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(54 SpbBsob pripravy antibiotika vermicilinu s cytotoxickymi ddéinkawmi na nddorové bunky

Vyndlez se tjka'spasobu pripravy nového entibiotika Gfinného in vitro na buqk& leu~
kémie P388, L-1210 & Earlichovho ascitického karcindmu /EAC/, kultivdciou pliesne Penicil-

lium vermiculatum Lang. & izoldeciou z filtrdtu kultivainej pddy.

V rdrmci systematického vyhigdévania ldtok s potencidlnyni protinddorovimi ddinkami
boli ‘testované filtridty pliesni izolovanych z Jdchymovsk,ch urdnovych bani. Aktivita
filtrdtov bola hodnoten. k tomuto Ufelu vypracovanou metodou /Fuska, J. & spol., Neop-
lasua 18,63f, 1971/, pri kﬁorej podfe protokolu NCI /Proposed flow of drugs through .
-DCT screen, U3A 1973/ bola ako téstovaci model pouZitd leukémia P288. Z festovsnjch kul-

tdr vyrazny inhibi®ny Qlinok bol zisteny u filtrétu plesne. Penicillium vermiculatum

Dange, uloZenej v (s. zbierke mikroorganizmov pod &islom CCL F 276.

Vynilez sa tjkea spbsobu pripravy novéno antibiotike pomenoveného v emi ¢ i 1 1 i n,

ktoré je jednou z G&innych zlo#iek filtritu uvedeného kmene.

Podstata spdsobu pripravy antibiotika vermicillinu s cytotoxickymi dlinkemi na nd-
dorové bunky spodiva v tom, %e sa Penicillium vermiculatum bang. CCil F 276 kultivuje

ne tekutej #ivnej pSde obsahujicej zdroj unlike, dusika a minerdlne soli, extrahuje z
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filtrédtu nafermentovunej p8dy chloroformon alebo egtermi kyseliny octqvej 8 nizalmi alko-.
holmi, extrakt sa odpari a natibiotikum sa ex trahuae do chloridu uhliZitého a precistl
chromotagrafiod na stipei silikeg zelu. Filtrit nafermentovane j podv s’ extrahuje chlori-
dom uhli¢itim, pripadne inymi chlérovanymi uhfovodikmi & po odpareni do suchavaa extrahu-.
je za znifeného tlaku petroléterom.az za éniégnej teploty kryétaliéuje. ’

Vermicilin produkuje kultira pri povrchovej i submerzne] kultivdeii na pfdach s ob=-
sahom uhlika, dusika a minerdlnych soli. Po skoncéene] kuitivécii sa izoluje z filtritu
fermentovane]j pody pr1 PH 1 & 7 extrakciou vhodnymi roz pusfadkami neﬁieéateinjmi 8 voGou.,
Zo zahustenych exiraktov se wIska zmés metabolitov, z kitore] sa triLuraciou vhodnymi
rozpusﬁadlami a»&alslm ‘istenim ziske v kryStalicke] forme ako biele a% jemné naZltlé
kocky. Létka silne inhibuje rast buniek leukémie P388, L-1210 a 4C, v koncentrdcii 10 a
40 ug/ml. Rast sscherichia soli inhibuje létka v koncentrdcii 100 ug/ml, nem: viak v kon-
centrdeii do 100 ug/ml ingibiény efekt na ¢t baktér *ie, huby a prvoky. Latka nie ﬂe totoZ-
nd ani s jednym z metabolitov produkovanych roznymi'kmenmi Penicillium vermiculatum Dang.
a to: vgrmikulihom /Fuska a spol. J. Antibiotics 25:208,1972/, telaranom /Mizuno K. &
spol. Je. Antibioticé 27,560,1974/ a kyselihou luteinovou /Anderson C.G., Biochem,d.
33,272,1939/. |

Vermicilin nie je podfe doteraz zistenych kon¥tint a vlastnosti toto#ny so ﬁiadnym
2z antibiotik uvddzanych v nasledujicich monografiech: Kerzybski,T. a spol. Antibiotics
vol.,I a II, Pergamon Press Gxford, 1367; Umezawe H. Index of antiotics from Actinomyce-
tes,.University of Dokyo Press, Tokyo 1967: Shibata S. & gpol. List of fungal products,
Springfield, USA, 1964} Niller, M.W. The Pfizer hadbook of mikrobial metabolites, M¢ Graw-
-Hill, New York, 1961: Turner, W.B. Fungal metaboli%es, Academic Press, London, 1971:
Iaskin, A.I. & Lechvelier, A.H. Handbook ot microbiology, vole. III. CRA Press, Cleveland,
1973, '

Vermicilin md nasledujice vlastnosti: bezfarebné alebo slabo naZlilé kryétély, bete
165 a3 110°C,[4] 02 - 1,0%/c C,5 v chloroforme/, neutrdlneho charakteru obsahuje C,H,0.
Je nerozpustny v benzéne, chloroforme, caloride uhlicitom, n—hexane, niZgich alifatickych
alkoholoch, petroletere, dimetylsulfoxide, nerozpustny vo vode. UV spektrum 1dtky vyke-
zuje A max. pri 218,252,310 nm v metanole. I¢ spektrum 1dtky md nasledujice mexima /v/cm/:
8§0,89U,905,960,1050,1060,1100,1140,1250,1290,1340,1405,1445,1460,1490,1560,1580,1660,
1640,1685, 17206, 2850, 2950, 3000, Antibiotikum ddva pozitivne reakcie s metanolickym KOH,

PeCly, s paranmi jodu a kyselinou sirovou.
Spdsoby pripravy antibiotika vermicilinu si uvedené v nasledujicich. prikladoch.

