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(57)Anotace:

Sloudeniny obecného vzorce I, ve kterém R, je zbytek cukru,
R, je karboxylové skupina nebo skupina -CH,-O-(R,),,, ve
které R, je zbytek cukru, R, je ze skupiny zahrnujici
epoxidovy zbytek, alkylové nebo alkenylové skupiny s az 6
atomy uhliku, kde tyto skupiny jsou piipadné substituovany,
R, zahmuje atom vodiku, alkylovou, alkenylovou a
alkynylovou skupinu s aZ 6 atomy uhliku, R,, R, Rga R,
jsou atom vodiku, alkylova, alkenylova, alkynylova skupina s
aZ 6 atomy uhliku, skupina -X,H, a skupina -X,R,,, nebo R, a
R, dohromady a/nebo R; a R,, dohromady tvori substituent
=X,, X, je atom kyseliku, skupiny NH, N-alkyl, N-alkenyl, N-
alkynyl s a7 6 atomy uhliku nebo atom siry, R, je alkylova,
alkenylova, alkynylova skupina s aZ 6 atomy uhliku, arylova
skupina nebo acylova skupina a m a n, jsou na sobé nezavisle
1 nebo 2 a jejich fyziologicky pouZitelné sole. Slouceniny se
piipravi fermentaci kultury mikroorganismu Actinomycetales
druhu HAG 003959, DSM 1293 1. Je popsan téZ zplisob
piipravy a pouZiti slou€enin jako protinadorovych 1éciv.
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Pluraflaviny a Jjejich derivaty, zplsob Jjejich p¥ipravy a

jejich pouZiti

Oblast techniky

Vynadlez se tykd novych slouenin obecného vzorce I

ve kterém Ri, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, Rg, Rio @ n maji vyznam
uvedeny niée; SloucCeniny obecného vzorce T inhibuji
trankriptédzu, majil cytostatické ulinky a jsou zejména vhodné
pro léCeni nédort. Slouleniny obecného vzorce I se mohou
ziskat ristem Actinomycetales druh®t HAG 003959, DSM 12931, v
Zivném mediu. Vynadlez se tedy také tykd :zplsobu pF¥ipravy
sloucenin obecného vzorce I, pouZiti sloucenin pro pfipravu
farmaceutickych prostfedk@i pro 1lé&eni malignich poruch a
onemocnéni, které se mohou 1léc¢it inhibici transkriptézy a
farmaceutickych prostfedkl, které obsahuji alespoii jednu

slouc¢eninu obecného vzorce I.

Dosavadni stav techniky




Rakovina je onemocnéni 1lidi a zvirat, které je v prevainé
Casti smrtelné a které je obecné zplsobené nekontrolovatelnym
riistem endogennich bunék. Rakovina Je vyraz pouZivany pro
tvorbu malignich nadortd (zhoubné né&dory), novotvart (nadory
nebo zhoubné  néadory) nebo pro zhoubnou  degeneraci a
dysmaturitu bilych krevnich bunék (leukemie). Rakovinné nebo
naddorové bunky se obecné tvori transformaci endogennich bunék.
Zhoubnost nadorovych bunék se sama vyjad¥uje v autonomnim
ristu, to Jje v jejich schopnosti nevé&zaného rlistu a bez
integrace do systému orgént a infiltraci spolu s destrukci
tkani. -Jisty znak zhoubného nadoru je tvorba metastidzi daleko
od néadoru po hematogennim nebo lymfogennim  roz8ifeni
naddorovych bunék. Rakovina Jje Jjedna 2z nejCasté&jSich pr¥icin
umrti u 1lidi a proto je stale velkd poptévka pro metody a
latky pro léceni nebo oSetfovani  zhoubnych nadorovych
degeneraci

Kromé& radikalniho chirurgického pfistupu odstranénim
naddoru, Jjsou dals$imi moZnostmi pro 1léceni zhoubnych nédort
radioterapie pouZitim X-paprsku, alpha-, beta-, gamma-z&feni,
imunoterapie a chemoterapie. AZ dosud je pouZiti imunoterapie
omezené. Pod pojmen chemoterapie se rozumi podavéni bunéénych
toxinti (cytostatik) pro 1léceni nédord a zbylych néadorovych
bunék, obvykle po lokdlnim chirurgickém  zdkroku nebo
ozafovéani. Tyto 1latky intervenuji specificky s urlitymi
procesy bunéfného déleni tak, Ze tkané, které maji vysoky
pomé&r délicich se bunék, jako Jjsou rychleji rostouci nédorové
tk&né&, reaguji citlivéji Takovymi latkami Jjsou alkylacni
sloudeniny, Jjako Jjsou, napfiklad, cyklofosfamid (The Merck
Index, 12th Ed. strana 463), antimetabolity, jako Jje
methotrexat (The Merck Index, 12th Ed. strana 1025),
alkaloidy, jako je vinkristin (The Merck Index, 12th Ed.




strana 1704) a antibiotika, Jjako Jje daunomycin (The Merck
Index, 12th Ed. strana 479), a adriamycin (The Merck Index,
12th Ed. strany 581-582). Av3ak vzhledem k tomu, Ze tyto latky
maji znacné vedlejsi G¢inky a v8echny maji nevyhodu v tom, Ze
umrti nemocnych je moZno v mnoha p¥ripadech pouze oddalit a
neni moZné mu preventivné Dbranit. Dale, degenerované
(rakovinné) buriky se stéavajl rezistentnimi na pouZivané latky;
a v tomto prfipadé béZné farmaceutické prostfedky nemaji dale
cytostaticky ucinek, ale Jjsou toxické a maji vedlejsi ucinky.
Navic bylo nalezeno, Ze kombinované a/nebo postupné pouZivéni
cytostatik pfevySuje aktivity Jednotlivych cytostatickych
latek (monoterapie), a Jje proto moZné, Ze =znaCné vedlejsi
u¢inky p¥i polychemoterapii nejsou additivni. Z téchto vSech
diavodl jsou nova chemoterapeutika naléhavé potfeba a proto se
celosvétové stédle hledaji.

S prekvapenim bylo nalezeno, <$e kmen mikroorganismu
Actinomycetales druh HAG 0038959, DSM 12931, je schopny
produkovat vysoce uU&inné cytostatikum, které inhibuje bunécny
rist i1 ve velmi nizkych koncentracich. Dale zde a niZe Jjsou
nové sloueniny uvadény Jjako pluraflaviny a tvo¥i spolu
s derivaty pluraflavinu c&&st podstaty wvynalezu. Pluraflaviny
jsou antibiotika, kterd obsahujl p-chinoidni kruhovy skelet a
razné cukerné stavebni bloky. Inhibuji transkripci vloZenim
dvouvléknovych feté&zcl nukleovych kyselin a pfipadnou dalsi
alkylaci. Kruhovy skelet byl poprvé popsadn v praci S. Kondo
aj. in Journal of Antibiotics, wvol. 30, strany 1143-1145,
1977, Jjako souCadst pluramycinu. Pozdéji byl tento cyklicky
skelet nalezen v radé antibotik; navic k pluramycinu a
neopluramycinu, byly ve slouéenindch saptomycinech (N. Abe aj.
J. Antibiotics, 46, 1536-1549, 1993), ankinomycinu (Y. Sato
aj. J. Antibiotics 42, 149, 1989), kidamycinu (N. Kanda aj. J.
Antibiotics, 24, 599, 1971), hedamycinu (U. Sequin aj.




Tetrahedron, 34, 761, 1978) a altromycinech (G. M. Brill aj.
J. Antibiotics, 43, 229-~-237, 1990) nalezeny strukturné
ptibuzné latky. V predeSlém stavu techniky Jsou tyto
sloudeniny uvadény Jjako nevyhodné pro Jejich nedostatecny
u&inek, vysokou toxicitu a/nebo pro jejich neZé&douci vedlejsdi

uc¢inky.

Podstata vynélezu

Vynélez se tykd sloulenin obecného vzorce I

ve kterém

R; je zbytek cukru,

R, je karboxylovd skupina nebo skupina =CH;-0-(Rs)n, Ve
které R; je zbytek cukru,

R; je substituent vybrany ze skupiny zahrnujici skupiny
obsahujici epoxidovy zbytek, alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy
uhliku, alkenylové skupiny s 2 aZ 6 atomy uhliku, kde tyto
alkylové skupiny a alkenylové skupiny Jsou pfipadné
substituovadny alesponl jednou hydroxylovou skupinou,

Ry Jje substituent vybrany ze skupiny =zahrnujici atom
vodiku, alkylovou skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku, alkenylovou
skupinu s 2 aZ 6 atomy uhliku a alkynylovou skupinu s 2 aZ 6

atomy uhliku,




Ry, Rs, Rg a Rig, Jsou substituenty nezédvisle na sobé
vybrané ze skupiny zahrnujici atom vodiku, alkylovou skupinu
s 1 aZz 6 atomy uhliku, alkenylovou skupinu s 2 aZ 6 atomy
uhliku, alkynylovou skupinu s 2 aZz 6 atomy uhliku, skupinu
~-X,H, a skupinu -X;R;;, nebo

R, a Rg dohromady a/nebo Rg a Ryo dohromady tvofi
substituent =X,

X, je atom kysliku, skupiny NH, N-alkyl s 1 aZ 6 atomy
uhliku, N-alkenyl s 2 aZ 6 atomy uhliku, N-alkynyl s 2 aZ 6
atomy uhliku nebo atom siry,

Ry je alkylové skupina s 1 aZ 6 atomy uhliku, alkenylové
skupina s 2 aZz 6 dtomy uhliku, alkynylovd skupina s 2 aZ 6
atomy uhliku, arylovéa skupina nebo acylovd skupina a

m a n, jsou na sobé nezavisle 1 nebo 2,

ve vSech Jjejich stereoisomernich formédch a ve smésich
téchto forem v libovolnych pomérech a Jjejich fyziologicky

pouZitelnych soli.

