T~ gy

® Twe ooy

CS 268796 B2

CESKA A SLOVENSKA
FEDERATIVN/
REPUBLIKA

(19)

&

FEDERALNI URAD
PRO VYNALEZY

POPIS VYNALEZU
K PATENTU

(21) Pv 688183

(22) Prihldseno 21 09 83

(30) Prévo prednosti od 21 09 82 HU (3020/82)
(40) Zvefejnéno 12 09 89

(45) Vydéno 20 01 92

(89) 185 121, 21 C9 82 HU

268 796

(11)
(13) B2
4
(51) Int. CIL
C 07 H 15/24

(72)

Autor vyndlezu

(73) Majitel patentu

REAK KAIMIN dr.,

BODA ZOLTAN dr.,

BOGNAR REZSU dr. chem. ing.,
SZTARICSKAI FERENC dr., DEBRECIN,
ZAJEA GABRIELLA, BUDAPEST (HU)

REANAL FINOMVEGYSZERGYAR, BUDAPE3Y (HU)

(54)

(57) Kesent se tyké zplsobu vyroby risto-
mycinu A a/nebo derivdty ristomycinu o-

Zpisob vyroby ristomycinu A a/nebo
derivédty ristomycinu vysokxé &istoty

becného vzorce I, vysoké &istoty, kde o
substituenty majl vyznaméiuvedeny v defi-

nici, jehoZ podstata spo
se hodnota pH 30 a%¥ 50 % vodného roztoku
surové ristomycinové béze nastav{ pomocf
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Vynélez se t¥kd zplsobu vyroby ristomycinu a/nebo derivdtd ristomycinu obecného
vzorce I

« KX (1),

HO

kde
R znemend atom vod{ku,

R, znemend QudimDearat/ 1~ 2/wQuatiDetanp/ 1—>> 2/a0«flelerhap /=/1— 6/=0=bota~Deglop=-
' -skupinu,

gnemend 2,3,6-tridesoxy-3-amino-/NHY/=dm=I~ribohexapyranosylovou skupinu,

R3 Je <=D-mannopyronosylovd skupina,

znamend alkylovou skupinu, obsahujfcf 1 a% 4 atomy uhliku,

pledstavuje zbytek anorganické kyseliny, p¥ijatelné 2 farmaceutického hlediska,

M D
-~

znemend atom vodfku nebo skupinu obecného vzorce
c(z)3-(cn)n-co-, kde
Z je atom vodiku nebo atom halogenu a n je celd &fslo mezi 0 a 5.
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Je zndmo, Ze u rady vy3etieni hemofilickych nemocnych (chorobou projevujic{ se poru«
chou sré¥livosti krve) se ziskaj{ nejdileXit¥j3{ data p¥i posuzovédni funkci krewvnich
destiZek pomoci zjisfovdni agregace trombocytd. Vedle rutinnd pouZivanych agregainich
prostiedkd (napi#fklad ADP, adrenalin, kolagen) hraje od roku 1971 dilefitou roli substan-~
ce, nazyvand ristocetin, kterd ee predtim pouZivala jako sntibiotikum. Na zdklad¥ pokusd
Howarda a Firkina umoZnil ristocetin rychlé a Jjednoduché poznén{ vrozené hemofilie,
Willebrandovy nemoci [Thrombosis und Diathesis Haemorhagica 26, 362 (1971y].

Podstatou Willebrandovy nemoci je chyb&n{ VIII. komplexu faktoru krevn{ srdflivosti.
NejdlleZit&j5{ biologickd dloha Willebrandova faktoru spof{vé v podpofe adheze trombocy-
td k subendothelidlnim formém. Chyb&n{ nebo kvalitativnf porucha Willebrandova faktoru
vyvoldvd klinicky obraz nazyvany Willebrandovou nemoci, kterd predstavuje nejroziffensj-
3{ formu vrozend hemofilie. Je velmi dlleZité separovat nemocné, trpic{ Willebrandovou
nemoc{ (d&di¥nost, rodinnd anasmnesa, 1é¥enf). Objasnni a rozlifen{ takovéhoto klinického
obrazu méd zejména pred operativnim zdkrokem stéZejnf{ dileZitost.

Vyndlez spolfiv4 na poznatku, Ze se v laboratorn{ praxi roz¥{¥eny ristocetin dé doko-
nale nahradit jinym &lenem Zeledi vancomycinovfch antibiotik - ristomycinem. Ristomycin
se dd snéze a levndji vyrobit a pii srdZenf proteinové plasmy se chovd p¥fzniviji. Na zd-
Xlad& shora uvedenych vlmstnoat{ se ukdzal byt ristomycin pri hemeatologickjch pokusech
lep3{. Ristomycin, poufivany a¥ dosud k léZen{ nemoci vyvolanych bakteridlnfmi infekcemi
1ze s uspéchem pouZfvat i v této nové oblasti pouZit{ (pro disgnostické ulely).

