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Vyndlez se tyké kanglemycinu C, ktery Jje fyziologidky 4&in-

nou latkou, zptdsobu jeho pfipravy a jeho vyuziti jako farmaceu-
tického prost¥edku. Podrobnéji se vynélez tykd kanglemycinu C,
ktery se pou?ivéd jako novy imunosupresant pro lédeni autoimunit-
ni hemolytické anémie, zén&tu ledvin i p¥i rejekci pojivové tké-
né,ddle se vyndlez tyké zplsobu pripravy kangemycinu C a jeho
farmaceutického vyuziti.

Dosavadni stav techniky

Neddvno vyvinuté imunosupresanty jsou vysoce selektivné uéin-
né ve smyslu specificky regulovat podskupinu urditych imunnich
bun&k. Cyclosporin A, ktery zastupuje takové imunosupresanty, se-
lektivné inhibuje proliferaci pomocniku T bunééného klonu a pro-
to dosahuje pozoruhodnych vysledkd na poll transplantace orgéni.
S uspdchem se cyclosporin A (Agents and Actionms, 1976, Vol. 6,
468-475) rozsdhle pou?ivéd v klinikdch. Cyclosporin je v8ak do-
provézen vedlej3imi vlivy jako je akutni (nebo chronickd) rendl-
ni intoxikace, mirny tres, neurdlni léze, onemocnéni ddsni, vy-
padévéni vlasi atd.

FK-506 (Journal of Antibiotics, Vol. 40, 1249 (1987)) ktery
byl neddvno objeven je antibioticky makrolid (C 69N022) a mé
velmi slibné vysledky na experimentdlni drovni. Avéak vzhleden
ke komplikovanému zpdsobu jeho procesu je pravdépodobné, Ze kli-
nickd aplikace tohoto 1léku mlZe byt omezené.

Podstata vyndlezu

P¥edmétem tohoto vyhélezu je poskytnuti lépe vyhovujiciho
imunosupresantu, ktery miZe prekonat nedostatky konvenénich imu-
nosupresanti.

Druhym predm&tem vyndlezu je poskytnuti zpisobu pripravy
imunosupresantu, ktery je vyhodny 2z hlediska primyslové vyroby.

Dal3im p¥edm&tem vyndlezu Jje poskytnuti mikroorganismu, po-
uzitému k pPipravé nového imunosupresantu.
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Daldim pfedmdtem vyndlezu Je poskytnuti farmaceutického po-
uziti nového imunosupresantu.

Autori vyndlezu intenzivn& pracovali na studiich, zaméfenych
na ziskdni nového imunosupresantu, u néhoZ jsou eliminovény ne-
vyhody, xteré maji zndmé imunosupresanty. Vysledkem praci je

. kanglemycin C, majici extrémné malou relativni molekulovou hmot-
nost, ktery je novym imunosupresantem. Kenglemycin C byl ziskén
fermentaci ¥ivné pidy kmene ndleZejiciho do rodu Nocardia, kte-
ry byl zménén na Amycolatopsis (International Journal of Syste-
matic Bacteology, Jan. 1986, p. 29-37) a bylo zji3téno, e ten-

to novy imunosupresant mé lepS3i vlastnosti a Z%e miZe byt imuno-
supresantem nové nadchézejici generace. Toho se dosahuje v tom-
to vynélezu.

Vyndlez predeviim poskytuje fyziologicky Wéinny kanglemy-
cin C, ktery je charakterizovén ndsledujicimi fyzikélné chemic-
kymi vlastnostmi, a jeho soli.