Ve slouceninédch obecného vzorce I je

alkylovad skupina s 1 aZ2 6 atomy uhliku nerozvétvend nebo
rozvétvenad alkylovd skupina s 1 aZ 6 atomy uhliku, nap¥iklad
methylovd skupina, ethylovéd skupina, isopropylové skupina,
terc-butylova skupina a hexylovéa skupina,

alkenylovd  skupina s 12 az 6 atomy uhliku Je
nerozvétvend nebo rozvétvena alkenylova skupina s 2 aZ 6 atomy
napfiklad allylova skupina, krotylovad skupina a pentenylova
skupina, a

alkynylova skupina s 1 aZ 6 atomy uhliku je nerozvétvena
nebo rozvétvend alkynylova skupina s 2 aZ 6 atomy uhliku,
naptiklad, propynylova skupina, butynylova skupina a

pentynylova skupina.




Arylovd skupina Jje skupina s aromatickym kruhovym
systémem, napfiklad fenylovd skupina, benzylova skupina nebo
1- nebo 2-naftylova skupina. Arylova skupina miZe byt pfipadné
substituovana, napf¥iklad atomem halogenu, jako je atom chloru,
atom bromu,atom fluoru, alkylovou skupinou s 1 aZ 4 atomy
uhliku, napfiklad methylovou skupinou, hydroxylovou skupinou,
alkoxylovou skupinou S 1 az 4 atomy uhliku a/nebo

trifluormethylovou skupinou.

Acylova skupina muZe byt alifatickd nebo aromatické
acylovd skupina. Alifaticka acylovd skupina méd 1 aZ 7 atoma
uhliku,” nap¥iklad 1 aZ 4 atomy uhliku, Jjako Jje formylova
skupina, acetylovad skupina, propionylovd skupina, butyrylové
skupina, hexanoylova skupina, akryloylova skupina,
krotonoylova skupina, propioloylovad skupina, které mohou byt
déle substituovény, napfiklad, atomem halogenu, jako Jje atom
chloru, atom bromu, atom fluoru, aminoskupinou a/nebo
alkylaminoskupinou s 1 aZz 4 atomy uhlikuy, jako je
methylaminoskupina nebo ethylaminoskupina. Aromatickd acylova
skupina midZe byt napfiklad benzoylovd skupina nebo naftoylova
skupina, které mohou byt dale substituovany, napriklad atomem
halogenu, Jjako atomem chloru, atomem bromu, atomem fluoru,
alkylem s 1 az 4 atomy uhliku, napfiklad methylem,
hydroxylovou  skupinou aminoskupinou, jako Jje nap¥iklad
ethylaminoskupina nebo alkoxylovou skupinou s 1 aZ 7 atomy
uhliku, jako s 1 aZ 4 atomy uhliku, napfiklad methoxyskupinou.

Sacharidem (R; / Ry) Je monosacharid (n=1) nebo
disacharid (n=2), ve kterém dvé monosacharidové jednotky Jjsou
spojeny glykosidickou vazbou. Monosacharidem miZe byt hexosa
(CeH1206) , napiriklad aldohexosa, jako je D-(+)-glukosa, D-(+)-
mannosa nebo D-(+)-galaktosa. Monosacharidy mohou byt mono-,
di- nebo tri-substituované, nezé&visle na sobé atomem vodiku,

hydroxylovou skupinou, aminoskupinou, skupinami NH(alkyl),




N(alkyl),, alkylovou skupinou a alkoxylovou skupinou, kde atom
vodiku a/nebo hydroxylova skupina monosacharidu maZe byt
pfipadné nahrazeny substituenty. Pod vyrazem ,sacharid“, jak
je zde pouZit, se také rozumi aminosacharidy. Aminosacharid je
monosacharid nebo disacharid, ktery je p¥ipadné& substituovany
jak Je popséno vySe, ve kterém alesponl jedna hydroxylova
skupina nebo jeden atom vodiku jsou nahrazeny aminoskupinou,
jako je NH;, NH(alkyl) nebo N(alkyl)..
V jednom konkretnim pripadé m = 1,

R; mGZe byt aminosacharid obecného vzorce II

Rig
:; (11)

ve kterém

Riz, Riss Ris, Ris, Rzo, Rzz, Ruzs, Rzs @ Rzg, Jjsou na sobé
nezéavisle vybrané ze skupiny zahrnujici atom  vodiku,
hydroxylovou skupinu, aminoskupinu, skupiny NH (alkyl),
N(alkyl), a alkoxylovou skupinu, kde alkylové skupiny a
alkoxylové skupiny maji od 1 do 4 atomd uhliku.

Pfiklady alkylovych skupin s 1 aZ 4 atomy uhliku jsou,
napfiklad, methylovd skupina, ethylovd skupina, propylova
skupina, 1isobutylovd skupina a butylovd skupina, =zejména
methylova skupina a pfiklady alkoxylovych skupin s 1 aZ 4
atomy uhliku jsou, nap¥iklad, methoxylova skupina, ethoxylové
skupina, isopropoxylovéd skupina nebo butoxylovd skupina
zejména methoxylovad skupina.

R; mZe byt aminosacharid vzorce IIA:




(IIA)

R; miZe také byt aminosacharid.
V jednom konkrétnim p¥ipadé n = 2.

R; miZe byt skupina obecného vzorce III

R, R (T11)
6 .

ve kterém

Rzo aZ Reo, jsou na sobé nezavisle atomy vodiku,
hydroxylové skupiny, aminoskupiny, skupiny NHalkyl, N(alkyl)g,
nebo alkoxylové skupiny, kde alkylové skupiny obsahuji 1 aZ 4
atomy uhliku, jako je methylovd skupina, ethylova skupina,
propylova skupina, isobutylovd skupina a butylovad skupina,
zejména methylova skupina, a O-alkyl je alkoxylova skupina s 1
az 4 atomy uhliku, napfiklad, methoxylovd skupina, ethoxylova
skupina, 1isopropoxylovd skupina nebo butoxylovd skupina,
zejména methoxylova skupina.

Ry v jednom konkretnim p¥ipadé m& vzorec IIIA




9 ese oo 'Y (X ) .o 0:0.
~ OH
HO CH,
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CH,
O
(0]
H.C
3 \ril
R mtZe byt skupinou obsahujici epoxid. Skupina

obsahujici epoxid miZe byt nerozvétvend nebo rozvétvena
alkenylova skupina s 2 aZ 12 atomy uhliku, jako je s 2 aZ 6
atomy uhliku, kterd obsahuje jeden aZ dva epoxidové kruhy

(oxirany) . MoZnymi pfiklady Jjsou:

HyC CHs A,

H,C
CH-CH=CH-CH,

Jind neZ epoxydovou skupinu obsahujici skupina Ry miZe
byt nerozvétvend nebo rozvétvend alkylova skupina s 1 aZ 12
atomy uhliku, jako je alkylova skupina obsahujici 1 aZ 6 atomd
uhliku, naptiklad, methylovd skupina, ethylovéd skupina,

isopropylovad skupina, terc-butylovd skupina, hexylova skupina,
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a také, napriklad, oktylovéd skupina, dodecylovéd skupina, nebo
nerozvétvend nebo rozvétvend alkenylovd skupina s 2 aZ 12
atomy uhliku, jako s 2 aZ 6 atomy uhliku, nap¥iklad, allylova
skupina, krotylovd skupina, pentenylova skupina, a také
dodecenylovd skupina, kde alkylové skupiny a alkenylové
skupiny mohou byt také monosubstituovany nebo
polysubstituovainy, nap¥iklad hydroxylovou skupinou.

Vynédlez se podle toho tykéd pluraflavinu A vzorce IA

Hexosa 1
(IA)
Hexosa II
CH,
OH
H2N CH3

Hexosa III
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pluraflavinu B vzorce IB
OH
Hexosa I
(IB)
Hexosa 11
CH,
OH
H,N CH3
Hexosa IIT
a pluraflavinu E vzorce IE
OH .
Hexosa I HO CH,
(IE)

Hexosa I1

ve kterych
hexosa I je 2,6-dideoxyaldohexosa;
hexosa II je 2,3, 6-trideoxy-3-dimethylaminohexosa a

hexosa III je 2,3,6-trideoxy-3-amino-3-methylaldo-hexosa,
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ve v3ech jejich stereochemickych formach a ve smé&sich
téchto forem v jakémkoli poméru a jejich fyziologicky
pouZitelnych soli

V jedné konkrétni formé jsou slouleniny vybrané z vzorca
IA, IB a ve kterych
hexosa I je oliosa,
hexosa II je rhodosamin a
hexosa III je 3-epi-vankosamin.

Podle tohoto vynadlezu Jjsou slouCeniny vzorce I
pfipravitelné kultivaci, nap¥iklad fermentaci Actinomycetales
druht HAG 003959, DSM 12931, nebo variant nebo mnutant®, =za
vhodnych podminek v Zivném mediu aZ Jsou v Zivném mediu
pfitomny pluraflaviny vzorcd IA, IB a nebo IE. Pluraflaviny se
pak z Zivného media mohou isolovat popfipad@ se pfrevedou na
derivaty a/nebo fyziologicky pouZitelné sole.