Sovitit{ v&dci izolovali ristomycinové antidbiotikum z kultur Proactinomycetes fructi-
feri var. ristomycini adsorpcf (s vyhodou na sloupci SzDSz -3 nebo SzDV -3 kationtom&ni-
%e) a eluc! roztokem amoniaku v acetonu nebo pufrem na bdzi octanu smomného (pH = 9 aZ 10).
Ristomycin byl izolovén ve form& bdze. Pozd&ji byl ristomycin - podobn¥ jako ristocetin -
- rozd&len ve dvd biologicky aktiwvni slofky - ristomycin A a ristomycin B. Antibiotikum
se vyrdéb¥lo v provozu ve velkém m¥i{tku. Pro stemoven{ obsahu 4&inné 14tky ve fermenta¥nf
brefce a intermedidrnim produktu byl vedle biologického zhodnoceni vypracovdn i polari-
netricky a UV-spektrofotometricky zpisob [ﬁov&tsky patent &, 180 754; Antibiotiki 8, 392
(1962); Antibiotiki 9, 884 (1964); Antiviotiki 10, 217 (1965); Antibiotiki 12, 129 (1967);
Antibiotiki 16, 786 (1971)].

Po stanoveni presné struktury ristomycinu A [?. Org. Chem. 39, 2971 (1974); J. Anti-
biot. 32, 446 (1979); Tetrshaedron Letters 21, 2983 (1980); JACS 102, 7093 (1980)] byl
u¥in&n pokus o vysvitleni v jaké mife a Jak daleko ovliviujf zm¥ny struktury slouleniny
popffpad¥® stupen &istoty slouZeniny agregaci trombocyti.

C{lem vyndlezu je zJji¥tin{ struktury pouZitelné pri biologickgch pokusech a vyvinuti
zpisobu vyroby 1¥inné ldtky ve vhodné a velmi vysoké Zistotd.

Bylo zjistEno, Ze 4ste¥né nebo Uplné odstrandn{ skupin Ryy Ry, R3 a B, p¥{tomnych
v obecném vzorci I pop¥fpad® blokovdn{ funkXnfch hydroxyld t¥&chto skupin a R skupiny (ve
form& esteru nebo etheru) mé za ndsledek neZddouci biologické u&inky antibiotika a v mno-
hych pripadech i nep¥fznivou zm&nu rozpustnosti. Karboxyristomycin A, z{skany néhradou sku-
piny R4 atomem vodfiku nevykazuje Zddny u&inek shlukujfc{ plasmu lidskych trombocytl a ne-
zabranuje sgregaci trombocytd, indukované ristomycinem. Derivdt tetra-O-methylristomycin A
(R=R 4-CH ), blokovany na fenolickych hydroxyskupindch méd rovn¥Z nepfiznivé vlastnosti. Pe-
racetylovany ristomycin A je za podminek, poufitych p¥i pokusu nerozpustny a pro d¥ely po-
kusu nevhodny. Alkoliv eliminac{ uhlohydrétd z{skany aglycoristomycin A (R-R,-R -R3-Y-B,
R=CHB) vyvoldvd aglutinaci, nen{ tento derivdt a ohledem na pomdry pH a rozpustnosti
rovnd% optimélnf{. Podle znalost{ sutord nen{ sni ristomycin B (tato slouZenina se 1i3{ od
ostatnfch derivdtd tim, %e v obecném vzorci I v heterotetrasacharidovém Fet&zci R, 2-0-D-
~arabinofuranosyl- alfa-D-mannopyranosylovy podfl chybi (pro poZadovany diagnosticky el
vhodny).

S prekvapenim bylo zjist¥no, %e 1¥innd létka, pouZitd pfi testu krevnf sré%livosti
je tehdy a jen tehdy optimdlnf, Jestlife vykazuje vysokou &istotu a pFfesn® definovanou
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strukturu obecného vzorce I. Slouleniny obecného vzorce I, ve kterych Y znamend vodik ne-
bo skupinu CF3-GO-, Jjsou ve vysoce ¥iaté form& vhodné pro lsboratornf diagnostické uZely.

Na zéklad& shora uvedenych poznatkl dbylo zji3tE&no, Ze zdkladnf podminka nezbytnd
pro vyvoldni agregace normélnich lidskych trombocytd apolivd v. tom, Ze v obecném vzoxrci I
nusi existovat &ty¥i volné hydroxyskupiny (R=H), C-termindln{ methoxykarbonylové skupina
(R4 + GH3) a bodnf Fet¥zec nedotieny ristotetrosyl (= Ry).

Vyndlez spolivd na poznatku, Ze ristomycin A vysoké Zistoty a jeho derivédty, spada-~
Jict pod obecny vzorec I, se vyborn& hodf pro provéddéni pokus) agregace trombocytd induko-
" vané ristomycinem A, (Obr. 1).

