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PREDMETOVA HESLA: izolace a stanoveni sibiromycinu a jeho defiyatovnani
produkce sibiromycinu néznych fermenténich médiich



ABSTRAKT

Sibiromycin, antibiotikum struktugn patici do skupiny pyrrolo-1,4-benzo-
diazepiri, je produkovan aktinomyceto8treptosporangium sibiricumSibiromycin
vykazuje antibakterialni artedevSim protinadorove ¢iimky, které vSak diky jeho
prokazané kardiotoxigit zatim nelze vyuzit. DalSi vyzkum mozného terap&atio
vyuziti sibiromycinu se zabyv&ipravou novych netoxickych derivéprodukovanych
geneticky manipulovanymi kmer§. sibiricum.Pro tyto @ely byla vyvinuta a&asté&né
validovdna nova rutinni chromatografickh UPLC/UV paekoncentréni metoda.
Fermentani médium bylo extrahovano metodou extrakce na tidlaé (solid phase
extraction, SPE) na kolonkach OASIS MCX, zalozenywh kationtové vymne.
Ziskany extrakt byl po odpeni a rozpughi v methanolu davkovan na UPLC BEH C18
kolonu a chromatografovan v gradientovém maédu silmiol fazemi methanol (A) a
0,1% kyselina trifluoroctova (B). Det&hi limit metody byl 40 ng/ml fermentaiho
média, vy¢Zznost SPE metody byla 74,75 % a jeji reprodukomatel vyjadena jako
RSD byla 5,18 %. Metoda byla aplikovana na sledbvémedilné produkce
sibiromycinu kmenemsS. sibiricumna 13 typech médii. Bylo zj&to, Ze sloZeni
ferment&niho média ovlisiuje nejen celkovou produkci sibiromycinu, ale takétézu
jeho girodnich derivat, které byly na zawr prace také identifikovany za pomoci

hmotnostni spektrometrie.



ABSTRACT

Sibiromycin is produced by actinomycetes &treptosporangium sibiricurand
structurally belongs to family of pyrrolo-1,4-benlzazepines. Sibiromycin is
characterized by antibacterial and especially amidr activity but due to its proved
cardiotoxicity it cannot be usedlhe following research of possible therapeutic
sibiromycin utilization is concerned on new nontoxierivatives produced by genetic
manipulated strains db. sibiricum.For this purpose a new routine chromatographic
UPLC-UV method with analyte preconcentration wagellgped and partially validated.
A fermentation broth was extracted by solid phasdeaetion (SPE) on OASIS MCX
columns with the sorbent based on a cation-exchdbigéed extract was evaporated,
reconstituted in methanol and loaded onto UPLC EER column and analyzed under
gradient mode with mobile phases of methanol (AJ anfluoroacetic acid (B).
Detection limit of the method was determined amdlnl, the recovery was 74.75 %
and its reproducibility expressed as RSD was 5.18 Te method was applied
to comparison of sibiromycin production 8y sibiricumon 13 different fermentation
media. It was found, that a composition of fermgatamedia influences not only
the sibiromycin production but also a synthesissdfiromycin nature derivatives,

which were finally identified by mass spectrometry.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

Zkratky:

ACN acetonitril

BEH UPLC sorbent zaloZeny na ethylenovychistoich (Bridged
Ethylene Hybrid)

DNA deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucléicid)

ESI ionizace elektrosprejem (Electrospray lonargt

HPLC vysokodinna kapalinovda chromatografie (High-Performance
Liquid Chromatography)

IC infracervené zéeni

LC-MS kapalinova chromatografie ve spojeni s hrostni spektrometrii
(Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

LLE extrakce kapalina-kapalina (Liquid-Liquid Eattion)

LOD mez detekce (Limit of Detection)

LODw mez detekce metody (Method Limit of Detection)

LOQ mez stanovitelnosti (Limit of Quantification)

LOQwm mez stanovitelnosti metody (Method Limit of Qtiication)

MCX SPE sorbent zaloZeny na kationtové ¥gign(Mixed-mode
Cation-eXchange)

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

NMR nuklearni magneticka rezonance (Nuclear Magriesonance)

PBD pyrrolo-1,4-benzodiazepiny (Pyrrolo-1,4-BeDmrepines)

PDA detektor diodového pole (Photodiode Arraydatir)