Vynalez se dale tykéd zplsobu pfipravy sloudenin vzorce
I, ktery se wvyznaCuje tim, Ze se kultivuji, napfiklad
fermentaci, mikroorganismy Actinomycetales druhy HAG 003959,
DSM 12931, nebo jJjejich vaianty nebo mutanty za vhodnych
podminek v Zivném mediu, aZ Jje pritomen alespoll jeden z
pluraflavint vzorce IA, IB a/nebo IE, 2z Zivného media se
izoluje alesponl jeden z pluraflavini a popfipadé se prevede na
derivaty a/nebo fyziologicky pouZitelné sole.

Kmen HAG 003959, DSM 12931, jeho mutanty a/nebo varianty
se podle Jjednoho konkretniho provedeni kultivuji v Zivném
roztoku (také wuvadénym Jjako Zivné medium) ktery obsahuje
alesponl jeden ze zdroji atom@ uhliku a alespoil jeden ze zdroju
atomd dusiku a pfipadné anorganické sole, aZ je v Zivném mediu
pfitomen alesponi jeden z novych pluraflavin®; pluraflaviny se
pak mohou izolovat =z Zivného media a pfipadné& rozdé&lit na

jednotlivé individudlni sloZky.
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Kultivace se mbZe provaddét za aerobnich podminek.
Kultivace se provadi p¥i teplotach v rozmezi od 18 do 35° C a
pfi pH v rozmezi od 6 do 8.

V literatufe Jje ©popsdna Fada reakci pro chemickou
derivatizaci chinond. Podle toho, se derivatizace t&chto
sloucenin se mlZe provadét pouZitim chemickych reakci, které
jsou znémé. Redukce chinonovych slouenin na hydrochinony se
miZe nap¥riklad provadét katalyticky vodikem, nebo hydridy
kovl, jako jsou hydridy hliniku nebo hydridy boru.

DalSim vhodnym prikladem je konverze chinonti
s hydroxylaminem nebo s jeho derivaty na oximy, které se mohou
dadle chemicky zpracovéavat

Vyndlez se tedy také tyka sloudenin vzorce IV:

Ra

OH OH O°°

Ryn 0
OO0
Rz

OH

ve kterém R;, Rz, Rz a n maji vyznam definovany vyse
v jakékoli jejich stereochemické formé& a smési téchto forem
v jakémkoli pomé€ru a Jjejich fyziologicky pouZitelnych soli
nebo jejich derivata

Derivaty pluraflavinu vzorct IVA, IVB a IVE (viz niZe)
jsou derivaty pluraflavind vzorct IA, IB a IE repektive a
také tvofi &&st tohoto vynélezu.

Vynalez se déle tyka sloucdeniny vzorce IVA




sloudeniny vzorce IVB

OH
HO CH,

14 I
(IVA)
CH,
OH
H,N CH,
OH
(IVB)

OH
H,N CH,
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a slouleniny vzorce IVE

ve vSech Jjejich stereochemickych formdch a smésich
téchto forem v jakémkoli poméru a fyziologicky pouZitelnych
soli nebo jejich derivata

Vynalez je déale popsan podrobnéji, napfiklad, v alespoii
jednom konkretnim provedeni.

Pluraflaviny podle tohoto vyndlezu jsou produkovany
druhy Actinomycetales, v jednom konkretnim provedeni kmenem
Actinomycetales druhem HAG 003959, DSM 12931. The
Actinomycetales druh HAG 003959, DSM 12931, m& béZové &ervené
mycelium a muZe byt identifikovédn konidiofory, které jsou
typické pro actinomycetes.

Taxonomické studium microorganismu Actinomycetales spec
HAG 003959, DSM 12931, poskytlo nésledujici  vysledky

determinace kmenu: diagnosticky dileZitd analyza mastnych
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kyselin plynovou chromatografii poskytla hlavni poméry:
Anteiso 15:0 mastna kyselina,

Iso 16:0 mastnéd kyselina (isopalmitova kyselina),

Iso 17:0 mastnd kyselina (isomargarova kyselina),

Anteiso 17:0 mastnd kyselina (anteisomargarova kyselina) a
cis[9] 18:1 mastnd kyselina (olejova kyselina), a navic nizké
koncentrace jinych mastnych kyselin.

Tento profil sloZeni mastnych kyselin umoZniuje

klasifikovat, Ze Actinomycetales HAG13 003959 (DSM 12931)
pat¥i taxonomicky do rodu Saccharothrix.
Isolat -mikroorganismu byl uloZen do Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zelikulturen GmbH, MascheroderWeg 1B, D
38124 Braunschweig, Germany, podle pravidel Budapest
Convention =z Cervence 16, 1999 pod ¢&islem: Actinomycetales
species HAG 003959, DSM 12931.

Misto kmenu Actinomycetales druhu HAG 003959, DSM 12931,
je také moZné pouZit Jjeho mutanty a varianty, které
syntetizuji alespon Jjednu =ze sloufenin pluraflavin podle
tohoto vynédlezu. Tyto mutanty se mohou pfipravit bé&Zné znamymi
zpisoby, napfiklad ozafovénim, to je ultrafialovymi paprsky
nebo rentgenovym zafenim nebo chemickymi mutageny, Jjako
napriklad, ethyl methansulfonidtem (EMS), 2-hydroxy-4-
methoxybenzofenonem (MOB) nebo N-methyl-N'-nitro-N-nitroso-
guanidinem (MNNG) .

Postup podle vyndlezu se miZe provadét fermentaci
v laboratornim méritku (v mililitrovém aZ 1litrovém rozsahu)
nebo v primyslovém mé¥itku (v méFitku krychlového metru).
Pokud neni uvedeno Jjinak, ve8kerd procenta jsou uvadéna na
podkladé vahovém. V pripadé€ kapalin, Jjsou poméry miSeni
uvadény na podkladé objemovém, pokud neni uvedeno jinak.

Podle jednoho konkrétniho provedeni se jako zdroje atomt

uhliku pro aerobni fermentaci pouZivaji asimilovatelné sacha-
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ridy a cukerné alkoholy, jako jsou glukosa, laktosa, sacharosa
nebo D-mannitol, a uhlovodiky obsahujici p¥firodni produkty,
jako Jje napfiklad sladovy extrakt. Vhodnymi zdroji atoma
dusiku: aminokyseliny, peptidy a proteiny a Jjejich degradaé&éni
produkty, Jjako jsou peptony nebo tryptony, dale extrakty =z
masa extrakty z  kvasnic, rozemleta  semena, napriklad,
kukurice, pSenice, fazoli, soji nebo bavlny, destiladni zbytky
z vyroby alkoholll masnych pokrmi, extrakty kvasnic, ale také
amonné sole a dusic¢nany. Anorganickymi solemi obsaZenymi
v Zivném roztoku mohou byt napfiklad, chloridy, uhli&itany,
sulfaty. nebo fosfaty alkalickych kovd nebo kovl alkalickych
zemin, Zeleza, zinku, kobaltu a manganu.

Tvorba pluraflavind podle tohoto vyndlezu se provadi
v Zivném, které obsahuje asi 0,1 aZ 5%, Jjako 0,3 aZ %,
glukosy a 0,2 aZ 5%, jako 0,5 aZ 3%, sojové mouky a 0,05 aZ

%, jako 0,2 to 1,0 g/l sm&cCené kukufice a 0,05 aZ 1,0 g/1,
jako 0,1 aZ 0,5%, uhlic¢itanu véapenatého a 0,05 aZ 1,0 g/1,
jako 0,1 aZ 1,0 g/l, chloridu sodného. Procenta jsou v kaZdém
prfipadé vztaZena na hmotnost celého Zivného media.

V Zivném mediu Actinomycetales druh HAG 003959, DSM
12931, produkuje smé&s pluraflavind. V zavislosti na sloZeni
Zivného media, proporce alespoil jednoho z pluraflavind podle
vyndlezu se mUZe ménit. Dale sloZenim media Jje moZné
kontrolovat syntézu individudlnich pluraflavinGs tak, Ze jeden
nebo vice z pluraflavind se neni produkovdn mikroorganismy
vibec, nebo v mnoZstvi, které je pod detekénim limitem.

Podle jednoho  konkrétniho provedeni, Zivné medium
obsahuje pouze Jjeden detekovatelny pluraflavin. V dalSim
konkrétnim provedeni vznikaji pluraflaviny A, B nebo E.

Navic k pluraflavinlim A, B a E (sloudeniny vzorct (IA),
(IB) a (IE), respektive), mohou v Zivném mediu Actinomycetales
species HAG 003959, DSM 12931. také vznikat jiné p¥ibuzné

slouCeniny, které se 1i3i od slouCenin reprezentovanych vzorci
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IA, IB a IE tim, Ze odlidné glykosylovany. Tak, jako vedlejsi
produkt miZe vznikat dal3i pluraflavin (pluraflavin C)
s molekuldrni hmotnosti 974 Da a byl také detekovan degradad&ni
produkt pluraflavinu A, molekuldrni hmotnosti 692,717,
C37H44N2091. V posledné uvedené slouCeniné neni p¥itomna hexosa
I; za  kyselych podminek se 2,6-dideoxyaldohexosa miiZe
hydrolyticky odS§tépovat z pluraflavinu A.

Mikroorganismus se kultivuje aerobné&, to je, nap¥iklad
submerzné za tFfepédni nebo michéni v t¥fepacich bafkadch nebo
fermentorech, popfipadé =za zavadéni vzduchu nebo kysliku.
Kultivace se mlZe provadét p¥i teplotidch v rozmezi od
pfibliZné 18 do 35° C, jako pfibliZné od 25 do 32° C, v&etné od
27 do 30° C. Hodnota pH je obecné v rozmezi od 6 do 8, jako od
6,5 do 7,5. Za téchto podminek se mikroorganismus obecné&
kultivuje po dobu v rozmezi od 24 do 300 hodin, jako od 36 do
140 hodin.

