i

REPOBLIA ZVEREJNENA PRIHLASKA | @ s

(13) A3

a9 - VYNALEZU o | s

el

C 07D 225/06
C12P 17/10
(22) 28.12.92 /{ (C12 P 1710, C 12 R 1:55)

(32) 06.01.92
(31) 92/817235
(33) us

(40) 11.08.93

- oran
) PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTV]

{71) PFIZER INC.\New York, New Yok, US;

{(72)  Cullen Walter P., East Lyme, Connecticut, US;
Jefferson Mark.T., Waterford, Connecticut,, US;
Moyer Mikel P., Clinton, Connecticut, US;

{54) Zpisob pipravy 4,5-dihydrogeldanamycinu a
Jeho hydrochinonu a pouzitf téchto i4tek

(S7) Zplsob fermentace & isolovén! siouteniun vzorce I a II,
které patf{ do skupiny ansamycinbenzochinonovych antibi-
otik, propagac{ mikroorganizmu Streptomyces hygroscopi-
cus ATCC 55256 ve vodném Zivném prostledi obsahujic]
zdroj uhlfkatych litek, zdroj organického dusiku, ristovou

- latku a mineréln{ soli obsahujicf stopové prvky. Do rozsahu
rovnéZ ndlez! chemickd syntéza sloudeniny vzorce II ze:
slouteniny 1. Uvedené slouteniny jsou vhodné pro 162enf
proliferatnich poruch vEetné rakoviny u saved, zejména u

i lidf, coZ ovSem neznamend omezen{ jejich pouitf, U tEchto
: sloutenin.se rovné:. pledpokldds jejich pouitelnost proti
urZitym mikroorganizmim a déle jsou pousiteiné jako imu-

* nosupresivn{ 1itky proti autoimuniteim onemocnZnim.
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Zpusob pfipravy 4,S-dihydrogef‘anamycinu.ajighq hydroch?konu

a pouZiti. téchto litek T—

Oblast"technigz

Vynélez:se.tyké:novéhozzpﬁsobu pripravy
4,5-dihydrogeldanamycinu a. jeho hydrochinonu fermentaci
mikroorganizmy Streptomycesrhygroscopicus; ktery je ulozen
Ve sbirce kultur Pfizer pod. oznacenim FD 29068, co% -je
derivat subkultury'NRRL:3soz; nyni uloZeny jako ATCC:SSZSG,
za.péuiiti.étandérdnich-fErmentaénich.metod a. podminek,
pZidemZ potom nésleduje-isolovéni sloucenin pedle vyndlezu

'za,pouziti béinfch.oddélovacich:metod. Hydrochinon je mozZno

rovnéz pfipravittchemickou\syntézouﬁzez4,5—dihydro--
geldanamycinu. -

Dosavadni stav techniky

Jak. uvedeny 4,5-dihydrogeldanamycin tak i jeho |
hydrochinon pfedstavuji chemickd slouceniny, které nalezi ke
skupiné ansamycinbenzochinonovych antibiotik.. Tento

S’ S -

e S

4,5-dihydrogeld;;;;}cin a jeho hydrochincn'ée povazuji za
derivéty'geldanamycinu, CoZ je vSeobecné velice dobfe Znama
latka z této skupiny'ansam&cinbenzochinonov?ch»létek.
Geldanamycin jako takovy se: ziskd fermentaci mikroorganizmu
Streptomyces hygroscopicus NRRI, 3602 a oddélenim této latky
z fermentaéniho prostfedi. Geldanamycin pfedstavuje znamou
latku, kterd se pouzivi proti urcéitym druhum mikroorganizmi,
zejména proti kvasinkam a pPlisnim. Postupy pripravy téchto

__geldanamycinﬁﬁa,ppuiiti.téchtonlétek-je uvedeno v patentu

Spojenych staty americkych &. 3 595 g5%, 4,5-Dihydro=-
geldanamycin byl rovné: predtim pfipraven syntetickym
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zpusobem katalytickou hydrogenaci geldanamycinu. Odkaz na
semisyntézu 4,5-dihydrogeldanamycinu je moZno nalézt

v Progress in the Chemistry of Organic Natural Products,
Chemistry of the Ansamycin Antibiotics, 33, 1976, str. 278.
Az dosud nebylo uvaddéno v publikacich podle dosavadniho
stavu. techniky 24dné pouZiti tohoto 4,5=dihydro-~
geldanamycinu.

