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Vynélez se tykéd zplsobu pFipravy novych
antibakteridlng uéinnych cis-|p-{2-[ (3-(/4-
-aminobutyl/amino)-propyl) karbamoyl 1-
vinyl}|glykosid@i, oznadovanych jako latky
cis-BM123 y; a cis-BM123 yy, které jsou bli-
Ze charakterizovany dédle. UCinky t&chto
novych antibakteridlnich prostfedkit na
specifické mikroorganismy a jejich chemic-
ké a fyzikdlni vlastnosti jsou odlisné od -
€inkli a vlastnosti aZ dosud zndmych po-
psanych antibakteridlnich prostiedki.

Nové antibakteridlni prostfedky p¥Fipra-
vené podle vyndlezu jsou organickymi ba-
zemi a jsou tedy schopny tvofit adi¢ni so-
li s kyselinami za pouZiti rliznych organic-
kych a anorganickych solitvornych reak-
Cnich. &inidel. Adi¢ni soli s kyselinami, vzni-
kajici smichédnim antibakteridlng uc¢inné
volné béze s aZ tfemi ekvivalenty kyseli-
ny, Gfelné v neutrdlnim rozpoustédle, ize
tedy pfipravit za pouZiti kyselin, jako Kky-
seliny sirové, fosfore€né, chlorovodikové,
bromovodikové, amidosulfonové, citrénové,
maleinoveé, fumarové, vinné, octové, ben-
Zoové, glukoniové, askorbové a podobnych
kyselin. Adi€ni soli antimikrobidlnich &ini-
del podle vyndlezu s Kkyselinami jsou ob-
vykle Kkrystalické pevné ldatky pomérng
rozpustné ve vod& methanolu a ethanolu
ale pom&rn& nerozpusté v nepoldrnich roz-
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poustédlech, jako v diethyletheru, benze-
nu, toluenu a podobnég. Pro ulely vynalezu
jsou antibakteridlni volné béaze ekvivalent-
ni svym netoxickym adinim solim s kyse-
linami. V nésledujicim textu se pod ozna-
Cenim cis-BM123y-latka rozumi smé&s cis-
-BM123y,-14tky a cis-BM123y,-ldtky v jakém-
koli pomé&ru a pod oznaCenim trans-123y-
-latka se rozumi smés trans-BM123y,-latky
a trans-BM123y,-latky v jakémkoli pomé-

©oru.

Nové, antibakteridlni prostfedky oznacené
jako cis-BM123-y;-14tka a cis-BM123y,-14tka
lze pFipravit fotochemickou transformaci
jejich odpovidajicich trans-isomerd. Foto-
Iytickd konverze trans-BM123y-1atky, trans-
-BM123y-latky a trans-BM123y,-latky na
odpovidajici cis-BM123y-l4atku, cis-BM123y,-
-latku a cis- BM123;/2 -latku se piednostng
provdadi tak, Ze se vychozi trans-isomer
rozpusti nebo disperguje ve vod& a pak se
roztok ozafuje svétlem. Koncentrace vy-
chozihol trans-isomeru ve vod& neni kritic-
Kka.

Svétlo, pouZité p¥i fotolytickém postupu
podle predloZeného vyndlezu, nemd s vy-
hodou vinovou délku niZ§i neZ ast 250 nm
a prednostné mé vinovou délku v rozmezi
od 250 doi 400 nim. Ozafovéni svétlem tako-
vé vinové délky se ulelng dosahuje tim,
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Ze se reakce provddi v nddob& vyrobené z
takovéhior materidlu jako je kifemen, ktery
odfiltruje v podstat& vSechno svétlo proché-
zejict nddobou, kterd mé vlnovou délku pod
250 nm. Jako zdroje svétla se ucelné pou-
Zivd vysokotlaké rtutové lampy o prikonu
asi 450 W.

Teplota, pri které se fotolyza provadi,
nemd rozhodujici vyznam pro dosaZeni dob-
rych vytéZkt produktu, ale GCelné se pra-
cuje pii teploté v rozmezi 5 aZ 50 °C, na-
priklad p¥i asi 25 aZ 30 °C. Doba potiebné
pro podstatnou konverzi trans-isomeru na
odpovidajici cis-isomer pfFirozené& zdvisi na
intengzité svétla a teplot& a nejlépe se pro-
to stanovuje v kaZdém jednotlivém pfFipa-
dé pokusem. Obvykle vSak postatuje doba

4

v rozmezi od asi 20 minut do asi 2 hodin.

Po skonfeni ozafovdni se mifiZe produkt
ziskat standardnimi postupy. Tak se napfi-
klad reakéni smés mfZe lyofilizovat nebo
odpafit do sucha a zbytek se miZe rozpus-
tit v minimdlnim mnoZstvi rozpoustédla, ja-
ko ethanolu nebo methanolu. Vysledny roz-
tok se miiZe zFedit diethyletherem nebo a-
cetonem a vznikly vysrdZeny produkt se
miZe izolovat filtraci. Dalsi €iSténi se mhZe
provéadét standardnimi metodami, jako krys-
talizaci nebo chromatografii.

PFfedmétem vyndlezu je zpdsob piipravy
cis-|p-{2-[ (3-(/4-aminobutyl/amino)propyl ) -
karbamoyl]vinyl}|glykosidfi, oznadenych ja-
ko cis-BM123y; a cis-BM123ys-sloudenina,
obecného vzorce 1

. Q
cis 1}
R—@— CH=CH-C-NH-(CH,)sNH (CH,),~NH, -

kde

(1)

R predstavuje v pripadé BM123y,-slouce-
niny zbytek vzorce :
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vyznateny tim Ze se vodny roztok odpovi-
dajiciho trans-isomeru ozafuje svétlem o
vinové délce 250 aZ 400 nm tak dlouho do-
kud se vychozi trans-isomer v podstaté ne-
pfevede na odpovidajici cis-isomer obec-
ného vzorce I.