1. relativn{ molekulové hmotnost (EI-NS): mfz 326 M)
2. molekulovy vzorec: C19H1805

3. teplota téni: 170 °Cc (s rozkladem)
4. optické rotace: [oF3 + 150 ° (C 0,57, MeOH)

5. ultrafialové absorpéni spektrum (MeOH):
AR (log&) 232 (4,61), 356 (3,93)

6. infradervené absorpéni spektrum (KBr) (em™ 1)
3400, 1690, 1650, 1640

7. L3c-MuR (100 MHz, DESO-d():
204,02 §s), 160,58 (s), 70,92 (s),
20,47 (t), 195,0 (s), 159,50 (s),
136,66 (a), 134,58 (s), 43,62 (4},
23,75 (q), 123,95 (d), 46,52 (), 31,47 (),
44,89 (d), 117,69 (s), 122,68 (d),
118,21 (a), 196,90 (s), 54,93 (&)

8. LH-NMuR (400 MHz, DLSO-dg)
5,73 (1H, brs), 1,98 (3H, ), 2,79 (1H, 4, J = 18,54),
2,35 (1H, 4, J = 18,54), 1,47 (24, m), 1,98 (1H, m),
1,79 (18, m), 1,98 (14, t), 7,30 (1H, 4), 7,75 (1H, t),
7,55 (1H, 4), 2,91 (1H, 4), 3,37 (1H, 4)
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Druhym aspektem vyndlez Jje poskytnuti zplsobu piipravy fy-
ziologicky ucinného kanglemycinu C a jeho soli, zahrnujici kul-
tivovdni mikroorganismu, ndleZejiciho do rodu Nocardia, ktery
produkuje kanglemycin C a ziskévéni fyziologicky u&inného kang-
lemycinu C fermentaci Zivné pudy.

Tretim aspektem vyndlezu je poskytnuti mikroorganismu, né-
leZejiciho do rodu Nocardia, produkujiciho kanglemycin C.

Ctvrtym aspektem vyndlezu je poskytnuti farmaceutického
prostfedku pro imunosupresi, zahrnujiciho jako d&innou sloZku
fyziologicky udéinny kanglemycin C nebo jeho farmaceuticky pii-
jatelné soli.

Vyndlez ilustruji obrdzky, z nichZ obr. 1 ukazuje ultre-
fialové absorpdni spektrum kanglemycinu C, na obr. 2 je ukdzé-
no infradervené absorpéni spektrum (KBr) kanglemycinu C, na
obr. 3 je ukdzdno 13 covur spektrum (100 MHz, DMSO—d6) kangle-
mycinu C a na obr. 4 Je ukdzéno lg NuR spektrum (400 LiHz, DMSO-
-dg) kanglemycinu C.

Kanglemycin C podle vyndlezu mé relativni molekulovou
hmotnost 326 jak je uvedeno ve fyzikdlné& chemickych vlastnos-
tech na pPedchdzejici strand, coZ je neobydejné maléd hodnota
v porovnéni s relativnimi molekulovymi hmotnostmi znémych imu-
nosupresantd.

Optickd rotace kanglemycinu C je:

[o«F2 + 150° (C 0,57, MeOH)

Kanglemycin C prokazuje v methanolu meximum absorpce pri 232 nm
a 356 nm v ultrafialovém absorpénim spektru; v infraderveném
absorpénim spektru prokazuje absorpci p¥i 3400 Cmfl, 1690 cmfl,
1650 cmfl, 1640 cm-l, 750 em ' atd. lolekulovy vzorec
(C19H1805) byl urden pomoci elementdrni analyzy. Tato slouce-
nina je rozpustnd v poldrnim organickém rozpouStédle, ale neni
rozpustnéd ve vodé a v nepoldrnim organickém rozpoustédle. Gig- .
t&ny kanglemycin C tvori Zlutavé jehlilky.

Fyziologicky u&inny kanglemycin C podle tohoto vynélezu .
1lze ziskat kultivovénim mikroorganismu, nédleZejiciho do rodu
Nocardia, produkujiciho kanglemycin C, produkovénim a shromez-
dovénim kanglemycinu C a ziskdvdnim kanglemycinu C z takto zis-
kané fermentadéni Zivné pidy.

Reprezentativnim prikladem mikroorganismu, schopného pro-
dukovat kanglemycin C je Nocardia mediterranei var. kanglensis
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1747-64, nélezejici do rodu Nocardia a ziskdvany (sklizeny) v
Ginské lidové republice. Bakteriologické vlastnosti, fyziolo-
gické vlastnosti a dalsi, tykajici se tohoto kmene, Jjsou uve-
deny déle.