Semisyntetické derivaty geldanamycinu a jejich pouziti
jako protlnadorovych 1atek je poplsovano v Derwent abstracts
82-98300E, 81=70796D, 80-72388C a 80~62760C. T ’

Podstata vyndlezu

Vyndlez se tykad postupu pripravy 4, 5-dihydro-
geldanamyclnu, ktery wi dale uvedeny vzorec I,
a hydrochinonu tohoto 4,5-dihydrogeldanamycinu, ktery ma’
déle uvedeny vzorec II :

M
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Tento postup podle vyndlezu zahrnuje submerzni aerobni
propagaci mikroorganizmu Streptomyces hyqroscopicus ATCC
55256, ve vodném Zivném prostfedi, pfidemz potom nidsleduje
isolovani sloucenin vyse uvedeného vzorce I a IT. Podle:
uvedeného vyndlezu bylo Zjisténo, Ze: 4,5-dihydro~
geldanamycin a jeho hydrochinon Je mozno ziskat fermentaci
StreptomyceS‘hygroscopicus ATCC 55256, coZ je
mikroorganizmus, o kterém predtlm nebylo znamo, ze produkuije.
slouceniny pedle uvedeného vynialezu. U tohoto
4,5-dihydrogeldanamycinu bylo rovnéZ prokiazano, e
predstavuje velice vhodnou-létku pro lédeni proliferaénich
poruch, zejména rakoviny, u savci a zejména u lidi. U tohoto
4 5-d1hydrcgeldanamyc1nu se rovnéZ predpoklidad, zZe
pfedstavuje vhodnou liatku pro léceni uréitych
gram-positivnich a gram~negativnich bakteriilnich infekei,

a dale Ze predstavuje vhodny viricidni prostredek a rovnez
herbicidni prostfedek” projevuiici antlfungalnl

a antiprotozodlni vlastnosti. Vzhledem k tomu, e tato
sloucéenina rovnéz projevuje imunosupresivni vlastnosti, je
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' ‘podstate stejnym zpusobem jako je isolovan geldanamycin a

_ chem;cky pripravit syntetickym zpisobem redukci

mozno predpoklddat, Ze je vhodnd pro léceni ruznych
autoimunitnich onemocnéni, vcetné revmatické artritidy

a onemocnéni z reakce $tépu proti hostiteli, pricemz ovSen

pouziti vyse uvedené latky neni omezene témito prikladnymi
aplikacemi.

Uvedeny hydrochinen 4 ,5-dihydrogeldanamycinu i
predstavuje novou. slouceninu, kterou je moZno isolovat z
pfirodnich zdroju nebo je moZno ji pEfipravit chemickym
syntetickym postupem. Uvedeny hydrochinon je mozno isoloyat
z fermentadniho prostredi Streptomyces hygroscopicus v o

4, 5-d1hydrogeldanamyc1n Tento hydrochinon je moino rovnés

' 4,5-dihydrogeldanamycinu chemickym redukénim ¢inidlem.

Predpokladd se, Ze tento hydrocnlnon 4.,5-dihydro=-
geldanamycinu pfedstavuje vhodnou latku pouzltelnou protl
stejnym vSem uvedenym onemocnénim uvedenym4vyse

v souvislosti se 4,5-dihydrogeldanamycinem. Uvedeny vynalez
se tyka nového postupu prlpravy 4, 5-d1hydrogeldanamyc1nu

a 4,5-dlhydrogeldanamYCthydrochlnonu‘z prlrodnlho zdrdfé?h“““
zejména za pouZiti Streptomyces hygroscopicus, ATCC 55236,
pfidemZ do rozsahu uvedeného vynalezu rovnéZ ndleZi nova
moZnost pouZiti téchto sloucenin pedle vynilezu. Do rozsahu
uvedanéhO'yynélezu_rovnéz héleéi novy chemicky synteticky
zpusob pripravy uvedeného hydrochinonﬁ ze-4,S-dihydro-
geldanamycinu.

Streptomyces hygroscopicus, NRRL 3602, ktery je rovnéiz
oznacovan &islem FD 29068 ve sbirce kultur Pfizer, byl
uloZen podle Budapestské dohody ve sbirce American Type
culture Collection, Rockville, Maryland, co% je mezindrodnd
uznani shirka pro permanentni ukliddni kultur a jejich
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pfistup pro vefejnost, v pripade, Ze je na prihlasku
vynalezu udélen patent. Tento mikroorganizmus zde byl uloZen
pod oznacenim ATCC 55256. Tento uloZeny mikroorganizmus je
zde. pristupny verfejnosti béhem Fizeni o této ptihldsce
vynalezu tomu, kdo je k tomu opridvnén zmocnéncem patentového
uradu Spojenych stdtld americkych. (Commissioner  of the United
States. Patent' and Trademark Office) podle 37 CFR 1.14 a 35
USC 122 a podle ustanoveni zahraniénich patentovych zdkoni
v zemich, ve kterych byly pedény analogické patentové
prihlasky nebo jejich nésledné patentové prihlasky. Veskeré
prekaZky tykajici se pristupnosti tohoto uloieného
mikroorganizmu vefejnosti. budou ngodvoiatelné.odstranény”

