonat (EMS), 2—hydroxy—4-methoxy-benzofenon (MOB),
nebo N-methyl-N'—nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG).

Vyhledavani vhodnych mutaci a variaci, které mohou vytvofit slougeninu podle pifedkladaného
vynalezu, lze provadét pomoci stanovovani biologické G¢innosti u€innych slou¢enin hromadicich
se v kultivaénim bujonu, napiiklad pomoci testované antibakterialniho 0¢inku, zejména proti
kmenum rezistentnim vii¢i vancomycinu (viz. tabulka 2 nize).

Vyhodnymi zdroji uhliku vhodnymi pro aerobni fermentaci jsou asimilovatelné uhlovodiky a cu-
kerné alkoholy, jako jsou gluko6za, laktéza nebo D-Mannit, a rovnéz tak ptirodni produkty obsa-
hujici uhlovodiky, jako je sladovy vytazek. Vhodnymi zdroji dusiku jsou napfiklad aminokyse-
liny, peptidy a proteiny, coz zahrnuje i jejich degrada¢ni produkty, jako jsou peptony a tryptony,
masovy vytaZzek, mletd semena, napfiklad kukufice, bilé fazole, s6ji nebo baviniku, destilagni
zbytky z vyroby alkoholu, masna mougka a kvasnicové extrakty, aviak také amoniové soli a nit-
raty. Vhodnymi anorganickymi solemi, které mize Zivny roztok obsahovat, jsou napfiklad chlor
dy, uhli¢itany, sirany a fosfore¢nany alkalickych kovii nebo kovi alkalickych zemin, iontl zinku,
kobaltu nebo hotéiku.

Tvorba amycomycinu probiha obzvlasté dobie napfiklad v Zivném prostiedi, obsahujicim pribliz-
né 0,5 az 5 % Skrobu (rozpustného), vyhodné 1 a 2 %, priblizné€ 0,5 az 5 % glukézy, vyhodné 1
az 3 %, ptiblizné 0,5 az 5 % glycerinu, vyhodné 1 az 2 %, pfiblizn¢ 0,1 az 0,5 % kukufi¢ného
vyluhu, vyhodné 0,2 az 0,3 %, pfiblizn€ 0,2 az 1 % pentonu, vyhodné 0,4 az 0,6 %, ptiblizn¢ 0,1
az 0,5 % kvasnicového extraktu, vyhodné 0,2 az 0,4 %, pfiblizné 0,05 az 0,2 % chloridu sodného,
vyhodné 0,1 % az 0,2 % a piiblizné 0,1 aZ 0,5 % uhliéitanu vapenatého, vyhodné 0,2 az 0,3 %.
Tato mnozstvi jsou hmotnostni a jsou vztazena k celému zivnému prostiedi.

Kultivace ST101170 se provadi za aerobnich podminek, napfiklad submerzné pomoci protre-
pavani nebo michani v protfepavacich nadobach nebo laboratornich fermenta¢nich nadobach,
popiipadé se zavedenim vzduchu nebo kysliku. Kultivaci pomoci fermentace lze provadét napiik-
lad ve sterilnich lahvich se $irokym hrdlem nebo nadobach s kruhovym dnem rozli¢nych objemd,
ve sklenénych fermerntaénich nadobach nebo V,A—ocelovych nadrzich.

Kultivace ST101170 lze provadét pii teplotach, které se pohybuji pfiblizné mezi 20 a 35 °C,
vyhodné mezi pfiblizné 25 a pfiblizné 30 °C, a pH pohybujicim se mezi 4 a 10, vyhodné mezi
6a8. Za té&chto podminek se mikroorganismy kultivuji obvykle po dobu 20 az 200 hodin,
vyhodné 24 az 150 hodin.