Kultivace se s vyhodou provadi v nékolika stupnich, to
je pfipravi se alesponl jedna predkultura v kapalném Zivném
mediu, kterd se pak ocCkuje do aktudlniho produk&niho media,
pficemZ objemovy pomér predkultury k hlavni kultufe se
pohybuje napriklad 1 : 10. Predkultura se ziskd, naptfiklad,
naockovanim mycelia do Zivného roztoku, a nechd se rust
pribliZné 36 aZ 120 hodin, jako 48 aZ 96 hodin. Mycelium se
miZe ziskat, napriklad, ponechénim kmenu rést asi 3 aZ 40 dnu,
jako 4 aZ 10 dnu, na pevném nebo kapalném Zivném mediu,
naptiklad na sladovém-kvasnicovém agaru nebo agaru s ovesnou
moukou.

Pribé&h fermentace se miZe monitorovat mé&fenim pH kultur
nebo objemem mycelia a také chromatografickymi metodami, jako
je naprfiklad chromatografie na tenké vrstvé nebo vysokotlaka
kapalinové chromatografie nebo biologickymi testy.

Pluraflaviny podle vynalezu se mohou najit jak v myceliu, tak
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ve filtrdtu kultury. Izolac¢ni postup popsany niZe, slouZi
obecné pro &idténi pluraflavini A, B a E.

Izolace a/nebo ¢isténi pluraflavinl podle vynalezu
z Zivného media se mlZe provadét zndmymi metodami p¥i kterych
se berou v uvahu chemické, fyzikdlni a biologické vlastnosti
pEirodnich produktd. Pro testovadni koncentrace pluraflavinu
v Zivném mediu nebo pfi jednotlivych izolanich stupnich Jje
moZné pouZit chromatografii na tenké vrstve, napfiklad
pouZitim smési chloroform/methanol/ledovd kyselina octova/voda
(napfiklad v poméru 8:1:1:0,2) jako mobilni féze nebo HPLC.
Pfi dé&leni chromatografii na tenké vrstvé se detekce provadi ,
nap¥iklad pouZitim barvicich reakénich ¢&inidel, jako dje a-
naftol/kyselina sirovéa, p¥i kterém se mnoZstvi 1latky vhodné
srovnadva s kalibracé¢nim roztokem.

Podle wvynalezu se pluraflaviny mohou izolovat bud
z mycelia nebo kultivaéniho media. Obecné& se mycelium nejprve
oddéli od kultivaéniho media bé&Zné znédmymi metodami a
pluraflaviny se pak extrahuji 2z buné&&ného materiélu pouZitim
p¥ipadné s vodou misitelnym organickym rozpou3tédlem. Faze
organického rozpoustédla obsahujici pluraflaviny podle
vynalezu se p¥ipadné =zahusti za sniZeného tlaku a <&isti se
zpUsobem popsanym niZe.

Popfipadé se kultivaéni filtradt spoji s koncentréatem
z extraktu mycelia a extrahuje se vhodnym s vodou nemisitelnym
rozpouStédlem, napfiklad, n-butanolem. Organickd faze se pak
oddéli a pfipadné =zahusti za sniZeného tlaku. Pro odstranéni
tukl se koncentrat zFedi nepoldrnim rozpoudtédlem, ve kterém
jsou pluraflaviny podle vyndlezu pouze midlo rozpustné, jako
nap¥iklad, hexanem, petroletherem, diethyletherem. To zpusobi
vysrdZeni  pluraflavind a lipofilni necCistoty zlstanou
rozpusténé a odstrani se béZnou separaci pevné a kapalné faze.
SraZenina, kterad obsahuje veSkeré pluraflaviny se rozpusti ve

smési 1/30 plvodniho objemu vody a methanolu. SraZenina se
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uplné rozpusti a 1lyofilizuje. Lyofilizdt se pak déle uvadi
jako surovy produkt obsahujici 0,5 aZ 50% pluraflavinu a
pouZije se pro dalsi izolace.

Dalsi ¢iSténi Jjednoho nebo vice pluraflavind podle
vynadlezu se provadi chromatografii na vhodném materidlu, jako
jsou molekuldrni sita, na normdlnich fézovych nosiéich, jako
je, napfiklad, silikagel, kyslic¢nik hlinity na iontomé&nidich
nebo na adsorbénich pryskyricich a/nebo na mediich
s obracenymi fazemi (RP). Pomoci téchto chromatografii se
pluraflaviny rozdéli. Chromatografie pluraflavini se provadi
pouZitim pufrovanych vodnych roztokli nebo sm&si vodnych a
organickych roztoku.

Jako smési vodnych nebo organickych roztoktt se rozumi
v8echny s vodou misitelnd organickd rozpouStédla, jako Je
methanol, propanol a acetonitril, v koncentracich od 10 do 80%
rozpoustédla, napfiklad od 40 do 60% rozpou3té&dla, nebo jiné
uplné pufrované vodné roztoky, které jsou misitelné
s organickymi rozpoudStédly. Pufry se mohou pouZivat stejné
jaké byly uvedeny vySse.

Separace pluraflavini, kterd se zaklddd na jejich rtzné
polarité, se miZe provaddét chromatografii na obracenych
fazich, napfiklad na MCI® (adsorb&ni pryskytici od Mitsubishi,
Japan) nebo Amberlit XAD® (TOSOHAAS), nebo jinych hydrofobnich
materidlech, jako jsou, nap¥iklad, RP-8 nebo RP-18 faze. Navic
se separace mbZe provadét chromatografii na norméalnich fézich,
napfiklad na silikagelu nebo kyslic¢niku hlinitém a podobné&.

Chromatografie pluraflavinl se mlZe provadét za pouZiti
pufrovanych nebo okyselenych vodnych roztokd nebo vodnych
roztokl s alkoholy nebo jinymi s vodou misitelnymi alkoholy
nebo jinymi s vodou misitelnymi organickymi rozpouit&dly. Jako
organicka rozpousStédla se mohou pouZit propanol a acetonitril.

Jako pufrované nebo okyselené vodné roztoku se rozumi

napfiklad voda, fosfatovy pufr, octan amonny, citrdtovy pufr
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v koncentracich od 1 mM do 0,5 M, a také kyselina mravendi,
kyselina octova, kyselina trifluoroctovéd nebo vSechny komeré&ni
kyseliny znémé odbornikim v oboru., napfiklad v koncentracich
od 0,01 do 3%, jako od 0,1%.

Chromatografie se mlZe provadét pouZitim gradientu
vychazeje 2z 100% vodného pufru a konc¢e 100% rozpoudtédla,
napfiklad linedrnim gradientem pohybujicim se od 10 do 50% pf#i
pouZiti 2-propanolu nebo acetonitrilu.

Alternativné je také moZné provadeét gelovou
chromatogfafii nebo chromatografii na hydrofilnich féazich.

Gelova chromatografie se mazZe provadét na
polyakrylamidu nebo smiSenych polymernich gelech, jako e,
napr¥iklad, Biogel-P 2® (Biorad), Fractogel TSK HW 40° (Merck,
Germany nebo Toso Haas, USA) nebo Sephadex® (Pharmacia,
Uppsala, Sweden).

Pofadi chromatografii uvedenych vy3e miZe byt obracené.

Dal3i vysoce efektivni <&istici stupeil pro pluraflaviny
je krystalizace. Pluraflaviny krystalizuji z roztokl
v organickych rozpouStédech a =ze smési vody s organickymi
rozpoudtédly. Krystalizace se miZe provadét znamym zplUsobem,
jako napriklad zahuSténim nebo ochlazenim nasycenych roztokt
pluraflavinu.

Pluraflaviny podle vyndlezu jsou stabilni v pevném stavu
a v roztocich, které maji pH v rozmezi od 3 do 8, napfiklad,
pH 4 aZ 6 a mohou se proto byt obsaZeny Vv b&Znych
farmaceutickych prostfedcich.

Pluraflaviny vzorce I od nich odvozené derivaty se
metodami znamymi odborniklim v oboru mohou pfevést na
odpovidajici fyziologicky pouZitelné sole

Jako fyziologicky pouZitelné sole sloulenin vzorce I se
rozumi jak organické, tak anorganické sole, jaké jsou popséany

v Remington's Pharmaceutical Sciences (17th vydéani, str. 1418
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(1985)). Na podkladé fyzikdlni a chemické stability jsou
sodné, draselné, véapenaté a amonné sole moZnymi soudastmi
kyselych skupin; sole s kyselinou chlorovodikovou, kyselinou
sirovou, kyselinou fosforenou nebo s karboxylovymi kyselinami
nebo sulfonovymi kyselinami, Jako Jsou nap¥iklad kyselina
octova, kyselina citronovi, kyselina benzoovs, kyselina
maleinova, kyselina fumarova, kyselina vinnd a kyselina p-
toluensulfonova, jsou moZnymi soudstmi bazickych skupin

Vynalez déle zahrnuje chemické ekvivalenty, zde
oznacované také jako "derivaty", sloulenin vzorce I, které
maji stejnou nebo v podstaté@ stejnou aktivitu nebo které se
mohou prevést na slouCeniny podle vynalezu. Takovymi
ekvivalenty jsou, napfiklad, estery a ethery, komplexy a také
produkty redukce sloucenin podle vynalezu.