RSD relativni sfrodatna odchylka

SPE extrakce na tuhé fazi (Solid Phase Extraction

TFA trifluoroctové kyselina (Trifluoroacetic Acid

UPLC ultrainna kapalinova chromatografie (Ultra-Performanaguld
Chromatography)

UVIVIS ultrafialové/viditelné zg&eni (Ultraviolet/Visible)



Symboly:

Abs

Mr

m/z

tr

viv

absorbance

vySkovy ekvivalent teoretického patra
relativni molekulova hmotnost
vinova délka

hmotnost/naboj fragmentu

korelani koeficient

retergni ¢as

linearni paitokova rychlost

objemovy podil
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1 UVOD

1.1 Sibiromycin, prirodni antibiotikum s protinadorovymi
ucinky

Antibiotika se od objevu jejich prvniho zastupcenigilinu, v roce 1928 stala téin
nepostradatelnou séasti naSich Zivét V sowasnosti je popsano vice nez 20 000
biologicky aktivnich pirodnich latek. Z tohoto mnoZstvi se v praxi poézjpouze
150-200 latek, coz ipdstavuje jen maly zlomek nejen znamych, ale i dosu
neobjevenych biologicky aktivnich skeenin. V humanni medicénse pouzivaji jak
antibiotika izolovana ziifrozenych produceft tak i jejich derivaty fipravené bd’
¢asténou nebo Uplnou chemickou syntézou, které maji i legp#®imikrobidlni a
farmakokinetické vlastnosti. Po 60 letech pouzivagasto i zneuzivaniéthto latek
vSak dramaticky stoupda rezistence bakterigtdimé pouzivanych antibiotik. Je proto
nutné zandit se na vyzkum dalSich latek, které feSvé uplatdni nenasly, ale mohly
by byt zng&nym pinosem.

Jednou zd&ehto latek je sibiromycin, produkovar8treptosprangium sibiricuniPati
do skupiny pyrrolo-1,4-benzodiazepinovych antilkioiPBD), coz je iida girodnich
produkti produkovanych aktinomycetami s antibakterialnimale p@edevsim
protinadorovymi dinky. Mechanismus dinku sp@iva v sekvedné selektivni vazb
antibiotika na deoxyribonukleovou kyselinu (DNAJjbBomycin, jeden ze dvou dosud
identifikovanych glykosylovanych PBD, ma v této pkw antibiotik nejvyssi afinitu
k DNA a potenciala nejvysSi protinadorové cinky. Navzdory &mto slibnym
vlastnostem vSak Kklinické testy na mysSich prokdzahgny kardiotoxicky vliv
na pokusna zvata, za ktery je zodpeégna hydroxylova skupina na C9 uhliku. Metody
kombinatorni biosyntézy by mohly pomoci vytitonetoxické analogy sibiromycinu,
coz vyzaduje tkladnou znalost nejenom biosyntetické drahy, apdlehlivé metody
stanoveni.

Cilem této diplomové prace byldgipravit primarni standard sibiromycinu, ktery neni
komekné dostupny, izolaci z fermentaiho média a dale vyvinout a validovat rutinni
metody SPE fipravy vzorku s naslednym stanovenim metodou UPL®/sdetekci.

Na z&¥r bylo treba srovnat produkci sibiromycinu Zenych kultiv&nich podminek.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Produkce sibiromycinu a jeho biologicka aktivita

Antibiotikum sibiromycin, jehoz producentem $reptosporangium sibiricunpati
do skupiny pyrrolo-1,4-benzodiazepinovych antillioKrom¢ sibiromycinu lze do této
skupiny strukturé podobnych latek zadit dalSi vyznamné z&stupce produkované

raznymi aktinomycetami (Tab. 1).

Tab. 1 Pyrrolo-1,4-benzodiazepiny a jejich hlavni ppducenti

Zastupce Producent

sibiromycirt Streptosporangium sibiricum
anthramycifA Streptomyces refuineus
neothramycin Streptomyces sp. MC916-C4
mazethramycih Streptomyces thioluteus
porothramycin Streptomyces albus
tomaymycirt Streptomyces achromogenes
prothracarcih Streptomyces umbrosus
dextrochrysifi Streptomyces calvus
chicamyciri Streptomyces albus