Kultivace se vyhodné provadi v nékolika stupnich. Nejprve lze pfipravit jednu nebo vice pred-
kultur v kapalném Zivném prostfedi. Hlavni kultura, tj. aktualni produkéni prostfedi se poté ino-
kuluje predkulturou naptiklad v objemovém poméru ¢inicim 1:10. Predkultura se ziska naptiklad
inokulaci zivného prostiedi sporifikovanym myceliem a kultivace po dobu pfiblizné¢ 20 az 120
hodin, vyhodné 24 az 90 hodin. Sporifikované mycelium lze ziskat napfiklad riistem mikroorga-
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nismi po dobu pfiblizné 1 az 40 dni, vyhodné 5 aZ 12 dni, na pevném ¢&i kapalném Zivném prost-
fedi jako je kvasnico-sladovy agar nebo bramboro—dextrézovy agar.

Pribéh fermentace a tvorbu amycomycinu Ize monitorovat zpiisoby odbornikovi znamymi, jako
napfiklad pomoci méfeni biologické aktivity kultivaéniho bujonu v bioanalyzich nebo pomoci
chromatografickych metod, jako jsou tenkovrstevna chromatografie (DC) nebo vysokotlaka
kapalinova chromatografie (HPLC).

Slou¢enina zvani amycomycin je pfitomna v kultivaénim filtratu a rovnéz tak v myceliu. Obvyk-
le je vSak vyznamné mnozstvi obsazeno v myceliu. Sloudeninu Ize izolovat pomoci znamych
separacnich technik. Z kultivaéniho filtratu ji lze tedy ziskat napiiklad filtraci nebo odstied’ova-
nim. Filtrat Ize ziskat pomoci rozpoustédla nemisitelného s vodou, jako jsou 1-butanol, ethyl-
acetat, chloroform, dichlormethan apod., vyhodng butanol nebo ethylacetat.

Uginnou latku Ize také ziskat z mycelia pomoci extrakce rozpoustédlem misitelnym svodou, jako
jsou methanol, aceton, acetonitril, n—propanol nebo izopropanol, vyhodné methanol nebo aceton,
nebo rozpoustédlem nemisitelnym s vodou, jako jsou t-butanol, ethylacetat, chloroform, di-
chloromethanol apod., vyhodn& butanol nebo ethylacetat.

Extrakci kultivaéniho filtratu lze provadét v Sirokém rozmezi pH. Je viak vyhodné extrakci pro-
vadét v neutralnim nebo v lehce kyselém prostiedi, vyhodné pfi pH pohybujicim se mezi 4 a 9.
Organicky extrakt Ize koncentrovat ve vakuu a susit za vzniku G&inné surové latky.

Izolaci a purifikaci slou¢eniny zvané amycomycin lze provadét zndmymi zpiisoby, které berou
v iivahu chemické, fyzikalni a biologické vlastnosti pfirodni slou¢eniny.

Jednou z metod izolace amycomycinu podle vynalezu je dé&leni roztoku zpisoby o sob& znamy-
mi.

Jinou metodou purifikace amycomycinu je chromatografie na adsorpénich pryskyficich, jako
Diaion® HP-20 (Mitsubishi Casei Corp. Tokyo), na Amberlite® XAD 7 (Rohm and Haas, USA),
on Amberchrom® CG (Toso Haas, Philadelphia, USA) nebo na podobnych pryskyfticich. Separaci
Ize provadét v Sirokém rozmezi pH. Vyhodné toto rozmezi pH ¢&ini 1 az 9, vyhodnéji &ini 2 aZ 8.
Vhodné jsou téz Eetné nosice pro chromatografii s reverzni fazi, naptiklad RPg a RP;s, které byly
publikovany ve spojeni s vysokotlakou kapalinovou chromatografii (HPLC). Dalsi z moznosti
purifikace slouceniny podle vynalezu spogiva v pouziti tzv. nosi¢d pro chromatografii s normalni
fazi, jako jsou silikagel nebo ALO; (oxid hlinity) ¢&i jiné, zpisoby o sobé znamymi. K tomuto
celu jsou vhodné mnohé eluenty, jako jsou dichlormethan, chloroform, methanol, ethylacetat,
aceton, petrolether nebo jejich kombinace. Hodnotu pH lze upravovat napfiklad pfidanim
triethylaminu.

