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Vynélez se tyka makrolidovych antibio-
tik, zejména sloucenin, podobnych znamé
sloutenin® tylosinu, popsané napiiklad v
Tetrahedron Letters, 2339 (1970).

PfestoZe tylosin je velmi cennou slouce-
ninou, je stdle zapotfebi nachdzet novad an-
tibiotika jiZ proto, Ze mohou vznikat odolné
kmeny. Mimoto p¥i modifikaci struktury je
moZno ziskat jiné spektrum citlivych mikro-
organismi. Na ne$tésti chemické modifika-
ce ve struktufe makrolidovych antibiotik
typu tylosinu jsou vyjimetn& obtiZné. V J.

Org. Chem. 44 (12}, 2050-2 (1979) se na-
piiklad uvadi témé¥ neprekonatelné problé-
my, které vznikaji pfi pokusu o $té€peni my-
cinosylglykosidové wazby tylosinu chemic-
kym zplsobem. Ve vétSiné pFipadi tedy

. nezbyvé neZ nachdzet nové mikroorganismy,

a to bud pfirodné se vyskytujici nebo syn-
tetické za uelem ziskani podobnych struk-
tur.

Nyni bylo zjiSt&no, Ze makrolidovd anti-
biotika obecného vzorce I
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kde

Q znamend atom vodiku nebo skupinu

V pfipadég, Ze Q znamend atom vodiku, je -

slou€enina obecného vzorce I 20-dehydro-

PrestoZe nejsou uvedeny stereochemické
Uidaje pro svrchu uvedené struktury, je
zfejmé, Ze stereochemie je totoZnd se ste-
reochemii tylosinu. Neutrdlnim cukrem je
mykaréza a aminocukrem je mykamindza.

Jak jiZ bylo uvedeno, pfisobi DH—DO—
—DMT a DH—DO—OMT inhibici riistu mik-
roorganismil, pathogennich pro Zivoéichy.
Je moZno uvést, ¢ DH—DC—DMT a DH—
—DO—OMT jsou antibakteridini latky, kte-
ré jsou U¢inné proti grampozitivnim mikro-
organismiim a proti €eledi Mycoplasma.

DH—DO—DMT je moZno esterifikovat na
hydroxylovych skupindch v poloze 2°, 4°,
3%, 23 a 3- a DH—DO—OMT je moZno este-
rifikovat na hydroxylovych skupindch v po-

4

jakoZ i z farmaceutického hlediska' p¥ijatel-
né estery t&chto latek nebo-jejich adi®nf soli
s kyselinami zplisobuji inhibici réista patho-
gennich mikroorganismi.

V' pripad&, Ze Q znamend zbytek cukru
mykarozy, je sloutenina obecného vzorce I
20-dihydro-20-desoxy-23-demycinosyltylosin
(DH—DO—DMT]):

-20-desoxy-5-O-mykaminosyltylonolid
(DH—DO—DMT):

loze 2°, 4, 23 a 3 za vzniku cennych acyl-
esterovych derivdtd. Nejjednodus3i je este-
rifikace hydroxylovych skupin v poloze 2‘ a
4', Typické estery jsou estery monokarboxy-
lovych kyselin nebo poloestery dikarboxy-
lovych kyselin o 2 aZ 18 atomech uhliku.

DH—DO—DMT, DH—DO—OMT a jejich
acylestery jsou z&sadité latky, které se mé-
ni pFi reakci s kyselinami na adifni soli.
Tyto adifni soli jsou stejn& G&inné a tvoif
také souddst wvynédlezu.

Prfedmétem vyndlezu je zpisob vyroby
makrolidovych antibiotik 20-dihydro-20-de-
oxy-23-demycinosyltylosinu a 20-dihydro-20-
-deoxy-5-0O-mycaminosyltylonolidu obecného
vzorce 1
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nebo z farmaceutického hlediska piijatel-
ného esteru nebo adi¥ni soli této latky s
kyselinou, vyznalujici se tim, Ze se péstuje
kmen Streptomyces fradiae ATCC 31733 v
¥ivném prostfedi s obsahem vyuZitelnych
zdroji uhliku, dusiku a anorganickych soli
v submerzni kultufe za aerobnich podmi-
nek p¥i teplotd 10 aZ 40 °C do nahromadéni
antibiotika obecného vzorce I a popiipadé
se oditspi mykarosylova skupina z makro-
lidového antibiotika obecného vzorce I, V
ném# Q mé odlidny vyznam od atomu vodi-
ku hydrolyzou v kyselém prostfedi pfi pH
4 nebo niz$im a pii teplotd 20 aZ 100 °C za
2iskani makrolidového antibiotika obecného
vzorce |, kde Q znamend atom vodiku.

DH—DO—DMT a DH—DO—OMT je moZ-
no extrahovat z alkalického filtratu Zivného
prostfedi pomoci polarnich organickych
rozpoustédel a tyto latky je pak moZno da-
le gistit extrakci, chromatografii a/nebo
krystalizaci.

Zpfisobem podle vyndlezu je rovndZ moz-
no ziskat DH—DO—OMT hydrolyzou DH—
—DO—OHT v mirnd kyselém prostfedi.