1. korfologické vlastnosti
Kmen byl pozorovén po inkubaci pri teploté 28 °c po dva

tydny. Hyfy byly Jjednoduché s okrajovou &&sti zvlnénou nebo smy ¢-
. kovitou. Byla pozorovéna fragmentace spodni vrstvy substratu my-
celia. NetvoPri se %4dné sporangium ani vir. Povrch spory je hlad-

Xy nebo drsny a n&kdy trnity. Spory jsou vélcovité a maji veli-
kost 0,6 am - 0,8 am X 0,8 am - 1,3 @am. Sporu tvoid asi de-

set Petézcil.

2. Rist v riznych prostfedich

Stadium rdstu pfi teploté 28 °C pozorované v ruznych prost-
fedich po dvou tydnech uvédi Tabulka 1

Tabulka 1
- o Aerialni Substrétové Rozpustny

Prost¥edl .Rast - .

mycelium mycelium pigment
Sacharosa- dobry nirny, svétle Zluté nahné&dly
dusiénanovy bilé aZ svdtle aZ svétle :
agar zlutooranZové  oranZové
Glukosa-~ mirny mirny, svétle Zluté naZloutly
asparagino- bilé aZ svétle aZ svétle
vy agar ¥lutooranZové  oranZové
Glycerin- dobry mirny, svétle Zluté hnédy
asparagino- bilé aZ svétle aZ svétle
vy agar lutooranzové oranZové
Skrob- nirny mirny, svétle zluté nahn&dly
anorganické bilé a? svétle
soli agar Zlutohnédé
Tyrosinovy mirny mirny, svétle Zluté nahnédly
agar bilé az svétle

Zlutohnédé

Zivny mirny mirny, svétle zluté az  Z&dny
agar bilé a¥ svétle ZlutooranZové

Zlutooranzové
Kvasnico- mirny mirny, svétle hnédé nazloutly
sladovy agar bilé
Agar z oves- | mirny mirny, bledd oranZové nazloutly
né mouky bledé oranzo-

vé az svétle

Zlutohnédé
Pepton-kvas- | mirny - svdtle Zluté %z édny
nico Zelezi-
ty agar
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3. Fyziologické vlastnosti

Optimdlni teplota pri rdstu: 27 °C az 37 °C

Redukce dusiénanu: negativn{

Zkapalnovani Zelatiny (prostredi glukéza-pepton—éelatina,
20 °¢): negativni

Hydrolyza 3krobu (8krob-anorganickd sal agarové prostre-
di): negativni

Koagulace sbiraného mléka: pozitivni

Peptonizace sbiraného mléka: pozitivn{
Tvorba melanoidového pigmentu: negativni

4. PouZité zdroje uhliku (Pridham-Gottlieb agarové prostiedi)
L-Arabinosa +

D-Xylosa

D-Glukosa
V-Fruktosa
Sacharosa
Inositol

L-Rhamnosa
Rafinosa -
D-Mannitol +

+ 4+ + + + 4

5. Kyselina diaminopimelovd v bundiné stind

kyselina meso-diaminopimelové

Krédtce 1lze shrnout, %e bunddné stdna tohoto kmene Je kyse-
lina meso-diaminopimelovd. Podle zpiisobu International Strepto-
myces Project (zkrdceno na ISP) ndleZeji hyfy tvorieci spory do
sekce (o0ddilu):

Rectiflexibles nebo Recticuliaperti; povrch spory je hladky ne-
bo drsny; barva dosp&lé hyfy je ze série bilych barev; kmen ne-
tvori melanaidové pigmenty nebo jiny pigment v prostredi; bar-
va substrdtového mycelia je sv&tle hndd4 nebo svdtle Zlut4;
pozoruje se dé&leni, kterym se vyznaduje; Petdzec roste za po-
uziti zdrojd uhliku jako je L-arabinosa, D-glukosa, D-frukto-

sa, sacharosa, inositol, L-rhamnosa, D-xylosa a D-mannitol, .
av3ak neroste pfi pouziti rafinosy.