Alternativnim zplisobem izolace slou¢eniny zvané amycomycin je pouziti molekularnich sit, jako
jsou Fractogel® TSK HW-40, Sephadex® LH-20 a jiné, zpiisoby o sobé znamymi. Déle je také
moZzné ziskat slouCeninu zvanou amycomycin ze surového materialu krystalizaci. K tomu jsou
vhodna napfiklad organicka rozpoustédla a jejich smési, bezvoda nebo s pridavkem vody.

Dal3i zplsob izolace a purifikace slou¢eniny podle predkladaného vynalezu spodiva v pouziti
aniontovych méni¢d, vyhodné v rozmezi pH &inicich 7 az 10, a kationtovych ménigti, vyhodné
v rozmezi pH Cinicim od 3 do 7. Obzvlasté vhodné k tomuto Gcelu je pouziti pufrovacich roz-
tokd, k nimz se prida uréité mnoZstvi organického rozpoustédla.

Dal$im moznym zplsobem purifikace je protismérna chromatografie s pouzitim dvoufazovych
eluacnich systémii, zhotovenych ze dvou nebo vice rozpoustédel, jako jsou voda, methanol,
ethanol, butanol, izopropanol, aceton, dichlormethan, ethylacetat nebo petrolehter.
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Sloudeninu zvanou amycomycin nebo jeji chemické derivaty lze pfeménit na odpovidajici farma-
kologicky pfijatelné soli zpisoby odbornikovi v oboru zndmymi.

Farmakologicky ptijatelnymi solemi slou¢enin podle vynalezu jsou anorganické soli nebo orga-
nické soli, jako napiiklad ty popsané v Remington’s Pharmaceutical Sciences (17. vydani, str.,
1418, 1985). Moznymi solemi jsou soli alkalickych kovii, amoniové soli, soli kovu alkalickych
zemin, soli s fyziologicky pfijatelnymi aminy a soli s anorganickymi a organickymi kyselinami,
jako jsou kyselina chlorovodikova, kyselina bromovodikova, kyselina sirova, kyselina maleinova
a kyselina fumarova.

Odvoditelnymi chemickymi ekvivalenty slou€enin podle piedkladaného vynélezu jsou slouce-
niny s drobnymi chemickymi odli$nostmi, které v8ak maji vhodné nebo podobné ucinky, nebo
slouCeniny, které 1ze lehce pfeménit na slouéeniny podle vynalezu. P¥iklady odvoditelnych ekvi-
valentl jsou estery, ethery, aminoderivaty, komplexy nebo adukty slou€enin podle vynalezu nebo
se slouc¢eninami podle vynalezu.

Ethery lze pfipravit napfiklad reakci amycomycinu s karboxylovymi kyselinami v pfitomnosti
¢inidel, jako je dicyklohexylkarbodiimid (DCC), nebo podrobenim této slouceniny plsobeni acy-
la¢niho ¢inidla, jako je chlorid kyseliny.

Ethery lze z amycomycinu pfipravit napfiklad reakci s alkylaénimi ¢inidly za bazickych podmi-
nek.

Dalsi zpusoby pripravy esterii a etherti jsou popsany v literatufe, naptiklad v Ascanced Organic
Synthesis, 4. vydani. J. March, John Wiley & Sons., 1992.

Chemickymi ekvivalenty mohou byt stabilni komplexy s ionty kovi, napf. pfechodnych kovil
jako jsou La*, Sm*, Eu**, Gd*, které jsou typické pro derivaty kyseliny tetramové a lze je
pfipravit zpisoby popsanymi v literatufe (K. Tanaka a kol., Chem. Pharm. Bull, 1979, 27, 1901,
K. Matsuo, Chem. Pharm. Bull. 1980, 28, 2494).