Antibiotika oznafend jako BM1234),
BM1238,, trans-BM123y, a trans-BM123y,
vznikaji kultivaci za kontrolovanych pod-
minek nového kmene neurCeného druhu
Nocardia. Tento novy kmen produkujici an-
tibiotika byl izolovdn ze vzorku zahrodni
plidy odebranéhio v Oceole ve staté Iowa,
USA a je chovan ve shirce kultur Lederle
Laboratories Division, American Cyanamid
Company, Pearl River, N. Y. jako kultura
¢islo BM123. Zivotaschopna kultura nové-
ho mikroorganismu byla uloZena ve sbirce
Culture Collection Laboratory, Northern
Utilization Research and Development Di-
vision, United States Department of Agri-

culture, Peoria, Iilinois a byla zarazena do

stalé sbirky. Je volné dostupnd pro vefej-
nost pod €Cislem NRRL 5646. Pod oznalenim
BM123g-latka se rozumi smés v BM1234;-
-1atky a BM123g8,-1atky v libovolném pomg-
ru.

Obecny popis mikroorganismu Nocaru.a
sp. NRRL 5646 zaloZeny na pozorovanych
rozpozndvacich znacich je tento. Byly po-
zorovany vlastnosti organismu v kultuFe a
fyziologické a morfologické vlastnosti or-
ganismu podle metod, které popsal Shir-
ling a Gottlieb, Internat. Journ. of Syst.
Bacteriol. 16, 213—240 (1966). Chemické
sloZeni kultury bylo urdovdno postupy, kte-
ré popsali Lechevalier et al., Advan. Appl.
Microbiol. 14, 47—72 (1971}. PodtrZeny po-
pis barvy a Cislo barevného ‘odstinu je pou-
Zit v souladu s praci Jaccbson et al, Color
Harmony Manual, 3rd ed. (1948), Contai-
ner Corp. of America, Chicago, Illinois.
Podrobnosti popisu jsou uvedeny v dal3ich
tabulkéch II aZ VI.

Intenzita ristu

Stfedni na agaru s kvasninym extrak-
tem, agaru s dextrézou a asparaginem,
Benedictové a Bennetové agaru, agaru s
bromborem a dextréozou a Weinstreinové
agaru, slabd na Hickeyové a Tresnerové
agaru, agaru s rajskym protlakem, agaru s
ovesnou moukou a ,pablum’—agaru(?) a
nepatrny rfst na agaru s anorganickymi
solemi a Skrobem, s Kusterovymi ovesnymi
vlio€kami, Czapekovym roztokem a na aga-

PR

ru s ryZi.
Vzdusné mycelium

Pokud je pritomno, je vzduSné mycelium
bé&lavé, vznikd jen na agaru s kvasni¢nym
extraktem, agaru s dextrézou a asparagi-
nem, na Benettové a Benedictové agaru a na

agaru s bramborem a dextrozou.

Rozpustné pigmenty

Nevznikaji Zddné rozpusiné pigmenty.
Reverzni barva |

Bezharvé aZ naZloutlé odstiny.
Rizné fyziologické reakce

Neztekucuje Zelatinu, dusi¢nany reduku-
je na dusitany za 7 dni, na agaru s pepto-

nem a Zelezem netvolfl melanoidové pig-
menty, na mléce s lakmusem nedochazi k

"peptonizaci ani ke tvorb& sraZeniny, tole-

rance viéi chloridu sodnému na agaru s
kvasniénym extraktem je v&tSi nebo rovna
4 9%, ale men3i nebo rovna 7 %, optim4l-
ni teplota ristu 32 °C. VyuZiti zdroje uhli-
ku podle Pridhamovy a Gottliebovy meto-
dy []. Bacteriol. 56. 107—114 (1948}] je
néasledujici: dobré vyouZiti glycerinu, sali-
cinu, d-trehalozy a dextrozy, stfedni vyu-
Zitl i-inositu a $patné vyuZiti aZ vibec Zad-
né vyuZiti d-fruktézy, maltézy, adonitu, 1-
-arabindzy, laktézy, d-manmnitu, d-melibidzy,
d-raffin6zy, l-thamndzy, sacharézy a d-xy-
16zy.

Chemické sloZeni

Organismus néleZl k organismiim s bu-
nétnou sténou typu IV, tj. obsahuje me-
so0-2,6-diaminopimelovou kyselinu a mé ce-
lobun&éné spektrum cukrd typu A, tj. ob-
sahuje arabinézu a galaktézu. Methylova-
né celobunééné extrakty vykazuji pfichro-
matografii spektrum mastnych kyselin po-
dobné spektru, které poskytuje organismus
Nocardia asteroides ATCC 3308.

Mikromorfologie

Vzdusné mycelium roste z substrdtového
mycelia ve form& mirn& rozvétvenych
stfednd dlouhych ohebnych prvkd, které
obvykle kon&i v - prodlouZenych' jednodu-
chych spirdldch. Ohebné prvky jsou nepra-
videln8 uspofdddny do kréatkych eliptic-
kych nebo vélcovitych tsekit (spory?), kte-
ré se snadno rozéleiiuji. Koncové spirdlo-
vité &dsti jsou méné ndpadné usporddany do
segmentli. Velikost segmenti je obvykle 0,8
az 1,7 um x 0,3 aZ 0,5 um, v prib&hu 0,4
um x 1,2 pm.

Diagno6za

Morfologické znaky kultury & BMI123 je
obtiZné sledovat a interpretovat v disled-
ku chabéhol vyvinu vzduSného mycelia na
vétsiné meédil. V dbsledku toho je nutno
vénovat znadnou pozornost pii urdeni ro-
dové piibuznosti organismu chemické ana-
lyze. Na zéklad& systému navrZeného Le-
chevalierem a dal8imi obsahuje kultura
BM123 v celé hmoté bungk kyselinu meso-
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diaminopimelovou a na z&akladé analyzy
cukril je zFejmé, Ze je pfitomna arabindéza
a galaktoza. Kultura néleZi proto k orga-
nismiim s typem buné&étné st&ny IV. Porov-
ndnim diagramu plynové chromatografie
kultury ¢. BM123 s diagramem kultury No-
cardia asteroides ATCC 3308 se zjisti jejich
népadnéd pribuznost. Jiné vlastnosti kultu-
ry €. BM123, které jsou v souladu s cho-
vanim Nocardia je zlomkovity vzduSny né-

rist na nékterych médiich a Gplnd nepfi-
tomnosti vzduiného ndrustu na vétS$iné mé-
dif. Vzhledem k tomu, Ze neni k dispozici
vhodné kritérium pro charakterizaci- No-
cardia na urovni druhu, nebyl ¢in&n po-
kus provést toto stanoveni. Kultura BM123
bude tedy povaZovéna aZ do té doby, neZ
bude diagnéza dosaZitelnd, za neurteny
druh Nocardia. :
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Tabulka III
Mikromorfologie kmene Nocardia sp. NRRL5646