Estery a etherické derivaty a produkty redukce se mohou
pfipravit postupy  popsanymi v literature, napfiklad v
"Advanced Organic Synthesis", 4 vydéni, J. March, John Wiley &
Sons, 1992. Karboxylovad skupina (vzorce IE, IVE) a hydroxylové
skupiny slouCenin vzorce I se mohou pfevést na ester, jako je
alkylester s 1 aZ 4 atomy uhliku nebo na etherickou skupinu.
Tyto ethery zahrnuji, napfiklad acetaly a ketaly hydroxylovych
skupin

Stabilni komplexy slouenin vzorce I se mohou vytvofit
s fyziologicky pouZitelnymi anorganickymi kationty, jako jsou
kationty vapniku nebo ho¥é&iku.

Vynalez také =zahrnuje ve3keré stereoisomerni formy
sloucenin vzorce I. Centra asymetrie sloudenin vzorct IA, IB a
IE jsou na sobé& nezavisld a mohou mit S-konfiguraci nebo
R-konfiguraci. Oxirany skupin obsahujicich epoxid mohou byt
v kterékoli poloze, napfiklad, oxirany, které zahrnuji atomy
uhliku 2' a 3'. Vyndlez také =zahrnuje veSkeré moZné

enantiomery a diastereomery a také smési alespoil dvou
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stereoisomernich forem, nap¥fiklad smési enantiomer a/nebo
diastereomerti, v jakémkoli pomé&ru. Vynadlez tedy poskytuje
enantiomery v enantiomerné Cisté forme, jak ve forme
levoto&ivych tak pravotocivych antipodii, R a S konfiguraci, ve
formé racemdtd a ve formé smési dvou enantiomerd v libovolném
poméru. JestliZe je ve slouCeniné moZnd cis/trans isomerie,
vyndlez také zahrnuje jak cis formu, tak trans formu a smési
téchto forem v libovolném poméru

Vzhledem k uZiteénym farmakologickym vlastnostem jsou
slou€eniny podle vyndlezu vhodné pro pouZiti Jjako 1lé¢&iv
v lidské a nebo veterindrni mediciné. Maji antibioticky udinek
a navic antibakteridlni ucinek, antimykoticky ucCinek, to je
inhibiéni u¢&inek na plisné, vcetné fytopatogennich plisni,
a maji antiprotozodlni a antiparasitické vlastnosti.

SlouCeniny podle vynalezu se mohou pouZit na rakovinové
onemocnéni, napfiklad jako chemoterapeutika. Vzhledem k jejich
vyznacnym cytostatickym UCinkim a antimikrobidlnimu Gcéinku se
mohou  pouZit, napfiklad, jako cytostatika pro maligni
deformace u Zivolichll a lidi.

V pfipadé nadorovych bunék, které maji wvyvinutou
rezistenci na konvenc¢ni 1latky, pouze nové prost¥fedky maji
terapeuticky adekvatni efekt. Tak, pluraflaviny podle vynélezu
a Jejich derivdty vzorce I maji potencidlné vynikajici
aktivitu proti témto problémovym typlim bunék

Vynadlez se také tykéa farmaceutickych prost¥edkd, které
obsahuji alesponn Jjednu sloueninu z pluraflavind podle
vyndlezu a/nebo jejich derivatl podle vyndlezu. Pluraflaviny
se mohou pouzit ve smési s alesponl jednim vhodnym nosidem nebo
inertni l&tkou. Jako inertni 1l&tky se mohou pouZit pro 1lidi
pouZitelné pfisady a/nebo inertni latky.

Vynalez se také tykd zpusobu pripravy farmaceutickych

prost¥edkl podle vyndlezu, ktery se vyznaluje tim, Ze alespoil
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jedna sloucCenina podle vyndlezu pfrevede na vhodnou aplikaéni
formu pouZitim vhodné a fyziologicky p¥ijatelné inertni
ptisady, poptripadé spolu s dal3i aktivni l&tkou, p¥isadou nebo
inertni latkou.

Farmaceutické prostfedky podle vyndlezu se obecné
poddvajili orédlné, topicky nebo parenteralné, je v3ak také moZna
rektalni aplikace. Vhodnymi pevnymi nebo kapalnymi formami
farmaceutickych prostfedkl jsou, napfiklad, granule, prasky,
tablety, povlelené tablety, mikrokapsle, Cipky, syrupy,
emulze, suspenze, aerosoly, kapky nebo injikovatelné roztoky
ve formé ampuli a preparaty, které maji protrahované
uvolnovani aktivni slouCeniny a ve kterych se p¥i jejich
pfipravé pouZivaji inertni 1latky a pfisady a/nebo pomocné
l4tky, Jjako Jjsou desintegrac¢ni 1léatky, pojidla, 1latky pro
povlékéani, nadouvadla, klouzadla nebo mazadla, chutové
pfisady, sladidla nebo solubilizédtory.

Casto pouZivanymi inertnimi 1l&tkami nebo pomocnymi
latkami, které Jje moZno uvést Jjsou, naptriklad, uhli&itan
hofecnaty, kyslic¢nik titani&ity, laktdza, mannitol a 3jiné
sacharidy, talek, laktoprotein, Zelatina, &krob, vitaminy,
celuldéza a Jeji derivaty, Zivo€i3né nebo rostlinné oleje,
polyethylenglykol a rozpoustédla, jako je nap¥iklad sterilni
voda, alkoholy, glycerol a polyhydroxylované alkoholy.

Popfipadé jednotkova davkovéa forma miZe byt
mikroenkapsulovand pro oralni aplikace, aby se oddédlilo nebo
prodlouZilo wuvolihovéani 1WU¢inné 1latky po del3i dobu, jako
nap¥iklad pripravou povlecenim nebo vloZenim ¢éstedek aktivni
slou€eniny do vhodnych polymer®i, voskd a podobné.

Farmaceutické prostfedky se mohou pfipravovat a
aplikovat v jednotkovych davkovych forméach, které obsahuji
jako aktivni 1latku alesponn jednu slouceninu 2z pluraflavint

podle vynédlezu a/nebo jejich derivéaty. V pfipad& pevné
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jednotkové davkové formy, jako jsou tablety, kapsle a Cipky,
tato davka miZe byt aZ do pfibliZné 200 mg, ale miZe byt asi
0,1 aZ 100 mg, a v pfipadé& roztokll pro injekce v ampulich tato
davka mbZe byt aZ do pfibliZiné 200 mg, ale miZe byt asi
0,1 aZz 100 mg za den.

Denni davka se aplikuje v zavislosti na t&lesné
hmotnosti, véku, pohlavi a stavu sav&iho subjektu. Mohou se
vSak také pouZit davky vy33i nebo niZ$i. Denni davka se mtZe
podéavat v jedné davce nebo nebo v nékolika menSich
jednotkovych davkdch nebo ve vhodnych dobach v pfedem
stanovenych intervalech nebo ve form& rozd&lenych davek.

Vynalez Jje bliZe objasné&n nésledujicimi pfiklady.
Uvedena procenta jsou procenty hmotnostnimi. V ptipadé
kapalin, misici pom€ry jsou na podklad& objemovém, pokud neni
uvedeno jinak.

Nasledujici priklady jsou pouze ilustrativni a vynalez

Zadnym zpusobem neomezuiji.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Priprava glycerolové kultury Actinomycetales druhu HAG

003959, DSM 12931.

100 ml Zivného roztoku (extrakt sladu 2,0%, extrakt
kvasnic 0,2%, glukéza 1,0%, (NH,),HPO, 0,05%, pH 6,0) ve
sterilni 300 ml Erlenmeyerové bafice se naokuje kmenem
Actinomycetales druhu HAG 003959, DSM 12931, a inkubuje se
v rotalni tfepaCce pfi 28°C a p¥i 180 ot./min po dobu 7 dnt.
1,5 ml této kultury se pak zfedi 1,5 ml 99% glycerolu a
skladuje se p¥i -20° C.
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Priklad 2
Priprava kultury nebo p¥fedkultury Actinomycetales druhu
HAG 003959, DSM 12931 v Erlenmeyerové bafice

Sterilni 300 ml Erlenmeyer bafika obsahujici 100 ml

nédsledujiciho Zivného roztoku: 15 g of glukézy 15 g sojové
mouky, 5 g kukuficného vyluhu, 2 g CaCOs; a 5 g NaCl na litr se
naoCkuje kulturou péstovanou na 3ikmém mediu ve zkumavce za
ale s 2% nebo 1 ml

pouZiti stejného Zivného roztoku, agaru)

(viz priklad 1) a inkubuje se na t¥epalce
30° C.

slouCeniny 2z pluraflavind podle vyndlezu se dosdhne po 120

glycerolové kultury

s 180 ot./min p¥i Maximalni produkce alespori jedné
Pro naockovéni 10 a 200 1 fermentor®l stadi 48 aZ 96

%)

hodinéach.

hodinovad submerzni kultura (mnoZstvi odka 10 pfi pouZiti

stejného Zivného roztoku.

Priklad 3

P¥iprava pluraflavina

Fermentor (9 1) pracuje za nasledujicich podminek:
Zivné medium: 15 g glukézy/l;
15 g sojové mouky/1;
5 g kukuriénych vyluh@l pevnych/1;
2 g CaCo0s3/1;
5 g NaCl/1l;
PH 7,0 (pfred sterilizaci)
Operacni doba: 92 hodin
Teplota inkubace: 28° C.
Rychlost michéni: 300 ot./min.
Provzdudfiovani: 5 1/min™
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Opakovanym pridavénim ethanolického roztoku polyolu je
moZné piripadné potlacit tvorbu pény. Maximalni produkce se

dosdhne po asi 70 aZ 96 hodinéch.

Priklad 4
Izolace smési pluraflavind z Zivného roztoku kultury

Actinomycetales druhu HAG 003959, DSM 12931.