2. Cervna. 1993 nebo po udéleni patentu, jestlize nastane.
dfive. ' '

Slouceniny vzorce I a II predstavuji prirodni.
produkty, které je moino isolovat z fermentaéniho prostredi
Streptomyces hygroscopicus}ATCCTSSZSGU'Zpﬁsob'prcpagace:
Streptomyces: hygroscopicus ATCC 55256 za Gcelem ziskani
4,5-dihydrogeldanamycinu a jeho hydrochinonu je stejny jako
zpusob propagace tohoto mikroorganizmu p#i ziskdvani ,
geldanamycinu. Tato metoda propagace predstavuje standardni
metodu, kterd je popisovdna naptiklad v patentu Spojenych
statlu americkych &. 3 595 955, ktery je zde uvadén pouze
jako odkazovy materidl. Tento mikroorganizmus Streptomyces
hygroscopicus, ATCC 55256, predstavuje kulturu, kterou je
moZno péstovat pfi teploté v rozmezi od 24 do 36 °C a za
submerznich podminek za michdni a aerace v prostfedi
cbsahujicim zdroje uhlikatych latek, jako jsou napfiklad
cukry, Skroby a glycercl, dile zdrbje organického dusiku,

. Jako .je.napfiklad- sojovd moucka, kasaminové kyseliny =~ =+ - - -

a kvasnicovy extrakt, ddle ristové litKy, jako je napfiklad
obilni extrakt, rybi moucka, mouéka z bavlinikovych semen,
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a ddale minerdalni soli obsahujici‘stopové prvky, jako jsou
napfiklad Zelezo, kobalt, zinek, atd. Inckulum se pripravi
stirianim- vegetativnich bunék ze §ikméhc agaru inokulovaného
kulturou ATCC 55256. Vhodnym pevnym médiem pro. poédteéni

rist na S$ikmém agaru je ATCC &. 172, jehoZ komponenty jsou
uvedeny dale :

ATce # 172 | gramy/litr
glukdza . 10
 rozpustny Skrob 20
~ kvasnicovy extrakt o 5
- *NZ Amine A R o

uhliéitan vdpenaty
agar 20
* pridavek destilované vody do 1000 mililitrd a dprava pH na

-7;0~za~pomoci,hy&roxiduudraselného,KOHa

*NZ Amine A predstavuje chrdnénou znacku vyrcbku firmy

Kraft Inc. Product of Quest Internatlonal ‘(Sheffield ™ "~

Products)

¢

Kultlvace Streptomyces hygroscoplcus ATCC 55256,

P TR
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a Lsolovanl sloucenxn vzorce I a II se provadl podobnym
zpusobem jako je postup pouZivany u prfedchozich fermentaci
podle dosavadniho stavu techniky, pfi kterych se pfipravuje
geldanamycin. V tomto sméru je mo#no poukdzat na patent
Spojenych stdtd americkych-&.. 3 595 955. Kultivace ve
vyhodném provedeni probihd ve vodném Zivném prostfedi za
submerznich aerobnich podminek a za michdni pri teploté

24 °C aZ 36 °C. Vhodné Zivné médium pro kultivaci obsahuje
zdroj asimilovatelného uhllku jako jsou napfiklad cukry,
skroby a glycerol, dale zdroj organickeého du51ku, jako je
napfiklad sojovd mouéka, kasaminové kyseliny a kvasnicovy

‘extrakt, a dale zdroj riztovych latek, jako je- napfiklad

-obilni<ext:akt, rybi moudka a moudka z bavinikovych semen,

ke
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a rovnéZ tak i minerdlni soli, jako je napfiklad chlorid
sodny a stopové prvky, jako je napriklad Zelezo, kobalt, meéd
a zinek. Rovnéi se pouZivaji pro tyto ddely pufry, jako je
uhliéitan vdpenaty a fosfaty. V pfipadé, Ze béhem fermentace
dochdzi k nadmérnému pénéni, je moino do fermentacéniho
prostredi priddvat protipénici pfisady a. rovnés tak

i rostlinné oleje nebo silikony. Aerace tohoto média

' v submerznich fermentorech se ve vyhoedném provedeni. podle

vynalezu provadi za podminek zahrnujicich asi 1/2 objemu a%
2 objemy. sterilniho volného vzduchu na jeden cbjem
fermentadniho média za minutu, ktery je vhinén do. tohoto
prostredi pomoci rozptylovaciho zafizeni. Michadni je mozno
provadet za pomoci. béZnych michadel, které jsou obecné znamy

" pracovnikim zbéhlym v oboru fermentaéni, techniky. Rychlost

michdni zdvisi na typu pouZitého michadla. PFi pouziti
trepacek se obvykle pouziva: 150 aZ 200 cykli za minutu,
pricemZ v- p¥ipadé fermentorli se obvykle: pouzivd 300 aZ 1700.
otadek. za minutu. Béhem pfenosu mikroorganizmu a pfi jeho
péstovani je nutno samozfejmé udriovat aseptické podminky.