Dvojné vazby bo¢nich alkylovych fetézcil Ize redukovat zpasoby, které jsou popsany v literatufe,
napfiklad v P.N. Rylander, ,Hydrogenation Methods“, Academic Press, New York, 1985,
kapitola 2, nebo je lze hydrohalogenovat zpisoby popsanymi v H. O. House, ,,Modern Synthetic
Reactions®, W.A. Benjymin, Inc., New York, 1972, str. 446 az 452. Hydroxylované derivaty lze
piipravovat reakci dvojnych vazeb s ¢inidly jako je OsO,, jak je popsano v literatufe, napf.
v Chem. Rev. 1980, 80, 187.

Derivaty lze vytvorit také konverzi dvojnych vazeb na epoxidy pomoci oxidace, napf. m—chlor-
peroxybenzoovou kyselinou (MCPBA), jak je popsano v Advanced Organic Synthesis, 4. vydani.
J. March, John & Sons., 1992.

Fyzikalné—chemické a rovnéz tak spektroskopické charakteristiky slou¢eniny zvané amycomycin
podle predkladaného vynalezu jsou nasledujici:

Vzhled: bezbarva pevna latka, rozpustna v methanolu, dimethylsulfoxidu (DMSO), pyridinu.
Molekulovy vzorec: CgsH,1sNOjs.
HPLC (vysokotlaka kapalinova chromatografie):

Sloupec: Purospher Star RP.18e (Merck), 55x4 mm, 3 um.
Eluent: CH;CN/0,01 % H,PO, (85%).



CZ 294370 B6

Gradient:
Cas (min) % CH;Cn
0,00 5,0
3,00 95,0
5,00 95,0
6,00 5,0
10,00 5,0
Tok: 2 ml/min

Teplota: 40 °C

Detekce: 210 nm, 254, 280, 320, 380.

tg: 2,67 min.
Molekulova hmotnost: 1198,64.
Hmotova spektrometrie (HR-FAB-MS): 1220, 801187 [M+Na]" 'H~- a >*C-NMR: viz tabulka 1
UV/VIS (viditelné svétlo):

methanol (MeOH), n.(log) =229 nm (3,29), 281 (3,16).

Tabulka 1

Chemicky posun amycomycinu v deuteromethanolu (MeOD) p#i 300 K

H BC
1 0,86 14,76
2 0,97 20,83
3 1,89 31,20
4 3,41 82,20
5 1,70 39,55
6 0,77 13,63
7 3,54 80,19
8 1,65 36,32
9 0,86 12,71
10 1,43 31,20
11 1,44 36,46
i2 3,75 71,98
13 1,62/1,54 44,79
14 3,74 72,22
15 1,58/1,37 36,46
16 1,63/1,14 29,27
17 1,51 40,69
18 0,90 15,70
19 3,70 72,90
27 1,51/1,46 42,12
28 4,07 66,31
29 1,52 42,12
30 3,80 72,54
31 4,33 73,26
32 6,62 142,18
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33 — 138,47
34 1,83 12,75
35 - 206,04
36 4,21 41,00
37 1,14 17,77
38 5,36 128,37
39 — 138,72
40 1,69 12,75
41 3,98 80,54
42 1,64 41,25
43 0,88 8,02
44 3,59 73,88
45 1,49 36,46
46 1,62/1,32 23,50
47 1,55/1,32 23,50
48 3,80 75,09
49 1,74 42,71
50 0,77 11,92
51 3,41 77,87
52 1,61 36,46
53 0,86 12,75
54 1,55/1,32 31,37
55 1,61/1,144 36,46
56 3,77 71,83
57 1,67 44,53
58 3,92 71,12
59 2,30 37,54
60 5,84 (b) ~131,7 (¢)
61 — (c)
62 1,82 13,81
63 - (c)
64 — (©)
65 3,24 (b) 27,91
66 - ()
67 — (c)
68 - ()
69 5,50 (b) ~119,3 (¢)
70 3,09 26,52
71 1,10 24,31
72 1,10 24,31

b) Siroké signaly

¢) Tyto signaly nejsou viditelné. C60 a C69 lze urcit pouze spektrem HMQC.