Médium Vzdudné mycelium a/nebo
struktury typu spor
agar s VzduSné mycelium roste ze

kvasni¢nym substratového mycelia ve for-

extraktem mé& mirné rozvétvenych stied-
né dlouhych ohebnych prvkd,
které obvykle kondi v prodlou-
Zenych jednoduchych spirdlach.
Ohebné prvky jsou nepravidelné
uspofddény do kréatkych tse-
k@t (spory ?), které se snadno
rozéleiiuji. Koncové spirdloveé
t4sti jsou méné& nédpadn& uspo-
FAddny do segmentd. Velikost
segmentli je obvykle 0,8 aZ 1,7
pum x 0,3 aZ 0,5 ym, v priimé-
ru 0,4 um x 1,2 ym.

Tabulka IV
Rizné fyziologické reakce kmene Nocardia sp. NRRL 5646

Médium Inkubadni  Intenzita rdstu Fyziologick4 reakce
doba

Zelatina 7 dni nizka nedochdzi ke ztekucovéani

Zelatina 14 dni dobra nedochézi ke ztekucovédni

bujén s organickymi 7 dni dobra dusitnany se redukuji na

dusi¢nany dusitany

bujon s organickymi 14 dni dobra dusitnany se redukuji na

dusi¢nany dusitany

agar s peptonem a Zelezem 24—48 hodin dobrd neredukuji se melaninové
pigmenty

miléko s lakmusem 7 dni dobra nedochézi k peptonizaci nebo
tvorb& sraZeniny

kvasni¢ny extrakt se (4,7,10 a 7 dni stfedni tolerance vidi chloridu sod-

13 %) chloridu sodného
Tabulka V

nému s4 % ale 27 %

*] 3 dobré vyuziti
2 st¥fedni vyuZiti
1 slabé vyuZiti
0 Zadné vyuZiti

VyuZiti zdroje uhliku kmenem Nocardia
sp. NRRIL 5646
Inkubace: 10 dnd

Teplota: 32 °C Tabulka VI

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

adonit” 0

l-arabindza 0 Typ buné&cné stény Hlavni sloZky
glycerin 3 '
d-fruktodza 1 Typ 1V meso-DAP, arabindza, galakt6za
i-inosit 2

laktoza 0 Produkce BM1238 a trans-BM123 neni o-
d-mannit 0 mezena na tento konkrétni organismus ne-
salicin 2 bo na organismy, které pln& odpovidaji
d-melibidza 0 shora uvedenym charakteristikdm ristu a
d-raffindza 0 vzhledu pod mikroskopem. Uvedené cha-
rhamnéza 0 rakteristické vlastnosti jsou uvedeny pou-
maltoza 1 ze pro ilustraci. Ve skutednosti se miZe
sacharoza 0 pouZit mutant ziskanych z tohoto. organis-
d-trehalé6za 3 mu rdznymi prostiedky, jako vystavenim
d-xyléza 0 rentgenovémiu zéfeni, UV-zdreni, dusikaté-
dextréza 3 mu yperitu, aktinofdgim apod. Zivota-
negativni kentrolni schopné kultura takové typické mutanty je
pokus 0 uloZena v Culture Collection Laboratory,
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Northern Utilization Research and Deve-
I6pment Division, United States Department
of Apriculture, Peoria, Illinois, a byla za-
fazena do stdlé sbirky pod d&islem NRRL
8050. AcCkoli vlastnosti kultury tohoto or-
ganismu, fyziologické a morfologické vlast-
nosti kmene NRRL 8050 jsou v podstaté
stejné, jako u kmene NRRL 5646, produku-
je pri aerobnim kvaseni kmen NRRL 8050
zvy$ené mnoZstvi 1atky BM123. Kmen NRRL
8050 se lisi od matefského kmene NRRL
5646 rovnéZ t&mito vlastnostmi:
a) redukce dusifnanQ na dusitany je po-
malejsi,

23

=NH-(CH, ]

CH=CH-C

g
i

tahg

o H
,;l_
Ve
%
C:
NH

o
5 thZ*J:
T
¥ (ljg
t
T 2
s =T
rir &
I

trans-BM123yy

o

H NH

H e

12

b) na Bennettové agaru a na agaru s

kvasnitnym extraktem poskytuje mycelial-

ni pigment sv&tle hn&dého naraZovélého
odstinu (rosewood tan).

- Nové antibakteridlng u¢inné latky podle
vynalezu jsou obecn& pevné Kkrystalicke
latky s pom&rné nizkou rozpustnosti v ne-
poldarnich rozpoustédlech, jako v diethyl-

_etheru a n-hexanu, ale se znaCnou rozpust-

nosti v rozpoustédlech, jako je voda a niz-
§{ alkanoly. Antibiotika trans-BM123y; a
trans-NM123y, jsou strukturnimi isomery a
lze je znédzornit nésledujicimi strukturéar-
nimi vzorci:

NH
2

0
R,

I ‘c‘:=o
NH,

0
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L NH,

3

-(CH, ) NH-(CH,
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CH~C-N
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-
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§ Z
.
T

v e v
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Cc

trans-BM123y,

UZiteCnost cis-isomeri derivdtd trans-
-BM123 je demonstrovdna na jejich schop-
nosti potladovat systemické lethdlni infek-
ce u mySi. Tyto nové latky vykazujf in vi-
vo vysoky antibakteridlni udinek u mySi
proti Escherichia coli US 311 pi#i podéani
jedné subkutdnni ddvky skupindm my3i o
hmotnosti asi 20 g (Carworth Farms CF—