Pri pokusech byly p¥i pouZit{ Zesti rizngch PRP (plasgy bohaté na trombocyty) a EDTA
(ethylendiasmintetraoctové kyseliny) PRP a zprimérovéni z{skdny body na k¥ivce zobrazené
na obr. 1. Na ose uselek je zndézorn¥na koncentrace létek v mg/ml, na ose poradnic zmEny
optické hustoty v %. Udaje, ziskané pro ristocetin jsou zndzornény te¥kemi, udaje pro
ristomycin &tverelky. Ki¥ivky ukazuj{ podobny pribdh a obsahujfl ti#i navzdjem dobre oddsli-
telné useky. Pri ni%¥{ koncentraci (0,8 mg/ml) nejsou zJjist¥ny Z4dné aglutinace. V oblasti
od 0,8 a¥ 2,0 mg/ml lze pozorovat linedrnf spojitost. P¥i koncentraci nad 2,0 mg/ml pro-
bihaji k¥ivky ddvek ve sm&ru k hornfmu maximu hodnot. PF¥i del¥im zvyZenf{ ddvky se srdZfeni
plasmy proteinu stdvd stdle ruliv&jsim fsaktorem. Pri pouZit{ citrdtu a EDTA-PRP jako
substratu se ziskaj{ identické vysledky.

Na obr. 2 je zndzorn¥no, %e gse ristomycin mi%e velmi dob¥e pouZit ke kvantitativaimu
stanoven{ VIII R:Ag-kofsktoru. Na ose use&ek je zndzorn&n polet jednotek ristomycin-ko-
faktoru na ml, na ose pofadnic zm¥ny optickéd hustoty v ¥. Tak zvané ristomycin-kofaktor-
-asgay-pokusy slouZf k m&feni deficitu faktoru plasmy, vznikajfctho p#i Willebrandové nemo-
ci [J. Clin. Invest. 52, 2708 (1973); Thromb. Diath. Haemorrh. 34, 306 (1975)]. Vgsledky
ukazujf, %e se ristomycin rovn&% vybornZ hod{ k Ufelu kventitativnfho pokusu a Ze pokus
ristocetin-kofaktor a ristocetin-kofaktor-assey mohou byt nahrazeny ristomycin-kofaktorem,
popi{padé ristomycinekofaktor-assay-pokusem. Stanoveni ristomycin-kofaktoru lze provddit
Jak za pouZitf promytych (obr. 2, hornf ki¥ivka), tak i formalinem zpracovangych trombocytd
(obr. 2, doln{ kifivka). Ristocetin a ristomycin vyvoldvejf p¥i vyzsich koncentracfch sré-
feni proteinu plasmy. Vysledky, ziskené p¥i hodnotdéch mezi 1,5 a% 3,5 mg/ml Jsou snrruly
v tabulce 1,

Tabulka 1
koncentrace absorpce svitla (m&teno pii 600 nm)
(mg/m1)
riastocetin ristomycin
1,5 0,01 0,01
2.7 - 0,07 0’20
3,0 0,15 0,55
3,5 0,66 2,02

Ze shora uvedené tabulky'de z¥ejmé, Ze se s ristomycinem, pou¥%ivenym podle vyndlezu,
ziskaj{ vidy vys3{ absorpinf hodnoty ne% s ristocetinenm.

S piekvapenim bylo zji¥t&no, %e zékladnf podmfnka spolehlivosti pokusné metody podle
vyndlezu spolivéd v tom, Ze &inidlo pouZité pro pokus vykazuje vysokou Zistotu a ristomycin
A pop¥ipad¥ jeho derivét md konstantni obsah u¥inné 1étky. Tento fenomen lze pravd&podobn¥
odvorovat z toho, Ze alkoliv ristocetin i ristomycin msj{ podobny antibakteridlnf wiZinek,
nikroorganismy, kterd tyto slouleniny vyrébéji majf velmi rozdfiné vliastnosti. V zdvislosti
na slofenf zivné pidy a pochodech létkové vymény p¥i biosyntéze, mohou vznikat naprosto
0dlisdné znedist&niny, i kdy% Je zpracovédn! identické. Déle je znémo, Ze v bFeice kultury
mikroorganismi Nocardia lurida NRRL 2430 a Proactinomyces fructiferi ver. ristomycini vzni-
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kaji dv& biologicky aktivaf sloZky. JestliZe se antibiotikum pouZ%ije jako antibakteridl-
ni 1é&ivo pak p¥{tomnost slofky B v ristomycinu A neru3f, nebot proti pathogennim mikro-
organismim Jjsou W¥inné ob& W¥inné 14tky. Sloika B vykazuje dokonce podstatnd vyssf
baktericidn{ ufinek neZ sloZka A.

V protikladu ke shora uvedenym skute&nostem je ale pii pouZit{ obou antidbiotik pro
hematologické pokusy cennd jen slofka A. Clének Jenkinse a spolupracovnfld {Thromb. Res.
7, 531 (1975)] rovn&% poukazuje na tuto skutednost. Tito auto¥i zjistili, Ze ristocetin
B normédlnf lidské trombocyty neagreguje.

