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(54) Sposob pripravy antibiotika vermistatinu s cytotoxmkyml téinkami

na nadorové bunky

Vynélez sa tyka spdsobu pripravy nového
antibiotika G¢inného in vitro na bunky leu-
"kémie P 388 a Ehrlichovho ascitového kar-
cinbmu EAC, kultivaciou plesne Penicillium
~ vermiculatum Dangeard 51C1 a izoldciou lat-
- ky z filtratu po kultivacii uvedenou kul-
tirou.

Pre moZnost odkryvania latok s potencial-
nym protinddorovym ucéinkom bola vypra-
covand nova metéda (Fuska a spol., Neo-
 plasma 18:631, 1971), pri ktorej sa ako hod-
notiaci model pouZil Ehrlichov ascitovy kar-
cifiom. Nesk6r bola metéda prepracovand
podla protokolu NCI (Proposed flow of
* drugs through DCT screens, USA, 1973) a
“ako testovaci model sa pouZila leukémia
P 388, ktord je celosvetove pokladanid za
referentny model pre hodnotenie prirod-
" nych latok s potencidlnym pozitivnym uéin-
‘kom na nédory. Vypracovanou metddou sa
testovalo niekolko sto mikrobidlnych kultar,
z nich vyrazny inhibi¢ny G¢inok na rast a
biochemické funkcie leukémie P 388 vykazo-
vali in vitro filtraty ziskané kultivaciou ples-
ne Penicillium vermiculatum Dangeard 51Ci.
Produk&nd kultdra je tieZ uloZend v Csl.
zbierke mikroorganizmov v Brne pod ¢islom
CCM F 276.

Podstata predmetného vyndlezu je spdsob
pripravy nového antibiotika pomenovaného
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vermistatin, ktoré je jednou z troch ué&in-
nych zloZiek filtratu uveden€ho kmetia.

Uvedend Kkultira produkuje ucinny ver-
mistatin v podmienkach povrchovej i hibko-
vej kultivacie, a to na pddach s obsahom
uhlika, du51ka a minerdlnych soli. Po skon-
Cenej kultivécii izoluje sa ldtka spolu s iny-
mi metabolitami extrakciou do réznych
s vodou nemieSatelnych alebo obmedzene
mieSatelnych rozptstadiel pri pH . filtratu
1,5—6,5. Zo zahustenych extraktov ziska sa
zmes metabolitov, z ktorej sa dal¥im giste-
nim ziska vermistatin ako slabo naZltl4 ale-
bo biela kryS$talicka latka vo forme ihlidek.
Latka nie je G¢innd na gram + a gram —
baktérie, huby a prvoky, ma v3ak vyrazny
inhibiény G¢inok na niektoré typy nédoro-
vych buniek, menovite na leukémiu P 388
a EAC.

Vermistatin nie je totoZny s antibiotikom
vermikulinom (Fuska a spol. Csl. autorské
osv. 156 641, 1974), antifungdlnym antibioti-
kom talaronom (Mizuno a spol. J. Antibiotics
27:560, 1974) ani kyselinou luteinovou (An-
derson a spol.,, Biochem. J]., 33:272, 1939},
ktoré boli izolované z réznych kmeiiov Peni-
cillium vermiculatum Dangeard.

Vermistatin, ktory tvori bezfarebné alebo
nazltlé kryStaly, ma nasledujice fyzikalne-
chemické vlastnosti: b.t. 206 aZ 210 °C (bez



krycieho skli¢ka). [«]D*? - 8,5° (¢ = 0,54
v chloroforme), molekula 1l4tky obsahuje
uhlik, vodik a kyslik. Antibiotikum je roz-
pustné v benzéne, chloroforme, chloride
uhli¢itom, n-hexane, n-heptane, niZ8ich alko-
holoch a-ich esteroch s kyselinou octovou,
dimetylslulfoxide, nerozpustné vo vode a pe-
trolétere. V UV spektre latky v metanole
pozorujd sa dva silné pdsy » max = 218 a §i-
roky pés pri 270 nm, ktor§ mda niekolko vy-
stupkov: A max = 262,275,283,315 nm. IC