Kmen Streptosporangium sibiricunibyl poprvé izolovan na Sit)j odtud nazev
sibiricum, a popsan v roce 1969 (Gause a koNa zéaklad morfologickych a
fyziologickych znak byl zaazen do rodu Streptosporangium S vyvojem
taxonomickych a molekularnich metod se vSak ukazadototo zEazeni je nefesné.
V roce 1996 Ward-Rainei a kol. uvedli, Zze na zakladalyzy 16S rDNA by & byt
kmenS. sibiricumzarazen spie do rodActinoplanacae®

Prvni antibiotikum produkované rodeBireptosporangiunbylo objeveno v roce
1966 v Japonsku a nazvano sporaviridinovy komlptexObjev sibiromycinu
nasledoval, jak jiz bylo napsano, & toky pozdji.® Rod Streptosporangiunse
v poslednich desetiletich ukazal jako hodnotny zd@wtecnych metabolii, zejména
antibiotik, i kdyz vysledné procento vyuziti je niv@n nizSi ve srovnani s jinymi
aktinomycetami (nap Streptomyces)Latky, jez Streptosporangiunprodukuje, jsou
z hlediska chemické struktury velniiznorodé*?
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Z hlediska biologického vykazuje sibiromycin i dafgyrrolo-1,4-benzodiazepiny
antibiotické a protinadoroveéciinky. Mechanismus jejich antibiotickéhaigobeni je
zaloZzen na tvorb kovalentni vazby s guaninem v DNA, coZ inhibujentgyu
deoxyribonukleové kyseliny. Pro tuto vazbu j@lekité asymetrické centrum na C11
uhliku (Obr. 1), coz f@dukuje slokeniné pravot@ive vinuti, které usnaalje vazbu
v malém Zlabku DNA3 Pyrrolo-1,4-benzodiazepiny maji zmg vyznam jako
transkrigni inhibitory. V experimentalni studii byly pouZzitgvé metody in vitro
transkripce a byla zkoumana efektivita inhibice nytymi PBD, picemZ sibiromycin
pasobil v obou pipadech nejéinngji.*®

PredevSim firodni pyrrolo-1,4-benzodiazepiny jsou diky tvérkovalentni vazby
s DNA ozn&ovany jako latky s potencialnimi protinadorovyméinky, pricemz
vykazuji minimalni vliv na kostni rén. Pro zjiSéni, zda by mohl byt sibiromycin
vyuzivan v medici& byly prova@ny zakladni klinické studie na pokusnychiatéch.
Byla testovana protinddorova aktivita proti @zmym nadoim na mysicH® Nekteré
nadory po Bkolika davkach sibiromycinu zcela zmizely. Déale yoyestovany rozdily
pusobeni v zavislosti na apobu podani a davce a také vliv davky na zhorierkce
srdce, jater a ledvil. Z divodu zjis&né kardiotoxicity neni sibiromycin klinicky
vyuZzivan.

Existuje vSak potencialni moznogfgravy geneticky manipulovanych kmegrkteré
budou produkovat analogy sibiromycinu, v nichZz btelgto toxicky efekt eliminovan.
Proto je znalost biosyntetické drahy sibiromycirzimytnou sotasti dalSich vyzkuin
Pfi objasiovani biosyntézy sibiromycinu €dci cerpali z navrhovanych nebo jiz
objasrénych biosyntetickych drah struktérnpodobnych latek. Biosynteticky jsou
pyrrolo-1,4-benzodiazepiny podobné linkomycinu,ifud vznik hydropyrrolovécasti
sibiromycinu z L-tyrosinu byl¢ast&én¢ identifikovan pomoci biosyntetické drahy
linkomycinu'®. Navrhnut& biosynteticka draha pro antranilowdst molekuly vychazi
z L-tryptofanu kynureninovou cestSut®2%?! ktera tvai zaklad biosyntézy i dalsich
pyrrol-1,4-benzodiazepin a to antramycinu a tomaymycinu. Od osmdesatychylsy
tyto biosyntetické cesty tipsiovany a byly objevovany nové strategie a postipy.
Detailngji byla celkova biosynteticka draha sibiromycinudstvana v roce 200 gtre

biosyntézy jeho cukerné slozky.
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2.2 Chemicka struktura sibiromycinu

