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{54) Kmen Streptomyces rimosus CCM 3506

Vynélez se tyké nového kmene Strepto-
myces rimosus CCM 3506, ktery trensformu-
je 5-hydroxy-anhydrotetracyklin na 6-deoxy-
-5-hydroxytetracyklin.
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Vyndlez se tykd kmene Streptomyces rimosus CCM 3506, irensformujictho 5-hydroxy-an-
hydrotetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin (doxycyklin), p#i kultiveci v tekutych
Zivnych pidédch, obsshujfeich zdroje asimilovatelného uhlfku, nep¥. sachardzu nebo 3krob,
zdroje asimilovatelného dusiku, nep¥. kuku¥i¥nou mdecf{ vodu nebo mouku kuku¥iZnou, bavl-
nikovou &i sojovou a minerdlni ¥ivné soli.

Znfn¥ny kmen umoZfhuje vyrobu tetramcyklinového antibiotika doxycyklinu biologickou ces-
tou. Dosud b#in¥ klinicky ufivend tetracyklinovd antibiotike, tj. chlortetracyklin, tetra-
cyklin a oxytetracyklin, maj{ velmi Biroké uplatnini, pFesto vSak maji n¥které vlastnosti,
které jejich pouZitf brzdf, Jde nap¥. o vysrdieni ve form¥ nerozpustné bdze, &imZ poklesne
absorpce, nefddouci pisobeni na sti¥evni mikrofloru apod. Naproti tomu doxycyklin se rychle
@ Uplnd absorbuje, vytvor{ p¥i ni¥¥fch ddvkdch vysokou koncentraci v krvi, je asi t¥ikrdt
BEinngjsi nef dosud uZivané tetrscykliny.

6-deoxy~tetracykliny se dosud vyrdb¥j{ chemickou cestou (C. R. Stephens se sp., J. Am.
Chem. Soc. 80, 5324, 1958; emericky patentovy spis &. 3 200 149), a to postupem, ktery je
néroény na suroviny (drehé katalyzdtory), na p¥fstrojové vybaveni a na dodrfovdn{ fyzikdl-
nich parametri.

Biologicky postup md své prednosti i vyhody pro svoji jednoduchost. Gehetickou cestou
se podafilo piipravit kmen Streptomyces rimosus, schopny transformovet 5-hydroxy-enhydro-
tetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin, Anhydrotetracykliny lze snedno ziskat pisobenim
s81lné minerdlni kyseliny, nep¥fkled chlorovodikové, z tetracyklind,

Ve francouzském patentovém spisu &. 2 187 301 je popsdne piiprava kmene Streptomyces
alboflavus e lusitanus trensformujfc{ anhydrotetracykliny. Jeko hlevni a podstatny znek
p¥ipravy je uvedena dokonald dehydratace kultury.

Postup vedoucf k z{skéni nového kmene podle vyndlezu se 1i3{ rozdilnym genetickym
pr*{stupem. Vychdz{ ze znalosti biosyntézy tetracyklinu, zv148t8 pak z poslednich dvou a?
ttyPech fdz{ (P, A, Miller a sp., Bioch. Bioph. Res. Comm. 18, 325, 1965; americky patento-
vy spis &. 3 433 709) a zam¥¥uje se na blokovéni posledni fédze, tj. biosyntézy oxytetracykli-
nu, pPipravou variant neprodukujicich oxytetracyklin (OTC™). Kmeny OTC™ jsou z hlediska
genetického dvojfho typu: vzniklé bud zablokovénim 5a,!la-dehydrogendzové ektivity a pak
konednym produktem je 5a,11a-dehydro-5~hydroxytetracyklin nebo zablokovénim hydroldzové
aktivity (tyk4 se hydroxylace v pozici 6) a vznik4 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin. TudiZ ne
viechny OTC™ kmeny transformujf enhydrooxytetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin, ale
jen kmeny s.porudenou hydroxyldzovou a zachovanou 5a,11e-dehydrogendzovou aktivitou. Se-
lekef nebo mutagennim zéseahem byly z kmend OTC™ z{skdny kmeny schopné transformace.