Inokulum pro pripravu téchto antibiotik podle
uvedeného vyndlezu je moZno ziskat za pouziti narostlych

bunék ze sikmého agaru. této kultury nebo z Rouxovych lahvi

lnckulovanycn touto kulturou. Pevnym medlem, ktere je vhodneé
pro pocatecnl rist tohoto mlkroorganlzmu na 51kmem agaru

a v Rouxovych lahvich je ATCC médium &. 172. Tento ndrist je
moZno pouZit k inokulovdni jak trepadek tak i inokulaénich

fermentord nebo je moZno tyto inokulaéni fermentory

- zaoCkovat z uvedenych tfepadek. Narist v téchto tfepadkach

je moZno viecbecné dosdhnout béhem maximdlné 4 az 5 dna,

pridemz nejvyhodnéjsi perioda pro' inokulum v submerznich’

- fermentorech je obvykle v rozmezi*’? a2z 3 dnu.

-




Ve fermentaénim médiu se spoleéné s uvedenymi latkami
produkuje nigercin a elaiopnilin, které jsou aktivni viéi .
gram-pozitivnim a negativnim mikroorganizmum, pficemz
produkce téchto ldtek je dobrym indikdtorem rustu
souvisiciho s produkci 4,5-dihydrogeldanamycinu. Vzhledem k
vySe uvedenému je tedy moZno biclogickou aktivitu
farmentaéniho prostfedi monitorovat bioclegickym testen
média, p¥i kterém se pouzivd sensitivni druh Staphyloccccus
aureus ATCC 6538P nebo Bacillus subtilis ATCC 6633. Pro tyto
déely je moino pouZit standardni destiékovou‘testbvaci
metodu, pri které je zdéna inhibice obklopena kotoucem ~
filtraénihe papiru.nasyceného médiem, které se pouZiva pro
méfeni antibiotické tGéinnosti. Pro detekci uvedenych
antibiotik produkovanych ve fermentaénim médiu a pre analyzu

_ smési surovych a vyéisténych latek extrahovanych z tohoto

fermentaéniho média je moZno rovméi vhedné pouiit
chromatografickou analyzu v tenké vrstvé, pfi které se- - .
pouzije silikagelu. K vyvolani chromatogrami se pouZije
ethylesteru kyseliny octové, pridemZ slouceniny
predstavujlc1 uvedend antibiotika je moZneo vizudlné prokazat

" postrikem vanilinovym reakénim &inidlem a” zahfatim na- FTmm e

chromatografické desce v tenké vrstvé pfi teploté 80 °C.
Vyvolanou desku je moZno pfekryt agarem naockovanym budto
S. aureus nebo B. subtilis a potom inkubovat pri teploté

37 °C po dobu 16 hodin, &imZ se vizudlné prokdie pfitcmnost
uVedenydh antibiotik.

Slouceniny vzorce I a II vyrobené podle uvedeného
vynalezu fermentaci Streptomyces hygroscopicus AICC 53236,
je moZno odddlit a ziskat bézZnymi metodami znamymi
2 dosavadniho stavu techniky, jako je napfiklad extrakce
celého podilu nefiltrovaného fermentadéniho média organickym
rozpoustédlem, jako je napfiklad chloroform, ethylester
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Kyseliny octové, methylisobutylketon nebo butanol pri
prirozené se vyskytujici hodnoté pH. V alternativnim
provedeni je moZno mycelium oddélit po dokonéeni narustu

a toto mycelium potom extrahovat organickym rozpoustédlem.
Takto ziskany rozpoustédlovy extrakt je potom mozno
zkoncentrovat na fidky sirup, pridems ¢isté antibiotikum se
ziska chromatografickym postupen..

Typicky postup oddélovani a ziskavani sloudenin vzorce
I a IT je moZno provést nasledujicim zpuisobem. Cely podil
Zivného média z fermentace Streptomyces. hygroscopicus
ATCC 55256 se exfrahuje methylisobutylketonem. PouZité
rozpoustédlo se odpari, pfidemi se ziskd rFidky siiup. Tento
sirup. se potonm rozpusti,V‘methylenchloridu.a‘pdtom-se naneée
na silikagel jako ndpli kolony a provede se eluovani
s gradientem od &istého methylenchloridu k Sistému
ethylesteru kyseliny octové. Takto ziskané eludty se
analyzuji chromatografickou metodou v tenké. vrstva. Frakce
obsahujicilslouééﬁinu I se spoji a odpafi do sucha. Rovnész
frakce- obsahujici sloudeninu II se spoji a odpafi do sucha.
TaktO'ziskané.produkty"je moZno ddle pfecistit.v pfipadé
potfeby krystalizaci nebo chromatografickym postupemn
v koloné.