Po skonleni fermentace Actinomycetales druhu HAG 003959,

DSM 12931, se Zivna pida z fermentoru, p¥ipravena podle

ptikladu 3 (90 1) prefiltruje za p¥idani 2 % pomocného
filtraCniho prostfedku, napfiklad Celitu® a buné&&ény material
(0,6 litru) se extrahuje 3 litry methanolu. Aktivni sloudeninu
obsahujici methanolicky roztok se od mycelia oddéli filtraci a
zahusti za sniZeného tlaku. Koncentradt spolu s filtratem
z kultury (7 1litrQ) se nanese na ptipravenou 0,4 litrovouer
®MCI GEL, CHP20P kolonu. Eluce se provadi pouZitim a gradientu
0,1% kyseliny octové ve vodé aZ 0,1% kyseliny octové v 2-
propanolu. Pritok kolonou je (1,2 litru za hodinu) a jimaji se
frakce po (0,25 1) a frakce obsahujici pluraflavin se spoji
(20 aZ 23). ZahusSténim za sniZeného tlaku a mrazovou sublimaci

se 1,4 g hnédého préasku.

Priklad 5

Obohaceni pluraflavinovych sloZek gelovou chromatografii.

1,4 g produktu pfipraveného podle p#ikladu 4 se nanese
na kolonu s kapacitou 3,9 litrd (8ifka x vy3ka = 10 cm x 50
cm), naplnénou Fractogel® TSK HW-40 s. Mobilni faze

voda/acetonitril (1:1) se pumpuje kolonou rychlosti 50 ml za
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minutu a Jjimaji se frakce (65 ml). Pluraflaviny se hlavné

eluuji ve frakcich 13 aZ 16. Spoji se, rozpoustédlo se odpafi

za sniZeného tlaku a ziskd se 130 mg smé&si pluraflavina.

Priklad 6

Separace pluraflavinovych sloZek na obracenych fézich RP-18.

Preparativni HPLC kolona s kapacitou 122 ml (1,25 cm,
vnit¥ni pram&r, x 25 cm, vy3ka) se naplni ®Nucleosil 100-7 C18
HD, a nanese se na ni 130 mg smé&si pluraflavint ziskanych,
podle p¥ikladu 5. Eluce se provadi pouZitim 10 % acetonitrilu
a 0,1 M vodného roztoku octanu amonného. Prutok kolonou je 50
ml/min. a Jjimaji se 50 ml frakce. Frakce 6 obsahovala
pluraflavin E, pluraflavin C byl ve frakcich 12 aZ 17,
pluraflavin B byl ve frakcich 25 aZ 27 a pluraflavin A byl ve
frakcich 35 aZ 37. Po zahud3téni za sniZeného tlaku a mrazové

sublimaci byla zisk&na nasledujici mnoZstvi

pluraflavin A: 22 mg, ESI+MS: 823 Da (M+H)Y,
pluraflavin B: 18 mg, ESI+MS: 841 Da (M+H)",
pluraflavin C: 11 mg, ESI+MS: 974 Da (M+H)Y,
pluraflavin E: 5 mg, ESI+MS: 712 Da (M+H)®.

Priklad 7

KoneCné cCisténi pluraflavinu A a pfevedeni na s0l s kyselinou

trifluoroctovou

Frakce 35 aZ 37, pfipravené podle ptfikladu 6, se po
mrazové sublimaci (22 mg), rozpusti v 10% acetonitrilu ve
vodé. Kyselinou trifluoroctovou se upravi pH na 2,8 a nanese
na kolonu 250/10 LiChrospher RP-18e (5 pum)®. Eluce se provadi

pouZzitim 0,05% vodné kyseliny trifluoroctové v 11 aZ 22%
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acetonitrilu. Zahusténim za sniZeného tlaku a mrazovou

sublimaci se ziskd 18 mg pluraflavinu A ve form& soli

s kyselinou trifloroctovou.

Priklad 8

Identifikace pluraflavinu A.

Vzhled: syté Zluta latka, ktrd je rozpustnd v polarnich
organickych rozpoustédlech, ale médlo rozpustnid ve vod&. Adié&ni
sul s kyselinou je rozpustnd ve vodé&. SlouCenina je stabilni
v neutrédlnim a mirné kyselém prostfedi, ale nestabilni
v alkalickém prostfedi a silné kyselém prost¥edi.

UV-Maxima: 214, 243, 270 (inflex), 290 (inflex), 426 nm
ve smési voda/acetonitril (8:2), pH 2 a 214, 243, 270
(inflex), 290 (inflex) a 426 nm ve snési voda/acetonitril
(6:4), pH 7. IC péasy: 3424, 1680, 1600, 1464, 1427, 1300,
1203, 1131, 1066, 1009, 801, 721 cm™. Hmotovou spektrometrii
s vysokym rozliSenim byla nalezena nésledujici molekularni
hmotnost (M+H):823,370631 Da, odpovidajici empirickému vzorci
pro pluraflavin A Cy3HsNz0:14. Elektron sprej ionizace (ESI,
positivni) poskytla, pouZitim MS/MS fragmentace, nésleduijici
ionty: 823, 693, 680, 550, 480, 390, 320, 144 a 131 Da.

NMR signédly: viz Tabulka 1.

Tabulka 1

'H a ’C chemické posuny pluraflavinu A v methanolu-d, a DMSO-dg

pri 300° K.
Methanol-d, DMSO-ds
poloha 3¢ 'H 13¢ 'H
8 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm) S (ppm)
2 168,39 - 165,62 -
3 111,95 6,37 s 110,39 6,27 s
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Methanol-d, DMSO-dg
poloha 3¢ 'H 3¢ 'H
8 (ppm) 8 (ppm) 8 (ppm) b (ppm)
4 180,25 - 177,56
5 150, 44 - 148,22 -
6 121, 34 8,61 s 119,05 8,43 s
6a 138,34 - 136,28 -
7 182,68 - 181,12 -
7a 133,23 - 131,18 -
8 120,05 7,86 d 118,29 7,78 d
9 135,63 7,90 d 134,41 7,87 d
10 137,35 - 135,79 -
11 161,06 - 159, 39 -
11-0H - - - 13,38 s, §
1la 118,14 - 116,43 -
12 189,12 - 187,39 -
12a 122,00 - 120,35 -
12b 157,66 - 155, 50 -
13 70,83 5,38 d,5,63 d 68,48 5,30 d4,5,51 d
14 61,17 - 59,35 -
15 63,69 3,41 g 61, 61 3,48 g
16 20,24 1,92 s 19,32 1,86 s
17 13,69 1,27 d 12,93 1,22 d
1° 98, 90 5,04 dd 96,57 5,06 d,3
2° 37,24 2,05, 2,12 35,50 1,87, 1,95
3 58,32 - 56,33 -
3'Me 24,57 1,50 s 1,35 s
3“NH, - - - 8,16 s, &
4 71,15 3,27 s, & 68, 65 3,17 d
4°-0H - - - 5,47 d
5 70, 44 4,00 g 68,19 4,01 q
6 17,21 1,34 d 16,75 1,18 d
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Methanol-d, DMSO-dg
poloha B3¢ g 3¢ 'H
3 (ppm) d (ppm) 3 (ppm) 6 (ppm)
27 28,00 3 2,48 m, 2,91 2,35 %, 2,78
m, § 3
37 65,19 3,45 m, & 62,19 3,43 &
3“NMe 43,24 8, 3,05 5,3,05 §| 42,14, 39,25 | 2,89, 2,97
41,65 3
3”NH' - - - 8,78 3
4 75,13 4,32 s, B 71,88 4,20 s, &
57 72,55 3,97 q, § 70,22 3,75 q, &
6” 18,09 1,40 d 17, 54 1,28d
17 101,39 5,24 m, 3 98,89 5,11 §
211 33,40 2,05, 2,10 32,07 1,75, 1,92
37 66,61 4,12 m 64,17 3,96 m, %
37/ -OH - - - 4,70 s, %
4 71,98 3,67 70,13 3,45 3
4”1 -OH - - - 4,44 s, 3
571 69, 52 4,16 q. 3 67,05 4,10 g, &
6" 17,51 1,28 d 16,94 1,10d

Pro aldohexdézy Jjsou pozorované

u¢inky NOE v souhlase

s relativni SRSS nebo RSRR stereochemii na chirdlnich centrech

Y, 3

4', 57

vankosaminu.

(viz H-III).

To odpovida

C-3

epimeru
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Relativni stereochemie

H-III Relativni stereochemie hexdzy III

. NOE uc¢inky ©pozorované pro hexdézu II upfednostiiuji

relativni stereochemii RSSS nebo SRRR pro chiralni centra

1vv,3', 4'', 5'' (viz H-II).

Relativni stereochemie

HII Relativni stereochemie hexézy II

Stejnéd relativni Sstereochemie (RSSS, SRRR) pro

asymetrické atomy uhliku 1''', 3''', 4''', 5''' e v souhlase

s detekovanym NOE pro hexézu I (viz H-I).

Relativni stereochemie

H-I Relativni stereochemie hexdézy I
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Priklad 9

Identifikace pluraflavinu B

Vzhled:

Temné Zlutd pevnéd latka, kterd je rozpustnd v polarnich
organickych rozpousté&dlech, ale pouze malo rozpustna ve vodé.
Adi¢ni sdl s kyselinou Jje ve vodé rozpustnd. Sloucenina je
stabilni v neutrdlnim prostfedi a slabé kyselém prostfedi, ale

je nestabilni v alkalickém rozmezi pH.