Absorpéni spektrum DH—-DO—DMT ve
volné formé a DH—DO—OMT ve volné for-
mé v infracerveném svétle v chloroformu
je uvedeno na pfiloZeném vykrese.

Obr. 1 — DH—DO—DMT.

Obr. 2 — DH—DO—OMT.

Dale budou popsédny vlastnosti DH—DO—
—DMT a DH—DO—OMT.

DH—DO—DMT

Struktura této sloudeniny je zfejma ze
vzorce L.

DH—DO—DMT je bild krystalicka pevné
l4tka o teplot® tani 198 a% 200 °C. DH—DO—

_-DMT mé nésledujici p¥ibliZzné procentudl-
ni slogeni: whlik 63 %, vodik 9 %, dusik 2
procenta, kyslik 26 %. DH—DO—DMT ma
empiricky vzorec C3sHesNO1z a molekulovou
hmotnost pFiblizng 728 (727 podle stanove-
ni hmotovym spektrometrem).

Spektrum této latky v infraterveném svét-
le v chloroformu je zndzornéno na obr. 1.
Pozorovatelnd absorpéni maxima se nacha-
zeji pFl nésledujicich frekvencich: (cm™1):

3676 (malé), 3598 (male]), 3470 (velké Si-
roké), 3010 (intenzivni), 2974 (intenzivni},
2938 (intenzivni), 2925 (hrb), 2880 (inten-
zivni), 2799 (malé}, 2457 (malé Siroké),
1715 (intenzivni), 1676 (stfedni), 1629 (ma-
1), 1595 (velmi intenzivni), 1456 (intenziv-
ni), 1411 (intenzivni), 1380 (intenzivni],
1363 (hrb), 1315 (intenzivni), 1273 (malé),
1263 (hrb), 1220 (malé giroké), 1184 (inten-
zivni), 1162 (intenzivni}, 1144 (malé), 1117
(stfedni), 1096 (hrbj, 1076 (intenzivni/
/hrb), 1050 (velmi intenzivni), 1015 (inten-
zivni), 997 (stfedni), 986 (stfedni), 958
(stredni), 923 (st¥edni), 905 (stfedni), 867
(malé), 842 (stfedni), 720 (Siroké) a 660
(malé).

Absorptni spekirum DH—DO—DMT v
ultrafialovém svétle v 95% neutrdlnim etha-
nolu ma absorpéni maximum pFi 283 nm
(¢ 21,800).

DH—DO—DMT ve volné formé mé nésle-
dujici specifickou otacivost:

[e]p® —46,3° (¢ = 3,3, CHsOH].
DH—DO—OMT

DH—DO—OMT je bild krystalickd pevnd
latka o teplotd tani 214 aZ 217 °C. DH—DO—
_OMT mé nésledujici pFibliZné procentuél-
ni sloZeni: uhlik 64 %, vodik 9 0p, dusik
2,5 %, kyslik 24,5 %. DH—DO—OMT mé em-
piricky wzorec C31Hs3NOs a molekulovou
hmotnost priblizné 584 (583 pfi provedeni
hmotové spektrometrie].

Absorp&ni spektrum DH—DO—OMT ve
volné formé& v infraderveném svétle v chlo-
roformu je zndzornéno na obr. 2. Pozorova-




236663

7

telnd absorpfni maxima se vyskytuji pfi
nésledujicich frekvencich: (cm™1):

3677 {velmi malé), 3601 (malé), 3422 (Si-
roké), 3006 (intenzivni), 2971 (intenzivni),
2937 (intenzivni), 2879 (intenzivni), 2798
(malé), 1714 (intenzivni), 1677 (intenzivni),
1627 (malé), 1593 (velmi intenzivni), 1457
(intenzivni), 1407 ({malé), 1382 (stfedni],
1362 (hrb), 1315 (stfedni), 1269 (malé},

1181 (velmi intenzivni), 1141 (malé), 1115

{malé), 1079 a 1058 (intenzivni, dublet],
1008 (stfedni), 983 (st¥edni), 923 (malé),
903 (malé), 865 (malé), 835 (malé), 712
(3iroky), 658 (malé) a 629 [malé).

Absorpéni spektrum DH—DO—OMT v
ultrafialovém svétle v 95% neutrdlnim e-
thanolu mé absorpéni maximum pfi 282 nm
(¢ 22,400).

DH—DO—OMT ve volné formé& mé néasle-
dujici specifickou oté&éivost:

[¢]p® —7,35° (¢ = 6, CHs0H).

-Udaje 'H nukle4rni magnetické resonan-
ce (NMR] pfi 360 MHz pro DH—DO—OMT
ve volné form& v CDCl3 jsou uvedeny v né-
sledujici tabulce 1.

Tabulka 1

NMR pfi 360 MHz pro DH—DO—OMT

Poloha *

2 2,0 aZ 2,5
3 3,7 aZ 3,85
4 1, 64
5 3,7 aZ 3,85
6 NA#**
7 NA
8 2,8

10 8,27

11 7,27

13 5,78

14 2,91

15 ‘ 4,96

16 NA/1,64

17 0,96

18 1,05

19 1,49

20 0,89

21 1,18

22 1,82

23 3,7 aZ 3,85
1 4,31
2 3,55
3 2,40
4 3,08
5¢ 3,22
6 1,31

NMez 2,51 .