Z hlediska chemické struktury Ize sibiromycirfamdit do skupiny pyrrolo-1,4-benzo-
diazepinovych antibiotik (PBD). Z&kladni struktudBD (Obr. 1) je zaloZzena
na tricyklickém systému, ktery se sklada z kruhu
aromatického A, pyrrolového C (&znym
stuprém nenasycenosti) a struktury 1,4-diazepin-
-5-on B tvdici kruh prostedni® Sibiromycin
navic obsahuje ve své struktucukernou slozku
(Obr. 2, Obr. 3).Cislovani chemické struktury
PBD bylo gevzato z literarnich zdriof*2’

Obr. 1 Zakladni chemicka struktura pyrrolo-1,4-benzodiazepini

Sibiromycin je bily krystalicky prasek, ktery jezmustny v methanolu, acetonitrilu a
dichlormethanug¢ast&ne rozpustny v chloroformu a ethylacetatu a neroapuse vod
pii pH 7. UV spektrum sibiromycinu obsahujeschharakteristickd maxima, a téi 230
a 310 nm. Sibiromycin je stabilni &isté krystalické forrda nebo ve 100% roztoku
methanolu.

V roce 1970 byl sibiromycin izolovan pomoci sloupéahromatografie na iontév
vyménnych pryskyicich obsahujicich silny katex (futiki skupina —SgH) a extrakci
v systému kapalina-kapalina (LLE) Pii testovani LLE bylo zji&no, Ze sibiromycin je
snadno extrahovatelny z vodného roztoku butanolenz &rment&aniho meédia
chloroformem, ethylacetatem nebo dichlormethanegi¢znost extrakce je zavisla
na pH daného fermeritaiho média. Pro separaci od struktupodobnych latek byla
pouzita tenkovrstvd chromatografieii Rdetekci byly vyuzivany barevné reakce
s manganistanem draselnym a roztokemHBO, které sibiromycin odbarvuji a dale
reakce s ninhydrinem, chloridem Zelezitym a s didmgeninami. Struktura
sibiromycinu byla charakterizovana pomoci U¥,d NMR?®

Chemicka stabilita sibiromycinu z@azanych podminek byla popsana v roce 1974.
Bylo zjiSttno, Ze za mirh kyselych podminek sibiromycin ztraci vodu geghazi
na biologicky inaktivni Zluty krystal anhydrosibinycin. Ri silné kyselé hydrolyze pak
anhydrosibiromycin ztraci aminocukernou slozku mik& anhydrosibiromycinof?.
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V roce 1982 byl sibiromycin ziskan z kmeS8&eptosporangium sibiricura jeho
struktura (Obr. 2) byla charakterizovana pomdadia’*C NMR spektef’ Do této doby
se struktury sibiromycinu popsané v litet@ghoduiji.

oH y
H
N

i
~ T
N
oH © o s
OH o

Obr. 2 Chemicka struktura sibiromycinu (Mr 473,2) popisovana do roku 1982

V roce 1988 dochazi k rozporu, sibiromycin byl @@n ze stejného kmene, ale
zjisténa publikovana struktura (Obr. 3) se liSi v abs¢edné dvojné vazby v pyrrolové

sasti®® Tuto skuténost zadni dci dosud nekomentovali ani neobjasnili.

oH y
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Obr. 3 Chemicka struktura sibiromycinu (Mr 475,2) popsana v roce 1988
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V posledni praci, ktera se&mwuje gedevSim popisu biosyntické drahy sibiromycinu,
védci uvadji sibiromycin jako molekulu s relativni molekulaydmotnosti r) 475,2.
Byla zde poprvé uvedena metoda separace sibiromygiomoci vysokofinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s UV a MS detelRiio tyto @ely byla vyvinuta
gradientova linearni metoda s pouzitim mobilnictzi f&yselina trifluoroctova
(TFA)/methanol (MeOH) $ pratoku 1 ml/min na Zorbax Eclipse XDB-C8 kokan
Detekce UV byla provasha i 230 a 310 nm. Hmotnostni spektra byl&rema
v pozitivnim modu na itetovém analyzatoru s elektrosprejovou ionizaci
(HPLC-ESI)**
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2.3 Pouzita metodika