UV maxima: 214, 243, 270 (inflex), 290 (inflex), 426 nm
ve smési voda/acetonitril (8:2), pH 2 a 214, 243, 270
(inflex), 290 (inflex) a 426 nm ve smési voda/acetonitril
(6:4), pH 7.

Pluraflavin B mé& empiricky vzorec C43Hs¢N;0:5, molekuldrni

hmotnost 840,9 Da.
NMR signaly: viz tabulka 2.

Tabulka 2

' a 3¢ chemické posuny pluraflavinu B v methanolu-d, a

srovnadni s pluraflavinem A p¥i teploté& 300° K.

pluraflavin B (methanol-d,) | pluraflavin A (methanol-dy)

poloha 3¢ 'H 3¢ 'H

8 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm) 8 (ppm)
2 176,38 - 168,39 -

3 111,10 6,73 s 111,95 6,37 s
4 181,26 - 180,25 -
4a 125,96 - 126,08 -
5 150,43 - 150, 44 -

6 121,03 8,52 s 121,34 8,61 s
6a 138,12 - 138,34 =
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pluraflavin B (methanol-d4) | pluraflavin A (methanol-d,
poloha 3¢ g 3¢ 'H
6 (ppm) 5 (ppm) S (ppm) S (ppm)
7a 133,16 - 133,23 -
8 120,04 7,81 d 120,05 7,86 d
9 135,52 7,83 d 135,63 7,90 d
10 137,44 - 137,35 -
11 161,02 . - 161,06 -
11-0H - - - -
lla 118,01 - 118,14 -
12 189,24 - 189,12 -
12a 121,89 - 122,00 -
12b 157,41 - 157,66 -
13 70,83 5,36d, 5,60d 70,83 5,38d, 5,63d
14 77,67 - 61,17 -
15 72,61 4,40 g 63,69 3,41 ¢
16 23,90 1,67 s 20,24 1,92
17 17,00 1,35 d 13,69 1,27 d
1° 98,87 5,05 dd 98,90 5,04 dd
2° 37,20 2,09 m 37,24 2,05, 2,12
3° 58,39 - 58,32 -
3'Me 24,45 1,51 s 24,57 1,50 s
3"NH; - - - -
4 71,08 3,29 s, § 71,15 3,27 s, §
4°OH - - - -
5° 70,42 4,01 g 70,44 4,00 q
6" 17,19 1,33 d 17,21 1,34 d
1” 70,13 5,48 t 70,23 5,51 t
2" 27,74 2,50 m, 2,88 28,00 § 1,48 m, 2,91
m m, §
3" 65,14 3,46 m 65,19 3,45 m, 3
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pluraflavin B (methanol-d,) | pluraflavin A (methanol-d,
poloha 3¢ 'H 3¢ 'H
6 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm) 6 (ppm)
3”NH" - - -
4" 75,02 4,32 s, § 75,13 4,32 s, §
5" 72,61 3,97 q, § 72,55 3,97 q §
6" 18,15 1,39 d 18,09 1,40
17! 101,38 5,24 m, § 101,39 5,24 m, §
27 33,42 2,07 33,40 2,05, 2,10
37 66,59 4,13 m 66,61 4,12 m
3”"-0H[ - - - -
4 71,97 3,67 § 71,098 3,67
4"’ -OH - - - -
571 69,52 4,16 gq, § 69,52 4,16 g, §
6"’ 17,49 1,27 d 17,51 1,28 d
Pfiklad 10
Konecné ¢isténi pluraflavinu E.
Frakce 6, ziskand podle prikladu 6 se po mrazové
sublimaci (5 mg) rozpusti v 10% acetonitrilu ve vodé a

kyselinou trifluoroctovou se upravi pH na 2,8, nacCeZ se naleje
na 250/10 LiChrospher RP-18e (5 pm)® kolonu. Eluce se provadi
pouZitim 0,05% vodné kyseliny trifluoroctové v gradientu od 11
ZahuSténim za sniZeného tlaku a mrazovou

do 22% acetonitrilu.

sublimaci se ziské soli pluraflavinu E

mg

s trifluoroctovou kyselinou.

Priklad 11

Identifikace pluraflavinu E.
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Vzhled: temné& Zlutd pevnéd 1léatka, kterd Jje rozpustna
v poldrnich organickych rozpou3tédlech a pouze obtiZn& ve
vodé, Adicéni sUl s kyselinou je rozpustnd ve vod&. Sloulenina
je stabilni v neutralnim a slabé& kyselém prost¥edi, ale

nestdld v alkalickém prostfedi a silné kyselém prostFedi.

UV-maxima: 213, 244, 270 (inflex), 290 (inflex), 426 nm
ve smési voda/acetonitril (8:2), pH 2, a 213, 244, 270
(inflex), 290 (inflex) a 426 nm ve smési voda/acetonitril
(6:4), pH 7.

Hmotnostni spektrometrii byla nalezena molekuléarni
hmotnost pro (M+H)': 712 Da, odpovidajici empirickému vzorci
C3gH41NO14 pro pluraflavin E.

NMR signdly jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3

'H a '°C chemické posuny pluraflavinu E v methanolu-d, p#¥i 300°

K.
poloha 3¢ 'H
6 (ppm) 4 (ppm)
2 176,48 -
3 110,30 6,69 s
4 178,39 -
4a 124,69 -
5 149, 56 -
6 121,17 7,92 s
6a 138,95 -
7 182,40 -
Ta 133,21 -
8 119,82 7,60 d
9 135,61 7,74 d
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poloha 3¢ 'H
6 (ppm) 0 (ppm)

10 137,04 -

11 161,33 -
11-CH - -

1la 118,04 -

12 189,21 -

12a 121,59 -

12b 156,86 -

13 175,28 -

14 77,69 -

15 72,61 4,35 g

16 23,78 1,62 s

17 17,009 1,31 d

17 70,34 5,46 dd

2" 27,35 2,86 m, 2,44 m

37 64,88 3,50 m
3”NMe 42,5 % 3,08
3”NH" - -

4" 75,22 4,30 s, §

57 72,29 3,87 q, 3

6" 18,25 1,35 d

17 101,40 5,23 m

277 33,43 2,08 m, 2,06 m

37 66,61 4,12 m1”’
37/ -OH - -

4 72,03 3,67 s, &
4”' -OH - -

57 69,50 4,17 q, 5

6"/ 17,52 1,28 d
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Priklad 12
(a) Studium cytostatické aktivity

Pro stanoveni cytostatické aktivity se pouZiji buifiky
hepatomu krys ziskané z kmene ze sbirky American Type Culture
Collection pod Cislem ATCC CRL-1548, Jo No. 223 a 228 Kmen byl
udrZovan na mediu "MEM (EAGLE) s Glutamax" [GIBCO BRL No.4109-
028] s 10% telecim plodovym sérem [GIBCO BRL No. 10270-106] a
10 pl smési penicilinu a streptomycinu [GIBCO BRL No. 15140-
114])/ml. Byly pouZity 96-jamkové mikrotitracni desky [Greiner,
No. 15140-114]. KaZdéd Jjamka byla nejprve naplnéna 140 pul
roztoku Zivného media a v kaZdém pfipadé& se naockuje 215 000
bunkami. Desky se pak inkubuji p¥i 37° C a v atmosfére 5% CO,
po dobu 20-24 hodin. Predem se pEfipravi série ¥edéni
pluraflavind s koncentracemi 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125,
1,5625, 0,7813, 00,3906, 0,195, 0,094, 0,047 a 0 uM, a pipetuji
se v odpovidajicim porXadi. Po dal3i inkubaci 22 hodin p#¥i 37°
C. v atmosfére 5% CO;, a kapalné medium se odsaje. Zbylé buiiky
se obarvi 100 pul RPMI 1640 [GIBCO BRL No. 32404-014)/ na jamku
a 20 pl Cell Titer 96 Aqueous [PROMEGA No. G5430]/na jamku.
Primo po pridéni se mé¥i absorpce svétla p¥i 590 nm a pak 2
hodiny po inkubaci, Jjaka byla uvedeny vySe. Cytostaticky

uc¢inek byl vypoCten ze zmény ve svételné absorpci.

ICso pro pluraflavin A <50 nM;

i

ICs0 pro pluraflavin B <50 nM.
(b) Antiproliferacéni uéinky pluraflavinu A a flavopiridolu na

vybrané nadorové bunécné linie.

MTT, ve vodé rozpustnd tetrazoliovd sul, se pfevede na
nerozpustny purpulovy formazan pfi rozpuSténi  Stépenim

tetrazoliového kruhu enzymy dehydrogenaz v aktivnich
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mitochondriich. Mrtvé buniky tuto zménu nezpusobi. Tato methoda
se pouZivad pro kvantitativni rozmnoZovani aby se stanovila

aktivita potencidlnich chemoterapeutickych sloulenin.