* ppm smérem doldl od tetramethylsilanu
[vnitFni standard)
** NA nebylo provedeno

DH—DO—DMT a DH—DO—OMT ve volné
formé jsou rozpustné ve vodd a ve vétSins
poldrnich organickych rozpoustddel jako a-
cetonu, methanolu, ethanolu, chloroformu,
dimethylformamidu a dimethylsulfoxidu.
Adi¢ni soli DH—DO—DMT a DH—DO—OMT
s kyselinami jsou rozpustn&j$i ve vod& neZ
volné latky.

DH—DO—DMT a DH—DO—OMT je moZno
od sebe o0dliS§it chromatografii na tenké
vrstvé. PribliZzné hodnoty Rf pro DH—DO—
—DMT a DH—DO—OMT v jednom ze systé-
mé jsou shrnuty v nésledujici tabulce 2.
K detekci bylo uZito absorptniho spektra v
ultrafialovém svétle.

Tabulka 2

Udaje ziskané pfi chromatografii na tenké
vrstvé ® b

Sloudenina Hodnota R;
DH—DO—0OMT 0,53
DH—DO—DMT 0,64

Poznamky k tabulce 2:

d prostredi: silikagel 60 (E, Merck, Darm-
stadt)

b rozpoustédlo: smés ethylacetdtu a dlethyl-
aminu v poméru 95 : 5.

Pfiprava DH—DQO—0OMT

Zpisobem podle vyndlezu je rovn&Z moiZ-
no ziskat DH—DO—OMT hydrolyzou DH—
—DO—DMT v mirn& kyselém prostfedi. Pod-
minky hydrolyzy v tomto prostfedi jsou z
literatury zndmy. K uskutetnéni hydrolyzy
je moZno uZit roztoki o pH 4 nebo niZ3im.

Dal3i reak&ni podminkou je teplota v roz-
mezi 20 aZ 100 °C. Doba reakce, nutnd k do-
wr$eni hydrolyzy se mé&ni v zdvislosti na pH
reakéni smési a na pouZité teplotd. Pri vys-
8im pH je reakéni rychlost niZ3f a pri vySst
teploté se reak¢ni rychlost zvySuje. Reakce
se provédi tak, Ze se plsobi na DH—DO—
—DMT mirné& kyselym roztokem na dobu
dostate€nou k odstran&ni mykarosylové sku-
piny za vzniku DH—DO—OMT.

Je také moZno postupovat tak, a nékdy je
to zvla3té vyhodné, %e se DH—-DO OMT
pifipravuje tak, Ze se piisobi na DH—DO—
—DMT primo ve fermentatnim prostfedi, v
némZ je tato latka ziskdna, pFitemZ se uZiva
hydrolyzy za mirn& kyselych podminek po
dobu, dostate€nou k pievedeni DH—DO—
—DMT na DH—DO—OMT, jak bylo popsédno
svrchu. Takto ziskany DH—DO—OMT je
moZno izolovat z fermentatntho prostfedi
b&Znym zplisobem:.

Esterové derivéaty

DH—DO—DMT je moZno esterifikovat na
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hydroxylovych skupindch v polohédch 2, 4%,
3“ 23 a 3 za vzniku acylesterovych derivéa-
ti tak, Ze se plsobi acylaénimi ¢inidly zna-
mym zplsobem. DH—DO—OMT je moZno
esterifikovat na hydroxylovych skupindch v
polohédch 2°, 4, 23 a 3.

Typickymi acyla¢nimi ginidly jsou anhyd-
ridy, ‘halogenidy, které se uZivaji obvykle v
kombinaci se zdsadou nebo jinou latkou po-
hlcujici kyselinu a aktivni estery organic-
kych kyselin. Acylaci je rovn&Z mozZno pro-
vadst pri pouZiti smési organické kyseliny
a dehydrata&niho Cinidla, napfiklad N,N-di-
cyklohexylkarbodiimidu. Acylaci je rovnéZ
moZno provadst enzymaticky, jak bylo po-
psdno Okamotem a dal§imi v US patentu
¥ 4092 473. Vzniklé acylové derivaty je
mozno oddslit a ¢&istit zndmym zpusobem.

Nejsnadn&jsi je esterifikace na hydroxy-
lové skuping v poloze 2° a 4. Esterifikaci
DH—DO—OMT tedy wznikaji 2'-monoestero-
vé derivaty pii pouZiti selektivni esterifika-
ce, znamé z literatury, postupuje se napfi-
klad tak, Ze se na antibiotikum plisobi ste-
chiometrick¢m mnoZstvim nebo malym pfe-
bytkem acylatniho ginidla, napfiklad an-
hydridu kyseliny pfi teploté mistnosti po
dobu 1 aZ 24 hodin do dovrSeni esterifikace.

