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Kyselina 2-amino-2~-hydroxymethyl=-3,4-
~trans~epoxy-l4-gxo~6-trans-eikosenova
a zptsob jeji piipravy

(57) ReSeni spadé do oblasti mikrobiologie
s vyuzitim ve zdravotnictvi, popi. zemg-
d&lstvi, Novéd sloudenina je kyselina
2-aming=2-hydroxymethyl=3,4=trans-epoxy-
-l4~oxo-6-trans-eikosenovéa, kterd patii
do skupiny aminokyselin s dlouhym alifa-
tickym retdzcem obecnéhe vzorce I. Kyse-
lina se vyznaduje antibiotickymi udinky
proti kvasinkém a vlaknitym houbdm. Zpi-
sob piipravy kyseliny se provédi{ aercbni
submerzni kultivaci produkdniho kmene
Melanconis flavovirens s vyhodou jeho mu-
tanty (CCF &, 1 886) a ze ziskané biomasy
se izoluje uvedend kyselina extrakdnimi a
chromatografickymi postupy.
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Vyndlez se tykéd kyseliny 2-amino-2-hydroxymethyl-3,4-trans-epoxy=-14-oxo-trans-eiko-
senové a zplsobu jeji piripravy.

Déle je predm&tem vyndlezu pouziti této latky jako antibiotika. Kyselina se vyzna~
éuje vysokou antibiotickou G&innosti proti kvasinkém a vldknitym houbém,

Je zném celkem maly polet antibiotik a syntetickych prepardtd uZivanych v terapii
mykotickych onemocndni &lovska. Vzhledem k soudasnému vzr(stajicimu podtu t&chto snemoc-
ngni a stoupajici rezistenci p@vadc@ ocnemocn&ni proti uZivanym preparétim je trvald po=-
teba hledat dal3i latky, které maji antifungélni G&inek.

Z pouzivanych antifungalnich antibiotik lze uvést zejména antibiotika polyénového
typu produkované streptomycety, nako nap¥e. nystatin (Hazen E. L. a Brown R., Science 112
423, 1950), amfotericin B (Gold W. a kol., Antibiotics Ann.: 579, 1955/1956) nebo prima=-
ricin (Struyk A, P. a kol., Antibiotics Ann,: 878, 1957/1958) ddle grisecfulvin produko-
vany kulturou Penicillium griseofulvum (Oxford A. F. a kol., Biochem. J. 33: 240, 1939)
a kone¥nd i deskoslovensky mucidin (Mucidermin SPOFA) produkovany kulturou Oudemansiells
mucida (8s. pat. 136 492),

K 1é&b& mykotickych onemocn&ni se vedle antibiotik pouZivaji i synteticky pFiprave-
né antimykotika, z nichZ se v paslednich letech zjeména uplatfuji imidazolové sloufeniny.

Nevyhedou n8kterych t&chto znamych létek je, Ze napfiklad #ada z nich neni U&inna
proti kvasinkém nebo jejich spacifickéd u&innost je mald, -

Tyto nevyhody odstranuje kyselina 2-amino-2~hydroxymethyl=3,4-trans-epoxy=-14-o0xo=6-
-trans-~eikosenova obecného vzorce

0 NH,
ANA
~CHaCH~CH,y=CH~CH=C~COOH

CH3-(CH =~CO=-(CH

2)s 2)6

\
CH,OH

u které byla zji¥tdna vysokd antibiotickd u&innost proti kvasinkam a vldknitym houbém,
Z tohoto dfvodu lze tuto kyselinu pouZit jako U&inné antibiotikum,

Kyselina 2-amino=-2-hydroxymethyl=3,4=trans-epoxy~oxgo=6-trans-eikosenové se pFipravu-
Jje tak, Ze se aersbn¥d kultivuje houba Melanconis flavovirens na tekuté 2ivné pid¥ obsahu=
jici jedneduché cukry nebo polysacharidy v koncentraci 1 az 10 % hmot. jako zdroj uhliku
a komplexni zdroj dusiku a to pii teplotd v rozmezi 18 a% 30 °c, pH v rozmezi 4,0 a2
6,5