Na zdkladé predchézejicich vlastnosti se vedlo bakterio-
logické 3et¥eni podle Bergeys lanual of Determinate Bacterio-
logy, 8th edition (1974); vysledky ukdzaly, Ze tento kmen na-
leZ{ do rodu Nocardia. Proto dostal kmen n&zev Nocardia medi-
terranei var. kanglensis 1747-64 (zde uv&d&ny jako kmen 1747-64).
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Tento kmen byl uloZen v Committee of Preservation and Control

of Chinese kicroorganism Vv inské lidové republice 20. unora
1591 a je pristupny pod oznafenim No. CGkCC No. 0163. Tento
kxmen je také uloZen v Fermentation Research Institute of the
Agency of Industrial Science & Techology of Japan dne 28. led-
na 1992 pod Budapest Treaty a je pristupny pod oznadenim

No. FERl BP-3718.

Kanglemycin C podle tohoto vyndlezu lze pripravit kultivo-
vénim mikroorganismu, pradukujiciho kanglemycin C, néleZejiciho
do rodu Nocardia a ziskdvénim fyziologicky d&inného kanglemyci-
nu C fermentaci Zivné pidy.

Jako prostiedi pro kultivaci bakterii, produkujicich kang-
lemycin C, lze pouZit jakékoliv prostredi, pokud obsahuje pri-
m&tené zdroje Zivin jeZ mohou bakterie produkujici kanglemycin
C, asimilovat. Jako zdroj uhliku, ktery lze pouZit je napfik-
lad glycerin, glukosa, maltosa, sacharosa, dextrin, Skrob, ole-
je a tuky atd. Jako zdroje dusiku, které lze pouZit, jsou orge-
nické 1étky jako sojovd suspenze, ofkovand suspenze ze seminek
bavlny, masovy extrakt, pepton, suSené drozdi, suspenze z droz-
dovych kvasinek, drozdovy extrakt, roztok z mé¥ené kukulice atd.;
anorganické ldtky jako dusiénen amonny, siran amonny, dusiénan
sodny, uhli&itan vépenaty, chlorid amonny atd.

Pokud je to nezbytné a potifebné, mohou byt pridény anorga-
nické soli, jako chlorid sodny, chlorid draselny, malaty (jab-
le&nany), soli t&%kych kovd atd., aminokyseliny a vitaminy.

Aby se prede$lo pénéni b&hem fermentace, je vhodné také
pridévat konvenénim zpisobem primé&rené odpénovaci prostiedky,
nap¥iklad silikon, sojovy olej atd.

Pro kultivaci je nejvyhodnéjsi zplsob hlubokého vzdudné-
ho odstifedovéni, které se konveniéné pouziv4 p¥i vyrobé& anti-
biotik. '

Teplota pii kultivaci neni zvladte omezovéna pokud jde o
kanglemycin, mi%e byt produkovén napfiklaa pfi teploté v roz-
pezi od 25 °C do 37 °C, ani% by dochézelo k zabranovéni rdstu
bakterif, produkujfcich kanglemycin C. Zvlasté vyhodné je tep-
lotni rozmezi od 27 °¢ 4o 32 °cC.