Tyto derivaty je mo#no izolovat z reak&ni
smési béznymi postupy jako extrakci, chro-
matografii a krystalizact. Esterifikaci DH—
— DO—OMT za obdobnych podminek se zis-
kaji 2‘4‘'-diesterové derivaty. 2‘-monoestery
DH—DO—OMT je moZno ziskat hydrolyzou
odpovidajicich 2 -monoestert DH—DO—DMT
v mirné kyselém prostfedi svrchu uvedenym
zpisobem. SmiSené 2' 4'-diestery DH—DO—
—OMT je mozno ziskat esterifikaci 2'-mono-
esterit DH—-DO—OMT svrchu uvedenym zpli-

PouZitelnymi estery jsou estery organic-
kych kyselin vEetnd kyselin alifatickych,
cykloalifatickych, arylkarboxylovych, aral-
kylkarboxylovych, heterocyklickych karbo-
xylovych kyselin, kyselin sulfonovych a al-
koxykarbonylovych o 2 a7 18 atomech uhli-
ku a estery anorganickych kyselin, napfi-
klad kyseliny sirové a fosforetné.

Prikladem vhodnych esterlt mohou byt
estery odvozené od kyseliny octove, chlor-
octové, propionové, méselné, isovalerove,
alkoxykarboxylovych kyselin, kyseliny stea-
rove, cyklopropa‘nkarboxylové, cyklohexan-
karboxylové, ﬁ-cyklohexylpropionové, 1-a-
damantankarboxylove, benzoové, fenylocto-
vé, fenoxyoctove, mandlové a 2-thienylocto-
vé, jakoZ 1 Kyselin alkylsulfonovych, aryl-
sulfonovych, a aralkylsulfonovych.

Arylkyseliny a aralkylkyseliny popiipadé
nesou substituenty, napriklad atomy halo-
genu, nitroskupiny, nizéi alkoxyskupiny a
podobng& na aromatickém jadfe. Vhodnymi
estery jsou rovnéz poloestery, odvozené od
dikarboxylovych kyselin jako kyseliny jan-
tarové, maleinove, fumarové, malonové a
ftalové.

V¢hodnou skupinu tvofi estery, prijatel-
né z farmaceutického hlediska. Ostatni este-
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rové derivaty je moZno pouZit jako meuipey.
dukty.

Soli

DH—DO—DMT, DH—DO—OMT a jojluy
derivaty mohou tvorfit adi¢ni soli s kysuly.
nami. Adi¢ni soli DH—DO—DMT a DH —~D() .
—OMT a acylderivdty t&chto slou€enin s ky.
selinami rovnéZ spadaji do oboru vyndloay
Tyto soli je moZno pouZit napfiklad k 120~
laci, &isténi a krystalizaci DH—DO --himy
DH--DO—OMT a jejich acylovych dertvaty,
Mimoto jsou uvedené soli daleko 1€pa vy,
pustné ve vodg. ‘

prikladem vhodngch soll mohou byt soiy
vzniklé standardnimi reakcemi s organlg.
kymi kyselinami, napfiklad kyselinou sfrg-.
vou, chlorovodikovou, fosforecnou, octovyy
jantarovou, citronovou, mléénou, mnlnlnn:
vou, fumarovou, palmitovou, ZluCovou, .
moovou, slizovou, D-glutamovou, D-kalyg-
vou, glutarovou, glykolovou, ftalovou, wvij-
nou, mravenci, laurovou, stearovou, saliey.
lovou, methansulfonovou, benzensulfong.-
vou, sorbinovou, pikrovou, benzoovou, sko-
¥icovou a podobnymi kyselinami.

Adigni soli s Kkyselinami, pfijatelng g
farmaceutického hlediska tvoll zvldsty vy.
hodnou skupinu soli, které je moZno ufskat
zptsobem podle vynélezu. Pod timto pojmam
se rozumi soli, které je moZno podat |akg
bezpetnd a ufinnd lé¢iva teplokrevagum -
votichdm.

Vyroba DH—DO—DMT a DH—DO—0OMT py|
pouZiti S. fradiae

DH-—DO—DMT a DH—DO—OMT je mozng
ziskat tak, Ze se p&stuje kmen Streptomycos
fradiae, napiiklad S. fradiae ATCC 31733
ktery produkuje tuto latku v submerznt kul:
tufe za aerobnich podminek ve vhodném
Zivném prostfedi do nahromadé&ni antibig-
tika. Zivnym prostfedim, uZitym k péstovant
Streptomyces fradiae ATCC 31733 miiZo hyt
jakékoli b&iné prostfedi. Z divedl hospo-
darnosti, optiméalniho vytéZku a snadnogty
izolace jsou n&kterd Zivnd prostfedi vyhod.
néjsi.

Vyhodnymi zdroji uhliku pii fermentagy
ve veétsim méfitku jsou uhlohydraty, nap#(-
klad dextrin, glukéza, Skrob a kukubitng
mouka a oleje, napiiklad sojovy olef. vy.
hodnymi zdroji dusiku jsou kukufi€na moy-
ka, sojovd mouka, rybi mouka, aminokysg.
liny a podobng. Z anorganickych solf, ktarg
je mozno vtlenit do Zivného prostiedf |da
piedevdim o b&Zné rozpustné soli, obsahy-
jici Zelezo, draslik, sodik, hof€ik, vdapntk
amonné ionty, chloridové ionty, ionty Uhit
gitanove, siranové, dusitnanové a podobny,

Zivné postfedi ma také obsahovat u4-
kladni stopové prvky, které jsou nutné pro
riist a vyvoj pouZitého produkéniho orga-
nismu. Tyto stopové prvky jsou béint ppt.
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tomny jako negistoty v ostatnich sloZkdch
¥ivného prostfedi v mnoZstvi, dostatetném
ke spln&ni ristovych poZadavkid organismu.
MiZe viak byt zapotiebi pfidat malé mnoz-
stvi, nap¥iklad 0,2 ml/l protipénivého ¢inid-
la jako polypropylenglykolu molekulové
hmotnosti pFibliZzn& 2000, a to zejména pii
fermentaci ve velkém mé&Fitku, kde péné-
ni Zivného prostfedi se stdvd velkym pro-
blémem.