I;IH

quHU

14

C=NH
i

NH,

2]

LS

C=0
i,

i

'C|=Q

H NH

c

—1). Infikace se provad{ intraperitoneél-
né lethdlni dévkou t¥chto bakterii pé#tiho-
dinové TSP krevni kultury zied&né trypti-
kdzovym bujonem se sjjou TSP na koncen-
traci 1073, Aktivita cis-B123y-l4tky proti
Escherichia coli US 311 in vivo u myS$i je
uvedena v tabulce VII.
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Tabulka VII
Sloulenina Orélni davka mg/kg té€lesné Pomér poftu Zivych my3i k
hmotnosti celkovému poctu zkouSenych
my3i 7 dni po infekci

cis-BM123y 2 4/5

1 1/5

0, 1/5
Kontroini pokus (bez podani 0 18 z 20 myS$i zahynulo do 3

latky)

Postup fermentace upraveny pro produkci
prfedev8im latky BMI123 a trans-BM123y

Kultivace Nocardia sp. NRRL 8050 se
miZe provddét na velkém poltu kapalnych
kuitivaCnich médii. Média wuZite€nd pro
produkci antibiotik obsahuji asimilovatelny
zdroj uhliku, jako Skrob, cukr, melasu, gly-
cerin atd. asimilovatelny zdroej dusiku, jako
je bilkovina, hydrolyzovand bilkovina, po-
lypeptidy, aminokyseliny, kukufi¢ny extrakt,
atd., anorganické anionty a kationty, jakc
je draslik, ho¥fik vapnik, amonium, sulféat,
uhliditan, fosforefnan, chlorid, atd. Stopo-
v€ prvky, jako bor, molybden, mé&d atd. se
dodéavaji ve formg necistot spolu s ostatni-
mi slozkami média. Provzdusiiovani v na-
drZich a lahvich se provadi tak, Ze se do
kvasného prostfedi nebo ma jeho povrch
vhéni sterilni vzduch. Michédni v néadrZich
se provadi pomoci mechanického rotalni-
ho michadla. Podle potfeby se miZe piida-
vat protip&novy prostfedek jako Hcdag (R)
FD 82.

Priprava inokula pro BM1238 a trans-BM123

Primédrni inokulum Nocardia sp. NRRL
8050 v t¥epaci bailice se p¥ipravi inckulaci
100 mil steriiniho kapalného média v 500
ml bafikdch pomioci stéru nebo promyvaci-
hio louhu obsahujiciho spory, ziskaného ze
§ikmého agaru kultury. Obvykle se pouZi-
vé tohoto média:

bakto-trypton 5g
kvasnitny extrakt 5g
extrakt z hovéziho masa 3g
.glukéza 10g
voda do 1000 ml

Baiiky se inkubuji pfi teplot& 25 aZ 29 °C,
pfednostné 28 °C a intenzivn& se promi-
chévaji 30 aZ 48 hodin na rotafni t¥epafl-
ce. Pak se inokula prevedou do sterilnich
tub pro uchovévéni kultur se $roubovym u-
z&vdrem a skladuji se pfi teploté pod —18
stupfii Celsia. Této zdasoby vegetativntho
inckula se pouZivd misto st&ru ze Sikme-
ho agaru pro inockulaci dalSich tf¥epacich
bangk urfenych pro pfipravu tohoto ino-
kula prvniho stupné.

Takto ziskaného inokula prvniho stupng
se pouZivd pro inokulaci 12 litrft ddvek
stejnéhio média ve 20 litrevich sklen&nych
fermentatnich nédobéch.

dntt po infekci

Médium s inokulem se provzduSiiuje ste-
rilnim vzduchem a v ristu se pokracuje
30 aZ 48 hodin.

12 litrd dévek inokula druhého stupng
se pouZivd pro olkovéni nddrZovych fer-
mentatnich nddob obsahujicich 3008 litrl
nésledujiciho sterilniho kapalného média.

masovy extrakt 15 g
siran amonny 3 8
stfedni fosforetnan draselny 3 g
uhliitan: vapenaty 1 g
siran hoteCnaty (heptahydrat) 15¢g
glukodza » 10 g
voda do 1000 m1

Glukoéza se sterilizuje oddélem& Uvede-
nym zplisobem se ziskd tieti a konetné
stadium inokula. Kultivace se provadi tak,
Ze se plidou v nadob€ prohéni sterilni
vzduch rychlesti 0,4 a% 0,8 litr§i na litr pé-
dy za minutu a fermentadni smés se mich4i
rotatnim michadlem pracujicim p¥i 150 aZ
300 ot./min. Teplota se udrZuje na 25 aZ

- 29 °C, obvykle na 28 °C. Kultivace se pro-

vadi po dobu 48 aZ 72 hiodin a pak se ino-
kula pouZije pro ofkovadni nadrZové Ifer-
mentacni nddoby o cbsahu 3008 litrd.

rermentace v nddrZich pro vyrebu latky
BM1238 a latky trans-BM123y.

Jako Zivné plidy se pro Vﬁ’zro}bu BM123g-
-latky a trans-BM123y-latky prednostn& po-
uZivad nasledujiciho média

masovy extrakt

siran amonny Bg
stfedni fosforeCnan draselny 6g
uwhli€itan vapenaty 2g
siran hiofefnaty heptahydrat 3g
glukéza 20g
voda do 1600 m

Glukdza se sterilizuje oddélens.

Ka?dé nddr¥ se inokuluje 5 aZ 10 % ino-
kula tfetiho stupné ziskaného shora uve-
denym; zplisobem. Fermentatni smés se u-
drZuje pfi teploté 25 aZ 28 °C, ohwykle 26
stupiii Celsia. Smés se provzduSiiuje ste-
rilnim vzduchem rychilosti 0,3 aZ 0,5 litrd
sterilnitho vzduchu na litr smési za minu-
tu a michd se rota¢nim michadlem, pracu-
jicim p¥i 70 aZ 100 ot./min. Fermentace se
provadi po debu 65 aZ 90 hodin a pak se
vysledny produkt zpracuje.
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Nésledujici specifické priklady slouZi k
bliZ8imu objasnéni vyndlezu. Priklady ma-
ji pouze ilustrativni charakter a rozsah vy-
nélezu v Z4dném sméru neomezuji.