Je znémo, %e p¥i alkalickych podminkédch fermentace a &iZt&ni iontom&nili mohou obé&
molekuly ristomycinu podlehnout rozkladu. Pro vysvitlen{ t&chto pochodd byl vyroben jako
modelovd sloudenina karboxyristomycin A. Bylo zji¥té&no, Ze tato sloufenina norméint
1idskou plasmu thrombocytd neagreguje a nebrénf{ asgregaci indukovand ristomycinem A. To
znsmend, %e hydrolyza C-termindlni methoxykarbonylové skupiny velmi citlivé glykopeptido-
vé molekuly, probthajfef v disledku pisobenf alkdlif (a eventudln¥ ndsledujfci od3¥t&peni
retroaldolu na obou beta~ hydroxyfenylserinovych jednotkdch), zpisob{, Ze prepardt risto-
mycinu A se stane pro hematologické udely zcela bezcenny a nepoufitelny. Podle zluZe-
nost{ nelze ristomycin A zbavit pomoc{ piFekrystalovéni z vody a alkoholu, pouZivanych pfi
znédmych metoddch t¥chto neZédoucich doprovodnych létek.

Je nutné poukédzat na to, fe bdze ristomycinu je krajn¥ hygroskopickd. Tato sloule-
nina md%e, je-1i ponechdna stdt na vzduchu, pojmout b&hem n¥kolika minut vice ne% 15 %
_hmot. vlhkosti (vztafeno na hmotnost bdze). Proto je tém&X nemoZné, z tohoto prepardtu
provést piesné odmE¥enf. Soudasn¥ bylo s piekvapenim zji¥t&no, Ze sktivita agregace, vzor-
ku ristomycinu b&hem v laboratorn{ praxi obvykle provdd&ného suSeni s oxidem fosforednym,
podléhd nevratnému po¥kozeni.

Je nepochybné, %e p¥i izolaci antibiotika metody, pouiivané aZ dosud pro didkaz
eventudlnfho doprovodného prosti¥edku a znedi¥t¥nin (totif sloZky B a riznfch produkti,
vzniklych v disledku alkalického rozkladu) samy o sob¥ neposta¥{ (znémé biologické metody
provadéné testovacimi mikroorganismy; UV spektrofotometrické stanoveni W&inné 1dtky; mé-
¥en{ optické otddivosti). Doprovodné ldtky vykezuj{ totif p¥i 280 nm rovn&% sbsorpci UV
zé¥en{ a majf{ optickou oté&ivost podobného sm&ru.

Zpisobem podle vyndlezu se ristomycin A a/nebo derivdty ristomycinu obecného vzorce I,
vysoké &istoty, vyrobi tak, Ze se hodnota pH 30 aZ 50% vodného roztoku surové ristomycino-
vé bdze nastavi pomoc{ snorganické kyseliny, s vyhodou z¥ed¥né kyseliny sirové, mezi 6,7
a¥ 7,0, s vyhodou na 6,8, nebo se hodnota pH 30 a% 50% vodného roztoku znelift¥ného sira-
nu ristomycinu A nastavi pomoci roztoku alkélie, 8 vyhodou pomoc{ hydroxidu amomného, na
6,7 a% 7,0, naleZ se zpracuje s 20 aZ 50 % objemovymi nitrilu nfzké slifatické karboxylové
kyseliny, misitelnym s vodou, 8 vihodou s acetonitrilem, p¥i teplot® mistnosti, poté se
nechd krystalovat p¥i +4 % a pop*ipad® se rozpust{ v organickém rozpouit&édle, s vyhodou
v alkanolu, obsahujfcim ! af 5 atomd uhlfku a potom se acyluje acyla¥aim ¥inidlem typu
anhydridu karboxylové kyseliny obecného vzorce C(Z)B-(Cﬁz)n-COOH, kde Z znamend atom vodf-
ku nebo atom halogenu a n znemend celd f{slo 0 aZ 5, s vfhodou anhydridem kyseliny tri-
fluoroctové pri teploté 0 a% 20 %c a pak se zfskany produkt nebo z{skané produkty izolujf.

Takto ziskany ristomycin anebo jeho derivédt se rozpusti ve vodném roztoku pufru,
s vyhodou ve vodném roztoku tris-hydroxysminomethanu. Tskto vyrobeny roztok se hodf pro
&ely pokusi agregace tromdocytd a zejména k diagnostikovéni Willebrandovy nemoci.

Podle vyhodného proveden{ zpisobu podle vynélezu se ze surové bdze ristomycinu, vyro-
bené znémym fermenta¥nim postupem, vyrobl rozpudtinim v destilované vod¥ p¥i teplotd
mi{stnosti 30 a% 50% roztok. Potom se hodnota pH tohoto roztoku nastav{ anorganickou kyse-
linou, s vfhodou z¥ed&nou kyselinou sfrovou na hodnotu mezi 6,7 a 7,0.

Jako vychozi ldtka se mife pouffvat rovnd% surovy siran ristomycinu A. V tomto p¥{pa-
d& se po rozpu¥tZn{ nastavi pofadovand hodnota pH p¥{davkem zied®¥ného roztoku alkdlif,
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s vyhodou roztokem hydroxidu amonného. Rastaven{ optiméln{ hodnoty pH se mi%e provést po-
moc{ m&Fenf pH-metrem nebo s vyhodou p¥i zmEné indikdtoru bromthymolové modii ze Zluté

v nebesky modrou barvu. K takto pFipravenému roztoku se pridd 20 a% 50 % objemovych alkyl-
nitrilu, m{sitelného s vodou, s vyhodou acetonitrilu, na¥eZ dojde ke krystalizaci.