Pro vyrobu vétdich mnoZstvi DH—DO—
—_DMT a DH—DO—OMT je vyhodna f{fer-
mentace v submerzni kultufe za aerobnich
podminek v tanku. Pro vyrobu vétsich mnoz-
stvi DH—DO—DMT a DH—DO—OMT je vy-
hodné fermentace v tanku v submerzni kul-
tufe za aerobnich podminek. Mald mnoZstvi
DH—DO—DMT a DH—DO—OMT je moZno
ziskat v tPepaci kultufe. ProtoZe prIi otkova-
ni sporami organismu ve vétsim tanku do-
chazi k obdobi lag, je vyhodn&jsi uzit vege-
tativniho ofkovaciho materidlu. Befetativ-
ni ofkovaci materidl se ziské tak, Ze se na-
otkuje maly objem Zivného prostfedl spora-
mi nebo mycelidlnimi fragmenty organis-
mu, &imZ se ziskd Cerstva aktivni rostouci
kultura organismu. Vegetativni oCkovaci
material se pak prenese do vétSiho tanku.
prostiedi, uZité pro vegetativni ofkovaci
material miZe byt totéZ jako prostiedi, uZi-
té ve vetsi fermentaci, je vSak moZno uZit
i jiného prostredi.

S. fradiae ATCC 31733 je moZno p&stovat
pii teplot® 10 aZ 40 °C. K optimélini produk-
ci antibiotika dochdzi pfi teploté priblizné
28 °C.

Jak je to bé&Zné v submerzni kultufe za
aerobnich podminek, nechd se Zivnym pro-
stfedim probubldvat sterilni vzduch. Pro u-
¢innou produkci antibiotika mé byt nasyce-
nif vzduchem v tanku 30% nebo vyS$1 pfi
teploté 28 °C a atmosférickému tlaku.

Produkci antibiotika je moZno sledovat v
priib&hu fermentace tak, Ze se odebiraji
vzorky a srovnavaji se testovanim proti or-
ganismiim, kterd jsou na toto antibiotikum
citlivd. PouZitelnym organismem je napfi-
klad Staphylococcus aureus ATCC 9144. Bio-
logickd zkouska se obvykle provadi auto-
matickou zé&kalovou metodou. Mimoto je
moZno sledovat produkci antibiotika kapa-
linovou chromatografii pfi detekci ultrafia-
lovym svétlem.

Po skongeni fermentace v submerzni Kul-
tufe za aerobnich podminek je moZno DH—
—DO—DMT nebo DH—DO—OMT izolovat z
fermentatniho prostfedi zndmym zpisobem.
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Izolace DH—DO—DMT nebo DH—DO—OMT
se nejprve provadi filtraci fermentalniho
prostiedi. Zfiltrované Zivné prostfedl je
moZno déale &istit za ziskdni poZadovaného
antibiotika. K ¢&i3téni je moZno uZit celou
fadu zptsobfl. Vyhodnym zpflisobem &iSté-
ni zfiltrovaného Zivného prostfedi je zpi-
sob, pfi ndmZ se Zivné prostfedi upravi na-
pH 9 a pak se extrahuje vhodnym rozpous-
tédlem, nap¥iklad ethylacetdtem, amylaceta-
tem, nebo methylisobutylketonem, organic-
ka faze se extrahuje vodnym kyselym rozto- -
kem a antibiotikum se vysrdZi alkalizaci
vodného extraktu. Daldi ¢iSténi je moZno
provést extrakci, chromatografii  a/nebo
srdaZecimi metodami.

Novy mikroorganismus, ktery je schopem
produkovat DH—DO—DMT a DH—DO—OMT:
byl ziskdn chemickou mutaci kmene Strep-
tomyces fradiae, ktery produkuje tylosin.

Tento novy mikroorganismus produkuje
pouze velmi malé mnoZstvi tylosiny, avSak
jako hlavni sloZky produkuje DH:—DO—DMT
a DH—DO—OMT v piiblizng& stejném mnoZ-
stvi. :

Novy mikroorganismus, ktery produkuje
DH—DO—DMT a DH—DO—OMT je rovméZ
mozno Kklasifikovat jako Streptomyces fra-
diae. Kultura tohoto organismu bylo uloZena
ve sbirce The American Type Culture Colec-
tion, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Ma-
ryland, 20852, 16. Fijna 1980, kultury je
moZno ziskat pod éislem ATCC 31733.