Vyhodné je provadét kultivaci submerznim zplsobem, Jako produk&ni organismus se mi-
%e pouzit nap¥iklad kmen houby Melanconis flavovirens uleZeny ve sbirce CCF pod &. 1 886,
Uvedené kyselina podle vyndlezu se vyznafuje antifungdlni G&innpsti zejména proti kvasin
kédm a vldknitym houbém,

Podrobné charakteristika nového antibiotika

Kyselina 2-aming=-2-hydroxymethyl-3,4=-trans-epoxy~l4~pxo=6~trans-eikosenovad (déle jen
pracovni nazev flavovirin) je bilé krystalicks sloudenina s nésledujicimi vlastnostmi:
teplota téni 156 aZ 158 °C, optickd otéd&ivost go + 13,50 2 1% (¢ = 0, 66 % pyr.), UV spek-
trum nem& 24dné charakteristické maximum, IC spaktrum (KBr) md vyznamnd maxima p*i 3 415,

2 926, 2 854, 1709, 1 645, 1 499, 1 457, 1 254, 1 064, 972, 908 cm~1, viz obr. 1; *H NMR
spektrum, viz gbr, 2; 13C NMR spektrum, viz tabulka l. Elementérni analyza: pro sumérni
vzorec 021H37N05 (me he 383) vypodteno: C 65,77 %, H 9,72 %, N 3,65 %; nalezeno: C 65,67 %,
H 9,65 %, N 3,72 %. Pozitivni reakce: s ninhydrinem a dinitrofenylhydrazinem. Rozpust-
nost: flavovirin Je nerozpustny v petroletheru, diethyletheru, benzenu, &éste¥nd rozpust=-
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ny v chloroformu, methanclu, ethanolu, n-butanclu, dimethylformamidu, dimethylsulfoxidu,
pyridinu.

Stabilita: slouZenina je v roztoku v rozsahu pH 2 a% 10 stabilni, p#i zah*ivéni na 100 %
po 15 min, klesad jeji aktivita na polovinu, pii skladovéni pfi teplotd 4 % se aktivita
antibiotika b&hem n&kolka m&sicd nezménila.

Antibiotickd UZinnost je vyrazna proti kvasinkdm a ndkterym vléknitym houbdm, proti
baktériim nebyla zji3téna, viz tabulka 2.

Tabulka 1

130 NMR spektrum flavovirinu (50,31 MHz, v hexadeuterodimethylsulfoxidu)

Uhlik &. o (ppm)
1 168,11
2 63,60
3 58,08°
4 53,66
5 34,33
6 133,09
7 124,62
8 32,21
9 31,27

10 28,89°
11 28,64°
12 23,39
13 41,98
14 210,75
15 41,98
16 23,39
17 2g;58°
18 ‘ 28,45°
19 22,16
20 14,09
21 62,16

a, b Pritazeni signdld oznadenych stejnym pismenem miZe byt zam&nsno.
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Tabulka 2

Biologické spektrum flavovirinu a jeho srovnéni s myriocinem

MIC§(/ug/mL)
Testovaci organismu
flavovirin myriocin

Candida albicans 0,39 1,56
C. pseudotropicalis 0,39 3,12
C. utilis 0,39 0,78
Cytospora leucostoma 0,78 0,78
Fusarium oxysporum >200 6,25
Hansenula anomalsa 0,78 0,78
Chaetomium globosum 0,78 1,56
Kloeckera apiculata 0,10 0,78
Metschnikowia pulcherrima 0,78 3,12
Penicillium stipitatum 200 #7200
Pichia fermentans 0,10 1,66
Saccharomyces cerevisiae 0,39 1,56
S. cerevisiae var. ellips. 0,39 1,56
S. lipolytica 0,39 0,78
Verticillium cinnabarinum 25 7200
Bacillus subtilis »200 7200
Escherighia coli 7200 »200

§ MIC - minimélni inhibiéni koncentrace

Testy byly provéadény plotnovou difusni metodou.