Pri krystalizaci surového produktu vy3s{ ¥istoty se miZe postupovat také tak, Ze se
k vodnému roztoku sf{ranu ristomycinu A, vyrobeného shora uvedenym zpdisobem, p¥idd4 nej-
d¥{ve 15 a¥ 50 % objemovych acetonitrilu, naZe’ se hodnota pH nastavi na hodnotu mezi 6,7
a¥ 7,0, opaleskujfcf roztok se zahi¥ivd a% do rozpuiténf a pomalu se nechd ochladit na
teplotu mistnosti.

PoZadované krystaly se promyj{ na filtru acetonem a potom se usuif{ ve vakuovém exsi-
kétoru nad zahidtym chloridem vdpenatym a parafinovymi Sponami aZ do konstantni hmotnosti.
Ti{mto zplsobem se ziské ristomycin A nebo jeho siran, vykazujfcf vynikajfc{ schopnost
agregace, nehydroskopicky, vysoké éiatbty, ve vyt&fku 60 a¥ 80 % (v zdvislosti na obsahu
U%inné 1étky ve vychozim produktu).

Podle dal3f{ vyhodné formy proveden{ zpisobu podle vyndlezu se surovy ristomycin A
rozpust{ pop¥{pad® suspenduje v organickém rozpou¥tédle, s vfhodou v alkanolu, nale¥ se
po kapkéch p¥idd acyladni &inidlo (nap#{klad anhydrid trifluoroctové kyseliny). Surovy
produkt se mi%e v p¥ipadé, %e je to Zddouci, vylistit prekrystalovénim.

Roztok obsahuje stabilni rostimycin nebo derivédt ristomycinu, vyrobeny zplisobem podle
vynélezu, standardizovany, vysoce Zisty, a vykazujfc{ konstantnf hmotnost. Volné fenolické
hydroxylové skupiny &inidla mohou ale p¥i deldim skladovdnf{, v p¥f{tomnosti vzduzného
kysliku a za pisobeni{ sluneinfho svEtla p¥ijmout pro agregaci trombocytd nepfi{znivou chi-
noiddin{ strukturu. Tato zm¥na je potvrzena dlouhodobym (40hodinovym) osvétlovédnim pevného
prepardtu ultrafialovym zdfenim., Se zfetelem na shora uvedené skutednosti se m& roztok
ristomycinu pro pifstrojovou diagnézu hemofilie uklédat do lahvifek vyrobenych z hné&dého
skla a hermeticky uzavienych. Jednotlivéd ddvka roztoku je s vyhadou 15 mg.

NejdileZit&J5{ vyhody predloZeného vyndlezu lze shrnout nédsledovns:

1. Zpisobem podle vyndlezu lze vyrobit slouleniny obecného vzorce I, vysoké Eistoty,
vyborn& pouZitelnéd pi¥i testech srd%livosti krve.

2. Roztok sloufenin obecného vzorce I 1ze pouift 8 velkym Usp&chem pifi kvantitative
nfch pokusech s krevnf plasmou, co¥ zajiZtuje p¥fznivijs{ interval m¥¥enf neZ znémé
prostiedky a metody.

3+ Roztok Je pom&rn& stabiln{, jeho hmotnost je konstantnf, mi%e byt sterilizovédno
p¥i 100 % a dé se dobre skladovat.

Pokusy tykajfci se stsbility jasn® prokdzaly, %e roztok krystalického monosfranu
ristomycinu A v destilované vodd 1ze bez podstatného poikozeni sterilizovat 0,5 a% 1,0 ho~
dinu p¥i 100 %C. Rovné&% bylo zjisténo, %e v TRIS pufru, pH = 7,4; koncentrace 15 mg/ml se
mife skladovat bez rozkladu p¥i +4 °C 3 m¥sfce.

Dals{ podrobnosti p¥edloZeného vyndlezu lze seznati z ndsledujfcich pifkladd, ani%
by se rozsah ochrany omezoval jen na tyto pi¥{klady.