Kultivace obecn& trvé, dokud se dostatelné akumuluje kan-
glemycin C. Doba kultivace kolisé v zévislosti na sloZeni kul-
tiva&nino prost¥edi a na teploté inkubace. Obvykle se Z&dany
kanglemycin C ziskévé kultivovénim po dobu 20 hodin az 60 hodin.
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Kultivace se mlZ%e provadét tak, jak je podrobnéji uvede-
no dale v Prikladu 1. Kmen 1747-64 je podroben Sikmému kulti-
vovéani v $ikmé kultivadéni pads » sloZené ze Skrobu, chloridu
sodného, dusiénanu draselného, agaru atd. Pak se sebere z 8ik-
mé kultivadni pddy koldd (vrstva) mycelia a inokuluje se na o&-
kovanou kultivaéni pddu. O8kovand kultivadni pida se sklads gz
glukosy, drodového extraktu, sojového extraktu, hydrogenfos-
forefnanu draselného, siranu amonného atd. Inkubace trvi na .
otkované kultivadni pddé pri teplotd 25 °C az 32 °C od 24 ho-
din do 55 hodin. Takto ziskand o&kovand fermentadni Zivns pi-
da se prevede do fermentadniho prostiedf, kde nédsleduje kulti-
vovénl pri teplotd od 25 °C do 32 °C po dobu 68 hodin aZ 96
hodin. Fermentadni prostfedi je sloZeno z glukosy, dro%dového
extraktu, sojové suspenze, peptonu, uhliéitanu vépenatého atd.
Z takto ziskané fermentadni Zivné pidy se sklizi kanglemycin C.

K izolovéni kanglemycinu C z takto ziskané fermentadni
Zivné pldy se pouZivé vhodny priméfeny zplhsob izolace.

Fermentaéni Zivnd pida se nap#iklad filtruje a mycelium
se izoluje znémymi zpésoby pro izolovédni, napriklad odstFedo-
vénim. Z kapaliny nad sedlinou se mdZe kanglemycin C izolovat,
Eistit a ziskévat extrakci rozpoust&dlem za pouZiti vhodného
rozpoudtédla, chromatograficky s pouZzitim adsorpce nebo schop-
nosti iontové vymény, jednoduSe nebo v kombinaci.

Kanglemycin C podle tohoto vyndlezu mé G&inek silné inhi-
bovat imunni bunky, zvl43t¥ konverzi bun&k sleziny. Podle to-
hoto vynédlezu se pfipravuje imunosupresant, obsahujici jako
d¢innou sloZku kanglemycin C nebo jeho farmaceuticky prijatel-
né soli. Imunosupresant podle tohoto vyndlezu miZe byt apliko-
vén teplokrevnym Zivodichim, v&etnd 1lidf, v 4&inné dévce kang-
lemycinu C. Tento imunosupresant miZe byt dévén injekcemi pa-
renterdlné; alternativné miZe byt tento imunosupresant také po-
dévén perordlné nebo jinym parenterdlnim zplsobem neZ injekce-
mi. Dévka kanglemycinu C miZe velmi zdviset na subjektu, jemuz .
Jje podévan nebo na zpdsobu, jimZ je poddvén, av3ak v3eobecnd
se dévka pohybuje v rozmezi od 0,1 mg/kg/den do 100 mg/kg/den,
8 vyhodou od 0,5 mg/kg/den do 50 mg/kg/den.

Farmaceutické pripravky nejsou nijak zvl4s$td omezeny.
Kanglemycin C se pfipravuje ve form& kapalného nebo pevného pre-
pardatu, obsahujicfho od 0,0l hmotn. % do 50 hmotn. % kanglemy-
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cinu C, vztaZeno na celkovou hmotnost prepardtu, spolu s b&zné

pou?ivanymi faermaceutickymi aditivy, napfiklad nosiéi, pomoc-
nymi prostfedky atd. Tento preparat se podédvé perordlné nebo
parenterdlné.

Jak je uvedeno v predchdzejicim popisu, kanglemycin, ktery
je nové fyziologicky ulinnéd latka, je moZné ziskat z fermentad-
ni %ivné pddy kmene 1747-64, néleZejiciho do rodu Nocardia.
Kanglemycin C silné inhibuje pfeménu imunnich bunék, zvlésteé
bunék sleziny a silné inhibuje bujeni néddorovych bunék. Kromé
toho mi%e byt kangemycin C vyhodné pfipravovén z primyslového
hlediska, protoZe mé neobyZejné malou relativni molekulovou
hmotnost v porovnéni se znémymi imunoSupresanty.

Lze predpokléddat, ?e kenglemycin C je slibnym imunisupre-
santem pristi generace, nebot kanglemycin C eliminuje rdzné ne-
vyhody, které jsou spojeny se znémymi imunosupresanty.

