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Sposéb otrzymiywania dezalaﬁyiot'efainy

i

Brzedmiotett Wwyhalazku jest sposéb otrzymy-
wania dezalanylotetainy.

DotychcZas zrnany spos6b otrzymywania deza-
iany-lotetainy polega na enzymatycznej degrada-
cji czystej tetainy przy pomocy lipazy i wyodreb-
nieniu otrzymanego produktu przez rozdziat prze-

- ciwpradowy.

Niedogodnocs$cig znanego sposoby sg wysokie ko-

" szty procesu zwigzane z ceng lipazy. Ponadto,
" opisanym sposobem mozna otrzymywaé dezalany-

lotetaine jedymnie nia skale laboratoryjng ze wzgle-
du na stosowanie rozdziatlu przeciwprgdowego do
jej izolacji. )

Spos6b otrzymywania dezalanylotetainy na dro-
dze enzymatycznej degradacji wedtug wynalazku
polega na tym, Ze na tetaine lub na jej ekstra-
kty butanolowe, otrzymywane w wyniku wstepnej
izolacji z brzeczki, dziala sie preparatami enzy-
matycanymi zawierajacymi egzopeptydazy, korzy-
stnie nieoczyszczonymi preparatami lipaz bakte-
ryjnych, zwierzecych lub roslinnych, w $rodowi-
sku o pH od 7 do 8,5 zwlaszcza w buforze fosfo-
ranowym, W temperaturze ponizej 30°C. Uzyskany

produkt wydziela sie 2z mieszaniny reakcyjnej.

znanymi sposobami, poczym oczyszcza, korzystnie
przy pomocy chrcmatografii jonowymiennej, fil-
tracji molekularnej i/lub chromatografii podziato-
wej.

Tetaina jej mieszaning dwoéch izomerycznych
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dwipeptydéw L-alanylo-L-g-(2,3-epoksycykiohelssa-
nono-4)-alaniny, zwanych tetaing A i B. Obydwie
substancje wykazujg podobne dzialanie przeciw-
drobnoustrojowe, obejmujace bakterie grammdo-
datnie i grammujemne oraz niektére gatunki grzy-
bow. '

Szczegblnie cenng cechy tetainy jest niska toksy-
czno$¢ dla organizméw zwierzecych, wynikajgce

-z mechanizmu jej dzialanie, ktéry polega na ha-

mowaniu syntezy mureiny Sciany komoérkowej
drobnoustroju poprzez zahamowanie inkorporacji
L-alaniny do reszty kwasy N-acetylomuraminowe-
go. Poniewaz dotychczas nie sg znane antybiotyki
hamujgce ten proces enzymatyczny, zbadanie me-
chanizmu hamowania syntezy mureiny otwiera
nowe mozliwosci uzyskiwania nietoksycznych che-
moterapeutykéw na drodze syntezy analogdéw stru-
ktualnych tetainy. Otrzymanie tych analogéw jest
celowe réwniez ze wzgledu na to, ze tetaina jest
podatna na dziatanie szeregu enzymoéw, zwlaszcza
egzopeptydaz, latwo powodujgcych jej unieczyn-
nienie w organizmach zywych.

Egzopeptydazy dezaktywuja ietaineg, powodujac
degradacje lancucha peptydowego na aminokwasy
alanine i dezalanylotetaine A i B. Dezalanyloteta-
ina jest dogodnym substratem do syntez pochod-
nych tetainy réznego typu. '

Zalety sposobu wedlug wynalazku polegaja na
otrzymaniu oczyszczonych produktéw z dobry-



Y N
BN

. 3
mi wydajnoSciami w prostym procesie technologi-
© cznym oraz mozliwosei prowadzenia procesu ng
skale przemystowa. Ponadto, nieoczyszczone pre-
paraty lipaz sg tanim i tatwo dostepnym Zréditem
egzopeptydaz, natomiast w przypadku wykorzysta-
mia w procesie preparatéw tetainy wstepnie izo-
lowanych z brzeczki eliminuje sie zmudne i ko-
sztowne etapy oczyszczania antybiotyku.
Przyklad I. 10 mg liofilizatu tetainy rozpu-
szcza sie w 3 ml wody i dodaje 3 mg pronazy,
zawieszonej w 3 ml buforu fosforanowego o
pH 8,2. Mieszanine reakcyjng inkubuje sie w
28°C przez 48 godzin, az do zaniku aktywnosci
biologicznej, oznaczanej metodg krazkows i mikro-
biologiczng metoda dyfuzyjng wobec standartu
chlorotetracykliny po ustaleniu liniowej zalezno-
§ci w hamowaniu wzrostu Shigella shigae przez
tetaine i chlorotetracykline.
Nastepnie mieszaning reakcyjna odsgcza sie od
zawiesiny bialka enzymatycznego i uzyskany kla-
rowny roztwér zateza sie pod zmniejszonym cis-
nieniem do objetoSci 1 ml, po czym izoluje sie
dezalanylotetaine przy pomocy chromatografii jo-
nowymiennej. Frakcje zawierajgce chromatografi-
cznie czystg <dezalanylotetaine dqczy sie, zateza
.. pod zmniejszonym ci$nieniem i liofilizuje, uzysku-
jac 5 mg liofilizatu dezalanylotetainy.