Produkt ,,Hodag FD—82"” pouZivany jako
pomocné latka je podle udéni vyrobce si-
likonové protipénové &inidlo. Vyrobek ,,Agar
pablum” rovnéZ pouZivany v pfikladech je
vysokokapacitni katexovd a anexovd prys-
kyfice, popfipad& napusSténd v papiru.

Pr¥iklad 1

‘Pfiprava inokula pro produkci BMI1238 a

‘trans-BM123

Podle nésledujiciho receptu se pfFipravi
typické médium pro kultivaci inokula prv-
niho a druhého stupné

-lakto-trypton 5g
-kvasnitny extrakt 5g
.extrakt z hovéziho masa 5g
- glukidza : 10g

1000 ml

+voda do

Dvé 500 ml baiiky, z nichZ kaZd4 obsa-
~huje 100 ml shiora uvedeného sterilniho pro-
stifedi se inokuluji vZdy 5 ml zmrazeného
vegetativniho inokula Nocardia sp. NRRL
- 8050. Baiiky se umisti na rotadni tfepatku
-a-Intenzivné se michaji 48 hodin; pfi 28 °C.
Vysledné inokulum v baifice se prevede do
23 litrové sklenéné fermentaéni nadoby ob-
sahujici 12 litrfi shora uvedeného sterilni-
-ho média.. Smés se provzdusiiuje sterilnim
vzduchem a rist se provadi po dobu asi
.48 hodin a pak se obsahu nddoby pouZije
pro_inckulaci 454 litrové fermentatni néa-
drZe obsahujici 300 litri néasledujiciho ste-
rilntho kapalného média

masovy extrakt 1

z 5 g
siran- amonny , 3 g
stfedni fosforetnan draselny 3 g
uhliditan vépenaty 1 g
siran horeCnaty (heptahydrat) 158
glukéza 100 g
voda do 1000 ml

- Do média pro pFipravu inokula tietiho
stupné& se vhani sterilni vzduch rychlosti
-0,4 litru vzduchu na litr sm8si za minutu.
‘Michéni se provadi rotaénim michadlem pra-
cujicim p¥i 240 ot/min. Smd&s se udrZuje
pFi 28 °C a -pak se ji pouZije po pFidavku
Hodag (R} FD 82 pro inokulaci 3000 litri
Zivné phdy. :

P¥iklad 2

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

Fermentaini médium se pFipravi podle
nésledujictho receptu
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masovy extrakt 30g
siran amonny 6g
stfedni fosforeCnan draselny 6g
uhlifitan véapenaty 2g
siran. hofetnaty heptahydrat 3g
glukoza 20g

voda do 1000 m1
Gluko6za se sterilizuje oddélens.
Fermenta¢ni médium se sterilizuje pi¥i 120
stupnich Celsia pérou o tlaku 138 KPa po
dobu 60 minut. Hodnota pH média po ste-
rilizaci je 6,9. 3000 litrcy sterilnfho média ve
4000 litrové fermentadni nddrZi se inoku-
luje 300 litry inokula popsaného v prikla-
dé 1 a fermentace se provadi za pouZiti
protipénového ¢inidla Hodag (R} FD 82.
Vzduch se dodavd rychlosti 0,35 litru ste-
rilnfho vzduchu na litr smési za minutu.
Smés se michd rota¢nim michadlem pracu-
jicim p¥l 70 aZ 72 ot./min. Po 67 hodindch
fermentace se fermentaCni smés zpracuje.

Piiklad 3:
Izolace BM123g-14tky a trans-BM123y-latky

Hodnota pH 3000 litrt fermentatni smeési
ziskané zplscbem popsanym v piikladé 2
o pH 4,3 se nastavi na pH 7,0 pomoci hyd-
roxidu sodného a pak se smés pfefiltruje
za pouZiti 5% kiemeliny, jako pomocného
filtratnitho prostfedku. Filtraéni kold€ se
promyje asi 100 litry vody a pak se zlikvi-
duje. Smés filtrdtu a promyvaciho louhu se
¢erpa zdola nahoru tfemi paralelnimi ne-
rezovymi kolonami o rozmérech 210 x 1220
milimetrd, z nichZ ka’d4 obsahuje 15 litrd
ionexu CM Sephadex (R} C—25 v sodikové
form# (zesitovany dextran-epichlorhydrino-
vy katex v gelové formé, vyrobek firmy
Pharmacia Fine Chemicals Inc.]. Sloupce
katexu se po adsorbci promyji celkem asi
390 litry vody a pak se eluuji 200 litry 1%
viodného roztoku chloridu sodného a pak
560 litry 5% vodného roztoku chloridu sod-
ného. Eluat tvofeny 5% vodnym roztokem
chloridu sodného se vyceii filtraci pres
k¥emelinu a vyCefeny filtrat se necha pro-
jit sklendnou kolonou o rozmérech 229 X
x 1524 mm obsahujici 25 litri granulova-
néhe produktu Darco (R} G—60 (o zrnéni
20 aZ¥ 40 mesh), coZ je granulované aktivni
uhli vyrdb&né firmou Atlas Chemical In-
dustries Inc. Sloupec se promyje 12 litry
vody a pak se vyviji 120 litrd 15% vodné-
ho methanolu a pak 340 litry 50% vodné-
ho methanolu a nakonec 120 litry 50% vod-
ného acetonu. Eluat tvofeny 15% vodnym
methanolem se za vakua zkoncentruje na
asi 7 litrd vodné faze a pH vodné faze se ze
4.5 nastavi na 6,0 pomoci ionexu Amberlite
(R) IR—45 v hydroxylové formé (slab&za-.
saditd anexova pryskyfice polystyren-poly-
aminového typu). Pryskyfice se  odfiltruje
a filtrat se zkoncentruje za vakua na asi
1 litr a pak se lyofilizuje, ¢imZ se ziska
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38 g latky sestavajici predevdim z latky
BM123 spolu s malym mnoZstvim latky trans-
-BM123y (pievazné trans-BM123yy-latky).