Ddle je vynélez podrobné&ji popsén v nésledujicich Prikla-
dech a v Testovacim prikladu.

Pr{klady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Produkce kanglemycinu C

Kmen 1747-64 se kultivuje a fermentuje. Takto ziskand fer-
mentadni Zivnd ptda se extrahuje organickym rozpoudtédlem.
Kanglemycin C se izoluje a &isti z extraktu pomoci kolonové
chromatografie. Podminky jsou podrobné& uvedeny:

1. Sikmé kultiva¥ni p&da(%): KNO; 0,1; NaCl 0,5; K, HPO, 0,05;
FeSO4 0,01; 3krob 2; ager 1,7; chladné pfevarend voda, pH
7,0; inkubace pri teploté& 28 °c po dobu 5 az 7 dni;

2. Ofkované kultiva&ni pida (%): glukosa 2,5; préSkové droZdi
0,5; KC1 0,25; sojové suspenze 0,5; K,HPO, 0,02; (NH,),S0,
0,5; MgSO4 0,02; CaCO3 0,5; pitné voda 100 ml; (pH se ne-
upravovalo) ;

3. SloZeni fermentadniho prostfedi (%): glukosa 3; prédkovy
drozdovy extrakt 1, s6jovd suspenze 0,5; pepton 0,2; Ca003
0,1; pitnd voda 100 ml (pH se neupravovalo) .

Vy%e popsand prostfedi se vSechna sterilizuji pfi teploté
121 °¢ po dobu 30 minut v autokldvu a uchovaji se pro pouzZiti.
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smycka kultury kmene 1747-¢4 se inokuluje do tiepaci lihve o
cbjemu 250 ml, naplniné 50 ml odkovzné kultivad&ni pidy a pak
se kultivuje pPi teplot& 28 °C po dobu 48 hodin v rotadni tie-
padce (pfi 120 aZ 200 otéékdch za minutu). Takto ziskend odko-
vand xultivadni Zivng plida se pievede do t¥epaci léhve o obje-
mu 500 ml, kterd obsahuje 50 ml fermentadniho prostredi v pomé-
ru k 10 % (objemové). Po kultivaci pri teplot& 28 °C po dobu
72 hodin v rotadni trepadce (p?i 180 a% 200 otdkdch za minu-
tu) se ziskd fermentadni Zivnd pada, .

Takto ziskand fermentaéni %ivnd pida se filtruje a hodno-
ta pH filtrdtu se upravi na 4 pridavkem anorganické kyseliny.
Filtrédt se extrahuje butylacetatem. Extrakt se koncentruje a
a ziskany koncentrdt se podrobi chromatografii se silikagelem.
Po eluovéni smé&si chloroformu & methanolu (30:1) se aktivni
frakce v eludtu spoji a zkoncentruji. Takto ziskany koncentrst
se ddle &ist{ ne Sephadex'™ LH-20 kolond s ethanolem. Aktivni
frakce eludtu s ethanolem se spoji a koncentruji. Rekrystali-
zaci z ethenolu se ziskd &i3té&ny kanglemycin C. Kanglemycin C
tvori naZloutlé jehlidky a rozklédd se pii teplotd 170 °C. Re-
lativni molekulové hmotnost této létky je 326 a jeji opticks
aktivita je;

B73 + 150° (e 0,57, MeOH);

maximum absorpéniho spektra v ultrafialové oblasti v methanolu
Jje pri vlinové délce 232 nm a 256 nm (viz obr. 1); v infrader-
veném absorplénim spektru pri 3400 em™t , 1650 cm -l, 1650 em™ 1
1640 cm-l, 750 cm-l (viz obr. 2). Tatc sloudenina je rozpust-
né v polérnim organickém rozpoudtddle aviak nerozpustnd ve vo-
dé& a v nepoldrnich organickych rozpou3té&dlech.