O slouéenindch vzorce I & IT je meZno predpokladat, Ze
jsou vhodné proti uréitému druhu plisfievych patogent na
rostlindch, proti gram-positivnim a negativnim bakteriim a

'proti uréitym druhtim parasitickych mikroorganizmi.
~4,5-Dihydrogeldanamycin a jeho hydrochinon je mozZno testovat

pokud se tyce pouiiti na u&inek viéi vyse uvedenym
mikroorganizmim 2za pouZiti metody uvedené v_patentu -

. Spojenych statd americkych &. 3 595 955.
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Sloudenina vzorce I rovnéz inhibuje rist uréitych
lidskych rakovinnych: bunék. Uéinnost in vitro tohoto
4,5-dihydrogeldanamycinu byla provedena metodou podle M.C.
Alleye a kol. Cancer Research 48, 589-601, 1.49nor 1989, a za
pouziti bunéénych linii SKBR3 a MCF7. Z teéchto testl
vyplyvd, Ze 4,5-dihydrogeldanamycin je gdasteéné vhodny pro
léceni rakoviny u lidi, a zejména rakoviny prsu, vajecniku
a zaludku. O sloudeniné vzorce II se rovnéz pfedpoklada, ze
je vhodna pro stejné ucely.

4 5= Dlhydrogeldanamyc1n ma rovné:z 511ny

Lmunosupre51vn1 ucxnek coz bylo zjlsteno a potvrzeno za

pouzltl.metod béziné znamych z dosavadniho stavu techniky.
Tuto U&innost je moZno béinym zpisobem stanovit. odhadem

“inhibice proliferace T-bundk stimulované IL-2 a
_forbol 12-myristdt-l3-acetaten (PMA),'coz se stanovi na

zékladé zmenseni absorpce tritiem zpracovaneho thymldlnu
v porovnani s kqntrolnlml.vzorky neodetfenymi timto léciven.
0 slouéeniné vzorce II se rovnéj pfedpoklada, Ze ma
imunosupresivni uéinky. o

V pripadé, Ze se sloudeniny vzorce I nebo. II pouziji’
jako antiproliferacni ¢&inidla, napriklad jako
protirakovinova &inidla, potom je moZno je poddvat lidskému
jedinci budto samotnd nebo ve vyhodnem provedeni podle
vyndlezu v kombinaci s farmaceuticky prijatelnymi nosicovymi
latkami nebe fedidly ve formé farmaceutickych prostredki,
pfipravenych podle standardni farmaceutické praxe. Tyto
sloudeniny je moZno podavat ordlné nebo parenteralné. Do
parenterdlniho poddvani nalezi intravendzni, i
intramuskuldrni, intraperitonedlni, subkutannl a mistni
podavani.
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- V pfipadé ordlniho pouZiti je moZno slouceniny vzorce
I nebo IT podle uvedeného vynilezu podidvat. ve formé tablet
nebo kapsli nebo jake vodné roztoky nebo suspenze. V ptipadé
tablet pro ordlni pouziti se obvykle pouiivaji nosicové
materidly, mezi které je moZno zafadit laktézu a kukufiény
Skrob, a ddle maziva, jako je napfiklad stearat horeénaty. V
pfipadé: ordlniho. podavadni téchto litek ve formé kapsli jsou.
vhodnymi fedicimi ldtkami laktéza a suseny kukuZiény skrob.
V pfipadé, Ze se. pro ordlni pouziti pouzivaji suspenze,
potom se u€inna latka kombinuje s emulgacdnimi
a suspendaénimi ¢inidly. V pfipadé potfeby je moéno-bfidévat
sladidla. a/nebo aromatizaéni pfisady. V pfipadé
intramiskularniho, intraperitoneialniho, subkutdnniho
afintravenézniho‘podavéni;se-obvykle pfipravi sterilni
roztoky ucinné latky, pfidemZ se vhodné upravi hodnota pPH
tohoto roztoku a didle se provede: uprava pufrem. V' pfipadé
intravendzniho podavani se celkova koncentrace rozpusténych.
latek kontroluje v tom smyslu, aby bylo dosazZeno
it isotonického pFipravku.

V' pfipadé farmaceutického prostFedku obsahu]1c1ho
o -8louéeninu vzorce I nebo II se hmotnostni pomér nosicové
latky k uéinné ldtce obvykle pohybuje v fozmezi od 1 : 10 do
10 : 1. Ovsem v daném kenkrétnim pripadé bude zvoleny pomér
zaviset na takovych faktorech jako je rozpustnost: i¢inné
latky, uvaZovand davka a presny zpusob podavani.