spektrum 14tky ma nasledujice maximéa
" [*/cm1) : 856, 868, 925, 978, 1056, 1125, 1160,
1298, 1332, 1362, 1375, 1425, 1440, 1470, 1512,
1620, 1660, 1675, 1776, 2845, 2945, 2975,
3030. Antibiotikum déva pozitivhu reakciu
s koncentrovanou kyselinou sirovou (Z1té
zafarbenie), pri deleni md4 TLC v stustave
chloroform:metanol (100:1) m& hodnotu Rf
0,38, pri pomere rozpustadiel (100:10) Rf
0,699.

Na zédklade uvedenych konStant nebola
zistend totoZnost vermistatinu so Ziadnym
zo zndmych mikrobidlnych metabolitov uve-
denych v nasledujiicich monografidch : Kor-
zybski T., a spol. Antibiotics vol. I a 1I, Per-
gamon Press, Oxford, 1967, Umezawa H.,
Index of Antibiotics from Actinomycetes,
University of Tokyo Press, 1967, Shibata S.,
a_spol., List of Fungal Products, Springfield
USA, 1964, Miller M. W., The Pfizer Hand-
book of Microbial Metabolites, Academic
Press, London, 1971, Laskin A. I. a Lecheva-
lier A. H,, Handbook of Microbiology, vol. 3,
CRC Press, Cleveland, 1973, Fuska J., a Prok-
sa, B., Cytotoxie and Antitumor Antibiotics
Produced by Microorganismus, Advances.in
Applied Microbiology, .vol. 20, Academic
Press New York-London, 1976 ani v posled-
nych ro&nikoch Chemical abstracts.

V nasledujicich prikladoch sid uvedené
niektoré postupy pripravy antibiotika vermi-
statinu.

Priklad 1

Do 500 ml varnej banky pripravi sa 10 ml
pddy nasledujiiceho zloZenia (g/100 ml) :
glukéza 9,0 kukuriény vyluh (50 % susiny)
1,0 NaNOs3 0,2 KH2PO4 0,1, KCI, 0,05, MgSO:.
7H20 0,05 FeS0O+«7H20 0,001. Po doplneni vo-
dovodnou vodou upravi sa pH na 6,0-6,6 a
pdda sa sterilizuje 20 min. pri 120 °C. Po
ochladeni sa otkuje 10 ml vegetativneho ino-
kolu pripraveného Kkultivdciou Penicillium
vermiculatum Dangeard na pdde Czapek-
Dox. Kultivdcia na rotadnej trepatke s 220

ot./min. pri teplote 28 aZ 32 °C trvala 96 aZ
120 hodin.

Po ukondenej ferment4cii sa obsah banidiek
spojil a mycélium sa oddelilo filtriciou cez
filtradny papier. Ciry filtrat (6.400 ml, pH
3,5) sa extrahoval za neustalého mieSania
chloroformom v pomere 1:2. Chloroformovéa
vestva sa oddelila a filtrdciou. cez vrstvu
bezvodného siranu sodného vysu$ila. Roz-
pustidlo sa oddestilovalo za zniZeného tlaku
pri teplote 35 aZ 45 °C. Suchy, pevny odpa-
rok sa trituroval 3 x 100ml chloridu uhli¢i-
tého a po oddelni extraktu sa ostdvajaci
pevny podiel znova trituroval petroléterom
4 x 50 ml, b.v. (30 aZ 50 °C}, ¢im sa oddelila
prevédZna dast ostatnych metabolitov. Suchy,
pevny zbytok obsahujici hlavne vermista-
tin sa za tepla rozpustil v benzéne a pone-
chal cez noc pri teplote +4 °C. Ziskalo sa
130 mg c¢istého krystalického vermistatinu.
Priklad 2