P¥{klad 1

V¥roba siranu ristomycinu A (R, Ry R2 a R3 Jsou stejné jako vpiedu; R4 = 083; X = HSO4;
Y = H)

2 g surové bdze ristomycinu, vyrobené zndmym zpisobem, se rozpust{ p¥i teplotd mistw
nosti v 5,0 ml destilované vody, nale% se hodnota pH roztoku nastavi pomoci ! N kyseliny
s{rové na 6,8; presnd hodnota pH se zm¥F{ pH-metrem, Zluty, slab& opaleskujfci roztok se
vy&i¥{ trochou kostnfho uhlf{ a zfiltruje. K z{skanému jasnému roztoku se po kapkdch aZ do
zdkalu p¥idd 15 a% 20 % (obj./obj.) acetonitrilu, SmE&s se nechd stdt p¥i teploté mfstnosti
tak dlouho a% zalne krystalovat. Toto opat¥eni se v p¥fpad¥, Ze je to nutné opakuje bEhem
2 a¥ 3 dnl pF{davkem dal3fho malého mnoZatvi acetonitrilu tak, sby se krystalizace dokon-
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&ila pomocf 24hodinového chlazenf v ledni&ce p¥i 4 o,

Vzniklé Etveredné bilé krystaly se zfiltrujf{, nejd¥{ve se promyjf dvakrét vidy po
1,0 ml ledov® studené sm&si acetonitrilu a vody (1 : 1) a potom dvakrét vidy 2 ml stude-
ného acetonu, sud{ ve vakuovém exsikétoru, nad zah#étym chloridem vdpenatym a parafino-
vymi t¥{skemi p¥i teplot® mistnosti za snfZfeného tlaku a% do konstantn{ hmotnosti.
VytdZek 71 %.

P¥iklad 2
Vyroba sfranu ristomycinu A

1,5 a% 2,0 g surového si{ranu ristomycinu A, poufitého jako vychozf 1ldtky, se roz-
pust{ za stdlého trepdni ve 4,0 ml destilované vody. K siln& p¥nfcimu roztoku se pridd
1,0 ml acetonitrilu, sm&s se vy&if{ aktivnim uhlf{m a zfiltruje. Hodnota pH se neutralizu-
Je 2 N roztokem hydroxidu amonného v p¥{tomnosti indikdtoru bromthymolové mod#i (prechod
ze %luté na nebesky modrou). K roztoku se p¥iddv4 dalsf mno%stvi acetonitrilu e do vzni-
ku zékalu. Sm&s se a% do pofdtku krystalizace nechd stét, vyloudené krystaly se zah¥dtim
na vodn{ ldzni op&t rozpusti a roztok se nechd pomalu chladnout na teplotu mfstnosti.,
Dal¥{ zpracovéni se provede zpdsobem popsanym v p¥fkladu 1,

Vytdtek 65 %.

Monosiran ristomycinu A, izolovany podle obou metod md vynikajfef schopnosti agrego-
vat trombocyty a odpovidd nédsledujfcim velmi vysokym kvalitativnim p¥edpistm:

a) Rozklad produktu zadfnd pfi 165 a% 170 °C (méteno v pristroji na mifeni teploty
té4n{ Mettler FP-5, s registrac{ fotobunkami).

b) Pomoci vysokotlakého kapalinového chromatografu (Hewlett-Packérd 1082), se z pro-
duktu zhotov{ chromatogram vynikejic{ kvality.

¢) Produkt jJe podle chromatografie na vrstve Jednotny. Log £ hodnota nsm&iend ve vod-
ném roztoku p¥i 280 nm se pohybuje mezi 4,0 aZ 4,5, obsash sirsnu nenf{ vy3%{ ne¥ 25 %. P¥i
odsévéni, provéddéném vodn{ vyv¥vou p¥i teploté varu acetonu kontinuéln& 4 hodiny, &in{
ztrdta hmotnosti monosulfdtu ristomycinu A maximéln¥ 1 aZ 2,5 %.

Charskteristika surového produktu pomoc{ chromatografie na tenké vrstv® a monosi{ranu
ristomycinu A vyrobeného podle p¥fkladu 1! a 2 se provede ndsledovn¥:

Létky a &inidla pouZitd pii stanoveni(:
1. Zerstvd vyrobeny | aZ 2% vodny} roztok vzorku ristomycinu A.

II. 1. DC~- Alurolle celuldza (Merck 0,1 mm) tenkd vrstva.
2. Fixion 50x8 deska (Resnal)

III. sm&si rozpouXtidel jako eludnfi &inidla:
a) n- butanol - pyridin - kyselina octovd - voda (15 : 10 : 3 : 12) nebo

b) n- butanol - pyridin - n-propanol - kyselina octovd - voda (20 : 10 : 5 : 3 : 32),
Horni organickd fdze ke II, 1. tenkd vrstva.
Pro ekvilibraci a start II. 2. vrstva se pouZije ndsledujfc{ citrdtovy pufr (pH 6)
v deionizovanéd vod&:

7,0 g kyseliny citronové,
4,0 g hydroxidu sodného,
81,9 g chloridu sodného a
100 ml methylcellosolvu (2-methoxyethanolu),

se rozpust{ v 1000 ml odm¥rné bance a dopln{ se destilovanou vodou a¥ po znémku. .

IV. Vyvijeci{ &inidlo: Paulyho &inidlo

0,05 g diazotovanéd sulfanylové kyseliny se rozpustf{ v 10 ml 10% roztoku uhliitanu
sodného a Zerstvé pripraveny roztok se pouZije.
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Serstvy surovy produkt vykazuje na celuldozové vrstvé ve sm&sfch rozpoustédel a) a b)
hodnoty Rf=0,59, pop¥{pad¥ 0,52, Na desce Fixion 50x8 se v citrdtovém pufru (pH = 6) na-
n&¥{ hodnota Rr=0,61. Cinidlo Je ve%mi citlivé a detekuje prakticky viechny rozlkladné
produkty; dolnf detekin{ mez &in{ 0,5 a% 1,0 ,ug.