Eluat tvofeny 50% vodnym methanclem °

se z hodnoty 4,65 zalkalizuje ionexovou
pryskyFici Amberlite IR—45 v hydroxylove
form® na hodnotu 8,0. Pryskyfice se odfil-
truje a filtrat se za vakua zkoncentruje na

‘asi 6,3 litru a tento koncentrat se lyofili--

zuje. Ziska se 213 g latky sestavajici pfe-
vayné z latky trans-BM123y. Eluat tvofeny
50% vodnym acetonem se z hodnoty 4,0
zalkalizuje pomoci ionexové pryskyfice Am-
berilite (R) IR—45 v hydroxylovém cyklu
na hodnotu 6,0. Pryskytice se odfiltruje a
filtrat se za vakua zkoncentruje na asi 1,5
litru. Koncentrat se pak lyofilizuje, ¢imZ se
ziskd 56 g nedisté latky trans-BM123.

Priklad 4
Dalsi ¢isténi trans-BM123y-latky

- Suspenze CM Sephadexu (R} C—25 v a-
monném cyklu (NH;*) ve 2% vodném roz-
toku chloridu amonného se nalije do skle-
néné kolony o priméru 2,6 cm, aZ je slou-
pec pryskyrice v koloné asi 62 cm vysoky.
Pr¥ebytek 2% vodného roztoku chloridu a-
monného se odpusti. Vzorek trans-BM123y-
-14tky o hmotnosti 5 g, vyrobeny zplsobem
popsanym v prikladé 3 se rozpusti v asi
10 ml 2% vodného chloridu amonného a
roztok se namese na sloupec. Sloupec se
eluuje vodnym chloridem amonnym o Kkon-
centraci jednak 2 a jednak 4 % (vidy 6
litr@l), prifemZ se pouZivd koncentratniho
gradientu. KaZdych 15 minut se automatic-
ky odebiraji 75 ml frakce. Antibiotikum
trans-BM123y se lokalizuje v jednotlivych
frakcich. kontrolou eludtu vytékajiciho z
kolony pomoci ultrafialového svétla a bio-
autografii pomoci navlh€enych papirovych
kotoutli na velkych agarovych deskdch ino-
kulovanych kmenem Klebsiella pneumoniae
AD. Vétsina latky trans-BM123y se lokali-
zuje mezi frakcemi 71 aZ 107 vCetné.

130 ml granulovaného produktu Darco
(R} G—860 o zrnéni 20 aZ 40 mesh se sus-
penduje ve vodé, suspenze se prevede do
sklen&né kolony, nechd se usadit a pfeby-

tek vody se nechéd odtéci. Frakce 84 aZ 96 -

vCetn®, ze shora uvedené chromatografie
na CM Sephadexu, se spoji, a nechaji projit
sloupcem granulovaného uhli. Sloupec s
absorbovanocu ldtkou se promyje 600 ml vo-
dy a vyvijeni se provadi 1 litrem 50% vod-
ného acetonu. Eludty, z nichZ oba obsahuji
trans-BM123y-latku, se zkoncentruji za va-
kua na vodné fdze a koncentraty se lyofi-
lizuji. Ziska se celkem 886 mg trans-
-BM123y-1atky ve formé hydrochloridu.
Mikroanalyticky vzorek se ziskd tak, Ze se
tato latka podrobi shora uvedenému C€iSté-
nf jest& jednou.

Antibiotikum trans-BM123y nemd urlity
bod téni, ale postupny rozklad zalind v

20

blizkosti 200 °C. Mikroanalyzou vzorku
ekvilibrovaného 24 hodin p¥i 22,2 °C v at-

- mostéfe o relativni vlhkosti 23 % se zjisti

toto sloZeni: C 39,44 %, H: 6,10 %), N: 16,19
proc., Cl (iontovy] 11,54 %, ztrata suSenim
8,19 %. Ve vodé poskytuje trans-BM123y-
-latka v U. V. absorpfnim spekiru maximum
pFi 286 N S E 14 = 250.

Poloha tohoto maxima se neméni s hod-
notou pH. Trans-BM123-latka mé specific-
kou otadivost [e]p®° = +71° (C = 0,97 ve
vodé) a vykazuje charakteristické absorb-
ce v infraCervené oblasti spektra pfi na-
sledujicich vinovych délkédch: 770, 830, 870,
830, 980, 1035, 1105, 1175, 1225, 1300, 1340,
1370, 1460, 1510, 1555, 1605, 1660, 1740,
2950 a 3350 cm~ 4, '

Priklad 5
Izolace trans-BM123y,-latky

Suspenze CM Sephadexu (R) C—25 v so-
dikové formé& (Na‘*) ve 2% vodném rozto-
ku chloridu scdného se nalije do sklenéné
kolony o priméru 2,6 cm, aZ je sloupec prys-
ky¥ice v kolon& 70 cm vysoky. Prebytek 200
vodného roztcku chloridu sodného se od-
pusti. Vzorek trans-BM123y,-latky a malého
mnoZstvi trans-BM123y,-14tky a jinych ne-
Gistot o hmotnosti 4,11 g, vyrobeny zplso-
bem popsanym v piikladé 3 ss rozpusti v
asi 10 ml 2% vodného roztoku chloridu
sodného a nanese na sloupec. Sloupec se
eluuje voduym chloridem " sodnym o kon-
centraci jednak 2 a jednak 4 % (vzdy 4
litry), pFifemZ se pouZivd koncentrafniho
gradientu. KaZdych 15 minut se automatic-
ky odebiraji 75 ml frakce. Antibiotikum
trans-BM123y se lokalizuje v jednotlivych
frakcich kontrolou eludtu vytékajiciho z
kolony pomoci ultrafialového svétla a bio-
autografii pomoci navlhfenych papirovych
kotou¢@t na velkych agarovych deskdch ino-
kulovanych kmenem Klebsiella pneumoniae
AD. VétSina latky trans-BM123y se lokali-
zuje mezi frakcemi 64 aZ 90 v€etn&. Prvni
frakce (64 aZ 80) obsahuji smés trans-
-BM123y; a trans-BM123yy-latky, zatimco
pozdgjsi frakce (81 aZ 90) cbsahuji v pod-
staté Cistou trans-BM123y,-latku.