Priklad 2
Izolace a &isténi kanglemycinu C

K 33 1 fermentadni Zivné pldy, ziskané podobnym zpdsobem
Jjako v Prikladu 1, se pridd 20 1 butylacetatu. Hodnota pH té- -
to smési se upravi na 4,0 pfidavkem 3N-HCl a extrahuje se. Or-
ganickd faze se vysusdi do sucha za snifeného tlaku a ziskd se
3,12 g zbytku. Tento zbytek se rozpusti v methanolu a k roz-
toku se pridé 30 g silikagelu (vyrobeného v Chingtao Kako Fac-
tory) - methanolu, v némZ se rozpusti zbytek, se dévda 30 ml.
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smés se odpari do sucha za snizeného tlaku. Zbytek se umisti
do kolony o objemu 800 ml se silikagelem a s chloroformem. Ko-
lona se vyviji smési chloroform:methanol(30:1) a shromazduji
se r4dané frakce. Takto se ziské 25,3 mg nahnédlého préasku.
Tento prédek se rozpusti v ethanolu. Koztok pak prochézi{ kolo-

nou se 300 ml sSephadexu LH-20 (chrénénéd znacka; vyrébi se ve

. Pharmacia Fine Chemicals Inc.) a vyviji se za pomoci ethanolu.
¥sdané frakce se shroma?duji a odpafuji do sucha za sniZeného

- tlaku. Zbytek se rekrystalizuje z malého mnoZstvi ethanolu a
takto se ziskd 9,5 mg kanglemycinu C ve form& naZloutlych jeh-
licdek.

Teplota téni: 170 °C (rozklad)

EI-NMS m/z: 326 (M)

Elementdrni anal¥za: (C19H1805)
Vypodteno: C 69,93; H 5,55
Nalezeno: C 69,58; H 5,60

13c-muR (100 lifiz, DMSO-dg) (viz obr. 3):
204,02 (s); 160,58 (s), 70,92 (s); 20,47 (t);
195,0 (s); 159,50 (s); 136,66 (d), 134,58 (a);
43,62 (d); 23,75 (q), 123,95 (d), 46,52 (t);
31,47 (t); 44,89 (d); 117,69 (s); 122,68 (d);
118,21 (d); 196,90 (s); 54,93 (d)

lp-NuR (400 MHz, DMSO-dg)
5,78 (1H, brs); 1,98 (3H, s); 2,79 (14, 4,
J = 18,54); 2,35 (1H, @, J = 18,54); 1,57 (2H, m);
1,98 (1H, m); 1,79 (1H, m); 1,98 (1H, t);
7,30 (18, 4), 7,75 (1H, t); 7,55 (1H, d), 2,91
(1H, 4); 3,37 (1H, 4)

HPLC: Kolona: Senshu Pak 0ODS-2151-A 66 x 150 mm
Teplota: 35 °c
Detekce: UV (232 nm)
Mobilni féze: CH3CN: 0, lli~-fosforeénanovy tlumivy roztok
(pH 6,0) = 4:6
Retenéni &as: 7,41 minut (kanglemycin C)
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Testovaci priklad
Imunosupresivni ddinnost a inhibi&ni uéinnost na rdst nadoro-
vych bunék , kterou mé& kanglemycin C a toxicita

Pri podévérnt kanglemycinu C v ddvee 0,5 mg/ml dosdhla in-
hibiéni rychlost prem&ny lymfocytd sleziny u my$i hodnoty 96,5 %.
kKdyZ se slezinné bunky mysSi kultivovaly, neprokazoval kanglemy-
cin C toxicitu do hodnoty ddvky 40 fg/ml, coi indikuje, %e se ne-
projevuje Z4dnad toxicita v&éi spermatogennim bunkdm v koncentra- -
ci do 1 mg/ml.

P¥i intravenozni aplikaci kanglemycinu C my$im v ddvce

2 mg/kg nebylo pozorovano ¥4dné tmrti. Tim se potvrzuje, Ze to-
xicita je velmi nizkd.

Kanglemycin C inhibuje bujeni K562 leukémickych bun&k pri
koncentraci 0,1 ug/ml nebo men3i a inhibuje bujeni Hela 83 bu-
nék pri koncentraci 0,1 ug/ml.