MEren{ na bdzi vysokotlaké kapalinové chromatografie se provéd{ pomocf Hewlett -
- Packard 1082 HPIC p¥fstmje s isochronnim provozem. Pii pokusech se pouZival laborator-
n& vyrobeny analyticky sloupec (05- Lichrosorb, 10 /um). Obsah u¥inné ldtky ve vzorku
ristomycinu A se stanov{ pomocf UF detektoru, ktery pracuje pii 254 nm. Ze vzorkl se vy=-
robi 1 milimoldrnf roztoky JejichZ 20 a¥ 30 /um alikvotnf ¢4sti se nastiiké na sloupec.
Chromatogramny se vyvij{ ndsledovn¥:

(I) v citrdtovém pufru (pH 6,3), obsahujfcim 12 % 2-methoxyethanolu, rychlost toku kapa-
liny 2,0 ml/min, rychlost posuvu papfru 0,! cm/min.

(II) v 0,1 molérnim roztoku mravenianu amonného (prostého kyseliny mravend{), obsahujfciho
10 % acetonitrilu (pH 7,4); rychlost toku kapaliny 3,0 ml/min; rychlost posuvu papi-
ru 0,3 em/min. '

Shora uvedend podminky se ukdzaly byt nejlep3{,

Stabilita krystalického sfranu ristomycinu A, vyrobeného podle pi¥fkladd | a 2, se
stenovi po ozd¥enf pevného vzorku ultrafialovym zéfenfm a po tepelnd sterilizaci vodnych
roztok) rizngch koncentraci popifpad® ponechdnf stdt p¥i 4 °¢ v TRIS pufru.

a) 50 a¥ 100 mg ristomycinu A se ozafuje v malé lahvi¥ce uzaviené zdtkou, ultrafialo-
vym sv&tlem tak, %e vzddlenost mezi lahvi&kou obsahujfci ¢ vzorek a lampou je asi 20 cm.
Po 40hodinovém ozafovédnf jJe barva vyrobeného roztoku o né&co tmavii; p#i koncentraci
15 mg/ml je agregace lidskych trombocytd velmi pomald,

b) z ristomycinu A se v destilované vod& vyrobi dva roztoky podobného ¥Fed&ni (0,39
mg/ml pop¥{padd 0,35 mg/ml) a jeden koncentrovan¥jsi roztok (6,8 mg/ml). Roztoky se udriu-
31 t¥i hodiny ve vodnf lézni teplé 100 %c. Odpafend voda se p¥fle¥itostn doplhuje. Rozto=
Xy se ochladf na teplotu mf{stnosti a hodnoty E}fm se stanovi na zdklad® intenzity absorpce
svétla, nem&fené pii 280 nm. Ize zJjistit, Ze zvyieni absorpce sv&tla roztokd udriovanych
p¥i 100 9 nenf linedrnf. V Zasovém rozmez{ 0 af | hodiny nevykazujf létky zfskené zp&t
lyofilizac{ na zdklad¥ stanoven{ chromatografif na tenkd vrstvé a vysokotlaké chromatogra-
fie kapalinové %4dny rozklad. Létky sgregujf uspokojiv&é v pofadovanych koncentracich nor-
mélnf lidské trombocyty.

Vysledky Jsou graficky znédzornény na odbr. 3, kde na ose vdselek je zndzornin &as v mi-
nutéch, na ose pofadnic extinkce E}fi. K¥ivka | pFfslu3f obsahu 3,99 mg ristomycinu A/10
ml, k¥ivka 2 obsahu 3,56 mg/ml a kiivka 3 obsshuje 68,77 mg/10 ml téZe ldtky. Je ziejmé,
%Ze do ! hodiny nedochdz{ k %ddnému rozkladu uvedend létky,

¢) 2z ristomycinu A se vyrobf v TRIS pufru (pE = 7,4) roztok s koncentraci 15 mg/ml,
ktery se uskladnf po dobu 12 t¥dnd p#i 4 % v ledni¥ce. Z tohoto kmenového roztoku se pro-
vddf po 2 tydnech obvykly pokus agregace trombocytd popi{padé se po odpovidajicim zied¥ni
pufru (0,2 ml—>10 ml) se urZuje hodnota E}?.. B&hem pokusu zistdvd agregadnf aktivita
a hodnota E i roztoku ristomycinu A nezm¥néna.