Jako je tomu v pffpadé€ jinych organismi,
vlastnosti Streptomyces fradiae ATCC 31733
se pongkud méni. Je napfiklad moZno ziskat
um@lé varianty nebo mutanty kmene ATCC
31733 plsobenim riiznych fyzikalnich nebo
chemickych mutagent, jako jsou napfiklad
ultrafialové svétlo, paprsky X, paprsky gam-
ma nebo N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguani-
din. V8echny pfirodni a umélé varianty, mu-
tanty a rekombinanty kmene Streptomyces
fradiae ATCC 31733, které si uchovévaji
svou schopnost produkovat DH—DO—DMT
a/nebo DH—DO—OMT je moZno uZit pfi
provadéni zplisobu podle vynélezu.

DH—DO—DMT a DH—DO—OMT inhibu-
ji rist pathogennich bakterii, zv14asté gram-
-pozitivnich bakterii Celedi Mycoplasma. V
néasledujici tabulce 3 jsou uvedemy miniméi-
ni inhibitni koncentrace (MIC) p¥i méfeni
standardnim z¥edovacim zplisobem v agaru,
za téchto podminek inhibuji DH—DO—DMT
a DH—DO—OMT ve volné formé& rfist né-
kterych bakterii.
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Tabulka 3
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O¢inost in vitro pro DH—DO—DMT a DH—DO—OMT

-Organismus

DH—DO—DMT

MIC {ug/ml)
DH—DO—OMT

Streptococcus aureus NRRL B 313
Staphylococcus aureus V41
Staphylococcus aureus X400
Staphylococcus aureus S13E
Staphylococcus epidermidis EPI1
Staphylococcus epidermidis EPI2
Streptococcus pyogenes C203
Streptococcus pneumoniae Park 1
Streptococcus faecium ATCC 9790
Streptococcus sp. skupina D 9960
Haemophilus influenzae C. L.
Haemophilus influenzae 76
Shigella sonnei N9

Escherichia coli N10

Escherichia coli EC14
Escherichia coli TEM

Klebsiella pneumoniae X26
Klebsiella pneumoniae KAE

DH—DO—OMT rovné&Zz inhibuje nékteré
anaerobni bakterie. Tabulka 4 shrnuje MIC
pro DH—DO—OMT v pripadé téchto bakte-
rif. Stanoveni bylo provadéno zfed&nim na
agaru pfi odediténi za 24 hodiny.

Tabulka 4

Ginnost DH—DO—OMT in vitro proti ana-
erobnim bakteriim

Organismus MIC (ug/ml)
Clostridium difficile 2994 2
Clostridium perfringens 81 2
Clostridium septicum 1128 2
Fubacterium aerofaciens 1235 2
Peptococcus asaccharolyticus

1302 > 8
Peptococcus prevoti 1281 > 8
Peptostreptococcus anaero-

bius 1428 > 8
Peptostreptococcus intermedius

1264 >8
Propionibacterium acnes 79 2
Bacteroides fragilis 111 > 8
Bacteroides feagilis 1877 >8
Bacteroides fragilis 1936B > 8
Bacteroides thetaiotaomicron

1438 >8

128 4
128
> 128 8
64 4
128 8
64 8
> 128 8
> 128 8
> 128 16
> 128 16
> 128 16
> 128 16
> 128 > 128
> 128 > 128
> 128 > 128
> 128 64
> 128 4
> 128 > 128

Bactero des melaninogenicus

1856/28 > 8
Bactercides melaminogeuicus
2736 - >8
Bacterioides vulgatis 1211 >8
Bacteroides corrodens 1874 > 8
Fusobacterium symbiosum

1470 >8
Fusobacterium necrophorum

6054A 8

DH—DO—OMT piisobi inhibici ristu Chla-
mydia trachomatis v bun&tné kultufe pfi
MIC 0,5 wg/ml. Mimoto plsobi DH—DO—
__OMT inhibici teledi Mycoplasma. Napii-
klad byla stanovena pro DH—DO—OMT
hodnota MIC 12,5 ug/ml proti M. gallisepti-
cum a M. synviae.

DH—DO—OMT mé také iv vivo antimikro-
bidlni Gdinnost proti experimentdlnim bak-
teridlnim infekcim. V pfipadg, Ze se dvé
davky zkoumaneé latky podaji my$im v pri-
bshu experimentdlni infekce, je moZno vy-
jadrit zjisténou acinnost jako hodnatu EDso
(acinnd latka v mg/kg, schopnéd zachranit
50 % pokusnych zvifat, jak bylo popsdno v
publikaci Warren Wick a dal3i J. Bacteriol.
81, 233 a¥ 235 (1961)]. Hodnoty EDso, kte-
ré byly zjiStény pro DH—DO—OMT ve
volné formé jsou uvedeny v nésledujici ta-
bulce 5.
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Tabulka 5 !
Oéinnost DH—DO—OMT proti experimentélni infekci u my$3{
Organismus Cesta podani LDs0 EDs0

(mg/kg X 2)

Staphylococcus aureus 3055 perordlng 100 44
Staphylococcus aureus 3055 podkoZné 221 37,3
Streptococcus pyogenes Cc203 perordiné 64 75,3
Streptococcus pneumoniae Park I peroralné 20,4 223,6

Makrolidy podle vyndlezu budou obvykle
uzity pro 1é€ebné ucely ve form& veterinar-
nich pFipravkd, v nichZ makrolidovd G€inna
slozka bude smisena s jednim nebo v8tSim
podtem netoxickych nosi¢lt. Povaha téchto
pFipravkil je zcela b&Zna a je znama kaZdeé-
mu odbornikovi.