VeSkeré bunky se udrZuji v RPMI 1640 (Life Technologies,
Gaithersburg, Md) obsahujici 10% teplem deaktivovaného
plodového hovéziho séra penicilin/streptomycin a obohaceného
L-glutaminem. Buniky se nanesou do 96-jamkovych desek pro

tkafiové kultury s nasledujicimi hustotami:

prsa 2500 bunék/jamka
prostata 2600 bunék/jamka
tlusté stfevo 1000 bunék/jamka
plice 1000 buné&k/jamka

Buiiky se nechaji ulpét pfes noc p¥i 37° C, 5% CO,.
Pluraflavin A se z¥edl v Zivném mediu na nédsledujici kone&né
koncentrace slouceniny: 50,0, 16,67, 5,56, 1,85, 0,617, 0,206,
0,069, 0,023 uM Flavopiridol se =z¥edi na koncentrace: 2,0,
0,222, 0,074, 0,025, 0,008, 0,003, 0,001 uM. Obé&€ sloucleniny se
testuji ve trech opakovanich ve vSech koncentracich. Builky se
promyji cCerstvym mediem a slouCeniny se pridaji k bullkdm na
koneény objem 100 pl. Bunky plus sloueniny se nechaji
inkubovat p¥i 37° C, 5% CO; ptibliZné po dobu 72 hodin.
V urcenou dobu se p¥idd do kaZdé jamky 25 pl MTT (10 mg/ml v
HBSS) . Desky se inkubuji p¥i 37° C po dobu 2 aZ 4 hodin. MTT a
media se odstrani a pfidad se 200 ul DMSO na Jjamku. Data se

snimaji p¥i 570 nm a vysledky jsou uvedeny niZe:

Bunky Pluraflavin A ICso Flavopiridol ICsg
prsa <23 nM 90 nM
prostata 10 nM 80 nM




tlusté stfrevo 0;35 nM

plice 3.0 nM
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V testu na mékkém agaru pluraflavin A a flavopiridol byly

testovany na buniky leukemie.
Hodnoty ICsy byly: 60 nM

(flavopiridol).

(pluraflavin A) a 0,5,

0,6 uM
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PATENTOVE NAROKY

1. Sloucenina obecného vzorce I

ve kterém

R: je zbytek cukru,

R; je karboxylovd skupina nebo skupina -CH;-O-(Rs)n, Ve
které R; je zbytek cukru,

R; je substituent vybrany ze skupiny =zahrnujici skupiny
obsahujici epoxidovy zbytek, alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy
uhliku, alkenylové skupiny s 2 aZ 6 atomy uhliku, kde tyto
alkylové skupiny a alkenylové skupiny jsou pfipadné
substituovany alesponl jednou hydroxylovou skupinou,

Rs je substituent vybrany ze skupiny zahrnujici atom
vodiku, alkylovou skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku, alkenylovou
skupinu s 2 aZ 6 atomy uhliku a alkynylovou skupinu s 2 aZ 6
atomy uhliku,

R4y, Re, Rg a Ryg, Jsou substituenty nezavisle na sobé
vybrané ze skupiny =zahrnujici atom vodiku, alkylovou skupinu
s 1 aZ 6 atomy uhliku, alkenylovou skupinu s 2 aZ 6 atomy
uhliku, alkynylovou skupinu s 2 aZ 6 atomy uhliku, skupinu
-XzH, kde atom vodiku je primo vézédn na prvni atom z X,, a
skupiny -XzRiz, kde substituent R;; je p¥imo v&z&n na prvni atom
z X; a pfipadn€ Ry a R¢ dohromady tvo¥i dvojnou vazbou véazany

substituent -X;, pfipadné& Rs a R;o dohromady tvofi dvojnou
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vazbou vazany substituent -X;, kde kaZdy ze substituentt X, je
nezavisle na sob& vybrany ze skupiny zahrnujici atom kysliku,
skupiny NH, skupiny N-alkyl s 1 aZ 6 atomy uhliku, skupiny
N-alkenyl s 2 aZ 6 atomy uhliku, skupiny N-alkynyl s 2 aZ 6
atomy uhliku nebo atomy siry, a kde Ry, jsou nezavisle na sobé
vybrané ze skupiny zahrnujici alkylové skupiny s 1 aZ 6 atomy
uhliku, alkenylové skupiny s 2 aZ 6 atomy uhliku, alkynylové
skupiny s 2 aZ 6 atomy uhliku, arylové skupiny nebo acylové
skupiny, a

m a n, jsou na sobé& nezavisle 1 nebo 2,

ve vSech Jjejich stereoisomernich formach a ve smésich
téchto forem v libovolnych pom&rech a jejich fyziologicky

pouZitelnych soli a derivatu.

2. SlouCenina podle ndroku 1, obecného vzorce I, ve

kterém R; je aminosacharid

3. SlouCenina podle naroku 1 nebo 2, obecného vzorce I,

ve kterém R, je substituent vzorce

O.__CH,

OH
HN CH,

4. Sloulenina podle kteréhokoli z néarokd 1 aZ 3,

obecného vzorce I, ve kterém n je 2.

5. SlouCenina podle kteréhokoli =z naroka 1 aZ 4,

obecného vzorce I, ve kterém R; je aminosacharid

6. Sloulenina podle kteréhokoli z naroka 1 aZ 5,

obecného vzorce I, ve kterém R,je substituent vzorce
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OH ’
HO CH,
0
CH,
0
0
Hsc\ril
CH,

7. SlouCenina podle kteréhokoli =z narokd 1 aZ 6,

obecného vzorce I, ve kterém substituent Rs; je vybrany z skupin

oH PH
H,C CHy CH,
N H

3

8. SloucCenina podle néroku 1, vzorce IA

(IA)
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ve vSech jejich stereoisomernich formach a ve sm&sich
téchto forem v libovolnych pomérech a jejich fyziologicky
pouZitelnych soli a derivatt.

9. Slouc¢enina podle n&roku 1, vzorce IB

ve vSech jejich stereoisomernich formidch a ve sm&sich t&chto
forem v libovolnych  pomérech a jejich fyziologicky
pouZitelnych soli a derivatu.

10. Sloucenina podle naroku 1 vzorce IE
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(IE)

ve vSech jejich stereoisomernich formadch a ve smdsich
téchto forem v libovolnych pomé&rech a jejich fyziologicky

pouZitelnych soli a derivatu.

11. SloucCenina obecného vzorce I podle kteréhokoli
z narokl 1 aZ 10, =ziskatelna kultivaci Actinomycetales druhu
HAG 003959, DSM 12931, nebo jednoho =z jeho variant nebo
mutantl za vodnych podminek v Zivném mediu aZ je v Zivném
mediu pfitomna alespoil jedna sloudenina vzorce I, nade? se

tato sloucenina izoluje.

12. Sloucenina podle né&roku 11, kde tato izolovand
slouCenina se dale prevede na alespoil jeden z derivata a

fyziologicky pouZitelnych soli.

13. Prostfedek vy zn a & ujici se tim Ze
obsahuje alespoili jednu sloudeninu obecného vzorce I podle
naroku 1 nebo jeji fyziologicky pouZitelnou stl nebo derivat a

pfijatelny nosié.
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14 Prostfedek podle naroku 13, vy zn a & u j ic i
s e t i m Ze timto pFfijatelnym nosidem Je farmaceuticky

pouZitelny nosid.

15. Zpusob pripravy alespofi jedné ze sloudenin obecného
vzorce I nebo jeji fyziologicky pouZitelné soli podle naroku
1, vy zn a ¢ u j i ¢ 1 s e t 1 m, Ze se kultivuje
mikroorganismus Actinomycetales druh HAG 003959, DSM 12931,
nebo jedna z jeho variant nebo mutant®, za vhodnych podminek
v Zivném mediu aZ je v Zivném mediu p¥itomna alespoii jedna ze

slou€enin obecného vzorce I, nadeZ se slou&enina izoluje.

16. Zpusob podle ndroku 15 vy zna & ujici se
t i m, Ze se izolovand sloudenina dale pfevede na alespoit
jednu slouCeninu vybranou z derivatad a fyziologicky

pouZitelnych soli.

17. Zplsob podle naroku 15, vy zna & ujici se
t 1 m, Ze se kultivace provaddi =za aerobnich podminek p#i

teploté mezi 18 a 35° C. a pfi pH mezi 6 a 8.

18. Zpusob podle ndroku 15, vy zna &uijici se
t i m, Ze se slouCenina obecného vzorce I pFrevede na jeji

derivat pouZitim reduk&niho &inidla.

19. ZpUsob inhibice transkripce alespon jedné
dvouvlaknité nukleové kyseliny, vy zn a & u jici se
t i m Ze se uvedend dvouvlakniti nukleova kyselina uvede ve
styk s U€¢innym mnoZstvim alespoii jedné sloueniny obecného
vzorce 1 podle nadrokd 1 aZ 12 nebo fyziologicky aktivnich soli

nebo jejich derivéatem.
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20. PouZiti alespor jedné sloudeniny obecného vzorce I
podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouZitelnych

soli nebo derivatl pro p¥ipravu cytostatik.

21. PouZiti alespoil jedné slouceniny obecného vzorce I
podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouZitelnych
soli nebo derivatd pro pFipravu 1ékli pro lé&eni nadoru

tlustého strfeva.

22. PouZiti alespoil jedné sloudeniny obecného vzorce I
podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouzZitelnych
soli nebo derivatd pro p¥ipravu 1ékd pro lé&eni prsnich

nador1.

23. PouZiti alespoil jedné slou&eniny obecného vzorce I
podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouZitelnych
soli nebo derivatld pro pripravu 1ékd pro 1lé&eni plicnich

nador.

24. PouZiti alespoifi jedné sloudeniny obecného vzorce I
podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouzZitelnych
soli nebo derivath pro pfipravu 1ékGi pro lé&eni nadora

prostaty.

25. PouZiti alespoii jedné sloudeniny obecného vzorce I
podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouZitelnych

soli nebo derivatd pro pEipravu 1lékd pro lé&eni leukemie.

26. PouZiti alespofi jedné slouleniny obecného vzorce I

podle naroku 1 aZ 12 nebo jejich fyziologicky pouZitelnych
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soli nebo derivatd pro pfipravu 1ékti pro lé&eni mikrobidlnich
infekci.

27. Actinomycetales druh HAG 003959 (DSM 12931).
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