V‘pfipadé, Ze se sloudenina vzorce I nebo II pouzije u
1lidi, potom se denni davka uréi obvyklym Zpuscbem lékafem.
Tato davka se méni podle stdfi, hmotnosti a reakce na
~-¢w—wa#podavane 1éé&ivo- podle-konkrétniho pacienta; a“krdmé'toho"je T
tfeba brat v dvahu intenzitu symptomd onemocnéni pro]evujlc1

- se. u daného pacienta a uéinnost jednotlivé podavané
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slouéeniny. V mnoha pZipadech se ovsen ﬁéinné'dévka bude
pohybovat podle potfeby v rozmezi od 0,01 gramu do 0,5 gramu
(jako napf¥iklad kaZdé ctyfi hediny a? &est hedin). V pripadé
chronického podavani se ve vétsiné pripadu bude i¢innd davka
pohybovat v rozmezi od 0,01 do 1,0 gramu za den, a ve
vyhodném provedeni podle vyndlezu v rozmezi od 20 do 250
miligrami za den, ve formé jednotlivé davky neho ve formé
rozdélenych ddvek. Na druhé stranéd muze byt v nékterych
pfipadech nezbytné pouiit davek, které lezi mimc uvedené

rozmezi.

pPFiklady provedeni vyndlezu

v nasledujicim jsou uvedeny konkrétni p¥iklady postupu
podle- uvedeného vynalezu.a pouziti. téchto sloucenin pedle
vynalezu, pricemZ tyto‘pfiklady jsou uvedeny pouze |
2 ilustrativaich divedi a nijak neomezuji rozsah uvedeného
vynalezu.

pfiklad 1

1. PEiprava inokula.
'

Pddle tohoto provedeni bylo jako. pevného média,
vhodného pro poddteéni rist na Sikmém agaru a v Rouxovych
lahvich, pouZito média ATCC &. 172. Do 300 mililitrovych
tFepadek bylo vloZeno 100 mililitra média, priéemz potom
byly tyto ldhve sterilizovany pfi teploté 120 °C a tlaku
103,425 kPa po dobu 30 minut. Po ochlazeni byle totc médium
inokulovano suspenzi vegetativnich bunék Streptomyces
hygroscopicus ATCC 55256, pfic¢emZz tato kultura narost;a na

' médiu ATCC agar &. 172. Tyto lahve byly potom proitepavany

pFi teploté 28 °C na tfepacce s posunem 3,81 centimetru az




. 6,35 centimetru a se 150 aZ 200 cykly za minutu (CPM) po
dobu 3 aZ 5 dni.

Protfepdavaci lahve byly prFipraveny za pouziti
nasledujiciho média : '

JDYTT ~ gramy/litr
cereloza 10
kukuficény skrob 5
kukufiény vyluh 5
NZ Amine YTT ‘ -
chlorid kobaltnaty \ 0,002

uhlic¢itan vapenaty ‘ 3
‘ dprava pH na 6,9-7,1

c! gramy/litr
cereloza 10
sejova moucka 10
kukuriéné fermentaéni produkty 5
kukufiény akrob 10
chlorid sodny ' 5
chlorid kokaltnaty : 0,002
uhliéitan vépenaty ’ 1

dprava pH na 7,0-7,2
2. Fermentace a isolovani 4,5-dihydrogeldanamycinu.

K inckulovani pétilitrové fermentaéni nadoby
‘obsahujici-t¥i-litry jednoho- z-ddle uvedenych médii byla - -~ - -

o
’\

pouZita jedna protfepdavaci nddoba.




HERB-F gramy/litr
cereloza 25
siran amonny 5
sojova moucka 10
kvasniény extrakt 2,5
chlorid draselny 4
masny extrakt 1
chlorid kcbaltnatny 0,002
3

uhli¢itan védpenaty

Uprava pH na.7;l=7;3

HERB-F2 gramy/litr
cereloza 10
| kukuriény Skrob 40
moucka z bavlinénych semen / 4
chlorid kobaltnaty 0,002
‘uhliéitan vépgna;? 6
pivovarské.kvasnice:u “ 2 &
chlorid sodny 2
siran hofeénat§ . TH,0 0,5
dusiénan amonny 2