Priklad 3
Priprava tablet

Smés 30 hmotnostnich dild kanglemyeinu C, 120 hmotnostnich
dild krystalické laktézy, 147 hmotnostnich dild krystalické ce-
lulézy a 3 hmotnostni d{ly steardtu hotednatého se tabletuji za
pouZziti miside ve tvaru V a ziskaji se tak tablety o hmotnosti
300 mg.
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FATAENTOVE NAROKY

1. Kanglemycin C, ktery je fyziologicky ucinnou létkou, majici

ndsledujici fyzikdln& chemické vlastnosti a jeho farmaceutic-

ky
1.

2.

8.

prijatelné soli.

Relativni molekulové hmotnost (EI-k3): m/z 326 )
liolekulovy vzorec: C19H1805

Teplota téni: 170 °C (rozklad)

Optickd aktivita:

122 + 150° (¢ 0,57, WeCH) .
Ultrafialové absorpéni spektrum (MeCH): AA3rE0 Y
AZITYNAA O5d
ADS  (log€) 232 (4,61), 356 (3,93) avyn
Infradervené absorpéni spektrum (KBr) (em 1) :

7 0
3400, 1690, 1650, 1640 76 M 0€

e TR

L e
13c_MiR (100 MHz, DNSO-dg): |

204,02 (s); 160,58 (s); 70,92 (s); i
20,47 (£); 195,0 (s); 159,50 (s); JyEeeLTo
136,66 (a); 134,58 (s); 43,62 (d); T
23,75 (@); 123,95 (d); 46,52 (t); 31,47 (£)7~
44,89 (d); 117,69 (s); 122,68 (4);
118,21 (d); 196,90 (s); 54,93 (d).

YH-MMR (400 uHz, DSO-dg)
5,78 (1H, brs); 1,98 (3H, s); 2,79 (1H, d, J = 18,54);
2,35 (1H, d, J = 18,54); 1,47 (2H, m); 1,98 (1H, m);
1,79 (1H, m); 1,98 (1H, t); 7,30 (1H, 4); 7,75 (1H,
t); 7,55 (1H, d); 2,91 (1H, 4); 3,37 (1H, 4).

Zplsob pripravy kanglemycinu C podle bodu 1, ktery je fyzio—-
logicky d&innou ldtkou a jeho soli, vy zna du jJicd

s e t { m, %e se kultivuje kanglemycin C produkujic{ mik-
roorganismus, ndle¥ejici do rodu Nocardia a z fermentalni

?ivné pudy se ziskdvé kanglemycin C.

3. Farmaceuticky prostfedek podle bodul, vy znadcdujic i
se tim, e obsshuje jako uéinnou sloZku kanglemycin C
ktery je fyziologicky uéinnou létkou, nebo jeho farmaceutic-

ky pri jatelnou sil.
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4. Farmaceuticky prostredek podle bodu 3, ktery je vhodny pro
imunosupresi.

5. Kmen, néleZejici do rodu Nocardia a schopny produkovat kang-
lemycin C, ktery je fyziologicky udinnou ldtkou.

6, Kmen, schopny produkovat kanglemycin C podle bodu 3, ktery
je Nocardiz mediterranei var. kenglensis 1747-64 (FERM BP-3718),

7. Zplsob pro imunopresi, vy zna dujici se t 1 m,
Ze se savclm poddvd kanglemycin C podle bodu 1, ktery je
fyziolcgicky déinnou létkou, nebo jeho farmaceuticky pfija-
telnd sl, a to ve farmakologicky udinném mnoZstvi.

8. PouZiti kanglemycinu C, ktery je fyziologicky uddinnou l&t-
kou, nebo jeho farmaceuticky piijatelné soli, jako farmaceu-
ticky déinné ingredience.

9. PouZiti kanglemycinu C, ktery je fyziologicky udlinnou létkou,
nebo jeho farmaceuticky p#ijatelné soli, pro piipravu farma-
ceutického prostfedku pro imunosupresi.
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