Amycomycin vykazuje mimofadné antibakterialni u¢inky, zejména vici grampozitivnim bakte-
riim jako jsou, naptiklad, stafylokoky a enterokoky. Minimalni inhibi¢ni koncentrace amycomy-
cinu vi¢i Sirokému spektru bakterii jsou uvedeny v tabulce 2 nize. U téchto kmenil se zejména
v posledni dobé stale vice ukazuje, Ze jsou kmeny problematickymi, tj. Ze jsou mikroorganismy,
které se staly rezistentnimi vi¢i existujicim antibiotikim. Lep$i G¢inky sloueniny podle vynale-
zu v porovnani s jinymi antibiotiky ukazuje naptiklad inhibice kmeni rezistentnich vii¢i vanko-
mycinu a teicoplaninu, jako jsou napfiklad E. faecalis, E. Faecium nebo E. gallinarium.
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Tabulka 2

Minimalni inhibiéni koncentrace (mg/I) (mikrodiluéni test)

Grampozitivni kmeny Kod Amycomycin Vancomycin
S. aureus 0,11H3T oxy SeryS 0,08 0,3
S. aureus 011HT18 ATCC13709 Smith 0,08 0,3
S. epidermidis 012G0O20 oxaSeryStetR 0,3 0,6
S. aureus 011HTI nov R <=0,04 0,08
S. aureus 011DUS nov R tet R 0,08 0,15
S. aureus 011CB20 oxaReryRctetR 0,08 0,15
S. aureus 011GO71 ofl SoxaR ery S tet R 0,15 0,6
S. aureus 0,11G0O64 oft R oxa R ery Rc tet R 0,3 1,2
S. epidermidis 012G0O42 oxa R 0,3 1,2
Staph. coag. négative 012HTS5 ofIRoxaRtetR 0,15 0,6
S. aureus 011GR91 pri R oxa R ery R novR 1,2 1,2
S. pyogenes 02A1SHI1 van S ery Rc 0,3 0,15
S. pyogenes 02A1UCI van Sery S 0,6 0,15
S. pyogenes 02A1FI6 eryR 0,6 0,08
Strepto gr. G 02GOCB2 tet R rif R nov R 0,6 0,15
S. pneumoniae 030B12 ery R 0,15 0,15
S. mileri 02milGR12 erySvan S 1,2 0,3
S. mitis 02mitGR16 eryRiVan§ 1,2 0,3
E. faecium 02D3AP9 nov Svan Rery Stei R 0,6 >40
E. aucium 02D3HT12 tei R van R ery R tet R 0,6 >4()
E. faecium 02D31P2 tei R van R ery R tet R ND >40
E. faecium 02D3HM3  nov Svan AeryR tei R 1,2 >40
E. gallinarium 02DOHMS vanCtetRery S 1,2 >40
E. faecalis 02D2HM9 novRvanBeryRtei S 2,5 >40
E. faecalis 02D2UC5 ATCC 29212 novR 2,5 2,5
E. faecalis 02D2DU 18 tet RnovR 1,2 0,3
E. faecalis 02D2HT10 nov R van S tet R 1,2 0,6
Gramnegativni kmeny Kéd
E. coli DB10 2501P5 ery S fucSnov S ND >40
P. auruginosa 1771 391HT2 >40 >40
P. auruginosa 1771m mutant perméable >40 >40
391HT3

Amycomycin a jeho farmaceuticky pfijatelné soli a derivaty lze podavat zvifatim, vyhodné sav-
cliim, a zejména lidem jako farmaceutika jako takova, ve smésich s jinymi 1é&ivy, a ve formé
farmaceutickych kompozic, které umoZiiuje parenteralni nebo jiné zpiisoby podavani. Proto se
pfedkladany vynélez také tyka amycomycinu a jeho farmaceuticky pfijatelnych soli a derivatd
pro pouZiti jako léCiva, a pouziti amycomycinu a jeho farmaceuticky ptijatelnych soli a derivati
k pfipravé I€Civ s antibakteridlnimi G¢inky. Pfedkladany vynélez se dale tyka farmaceutickych
kompozic, obsahujicich G¢inné mnozstvi amycomycinu nebo/a jedné &i vice jeho farmaceuticky
ptijatelnych soli nebo/a jeho derivati, spole¢né s farmaceuticky prijatelnym nosidem.