Kmen Streptomyces rimosus CCM 3506 byl pFipraven genetickymi zdsahy zamdPenymi v prvé
fézi na izolaci kmend OTC™ a ve druhé fdzi pak na kmeny schopné transformace. Vychozim
kmenem byl kmen Streptomyces rimosus ATCC 10970. Pro mutagenni pokusy byly p¥ipravovény
suspenze spor smytf{m kultury ze Bikmého agaru spolurainf pddy 10 ml sterilni destilované
vody a t¥ikrét promyty destilovenou vodou. P¥ed pouZiti{m byla suspenze filtrovéna pies va-
tovy filtr., 7 ml suspenze spor v Petriho misce o prim¥ru 70 mm bylo ozafovéno ze vzdélenos-
ti 200 mm germicidn{ lampou Phillips TUV 40W po dobu 30s., B¥hem pokusu byla suspenze michd-
na elektromagnetickym mfchadlem. V pokusech p¥eZivalo 110" % spor. Izoldty z t¥chto po-
kusd byly vybfrdny podle toho, zda ztratily schopnost produkovat OTC, coZ se zjistovalo
screening testem: Z kolonif izoldtd byly odkovény horni plodky vdlelkd agarové sporuladn{
pidy a ty kultivovédny v Petriho miskdch o prim&ru 100 mm, Misky jednoho pokusu byly uloZeny
ve sklendnych krabicfch s nddobkou s vodou, aby nevysychaly, & byly inkubovény 5 dnd p#i
28 %C. Poté byly pFeneseny na testovaci misky s kmenem Bacillus subtilis 6633 citlivym
na OTC. Po 18 hodindch kultivace byly vybirdny kmeny bez inhibi&nfch zon, tj. kmeny OTC™,
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Pro kmen Streptomyces rimosus ATCC 10970 bylo pouZito jako mutagenu pouze UV-zd¥ent,

% pokusd byl zfskén kmen OTC™, ktery se stal mateFskym kmenem kmene Streptomyces rimosus
CCM 3506 podle vyndlezu. Z pokusd vySe uvedenym testem byla zjiSt&ne frekvence reverzi

1,5 %. Zbfvajfci izoldty byly ddle testovény screening testem\podﬁg schopnosti transformovat
5-hydroxy-anhydro~tetracyklin na 6-deoxy~5-hydroxytetracyklin tak, Ze byly &érov¥ odkovény
ns Petriho misky vidy jeden kmen na jednu misku a po 5denni kultivaci p¥i 28 °C bylo do
- vzddlenosti 10 mm od kultury um{st¥no melé mnoZstvi 5-hydroxy-anhydrotetracyklinu, Po dal~
%1ch 20 hodindch pisobeni p¥i 28 °¢ byly misky hodnoceny podle barvy zérenf v ultrafialo-
vém svétle: S-hydroxy-anhydrotetracyklin svit{ citronovd Zlut¥, 6-deoxy-5-hydroxytetra-
cyklin oranfovd zlatd, Timto testem byly vylouleny kmeny netransformujici,