Przyklad II. 50 mg liofilizatu antybiotyku,
zawierajagcego 60% tetainy, rozpuszcza sie w 10
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ml wody i dodaje 8 mg pankreatyny, zawieszonej:

w 10 ml buforu otrzymanego w tréj(hydmksyme-
tylo)-aminometanu i kwasu solnego, o pH = 1,8.
Reakcje degradacji enzymatycznej prowadzi sie
w 30°C przez 72 godziny, az do zaniku aktywno-
$ci biologicznej antybiotyku.

Nastepnie mieszanine reakcyjng sgczy sie przez
ziemie okrzemkowsq, zateza pod zmniejszonym ocis-
nieniem do objetoSci 5 ml, dodaje 50 ml oziebio-
nego . metanolu i powstaly osad odwirowuje sie.
Supernatant zateza sie do objeto$ci 5 ml i dezala-
nylotetaine izoluje sie przy pomocy chromatngra-
fii jonowymiennej i filtracji molekularne]j.

Eluat z kolumny, zawierajgcy chrorhatograficz-
nie jednorodng substancje liofilizuje sig, uzysku-
jac 13 mg dezalanylotetainy.

Przyklad III. 10 mg liofilizatu tetainy roz-
puszcza sie w 3 ml wody i dodaje 20 mg prepa-
ratu lipazy, otrzymanej z hodowli Pseudomonas
species, zawieszonej w 5 ml buforu fosforanowego
o pH = 82,

Reakcje degradacji enzymatycznej prowadzi sie
w 30°C przez 88 godzin, az do zaniku aktywnosci
biologicznej antybiotyku. Osad pochodzacy z pre-
paratu enzymatycznego odsgcza sie, a roztwoér za-
teza pod zmniejszonym ci$nieniem i wydziela de-
zalanylotetaing metodg chromatografii jonowy-
miennej. Frakcje zawierajace dezalanylotetaine za-
teza sie i liofilizuje, uzyskujac 4 mg liofilizatu
dezalonylotetainy.

Przyktlad IV. 20 mg liofilizatu tetainy roz-
puszcza sie w 2 ml wody i ‘dodaje sie 20 mg
preparatu lipazy otrzymanego z hodowli Staphy-
dococcus sureus zawieszonego w 10 ml buforu,
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otrzymanego z tréj(hydroksymetylo)aminometanu
i kwasu solnego, o pH 8,1. Reakcje enzymaty-
czng prowadzi sie w 30°C przez 80 godzin, a%
do zaniku aktywmosci biologicznej tetainy. Miesza-
nine reakcyjng sgczy sie przez ziemie okrzemko-
wq 1 otrzymany przesgcz zateza sie pod zmniej-
szonym ci$nieniem do objetoSci 2 mil, po czym
wydziela sie dezalanylotetaine drogg preparatyw-
nej chromatografii bibulowej w fazie gérnej ukla-
du n-butanol-metanol-woda 10:1:10. Dezalany-
lotctaine eluuje sie z bibuly wiodg i liofilizuje,
uzyskujgc 7 mg czystej substancji.

Przyktad V. 40 mg liofilizatu tetainy rozpu-
szcza sie w 10 ml wedy i dodaje 20 mg preparatu
lipazy otrzymanego z hodowli Candida albicans
zawieszonego w 10 ml buforu, zawierajgcego roz-
twér kwasu cytrynowego i fosforanu dwusodowe-
g0 o pH 7,2. Reakcje prowadzi sie w 30°C
przez 72 godziny. Nastepnie odsacza si¢ bialtko
enzymatyczne, a przesgcz zateza do objetosci 5 mil
pod zmniejszonym ciénieniem. Dezalanylotetaine
izoluje sie przy pomocy chromatografii jonowy-
miennej i filtracji molekularnej. Eluat z kolumny
wteta sie i liofilizuje, uzyskujgc 15 mg chroma-
tograficznie jednorodnej dezalanylotetainy.