2.3.1 UPLC

Ultrakdinna kapalinova chromatografie (UPLC) je metoda, eacuje na stejném
principu jako HPLC. Hlavnimi vyhodami UPLC jsokitsi (£innost a rychlost separace,
vySSi citlivost a lepSi rozliSeni ve srovnani skdkymi HPLC metodami. Tento fakt Ize
teoreticky odvodit z van Deemterovyiky, kterd popisuje zavislost mezi linearni
pratokovou rychlosti ) a vyskovym ekvivalentem teoretického patk§.(Minimum
kiivky odpovida optimalni gitokové rychlosti, fi které je @&innost kolony nejutsi.
Velikost ¢astic UPLC kolon se pohybuje pod hranici 2 umfipart pouzité kolony
v této praci je to 1,7 um. Z Obr. 4 jéepmé, Ze sniZujici se veliko&éstic umo#uje
pouziti vysSich pitokovych rychlosti a toip zachovanici zvétSeni @innosti, coz ma

vliv na vyslednou citlivost a rozlisef. *

30 10 um

S um

3 um
1.7 ym

2 u (mm/s)

Obr. 4 Typy van Deemterovych Kivek p¥i pouZziti raznych velikosti¢astic
Pozn. Pevzato z publikac8
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NejpouzivagjSi UPLC sorbenty (Obr. 5) fipravené BEH (Ethylene Bridged
Hybrid) technologii obsahuji modifikovany silikagekestovany hybridnimi
ethylenovymi nistky, které slouzi k zamezeni vlivu volnych hydraxyych skupin
silikagelu a ke zvy$eni mechanické a chemické aminsorbentd® UPLC kolony
tohoto typu jsou konstituovany tak, aby byly odolrig€i vysokému tlaku (15000 psi,
1000 bar) a dosahuji vysoké stability v rozmezilpP.

ethylenove misthy _ r,e;“;-:-., W, :.: Y
v silikagelovd matrici o ) h
-:7_"‘_'\\--.'_\_\_\___: L\ 9 all
\J /T % ) '-.j
/ ) b
I. ~ - I._J z“-.'__!‘-l’ l\:}
i ‘\.} _{_}‘ \'h"'_’,' _if F
Who L@ &
o 4
b
OEI CiE OFi
o 4P e : 4 8P
ey - - - . e, i, ot | AT
~o7 | e s ot ~— 4 507 Cop ¢ B0 ¢ S
,-'Q Hy | I CEl 1 Hg éE
1
4O _5./(-):' /_':?:.
E{:: \ e ‘II \\H
CE QEI -
Folbyethoxysilan Tetroethowysilan  Bis(triethoeysilyl)
BPECS) [TECS) [BTEE)

Obr. 5 Struktura UPLC sorbentu zaloZena na BEH techologii
Pozn.: Pevzato z publikac@

Chromatografickd technika UPLC pracuje ve spojenistejnymi typy komeng
dostupnych detektarjako HPLC. Nejasgji jsou vyuzivané UV/VIS detektory, které
mohou byt konstituovany pro dreni jedné vinové délky (nastavitelné/fixni) nebo
ve forme detektofi diodového pole pro #iieni v Sirokém spektru ultrafialové (UV) a
viditelné (VIS) oblastiCasto pouzivany je i selektivni detektor fluorimeitsi. Naroky

kladené na vysokou iesnost identifikace latek a velmi nizké detdk limity
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pouzivanych chromatografickych metod vedou ke stédsgjSimu propojeni
s hmotnostnimi detektory HPLC/NM%a UPLC/MS? 34

Ze zavrecného shrnuti v Tab. 2, ktera porovnava zékladrampatry technik HPLC
a UPLC, Ize wyist, Zze vyznamny rozvoj metody UPLC v poslednich IBtech ma své

opodstatani.
Tab. 2 Shrnuti — UPLC vs. HPLC

Udaje technické (nefastjsi) UPLC HPLC
tlak 100 MPa 40 MPa
velikost¢astic 1,7 um 5um
délka kolon 50, 100 mm150, 250 mm
Udaje chromatografické UPLC HPLC
¢as analyzy kratSi delsi
spoteba rozpoustel nizsi vySSi
spoteba vzorku nizsi vySSi
U¢innost separace vySSi niZsi
mnozstvi kvalitat. infformaci  vySSi nizsi
mez detekce nizsi vySSi
citlivost vySSi nizsi
rozlisSeni vySSi nizsi
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2.3.2 SPE

Extrakce na tuhé fazi (SPE) je metoda,kperé dochazi k sorpci analytu z vodného
roztoku na pevnou fazi. Ten je pak eluovan vhodnmbilni fazi. Tato extrakce se
provadi pedevsim za delem eliminace interferujicich latek nebo matrice a
zakoncentrovani hlavniho analytu a slouZziedevsim pro Upravu vzaoik
pied chromatografickym stanovenim. Mechanismus retepc SPE je obdobou
mechanismu v kapalinové chromatografii, tudiz i Zigané sorbenty jsou zalozené
na stejném principtf Pti separaci dochazi ke vzajemnym interakcim meziytera a
funkenimi skupinami pevné faze.