Amycomycin Ize podavat enteralng (oralni cestou), parenteralné (intravenézné nebo intramusku-
1arn€), rektalné ¢i lokalng (topicky). Farmaceutické kompozice obsahujici amycomycin nebo jeho
farmaceuticky pfijatelnou siil nebo jeho derivat s daldimi farmaceuticky Géinnymi latkami lze
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pfipravit smichanim G¢innych sloucenin s jednou nebo vice farmakologicky tolerovanymi po-
mocnymi latkami nebo/a excipienty, a poté prevedenim smési do vhodné farmaceutické formy
vhodné pro podavani, jako jsou roztoky, prasky (tablety, kapsle véetné mikrokapsli), masti (kré-
my nebo gely), liposomové pFipravky, lipidové komplexy, koloidni disperze nebo Cipky.

Moznymi pomocnymi latkami nebo/a excipienty pro pfipravky tohoto typu jsou obvykla
farmaceuticka, kapalna nebo pevna plnidla a extendery, rozpoustédla, emulzifikatory, lubrikanty,
¢inidla upravujici chut’, barviva nebo/a pufrovaci latky.

Jak je obvyklé, konkrétni galenicky pFipravek a konkrétni zpisob podavani a rovnéz tak konkrét-
ni rozmezi davek, které jsou vhodné v uréitém pfipadé€, zavisi na druhu, ktery ma byt léCen, a na
studiu doty€ného stavu nebo onemocnéni, a lze optimalizovat zplisoby v oboru znamymi. Jako
piiklad mize byt vhodna davka pohybujici se v rozmezi 0,001 az 10 mg, vyhodné 0,1 az 5 mg,
vyhodnéji 1,0 mg, na télesnou hmotnost ¢inici pfiblizné 75 kg. Davka by méla byt dostate¢na
alespon k dosazeni pozadovaného G¢inku.

Nasledujici ptiklady provedeni pfedkladaného vynélezu slouzi pro ilustraci vynélezu, a v zddném
pfipadé nikterak neomezuji jeho rozsah.

Piiklady provedeni vynélezu

Priklad 1
Ptiprava otkovaciho materidlu

100 ml zivného roztoku (4 g/l kvasnicového extraktu, 15 g/l rozpustného Skrobu, 1 g/l K;HPO,,
0,5 g/l MgSO, x 7 H,0, doplnéné vodou na 1000 ml, pH 7,0 pfed sterilizaci) ve sterilni 300 mi
Erlenmeyerové barice se inokuluje kmenem Amycolatopsis sp. (DSM 12216) a poté inkubuje po
dobu 5 dni pii 28 °C a na rotanim protiepavadle pfi 180 otackach za minutu. Nasledné se 1,5 ml
této kultury rozfedi 1,5 ml 99% glycerinu a uchovava se pii 20 °C.

Priklad 2

Piiprava kultura nebo pfedkultury Amycolatopsis sp., ST101170 (DSM 12216) v Erlenmeyero-
vych barikach

Sterilni Erlenmeyerova baiika, obsahujici 100 ml nasledujiciho Zivného prostredi: 10 g/l roztoku
Skrobu, 10 g/l glukozy, 10g/l 99% glycerinu, 2,5 g/l kukufi¢ného vyluhu, 5 g/l peptonu, 2 g/l
kvasnicového extraktu, 1 g/l NaCl a 3 g/l CaCOs, se inokuluje kli¢kou s narostlou kulturou
(stejny Zivny roztok, avSak s 2 % aragu) nebo 1 ml glycerinové kultury (viz ptiklad 1), a poté se
inkubuje na protiepavadle pti 180 ota¢kach za minutu a 28 °C. Maximalni tvorby slouceniny
zvané amycomycin se dosahne po 72 hodinéch.