Prestoie DH—DO—DMT a jeho derivaty
maiji uréitou antibakterialni téinnost, je vy-
hodn#&j§i uZit tyto latky jako meziprodukty
pro vyrobhu DH—DO—OMT.

DH—DO—QMT, acylesterové derivaty teé-
to latky a jeji adi€ni soli s kyselinami ;e
moZno uZit jako povrchové desinfek&ni pro-
sttedky. Pro tento ucel jsou vhodné roztoky
s malou koncentraci, napfiklad 0,01 hmot-
nostnich . Tyto roztoky, vyhodué také ja-
ko smdadedlo a &istici prostfedek je moZno
uwrit k desinfekci osob a povrchil tam, kde
je dtlezité udrZeni sterilnich podminek.

Vynédlez bude osvétlen nésledujicimi pri-
klady.

Priklad 1

A. Fermentace DH—DO—DMT a DH—DO—
—QMT v tiepaci lahvi

Lyofilizovand peleta Streptomyces fradiae
ATCC 31733 se disperguie v 1 aZ 2 ml steri-
lizované vody. 0,5 ml tohoto roztoku se uZi-
je k naotkovani 150 ml vegetativniho Ziv-
ného prostfedi nésledujiciho sloZeni:

Slozka Mnozstvi (%)
kukufiény vyluh 1,0
extrakt z kvasnic 0,5
s6jové pokrutiny 0,5
uhligitan vépenaty 0,3
séjovy olej (surovy) 0,45
deionizovand voda 97,25

Je také moZno postupovat tak, Ze se vege-
tativni kultura S. fradiae ATCC 31733, ucho-
vavana po objemu 1 ml v kapalném dusiku
nechéd rychle roztat a pak se uZije k naoc-
kovani vegetativntho Zivného prostfedi. Na-
oékované vegetativni Zivné prostfedi se in-
kubuje v Erlenmeyerové barice o objemu
500 ml p¥i teplot& 29 °C po dobu 48 hodin
v uzaviené tFepatce pri 300 vykyvech za
minutu.

Toto inkubované vegetativni Zivné pro-

stfedi se v mnoZstvi 0,5 ml uZije k naotko-
vani 7 ml produk&niho prostfedi, které mé
nasledujici sloZeni: _

Slozka MnoiZstvi (%)
Fepnd melasa 2,0
kukufiénd mouka 1,5
rybi mouka 0,9
kukufiény gluten 0,9
chlorid sodny 0,1
hydrogenfosforetnan

amonny 0,04
uhligitan vapenaty 0,2
sbjovy olej (surovy) 3,0
deionizovand voda 91,36

Naotkované fermentaéni prostfedi se in-
kubuje v lahvi o objemu 50 ml pii teplotd
29 °C po dobu 6 dni v uzaviené t¥epadce pki
300 vykyvech za minutu.

B. Fermentace DH—DO—DMT a DH—DPO—
—OMT v tanku

Aby bylo moZno ziskat vétsi objem ocCko-
vaciho materidlu, uZije se 1200 ml inkubo-
vaného vegetativniho prostfedi, pfipravené-
ho zpf@isobem podle odstavce A k naotkova-
ni 950.10-3 m3 vegetativntho Zivnéhoe pro-
stFedi nasledujiciho sloZeni:

SloZka Mnozstvi (%)
leukufitny vyluh 1,0
s&jovd mouka 0,5
extrakt z kvasuic 0,5
yhlig¢itan vdpenaty 0,3
s6jovy olej (surovy) 0,5
lecithin (surovy) 0,015
voda 97,185

Zivné prostiedi se upravi na pH 8,5 p¥i-
d4nim roztoku hydroxidu sodného o kon-
centraci 50 %.

Toto vegetativni prostfedi se inkubuje v
tanku o objemu 1325.1073 m3 48 hodin pfi
teploté 28 °C za soutasného provzdu§iiova-
ni a michéni.

545 .10~ m3 inkubovaného Zivného pro-
~+¥edi z druhého stupné se uZije k naoCko-
vani 3785,41.10-3 m3 sterilntho produkéni-
ho prostfedi nésledujiciho sloZeni:
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Slozka Mnozstvi (%)
rybi mouka 0,875
kukufitna mouka 15
kukufitny gluten 0,875
uhliitan vapenaty 0,2
chlorid sodny 0,1
hydrogenfosforenan

amonny 0,04
fepnd melasa 2,0
s6jovy olej (surovy) 3,0
lecithin 0,09
voda 91,32

Zivné prostiedi se upravi na pH 7,2 prida-
nim roztoku hydroxidu sodného o koncen-
traci 50 %.

Naotkované produkéni prostfedi se pod-
robi fermentaci v tanku -0 objemu 6056 .
. 10°3 m3 po dobu 8 aZz 9 dn p¥i teploté
28 °C. Fermenta&ni Zivné prostifedi se pro-
vzdugiiuje sterilnim vzduchem tak, aby bylo
nasyceno rozpudténym kyslikem na 30 aZ
50 % a soutasnd se michd b&Znymi michad-
ly rychlosti 250 ot4dfek za minutu.