100 ml granulovaného produktu Darco
(R] G—60 o zrnéni 20 aZ 40 mesh se sus-
penduje ve vodé, suspenze se pievede do
sklenéné kolony, nechd se usadit a preby-
tek vody se necha odtéci. Frakce 81 aZ 90
véetn&, ze shora uvedené chromatografie
na CM Sephadexu, se spoji, a nechaji projit
sloupcem granulovaného uhli. Sloupec s
absorbovanou latkou se prcmyje 500 ml
vody a vyviji 500 ml 10% vodného metha-
noilu a pak 1 litrem 5C% vodného metha-
nolu. Hodnota pH eludtu v 50% vodném
methanolu, ktery obsahuje vétSinu trans-
-BM123y,-1atky se upravi z 5,9 na 6 pomo-
ci ionexové pryskyfice Amberlite (R] IR—
—45 v hydroxylovém cyklu. Pryskyfice se
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odfiltruje a filtrat se za vakua zkoncentru-
je na vodnou fé&zi, kterd se lyofilizuje. Zis-
kd se 294 mg bilé amorfni trans-BM123y,-
-14tky ve formé& hydrochioridu.

Antibiotikum trans-BM123y; nemd osiry
bod téni, ale postupny rozklad zatind v
blizkosti 200 ©°C. Mikreanalyzou vzorku
ekvilibrovaného v atmosféfe o urdité vih-
kosti se zjisti toto sloemi: C: 37,84 %, H:
5,73 %, N: 15,58 %, Gl {(iontovy), 10,01 %,
ztréta suSenim 10,45 %. V methanolu po-
skytuje trans-BM123y,-latka U.V. absorpéni
maximum pfi 286 nm s E 1en = 225.

‘Poloha maxima se nem#ni s hodnotou pH.
Trans-BM123y,-14tka mé specilickou ot4gi-
vost +55° (C = 0,803, ve vodE) a vykazuje
charakteristiku absorbci v infrafervené ob-
lasti spektra piFi nasledujicich vinovych dél-
kéch: 770, 830, 870, 930, 980, 1045, 1080,
1110, 1125, 1175, 1225, 1305, 1345, 1380,
1465, 1515, 1560, 1605, 1660, 1730, 2950 a
3350 cm 1.

P¥tklad 6
Izolace trans-BM123y,-latky

25 gramovy vzorek obsahujici p¥edevSim
trans-BM123y,- a BM123g-1atku péipraveny
zplsobem popsanym v pifkladé 3, se roz-
pusti v asi 120 ml 2% vodného chloridu
sodného a nanese na sloupec obsahujici
1800 ml CM Sephadexu (R) C—25 v sodi-
kové form¥& ve 2% vodném chloridu sod-
ném. Sloupec se eluuje gradientem mezi 20
litry 2% a 20 litry 4% vodného chloridu
sodného. Prvnich 12 litrd eluatu se jima do
velké ldhve a pak zlikviduje. Pak se kai-
dych 40 minut automaticky zachyti frakce
asi o objemu 800 ml. Antibictikum trans-
-BM123y se lokalizuje sledovanim frakci
eludtu v ultrafialovém svétle. VétSina trans-
-BM123y-l14tky se lokalizuje mezi frakcemi
7 a¥ 18 vletnd. Pofdtedni frakce (7 aZ 15)
obsahujl v podstaté distou trans-BM123y,-
-latku a pozd#&isi frakce (16 aZ 18) obsahu-
ji smés trans-BM123y, a trans-BM123y,-l4t-
ky.

600 ml granulovanédho produktu Darco
[R) G—60 o zrn&ni 20 aZ¥ 40 mesh se sus-
penduje ve vodg, suspenze se pievede do
sklen&né kaolony, nechd se usadit a preby-
tek vody se nechéd odtéci. Frakce 7 aZ 15
vCetn#, ze shora uvedené chromatografie
na CM Sephadexu se spoji, @ nechaji projit
sloupcem granulovaného uhli. Sloupec s

absorbovanou latkou se promyje 3 litry vo-

dy a vyviji se 3 litry 10% vodného metha-
nolu a 6 litry 50% wvodného methanolu.
Hodnota pH 10% vodn&-methanolického
eludtu se upravi z 5,8 na 6,0 pomoci ione-
xové  pryskyfice Amberlite (R) IR—45 v
hydroxylové formé&. Pryskyfice se odfiltru-
je a filtrat se za vakua zkoncentruje na
vodnou fézi, kterd se lyofilizuje. Ziské se
595 mg bilé amorfni trans-BM123y,-1dtky ve
form& hydrochloridu. Hodnota pH 50% vod-
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n&-methanolického eludtu se nastavi z pH
4,6 na pH 6,1 pomoci ionexové pryskytice
Amberlite {R) IR—45 v hydroxylové formé.
Pryskyfice se odfiliruje a filtrdt se za va-
kua zkoncentruje na vednou fdzi, kterd se
lyofilizuje. Ziskd se 3,645 g pondkud méns
Cisté bilé amorini trans-BMi23y,-latky wve
formé& hydrochioridu,

Antibictikum trans-BM123y, neméd ostry
bod téni, ale postupny rozklad zacind v
blizkosti teploty 200 °C. Mikroanal§za vzor-
ku ekvilibrovaného 24 hedin pfi 22,2 °C v
atmosféle o 60 % relativni vihkosti posky-.
tuje tyto vysiedky: C: 36,14 90, H: 5,67 %,
N: 15,1 %, Cl (iontowy} 11,11 %, ztrdta su-
Senfm 10,87 %. V methanolu poskytuje
trans-BM123y,-1dtka U. V. absorptni maxi-
mum p¥i 286 nm s E 1o, = 220,

Poloha tohoto maxima se neméni s pH.
Trans-BM123y,-ldtka mé specifickou ot&éi-
vost 460 {C = 0,51 ve vodé&) a vykazuje
charakteristické absorpce w infrafervené
oblasti spektra pFi nésledujicich vinovych
délkach: 770, 830, 870, 950, 980, 1035, 1110,
1175, 1225, 1285, 1345, 1380, 1470, 1515,
1560, 1605, 1660, 1755, 2950 a 3350 cwm .