Pdda nasledujiceho zloZenia (g/100. ml):
glukéza 9,0,NaNO3 0,2,KHz2PO4 0,1, KC1 0,05,
MgS04+7H20, 0,05, FeSO47H20 0,001, vodo-
vodnéd voda do 100 mil, pH 6,0 aZ 6,7 sa po
100 ml rozplnila do 500 ml varnych baniek
a po sterilizacii (20 min. pri 120 °C) a ochla-
deni sa otkovalo 10 ml 42 hodinového vege-
tativneho inokula produk&ného kmeiia Peni-
cillium vermiculatum, Dang. Doba kultivacie
96 aZ 120 hodin, na rotacnej trepacke s 220
ot./min. pri teplote 28 aZ 32 °C. Po ukonéenej
kultiv4cii sa ziskand pdda (3.600 ml) filtra-
ciou cez papierovy filter oddelila od mycé-
lia a extrahovala dvakrat za sebou chloridom
uhliditym a potom chloroformom v pomere
1:2. Ziskané chloroformové extrakty obsahu-
jice vermistatin, sa po oddeleni od vodnej
fazy spoijili, filtrdciou cez vrstvu bezvodného
siranu sodného vysu$ili a za zniZeného tla-
ku oddestilovali do siuicha, pri teplote 35 aZ

" 40 °C. Suchy odparok sa trikrat po sebe tri-

turoval 100 m! petroléteru, ¢im sa oddelila
prevaZnd Cast ostatnych sprievodnych meta-
bolitov. Vermistatin pritomny v pevnom
zbytku po triturécii sa rozpustil v benzéne
(5 ml) a po oddeleni nerozpustného podielu
sa ponechal roztok 16 hodin pri teplote
+4 °C. Vermistatin, ktory krystalizoval vo
forme bielych ihlitek sa zachytil no filtri
a rovnakym spdsobom eSte dvakrét rekrysta-
lizoval z benzénu. Ziskany produkt (120 mg)
mal b.t. 206 aZ 210 °C. Na rekry3stalizdciu
latky moZno za rovnakych podmienok. po-
uZit tieZ éster kyseliny octovej s niZ3imi
alkoholmi, napr. octanu etylnatého.
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PREDMET VYNALEZU

1. Spbsob pripravy antibiotika vermista-
tinu s cytotoxickymi t¢inkami na nadorové
bunky, vyznadujici sa tym, Ze sa Penicillium
vermiculatum Dangeard CCM F 276 kulti-
vuje na tekutej Zivnej pdde obsahujicej
zdroj uhlika, dusika a minerdlne soli a po
oddeleni myc&€lia sa z filtratu extrahuje 14t-
- ka chloroformom alebo éstermi kyseliny oc-
" tovej s niZ$imi alkoholmi, ktoré sa za zniZe-
ného tlaku oddestiluji a pevny zbytok po
triturdcii chloridom uhli¢itym, obsahujici
‘vermistatin sa niekolkrat rekryStalizuje
Z benzénu alebo octanu etylnatého.

Cena Ké&s 2,40

,2. Sposob podla bodu 1, vyznacujici sa tym,
Ze sa filtrat po oddeleni mycélia extrahuje
postupné niz8imi chlorovanymi uhlovodikami
s vyhodou chloridom uhliditym a potom
chloroformom, rozpustidlo-chloroform, kto-
ré obsahuje hlavne vermistatin, sa za zni-
Zeného tlaku oddestiluje a pevny§ zbytok sa
trituruje niekolkokréat petroléterom, z ostéa-
vajuceho nerozpostného zbytku, obsahujiice-
ho prevaZne vermistatin sa dvoj-trojnasob-
nou rekrystalizaciou z benzénu, po odfarbe-
ni aktivhym: uhlim a ochladenim ziska krys-
talicky vermistatin.
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