Priklad 1
Do 500 ml vernej banky sa priprav1 1C0 ml p6dy nasleduauceho ‘zloZenia /g/100ml/:
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3 0,2, KH,P0, 0,1, iCL o,cs'mgso4 .

7H20 0,05, FeSO4 . TH,O0 U,001. Po doplneni vodovodnou vodou upravi se pH na 6,0 a¥ 6,7

glukdza 9,0, kukuridny viluh /50% sudiny/ 1,0, NaNG

a pbda sa sterilizuje 20 mindt pri 120°C. Po ochladeni sa odkuje 10 ml vegetativneho ino~
.kula. Peﬁiﬁillium vermiculatum CCM F 276 pripravenéhno na pbde Czapak-Doc. Kultivuje sa
na rotadnej trepadke /220 ot/min/ pri teplote 28 a% 32°C po dobu 96 a¥ 120 'hodin. Po
skonSeni fermenticie sa spoji obsah 80 baniliek a mycélium sa oddeli filtrdciou. Ciry
filtrdt 7 500 ml /pH 3,5/ sa za neustdleho mieSania extrahuje 3 500 ml chloroformu.
' Chloroformové féza sa oddelf a filtrdciou cez vrsitvu bezvodého siranu sodného vysu3si.
'Rozpﬁ§¥adlo‘sa oddestiluje za zniZendhec tlaku pri teplote do 40°C. Suchy odparck sa
trituruje 3x100 ml chloridu uhliditého. Ziskandé podiely extrektov sa spoje & za zhiiené-
ho tlaku uplne odperia. duchj'sztok 300 mg sa nanesie ne koldnu naplqéné_?g.g gilikagé-
lu /L/. Koldna sa eluuje zmesou metanoli:chloroform /1:1/., Frakcie obsahujice vermicilin
~ /kontrola na TLC/ sa spoje a zahustia na objem 5 ml & ponechaji cez noc pri teplote +4°¢C,

Ziske sa 80 mg vermicilinu.

Priklad 2

0,2, KH,PC, 0,1, KCL

3 2774
0,05, MgSO4 . 7H20 0,65, FgSO4 o 7H2O 0,001, vodovodnd voda do 100 ml, pH 6,0-6,7 sa na-

P8da nasledujiceho zlo%enia /100 ml/: glukoza 9,0, NaNO

plni po 100 ml do 500 ml varnfch baniek a sterilizuje 20 mindt pri teplote 120%.

Po ochladeni sa naodkuje 10 ml 42 hodinového vegetativneho inokule kmena Penicillium

~ vermiculatum Deng. CCM F 276 & kultivuje sa trepadke po dobu 96 a¥ 120 hodin za neustd-
leho mieéénia,pri teplote 28 aé.32°d. Po skonfenej kultivdcii sa obsah 45 banidiek gpoji
a filtrdcion oddeli mycélium, Ziske sa 3 600 ml filtrdtu /pH 3,3/, ktor} sa za neustéle-
ho mieSania pri labbiatérnej teplote extrahuje 1 800 ml chloridu uhliditého. Extrakt sa
. po oddeleni od vodnej fdzy vysudi filtrdciou cez vrsitvu bezvodého siranu sodného a za
zni¥endho tlaku pri teplote do 40 C zbavi sa rozpusfadla. Suchy odperok obsahunucl hlav-
ne_vermicilin sa za neustaleho mieSania pri teplote laboratoria extrahuje dvakr-t 100 ml
:.petrolétefu /beve 35 a¥ 50°C/, ktory sa za zviéeného tlaku pri teplote do 30 °¢ odpari

na objem 10 ml a ponechd cez noc pri +4°C. Ziska sa 32 mg vermicilinu.

PREDME m vYNL{LEZU

1. Sposob pripravy antibiotike vermicilinu s cytotoxickimi dlinkeami na nddorové
bunky, vyznadujici sa tym, Ze sa Penicillium vermiculatum Dang. CCM F 276 kultivuje ne
tekutej Z¥ivnej pode obsahujicej zdroj uhlika, dusika & minerdlne soli, extrahuje z fil=
trdtu nafermentovanej pédy chioroformom, alebo estermi kyseliny octove] 8 niZ&imi alko-
holmi, extrakt sa odparf a antibiotikum sa extrahuje do chloridu uhliZitého a P*?éiSti

chromatogrefiou na stipei silikagélu.

2. Sp8sob podia bodu 1, vyznadujici sa tym,.Ze sa flltrat nafermentovanea p6dy
extrahuje chloridom uhliZitym pripadne inymi chlorovanymi uulovodikmi a po odparen1
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d¢ suche sa extrahuje za zni%endho tlaku petrolétercm a za znifenej teploty kryéltalizuje.

I
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