Submerzni kultura stara 72 hodin (pfipravena podle zpisobu popsané pro protfepavané kultury,
piiklad 1, avsak s nasledujicim prostfedim: 15 g/l glukézy, 15 g/l séjové moucky, 3 g/l CaCO;
a5 g/l NaCl, pH 7,5) postacuje k inokulaci 10 a 2001 fermentac¢nich nadob pfti inokulaénim
mnozstvi ¢inicim 10 %.
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Priklad 3
Pfiprava slou¢eniny zvané amycomycin
Ve 2001 fermenta&ni nadobeé se spusti fermentace s nasledujicimi parametry:
Zivné prostiedi: 10 g/1 8krobu
10 g/l glukézy

10 g/1 99% glycerinu
2,5 g/l kukuti¢ného vyluhu

5 g/l peptonu

2 g/l kvasnicového extraktu

7 g/l NaCl

3 g/l CaCO;,

pH 7,2 (pfed sterilizaci)
Inokulum: 10 % objemu fermenta¢ni nadoby
Inkubaéni doba: 60 az 80 hodin
Inkubacni teplota: 28 °C
Protrepavani: 50 otacek za minutu
Provzdusiiovani: 150 V/min

Pfidanim 1 az 2 ml ethanolového polyolového roztoku Ize omezit tvoreni pény. Maximalni tvor-
by se dosahne po 69 hodinach.

Priklad 4
Izolace slouceniny zvané amycomycin

200 ml roztoku kultury ziskaného v pfikladu 3 se odstfeduje a mycelium se zcela extrahuje po-
moci methanolu. Methanolovy extrakt se poté koncentruje na pomér &inici pfiblizng 1 ku 10
a ziska se bezbarvy precipitat, ktery se vyfiltruje. Tato procedura se opakuje, dokud Ize latku zva-
nou amycomycin detekovat ve filtratu (HPLC). Zistatek se susi mrazenim a nasledné purifikuje
pomoci HPLC:

1. Sloupec: Fractogel® TSK-HW 40 (4 1, 500x100 mm)
Eluent: methanol
Rychlost toku: 20 ml/min
Detekce: 204 az 236 nm

Frakce obohacené amycomycinem eluuji po 125 minutach. Frakce se spoji na zakladé HPLC
(za podminek uvedenych vyse). Spojené u¢inné frakce s pozadovanou slougeninou se koncentruji
ve vakuu a sus$i mrazenim.

2. Sloupec: Fractogel® TSK-HW 40 (1 L, 500x50 mm)
Eluent: methanol
Rychlost toku: 5 ml/min
Detekce: 204 a7 236 nm

Utinna slozka zvana amycomycin se eluuje po 112 minutach.

Z 200 | fermentacniho bujonu Ize podle vyse uvedenych zpiisobi ziskat 110 mg amycomycinu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloudenina vzorce

a jeji farmaceuticky pfijatelné soli, estery a ethery, ve viech jejich stereoizomernich a tautomer-
nich forméch.

2. Zpusob pripravy slougeniny podle naroku I, vyznadujici se tim, Ze se kultivuje
mikroorganismus Amycolatopsis species, ST101170, DSM 12216, za aerobnich podminek v Ziv-
ném prostfedi, obsahujicim zdroje uhliku a dusiku, a slougenina se nasledn¢ izoluje a purifikuje.

3. Zplsob podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze se vysledna sloutenina dale pre-
méni na farmakologicky tolerovatelnou stl, ester nebo ether.

4. Slougenina podle naroku 1 nebo jeji farmaceuticky pfijatelna sil, ester nebo ether pro pouzi-
ti jako lécivo.
5. Farmaceutickd kompozice,vyznaéujici se tim, Ze obsahuje u¢inné mnozstvi slou-

¢eniny podle naroku 1 a farmaceuticky pfijatelny nosic.

6. Slougenina podle naroku 1 nebo jeji farmaceuticky piijatelna sil, ester nebo ether pro pouzi-
ti jako antibiotikum.

Konec dokumentu
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