Zptsob pripravy antibietika

Produk&nim organismem je kmen houby Melanconis flavovirens uloZeny ve sbirce CCF
pod &. 1886 (autorské osv&d&eni &. 234 407). Kultura je uchovévéna na $ikmém sladinovém
agaru pii teplotd 4 °C; preodkovévéna pe 6 mdsicich., Ddle jsou uvedeny pifiklady vyroby
kyseliny (flavovirinu) podle vyndlezu,

Piklad 1

Fermentace flavovirinu probihad bud v bankach na ti*epa&ce; nebo ve fermentadnim tan-
ku p¥i pouziti pldy o sloZeni: glukeosa 3 % hmot., kukuiFiZné méeci veda (50 % hmot. su-
$iny) 1,5 % hmot., MgS0,.7 H20 0,15 % hmot., pH 5,5 (upravens KOH pifed sterilizaci), op-
timdlni teplota kultivace 24 9C, Inokulum je 5 % obj. submerzni kultury. Maximum produk-
ce jeo mezi 12 aZ 14, dnem kultivace, kdy kultura obsahuje 20 a% 35 mg flavovirinu v 1 L.

Narostlé submerzni kulturs se filtraci rozd&li na médium a mycelium. Mycelium se ex~
trahuje methanolem. Zahu3dtdny methanolicky extrakt se spoji s médiem a je ddle ¥i3tén
chromatograficky na sloupci amberlitu XAD 2 (sm&s voda, methanol, aZ do 80 % obj. konc.
methanolu). Aktivni frakce po odpareni methanslu je extrahovdna chlorcformem. Po odpafe-
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ni chloroformu je vzorek &13t&n chromatograficky na sloupci s polyamidem (sm&s voda :
ethanol, a2 do 96 % obj. konc. ethanolu). Nésleduje adsorpdni chromatografie na sloupci
silikagelu (smds chloroformmethanol, aZ do 80 % obj. konc. methanolu).

Vzhledem k tomu, Ze antibioticky komplex krom& flavovirinu obsahuje také antibioti-
kum myriocin (thermozymocidin) (Aragozzini F. a kol., Tetrahedron 28: 5493, 1972, US
patent 3 758 529; Begli J. F. a kol., J. Org. Chem. 38: 1253, 1873), je nutnoc ob& slou~
Ceniny rozdélit. Flavovirin se zs smdsi izoluje jednak precipitaci v ethylacetdtu, jed-
nak chromatografii{ na silikagelu (soustava i1sopropanol : HCOOH : H,0, v poméru 97 : 1,5:
+ 1,5) a analytické &istoty je dosaZeno opakovanou krystalizaci ze smdsi ethanol : voda
(8:2),

P¥iklad 2

Fermentace probihala stejnd jako v prikladu 1., Narostléd submerzni kultura byla homo-
genizovéna 8 dvojndscbnym sbjemem n~butanolu. Po odddleni mycelia filtraci se butanolicks
fédze odpai*l a odparek je ddle zpracovdn roztirepdvanim mezi chloroformem a vodou. Daldi
postup Je shodny jaks v p*ikladu 1.

Srovnéni flavovirinu s myriocinem (thermozymocidinem)

Vzhledem k tomu, Ze flavovirin je strukturou blizky myrioccinu (thermozymocidinu), by-
la ob& antibiotika porovnidna jak z hlediska fyzikélnd-chemickych vlastnosti; tak z hledis-
ka biologické aktivity.