Poslednim testem bylo sledovén{ vlastnf transformace kultivaci na t#epadce (3,83.3'1,
vjchylka 25 mm) p¥i 26 a% 38 °C, vyhodn® pfi 28 °C, ve dvou stupnich. Vegetativnl inokulum
je kultivovédno 30 hodin a jim v mnoZstvi 3,3 % obj. ofkovéna produkéni fdze. Ta j~ kultivo-
véna za tych¥ podminek jako vegetativni inokulum. Roztok 5-hydroxy-anhydrotetracyklinu
ve sm¥si dimetylformemidu s vodou (1:1), v koncentraci 5 a% 12 g/1 lze pfidat na za¥dtku
kultivace, vyhodn¥jsf je v3ak pff{davek v dob¥ debe narostlé kultury. Kultivace kondf kolem
120, hodiny. P¥{tomnost 6-deoxy-5-hydroxytetracyklinu se testuje pepirovou chromatografii
nebo chromatografif ne tenké vrstv&, v systému kyselina ¢itrbnovd - n-butanol ~ chloroform,
Vysledky chromatografie se potvrzujf autobiografif, tj. prenesenfm chromatogrami jednbtli-
vjch kmend na misky s testovacim kmenem Bacillus subtilis 6633, tedy biologickou d¥innost{.
Kmen Streptomyces rimosus CCM 3506 podle vyndlezu se neli¥f morfologicky od vychoziho kme-
ne, je vdak odli¥ny svymi fyziologickymi vlastnostmi, které jsou projevem genetickych zm&n:
jde o neschopnost biosyntetizovat oxytetracyklin a o schopnost transformovat 5-hydroxyan-
hydrotetracyklin na 6-deoxy-5-hydroxytetracyklin.

Novy kmen Streptomyces rimosus byl uloZen v Zeskoslovenské sbirce mikroorganismd Uni-
verzity J. E. Purkynd v Brng, T#, Obrdncd miru 10, pod &. CCM 3506.

V ndsledujfcim pPikledu provedeni je ilustrovéna kultivace nového kmene a provedeni
transformace 5-hydroxyanhydrotetracyklinu na 6~deoxy~5-hydroxy-tetracyklin.

P¥FLfklad provedent

Kulturou kmene Streptomyces rimosus CCM 3506 vyrostlou na 3ikmém agaru sporuladnf pi-
dy Medium 196 Difco se klitkou spor o¥kuje 30 ml ¥ivné pidy ve varné bance o objemu 500 ml.
Tato pida mé sloZeni:

kuku¥idnd mé&ec{ voda 1,0 % hm,
sachardza 1,5
hydrogenfosfore¥nan smonny 0,2
dihydrogenfosfore&nan draselny 0,2
siren hoPefnaty krystalicky 0,025
vodovodni voda do 00,0

pH pred sterilizscf 6,6, po sterilizaci (30 minut p#i 120 °C) asi 6,3. Kultivace na rotedni
t¥epadce (3,83.s”', vychylke 25 mm) p¥i 28 °C trvé 30 hodin,

Z{skenym vegetativnim inokulem se mnoZstvi 3,3 % obj. odkuje 30 ml produkéni pidy ve
varnych bankéch o objemu 500 ml tohoto sloZeni:

kukuPiind mé¥ec{ voda 3,0 % hm,
sacharéza 1,29
chlorid védpenaty 0,95
hydrogenfosforednsn amonny 0,26
vodovodni voda do 100,0

pH pred sterilizecf 6,6, po sterilizaci (30 minut p¥i 120 °C) asi 6,7.
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Po naoldkovédni se kultivuje na rotaéni tfepeéce'(3,83.s-19 vychylka 25 mm) p#i 28 °c,
za 72 hodin se p¥idd 1,2 ml roztoku anhydrooxytetracyklinu ve smisi dimetylformamid - voda
(1:1), obsahujicfho 250 mg anhydrooxytetracyklinu v 1 ml. Po 48 hodindch se stanovi pfitom-
nost 6~deoxy-5-hydroxytetracyklinu papirovou chromatografif{ a jeho biologickd d&innost au-
tobiografif.

Antiblotikum se prevede do fermentaini kapaliny okyselenim na pH 1. Z &irého filtrdtu
se izoluje z kyselého prost¥edi jako sil s eromatickou sulfokyselinou nebo p#i neutrdlnim
pH jeko komplex se zinkem nebo vdpnfkem a ho¥¥fkem, Tyto sloueniny se pak pFfevedou na hydro-
chlorid. Celkovy vyt¥Zek operace Je 50 aZ 55 %.

PREDMET VYNALEZU

Kmen Streptomyces rimosus CCM 3506 transformujfcf 5-hydroxy-anhydrotetracyklin na 6-
-deoxy-5-hydroxytetracyklin.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 K¢&s
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