. MACB~-M gramy/litr

rbr————r T === -

glycerol 10
kvasniény extrakt. 10
dusiénan sodny , 2
chlorid kobaltnaty 0,002
siran hofeénaty . 7H,0° 0,50
dihydrogenfosforeénan draselny - 1
chlorid draselny 0,5

siran Zeleznaty 0,01 ‘
‘ dprava pH na 6,9-7,2

Do kazdé nadoby bylo potom pfidan 1 mililitr P2000
(silikon), coZ je protipénici prisada, pfic¢emZ potom byly
nadoby utésnény a sterilizovdny pri teploté 120 °C a tlaku
103,425 kPa po dobu jedné hodiny. Potom byly nadoby
inckulovany jednou lahvi (asi 3 % inokula), pfidemZ
fermentovani bylo provadéne po dobu 72-120 hodin pfi teploté
28 °C a' potom bylo provédéno promichavani pfi 1700 otacdkich
za minutu a za pouzZiti pfivodu vhanéného vzduchu .
odpovidajicimu mneZstvi jeden objem vzduchu na jeden chijem
kapaliny za minutu. '

Biocaktivita média a ndslednych ziskanych podild byla

stanovena za pouZiti senzitivniho kmene Bacillus subtilis

ATCC 6633 nebo Staphylococeus aureus ATCC 6538P. SlozZky
média a cddélenych podilld byly vizuidlné vyhodnoceny za
pouZiti silikagelovych desticek a nasledujicihe systému :
éisty ethylester kyseliny octové. Vyvolané desticky bfly
post¥ikdny vanilinovym reakénim ¢inidlem (3 gramy vanilinu

'rozpuéténé_v J5-mililitrech.ethanolu,. naceZ. bylo .provedeno ... .

zfedéni na 100 mililitrd pomeci 85 %-ni kysellny fosforecne)

o

a potom byly zahraty na teplotu 80 °C. Stanovovana
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antibiotika se projevila svym tmavé modrym aZ purpurovym

‘zabarvenim. Vyvolané chromatografické desticky s tenkou

vrstvou (TLC-desticky) byly rovnéZ vizudlné vyhodnoceny
pozorovanim v tmavém boxu pod svétlem o wvlnové deélce 254 un.
Po deokonéeni fermentace byly fermentory zastaveny. Cely
podil média byl potom extrahovdn 1/3 objemu
methylisobutylketonu pfi dané hodnoté pH média, potom byle
provedenc oddéleni na DeLavalové separdtoru a rozpoustédlovad
fidze byla zkoncentrovdna za pouziti vakua za vzniku oleje.
Tento olej byl potom podroben protiproudému zpracovani ve
tfech trubicich za pouZiti hexanu a acetonitrilu v poméru
10 : 1. Spodni faze (CH,CN)obsahujici 4,5-dihydro-
geldanamycin a jeho hydrochinon byla oddélena, spojena

a zkoncentrovdna za pouZiti vakua. Takto ziskany zbytek byl

potom opétné rozpustin v methylenchloridu, zpracovan za
pouziti létky-Darco G50 (coZ je aktivni uhlik), zfiltrovan

a zkoncentrovan. Takto ziskany koncentrdt v methylenchioridu
byl potom nanesen do kolony Waters Prep 500 na napln

silikagelu, nadeZ potom bylo provedeno zpracovavani

gradientovou eluci od éistého methylenchloridu.k &istému. ... .
ethylesteru kyseliny octové. Frakce: obohacené

4 ,5-~dihydrogeldanamycinen, Rg=2,5-3 pfi poméru CHC13/aceton'
9 : 1, byly spojeny a podrobeny opakovanému
chromatografickému zpfacovévéni dokud nebyl isolovan cisty,

4 ,5-dihydrogeldanamycin. Takto ziskany
4,5~dihydrogeldanamycin byl potom krystalovan z horkého
isopropyléteru a potom byl susen ve vakuové peci pri teplote
50 °C po dobu pfes noc. Teplota tdni tohoto produktu byla

v rozmezi od 221 do 222 °C. '

Frakce obohacené na hydrochinen, Rg=1-1,5 pEi poméru
CHCl,y/aceton 9 : 1, to znamena slouceninu vzorce II, byly-
spojeny a podrobeny cpakcvahému chromatografickému



zpracovani dokud nebyl ziskdn ¢isty hydrochinon.
Priklad 2
Chemickd syntéza 4,5-dihydrogeldanamycinhydrochinenu.

Podle tohoto provedeni byl reakéni posﬁup'proveden
rozpusténého ve 100 mililitrech vody se 100 mililitry
ethylesteru. kyseliny octové, pficemZ k takto ziskanému
roztoku bylo pridano 200 grami 4,5-dihydrogeldanamycinu.
Ziskana reakéni smés byla chromatograficky zpracovana
v tenké vrstvé na pouziti silikagelovych desticek Analtech

- a jako. elucniho systému bylo pouZito &istého ethylesteru

kyseliny octoveé. Reakce: byla potom pozorovéna pod.
ultrafialovym svétlem (254 ul) a produkt byl post¥ikdn
vanilinem. Reakce byla témér kompletni v intervalu 20 minut.