Przyktad VI. 100 ml ekstrakty butanolego
surowego antybiotyku o zawartoSci ftetainy 2,5
mg/ml dodaje sie 80 mg preparatu lipazy trzustko-
‘wej zawieszonej w 100 ml buforu fosforanowego
o pH = 8,2. Reakcje prowadzi si¢ w temperaturze
‘28°C z jednoczesnym mieszaniem przez 72 godziny,
az do zaniku aktywnos$ci biologicznej tetainy. Mie-
szanine reakcyjng przesgcza sie przez ziemie
okrzemkows, po czym przesgcz zateza sie do ob-
jetnosci 25 ml, dodaje 150 ml ozigbionego meta-
nolu, a powstaly osad odwirowuje.

Supernatant zateza sie pod zmniejszonym cié-
nieniem do objetoci 25 ml i izoluje dezalanylo-
tetaine przy pomocy chromatografii jonowymien-
nej, po czym oczyszcza uzyskany produkt metods
chromatografii podzialowej na zelu krzemionko-
wym w ‘ukiadzie chloroform-metanol-woda
16:8:0,5. Frakcje zawierajgce wylgcznie dezalany-
lotetaine liofilizuje sie, uzyskujgc 75 mg prepara-
tu czystej /dezaflafnylotetainy.

Przyklad VIL 30 mg liofilizatu antybiotyku,
zawierajgcego 80% tetainy, rozpuszcza sie w 10
ml wody i dodaje 5 mg preparatu lipazy z kiel-
kéw zbozowych, zawieszonego w 10 ml buforu
otrzymanego 2z tréjhydroksymetylo/aminometanu
i kwasu solnego o pH = 17,8.

Reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze 28°C przez
60 godzin. Zawiesine bialka enzymatycznego od-
sgcza sie na ziemi okrzemkowej, po czym otrzy-
many [przesacz zateza sie do objetosci 4 ml i pod-
daje filtracji molekularnej.

Izolacje <czystego produktu przeprowadza sie
metodg chromatografii podzialowej ma zelu krze-
mionkowym w ukladzie octan etylu-metanol-woda
5:1:0,75. Po liofilizacji otrzymuje sie 15 mg
dezalainylotetainy.

Przyklad VIIL Do 100 ml ekstraktu ‘buta-
nologowego jak w przykladzie VI, dodaje sie 0,5
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g surowej lipaZzy uzyskanej przez odttuszezenie
i odwodnienie Swiezej trzuski za pomocy acetonu
i eteru, zawieszonej w 100 ml buforu otrzymane-
go z ‘tréj(hydroksymetylo)aminometanu i kwasu
solnego, o pH = 7,8. Reakcje prowadzi sie przy
ciggtym mieszaniu przez 2 doby w temperaturze
28°C. .

Nastepnie mieszanine reakcyjng zateza sie do
objetosci 30 ml i dodaje 200 ml oziebionego me-
tanolu, a powstaly osad odwirowuje sie. Superna-
tant zateza sie pod zmniejszonym ciSnieniem do
objetosci 25 ml, po czym izoluje dezalanyloteta-
ine za pomoca chromatografii jonowymiennej, fil-
tracji molekularnej i chromatografii podziatowej
na zelu krzemionkowym, w ukladzie chloroform-
-metanol-woda = 16:8:0,5 i liofilizuje, uzyskujgc
60 mg czystej dezalanylotetainy.

10

15

6

Zastrzezenie patentowé

Sposéb otrzymywania dezalanylotetainy na dro-
dze enzymatycznej degradacji, znamienny tym, ze
na tetaine lub ma jej ekstrakty butanolowe otrzy-
mane w wyniku wstepnej izolacji z brzeczkd dzia-
ta sie preparatami enzymatycznymi zawierajgcymi
egzopeptydazy, korzystnie nieoczyszczonymi prepa-
ratami lipaz bakteryjnych, zwierzecych lub ros-
linnych, w $rodowisku o pH od 7 do 8,5, zwla-
szcza w buforze fosforanowym, w temperaturze
ponizej 30°C, a uzyskany produkt wydziela sie
z mieszaniny reakcyjnej znanymi sposobami, po
czym oczyszcza, korzystnie przy pomocy chroma-
tografii jonowymiennej, filtracji molekularnej
iflub chromatografii podzialowej na zelu krzemo-
wym.
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