Pifiklad 2
Izolace DH—DO—DMT a DH—DO—OMT

38 litrGt #ivného prostiedi, pfipraveného
zpisobem podle pfikladu 1, odstavec B se
zfiltruje za pouZiti pomocného prostifedku
pro filtraci. Mycelidlni kolac se promyije vo-
dou a 30 litrd filtr4tu a promyvaciho roz-
toku se upravi na pH 9,1 pridanim 10%
hydroxidu sodného. Vysledny roztok se dva-
krat extrahuje ethylacetdtem (15 litrd a 5,5
litrd ). Ethylacetdtové extrakty se sliji a ex-
trahuji 9 litry a pak 3 litry zFedéného rozto-
ku kyseliny fosforetné, vodna faze se upra-
vi na pH 4,1 pFiddnim kyseliny fosforefné o
koncentraci 28 %. 8,8 litrtl slitych vodnych
extraktil se upravi na pH 9,2 pfiddnim hyd-
roxidu sodného, nate? se dvakréat extrahu-
ji chloroformem, pokaZdé 2 lifry. Chlorofor-
mové extrakty se vysu$i a odpafil dosucha,
¢im# se ziskd 32 g pevného materialu.

5 g tohoto materidlu se rozpusti v ethyl-
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acetdtu a zpracovdvd se pomoci Sestistup-
flového protiproudového zpracovani ethyl-
acetdtem a 0,5 M fosfatovym pufrem o pH
6,1, 6imZ se ziskd 2,5 g DH—DO—OMT. Dal-
3{m Sestistupiiovym zpracovdnim pii pH 5,5
se ziska jeste 0,1 g DH—DO—OMT. DH—
—DO—OMT se pak nechd Kkrystalizovat z
bezvodého acetonu.

Timto zpfisobem se rovnéZ ziskd 1,42 g
surového DH—DO—DMT. Tato latka se isti
protiproudovym systémem, ktery sestdva z
organické faze, a to smési ethylacetdtu a
heptanu v pomé&ru 1:2 a z vodné faze, kte-
rou tvo¥i 0,5 M fostatovy pufr o pH 6,2. Po
Sesti stupnich se &astetn& odd&ll DH—DO—
—DMT. Pak se necha krystalizovat z vodné-
ho methanolu. Z 1 g surového materidlu se
ziskd 400 mg &i§t&ného DH—DO—DMT.

Pfiklad 3
Vyroba DH—DO—OMT z DH—-DO—DMT

DH—DO—DMT, pfipraveny zplsobem po-
dle prikladu 2 se rozpusti ve zfed&ném roz-
toku Kkyseliny chlorovodikové (kyselina
chlorovodikova se priddvd do vodného roz-
toku tak dlouho, aZ se dosédhne pH 1,8). Vy-
sledny roztok se nechd stdt 24 hodin pri
teplotd mistnosti a pak se upravi na pH 9,0
pfidanim hydroxidu sodného. Alkalicky roz-
tok se extrahuje ethylacetdtem, dichlorme-
thanem nebo chloroformem. Extrakt se vy-
sudi a odpafi ve vakuu, &imZ se ziskd DH—
—DO—OMT.

Piriklad 4
Dalsi moZny zpisob vyroby DH—DO—OMT

DH—DO—OMT je také moZno pfFipravit z
DH—DO—DMT tak, Ze se plsobi na DH—
—DO—DMT ve fermentatnim prostfedi, v
ndmZ byla tato latka ziskadna slabou kyse-
linou, tak jak bylo svrchu popséno v pfikla-
du 3. Izolace DH—DO—OMT se provéadi zpl-
sobem, ktery je podobny zplsobu, popsané-
mu v piikladu 2.
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PREDMET VYNALEZU

Zptsob vyroby makrolidovych antibiotik
20-dihydro-20-deoxy-23-demycinosyltylosi-

o
l
C‘H.3 |C
HO‘CHz
CH‘B-CH‘2 0
(0]

kde
Q znamend atom vodiku nebo

OH
CHy
OH
0
CHy

nebo z farmaceutického hlediska piijatelné-
ho esteru nebo adi¢ni soli této latky s ky-
selinou, vyznalujici se tim, Ze se pé&stuje

nu a 20-diﬁydro-20-de0xy-5-O—mycaminosy1-
tylonolidu obecného vzorce I

CH3
CHz CHy

H O CH
CHj

|
N"CH3
oQ
(1l

CHS

kmen Streptomyces fradiae ATCC 31733 w
Zivném prostfedi s obsahem vyuZitelnych
zdroji uhliku, dusiku a anorganickych so-
Ii v submerzni kultufe za aerobnich podmi-
nek pii teploté 10 aZ 40 °C do nahromadsg-
ni antibiotika obecného vzorce I a popFipa-
dé se odS8tépi mykarosylovd skupina z mak-
rolidového antibiotika obecného vzorce I,
v némZ Q mé odli¥ny vyznam od atomu vo-
diku hydrolyzou v kyselém prostFedi pf¥i
PH 4 nebo niZ$im a p¥i teplotd 20 aZ 100 °C
za ziskdni makrolidového antibiotika obec-
ného vzorce I, v ndmZ Q znamend atom vo-
diku a popfipadé se vytvori ester nebo sil
antibiotika obecného vzorce I.

2 listy vykresid

B SRR P —
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