Vodna: vrstva byla potom. extrahovana dvakrit
ethylesterem kyseliny octové. Potom byla rozpoustédlovad
vrstva. zpeétné extrahovana fosfatovym pufrem ¢ hednoté pH
7,0. PouZitd rozpoustédlova fdze byla potom ususena za
pouziti. bezvodého siranu sodného. Na,SO, a potom bylo
provedeno zkoncentrovani na pryskyficovity materidl.

Ziskany zbytek byl potom vloZen do isopropyléteru
(IPE), roztok byl zah¥dt k varu a potom bylo providdéno

- michani po dobu 3 hodin. Isopropyléterovy roztok byl

2filtrovdan a pevna ldtka byla usu$ena na filtru. Ususeny
4,5-dihydrogeldanamycin byl udrZovan v pouzdru pod vakuem

e w2 BEL EEPLOLE SO_TC._ . . e e e o e
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1. Zpusob pripravy slouéeniny vzorce I : : }
1
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CH; CH,

vyznaéujici se tim, Ze zahrnuje stupne :

(a) propagace mlkroorganlzmu Streptomyces hygroscoplcus

ATCC 55256 ve vodném Zivnénm mediu za submerznich aerobnich T
podminek, pfidemZ toto. 2ivné médium obsahuje zdroj

uhlikatych létek, zdroj organického dusiku, ristové latky

a minerdlni soli obsahujici stépové prvky, a

ﬁ
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(b) isolovadni slouceniny vzorce I.

2. Farmaceuticky prost¥edek vhodny pro léceni
proliferaénich poruch u saveu, vyznaéujici se tim, Ze
obsahuje farmaceuticky prfijatelnou nosicovou latku nebo |

- fedidlo a a jako uUéinnou sloZku slouceninu obecného vzorce I
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CH, CH,

v mnoZstvi k léceni. této proliferaéni poruchy.

3. Farmaceuticky prostredek podle naroku 2,
vyzna¢ujici se tim, Ze uvedenou proliferaéni. poruchou je
rakovina prsu, vajeéniku nebo Zaludku u 1lidi.

4. Farmaceuticky prostfedek vhodny pro léceni
autoimunitnich onemocnéni u séﬁcﬁ, vyznadujici se tim, Ze
#» ' obsahuje farmaceuticky pfijatelnou nesicovou latku nebo
' fedidlo a. jako Géinnou sloZku slouceninu vzorce T

(D




v mnozstvi k lééeni tochoto auteimunitniho onemocnéni.

5. Farmaceuticky prostfedek vhodny pro léceni
bakterialnich, virovych, fungdlnich nebo protozodlnich
infekci u 1idi, vyznadujici se tim, Ze obsahuje
farmaceuticky prijatelnou nosidovou latku nebo fedidlo
a jako uc¢innou latku slouceninu vzorce I

0

ey

v mnoZstvi k lééeni této bakteridlni, virové, fungalni nebo
protozodlni infekca.

6. Slouédenina vzorce II
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(II)

7. ZpUsob. pripravy slouceniny vzorce II pedle naroku
6, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje stupné :
(a) propagace mikroorganizmu Streptomyces hygroscopicus  ATCC
55256 ve: vodném Zivném mediu za submerznich aerobnich
podminek, pridemZ toto Zivné médium obsahuje zdroj
uhlikatych liatek, zdroj organického dusiku, ristové latky

‘a. mineralni soli obsahujici stopové prvky, a

(b) isolovdni slouceniny vzorce IIX.

8. Farmaceuticky prostredek vhodny pro lécdeni
proliferaénich poruch u savcl, vyznadujici se tim, Ze
obsahuje farmaceuticky prijatelnou nosiéovou latku nebo

- fedidlo a sloucéeninu podle ndrcku é v mnoZstvi k lééeni této

proliferaéni poruchy.

9. Farmaceuticky prostfedek vhodny pro léceni

- autoimunitnich onemocnéni u saved, vyznacujici se tim, Ze

obsahuje farmaceuticky prijatelnou nosiéovou latku. nebo
fedidlo a slouceninu podle ndrcku 6 v mnoZstvi k léceni



tohoto autoimunitnihe onemocnéni.

10. Farmaceuticky prostfedek vhodny pro léceni

bakteriélnich, virovych, fungdlnich nebo protozodlnich

infekci v saveld, vyznacujici se tim, Ze obsahuje

farmaceuticky prijatelnou nosiGovou liatku nebo Fedidlo

& slouceninu podle ndroku 6 v mnozstvi k lédeni této:

bakterialni, virové, fungdlni nebo protozoalni infekce.

n e e e e e .UZastupuj-e%,:
' - Dr. Pavel Zeleny
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