P¥iklad 7 B

Papirovéa rozdslovaci chromatografie a chrf;-
matografie v tenké vrstvé latek BMlZBﬁ a
trans-BM123y.

Antibiotika BM123 lze rozliSit papirovou
chromatografii. K tomuto Gfelu se na prouZ-
ky papiru Whatman €& 1 nanesou skvray
vodného nebo methanolickéhe roztoku i14-
tek a ekvilibruji se 1 aZ 2 hodiny v pritom-
nosti jak horni, tak dolni faze. Prou¥ky se
vyvijeji pfes nec spedni (organickou) fézi
ziskanou smichanim 90 % fenol : m-kresol :
: kyselina octovd : pyridin : voda (objemo-
vé 100 : 25 : 4 : 4 : 75). Po vyvijenl se
prouZky wvyjmou z chromatografické ko-
mory, 1 aZ 2 hodiny se su$i na vzduchu,
promyji se etherem, aby se odstranil zby-
1¢ fenol a bicautografuji na wvelkych aga-

- rovych deskdch naolkovanych Kilebsiella

pneumoniae kmenem AD. Reprezentativni
hodnoty Rf jsou uvedeny v nésledujici ta-
bulce VIII:

Tabulka VIII

" SloZka RE
trans-BM123y-latka 0,85
BM1234-ltka 0,50, 0,70

$ sloZka se za pounZiti tchoto systému
chovd jako smés 2 antibiotik. BM1238-14tka
se skiddd z hlavniho antibiotika (Rf =
= 0,50) oznafeného BMi123g a z v mensf
mife zastoupeného antibiotika (Rf = 0,70)
oznaCeného BM1238,.

BM123-antibiotika Ize rovn&f rozlisit
chromatografii v tenké vrstvé K tomuto a-
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delu se nanesou na pPfedem povletné des-
ky z celulézy F (R) (o tloustce 0,10 mm),
[celuléza ve formé tenkych vrstev, doda-
vana firmou EM-Laboratories Inc., Elms-
ford. New York (USA)] skvrny vodného
roztoku latky, kterd mé& byt chromatogra-
fovdna (asi 20 aZ 40 pg na skvrnuj. Des-
ky se vyvijeji pfes noc rozpouStédlem zis-
kanym smichdnim 1-butanolu, vody, pyri-
dinu a kyseliny octové (objemové 15 : 12 :
: 10 : 1). Po vyvijeni se desky odstrani z
chromatografické komory a nechaji na
vzduchu b&hem asi 1 hodiny uschnout. An-
tibiotika se deteguji za pouZiti bud stan-
dardniho ninhydridnového nebo Sakagu-
chiho reak¢niho cCinidla ve formé spraye.
Reprezentativni Rf hodnoty jsou uvedeny v
tabulce IX:

Tabulka IX

SloZka RE
BM123y-14tka 0,17, 0,23
BM123g-latka 0,08, 0,14

Jak BM123g, tak trans-BM123y-ldtka se
za pouZiti tohoto systému chova jako smés
dvou sloZek. BM123g-14tka se sklada z hlav-
ni sloZzky (Rf 0,08) oznaCend jako
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BM1238-sloZka a z vedlej8i slogky (Rf =
== (0,14) oznaCené jako BM1238,. Mén& po-
larni slozka trans-BM123y-latky (Ri = 0,23)
je oznaCovédna jako trans-BM123y,-latka a
poldrn&jsi sloZka (Rf = 0,17) jako trans-
-BM123y,y-ldtka.

Priklad 8
Pfiprava cis-BM123y-14tky

Roztok 200 mg trans-BM123y-ldatky ve 200
ml vody se fotolyzuje svétlem Hanovia v
t¥ihrdié baiice s kulatym dnem opatfené
vodnim plastém po dobu 1/2 hodiny. Bg-
hem této doby se maximum ultrafialové ab- .
sorbce reakéniho roztoku pfesune z vlno-
vé délky 290 mjz na 275 mu.

Tato fotolytickd reakce se nejlépe sledu-
je tak, Ze se odebiraji v rliznou dobu z re-
akéni sm#si alikvotni vzorky a méfri se je-
jich ultrafialovd obsorbce. Reakce je skon-
Cena poté, co se maximum absorbce pfre-
sune z 290 myu na 275 mu. Produkt se z re-
akéni smési ziska lyofilizaci.

Shora uvedeny postup se opakuje s tim
rozdilem, Ze se roztok fotolyzuje 1,5 hodi-
ny. Lyofilizaci se ziskd 170 mg latky cis-
-BM123y.

PREDMET VYNALEZU

Zpfisob p¥ipravy cis-|p-{2-[ {3-(/4-amino-
butyl/amino)propyl) karbamoyl Jvinyl}|gly-

kosid®, oznafenych jako cis-BM123y, a cis-
-BM123yy-sloutenina, obecného vzorce I

0
R—@—CH CH-C-NH-(CH,) sNH (CH, ), NH,

kde

(1)

R predstavuje v pfipadé€ BM123y;-slou-
Ceniny zbytek vzorce



7T 209489
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a v pripadd BM123y,-sloudeniny zbytek vzorce

H
HA—O HAOH
H o H
NH H, OH H
0 H NH—%—-HN
C'H NH H N O
o Cc=0 c=0
] |
vyznadeny tim, Ze se vodny roztok odpovi- kud se vychozi trans-isomer v podstat® ne-
dajiciho trans-isomeru ozafuje svétlem o pfevede na odpovidajici cis-isomer obec-
vinové délce 250 aZ 400 ym tak dlouho, do- ného vzorce L. :

Severografia, n. p., zévod 7, Most
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