Prvy rozdil je v produk&nich organismech. Myriocin je produkovén termofilni houbou
Myriococcum albomycez Cooney a Emerson, cof je synonymum pro Thielavia albomyces (Cooney
8 Emerson) Malloch a Cain, produkdni kultura je uloZena ve sbirce NRRL pod &. 3 858, To~
téZ antibiotikum bylo pod ndzvem thermozymocidin izolovéno z bliZe neurlené termofilni
houby, které je uloZena ve sbirce ATCC pod &. 20 349, Naproti tomu produkéni organismus
Melanconis flavovirens (Otth) Wehm. patf{ do skupiny hub Pyrenomycetes a vedle myriocinu
(thermozymocidinu) predukuje daldi antibiotikum flavovirin.

Rozdil fyzikdlnd-chemickych charakteristik mezi flavovirinem a myriocinem je zfejmy
z tabulky &. 3. Chemické piibuznosti flavevirinu s myriocinem byle vyuZito pii Ffedeni struk-
tury flavovirinu vzhledem ke znémé absolutni kofiguraci myriocinu.

Tabulka 3
Srovnani ndkterych fyzikaln&~chemickych charakteristik flavovirinu a myrioccinu
(thermozymocidinu)
FLAVOVIRiN MYRIOCIN
Sumérni sloZeni C,qHzNOg C,1H3gNOg
Teplota téni 156 az 158 °C 176 az 179 %
Optické otééivost
/¢ /20 & 1° (pyridin) +13,5% (c = 0,66 %) +19,5° (c = 0,48 %)
Chromatografické pehyblivest TLC (Rf)
a) silikagel (n-amylacetdt : EtOH :
¢ HCOOH : H20 -12:6 :1:1) 0,49 0,39

b) Celuldza - org. féze (n-amylacetdt:

saceton : CH,COOH : H20 -7:2:1:4) 0,54 0,29
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Dal3i rozdil mezi ob&ma latkami je v biologické u&innosti. Pi pouZiti difusni plot-
nové metody je G&inek flavevirinu ve srovnéni s myriocinem ve v&t3ing prfipadd vy33i aZ
15x u druhu Pichia fermentans/ viz tabulka 2. Odpovidajici rezdily byly zjiStdny i pomo-
ci zkumavkové z*edovaci metody, ji% byly porovndvény minimélni inhibi&ni koncentrace
(MIC) a minimdlni fungicidni koncentrace (MFC) prati vybranym druhim kvasinek, viz tabul-
ka 4,

Tabulka 4

Srovnéni minimdlnich inhibidnich koncentraci (MIC) a minimélnich fungicidnich
koncentraci (MFC) flavovirinu a myriocinu na vybrané druhy kVasinek§

Testovaci organismus MIC (/ug/mL) MFC (/UQ/mL)
flavovirin myriocin flavovirin myriocin

Candida pseudotropicalis 0,25 2,5 0,75 7,5

C. albicans 0,20 1,0 1,0 5,0

Kloeckera apiculata 0,10 0,5 0,5 2,0

§

Testy byly provadddny zkumavkovou zitedovaci metodou

PREOMET VYNALEZU

1. Kyselina 2-aming-2-hydroxymsthyl-3,4~trans-epoxy~l4-oxo~6=~-trans~eikosenova obecného

A
2)G-CH-CH-CHZ-CH—CH-CH—C-COOH

vzorce I °

CHg~(CH,) 5~CO- (CH

\
CHZOH
2, Zpbsob pfipravy kyseliny podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze se asrsbnd kultivuje houba
Melanconis flavovirens na tekuté 2ivné pdds obsahujici jednoduchéd cukry nebo polysa-
charidy v koncentraci 1 aZ 10 % hmot, jako zdroj uhliku a komplexni zdrsj dusiku p*i
teplotd v rozmezi 18 az 30 oc; pH v rozmezi 4,0 aZ 6,5, naleZ ze ziskané biomasy se
kyseling izoluje extrakci, sloupcovou chromatografii a opakovanou krystelizaci.

3. ZpGsob podle bodu 2, vyznadeny tim, 2e se kultivace provéddi submerznd.

4, ZpGsob podle bodu 2, vyznadeny tim, Ze se pouZije kmen houby Melanconis flavovirens
uloZeny ve sbirce CCF pod &, 1 886,
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