P¥{klad 3
Vyroba dis-N,N’~ trifluoracetylristomycinu A

206 mg ristomycinu A se suspenduje v 10 ml bezvodého methanolu, nafeZ se za chlazend
ledem p¥#idd po kapkdch 0,28 ml anhydridu kyseliny trifluoroctové. ReakZn{ sm&s se nechd
stdt pii teplot¥ mistnosti a za snfZ¥eného tlaku se odpa¥{ do sucha. Zbytek se opét roz-
pust{ v bezvodém methanolu a znovu zahusti, Tento pochod se opakuje jedt& tiikrdt, nalei
se produkt usuif{ ve vakuovém exsikdtoru nad zahfdtym chloridem vdpenatym a kyselinou pafa-
finovou a¥ do konstentnf{ hmotnosti.

Takto z{skany bis-N,N'- trifluoracetylristomycin A nevykazuje Zddnou charskteriatickou
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f:eplotu ténf (teplotu rozkladu)., Standardizace: na vrstvé celuldzy ve sm¥si rozpousté=-
del III a (viz p¥iklad 2) &inf hodnota Rf 0,45

Analyza: 099HIOBO4GR8F6 (2258):
vypodteno: F 5,05 ¥ N 4,96 %

nalezeno: F 4,91 % N 4,86 %
4,88 4,74

_ Takto z{skend sloulenina agreguje normdlnf{ trombocyty stejnd jeko ristomycin A.
Pr{klad 4
Vyroba &inidel

15,00 g monosiresnu ristomycinu A, odpovidajfciho shora uvedenym kvalitativn{m pXed-
pisim, se suspenduje v ! litrové Erlenmayerové bance ve 100 ml destilované vody (pH 6,8).
U¥innd 14tka, vyloulend na st¥ng baﬁky, gse za stdlého t¥epdnf prevede dal3im mnoZstvim
400 aZ 500 ml destilované vody op&t do roztoku. Takto z{skany roztok, vykazujfc{ homo-~
genni U¥innou ldtku, se zfiltruje bez vldken do 100 ml odm¥rné baiky, banka, pouifvand
pré rozpudténi a filtr se kvantitativn¥ promyjf a odm¥rnd banka se dopinfi a% po znaku.
Koncentrace monosiranu ristomycinu A v takto zfakaném roztoku &ini 15 mg/ml (pro vyrobu
sterilnftho prepardtu se roztok udriuje 30 a% 60 minut p#i 100 % a potom se ochlad{ na
teplotu mistnosti). Z tohoto roztoku se za pouZiti automatického plnfctho za¥{zenf naplni
za aseptickych podminek do hn&dych tzv. lahvilek s roztrhédvacim uzdvérem, po 1,00 ml.
Lehvi¥ky se po rychlém zmraXeni lyofilizuj{ a uzaviou.

Jako kontrola pifesného plnénf a dokonalosti lyofilizace se obsah ristomycinu A (15mg)
vidy u n&kolika lahvilek urdité Iarie zkous{ methodou HPIC a stanovenim hmotnosti.
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PREDMET VYNALEZU
Zpisob vyroby ristomycinu A a/nebo derivdtd ristomycinu obecného vzorce I, vysoké

&istoty
(),
kde
R znamend atom vodiku,
R, znemené O-alfa-D-araf/!—>2/-0-alfa~D-manp/i—> 2/-0=/alfa~L-rhat/-/1—>6/-0-beta=
~D-glop=-skupinu,
Rz znamend 2,3 ,6«tridesoxy-3-anino-/NHY/-alfa-L-ribo-hexapyranosylovou skupinu,
R3 alfa-D-mannopyranosylovou skupinu,
R4 alkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku,
X znamend zbytek snorganické kyseliny, pfijatelné z farmaceutického hlediska,

znamend atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce
C(2)4~(CH,),=C0~, kde
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2 je atom vod{ku nebo atom halogenu a n znsmend celé &islo mezi 0 aZ 5,

vyznadujlc{ se tim, %e se hodnota pH 30 a¥ 50% vodného roztoku surové ristomycinové bé-
ze nastavi pomoci anorganické kyseliny, s vyhodou z¥eddné kyseliny sirové, mezi 6,7 a%
7,0, s vyhodou na 6,8, nebo se hodnota pE 30 aZ 50% vodného roztoku zneli¥t¥ného siranu
ristomycinu A nastavi pomoc{ roztoku alkdlie, s vyhodou pomoci hydroxidu smonného, na
6,7 a¥ 7,0, nafeX se zpracuje s 20 a¥ 50 % objemovymi nitrilu nfzké alifatické karboxy-
lové kyseliny, mfsitelnym s vodou, s vyhodou s acetonitrilem, p¥i teplot& mistnosti,
poté se nechd krystalovat p¥i +4 9C a pop¥{pad® se rozpust{ v organickém rozpoustédle,
s vihodou v alkanolu, obsahujfcim 1 a% 5 atomi uhlfku a potom se acyluje acylalnim Zi-
nidlem typu snhydridu karboxylové kyseliny obecného vzorce

€(2)4-(CH,),~CO0H,

kde 2 znamend atom vodfku nebo atom halogenu a
n znsmend celé &fslo 0 8% 5,

'8 vyhodou anhydridem kyseliny trifluoroctové pii teplot® 0 aX 20 % a pak se ziskany pro-
dukt nebo ziskané produkty izoluji.

2 vykresy
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