Ve srovnani s extrakci v systému kapalina-kapalliieE) nese SPEadu vyhod,
jako jsou nizka sptgba rozpousgtel, kratSicas preparace, jednoduchost v provedeni
celého procesu a snadnd automatizace. U SPE talm ieSit problémy spojené
s tvorbou emulze&i pény, coz jecasto picinou nizSi vygznosti u LLE. Nevyhodou
u SPE kolonek byva tendence tuhé faze k vySSi kaunti @ vyrobnim procesu,
coz mize vést k nezadoucim interferenciii’*®

Volba vhodného sorbentu je zakladnirregpokladem 0si3né extrakce. i jeho
vybéru je nutné ziskat mozné dostupné informace o poaaalytu a matrice. Na SPE
kolonkach Ize jako v kapalinové chromatografii neat v normalnim nebo reverznim
modu. Ri extrakci v normalnim modu jsou na tuhé fazi sifjelu navazané polarni
funkeni skupiny (kyanopropyl, diethylamin) &i pnterakci s analytem dochézi k tveérb
vodikovych vazeksi dipol-dipol interakci. V tomto systému Ize nejgaaextrahovat
organické sloteniny ve forn¢ amini, alkohoti ¢i karboxylovych kyselin. V reverznim
modu je na tuhé fazi navazan nepolarni uhlovodike®zec (nefastji C8, C18 nebo
fenyl) a mezi hlavni interakce probihajici mezitmortem a analytem $adi gredevsim
van der Waalsovyi disperzni sily. Na tomto typu tuhé faze Ize extneat gedevsSim
aromatické sloteniny a uhlovodiky s alifatickymietzcem. Sorbenty zaloZeneé
na iontové vyminé jsou taktéZz obdobou kapalinové chromatografie.ooto typu
dochazi k tvorb iontové vazby mezi analytem a nabitymi fankmi skupinami
vazanymi na pevné fazi. Podle povaéghto nabitych skupin se sorben§ficha katexy
a anexy. V pipad katexu je na tuhé fazi navazana zaponabita funkni skupina
(benzensulfonova, karboxylova kyselina), s niz spadytvai iontovou vazbu a tim se

dohre extrahuji bazické latky. Anexem t@$tji byva kladré nabita kvarterni amoniova
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sul, diky niz Ize extrahovat latky kyselé povahy. @Gikderistiku vySe uvedenych a

dal$ich sorbentuvadi fizné publikace zabyvajici se vyvojem SPE métod.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

K pripraw mobilnich fazi pro HPLC a UPLC analyzy byl pouatetonitril LC-MS
(99,95 %, Biosolve, Nizozemi), methanol LC-MS (%,%, Biosolve, Nizozemi),
kyselina mrave#i (98,00 %, Lach-NerCR) , hydroxid amonny (25,00 %, Lachema,
CR), kyselina trifluoroctova (99,95 %, Biosolve, Nzmi) a voda (HPLC gradient
grade) pipravena reverzni osmézou pomoci Milli-Q (MillipotdSA)

Pri LLE extrakci byl pouZit: ethylacetat (99,70 %, dtaNer, CR), diethylether
(99,00 %, Lach-Ner,CR), hexan (99,00 %, Merck, &hecko) a dichlormethan
(99,90 %, Chromservi§R).

Pti SPE extrakci byl pouzit: methanol LC-MS (99,95 Bigsolve, Nizozemi), voda
(HPLC gradient grade)fjpravena reverzni osmozou pomoci Milli-Q (MillipoldSA),
kyselina octova (99,00 %, Sigma-Aldrich,émecko), kyselina citronova bezvoda
(99,50 %, Lach-Ner(CR), hydrogenfosforman sodny (99,00 %, Lachem@R) a
hydroxid amonny (25,00 %, LachentzR).

Pti hmotnostni spektrometrii byl pouzit: acetonittiC-MS (99,95 %, Biosolve,
Nizozemi) a kyselina octova (99,00 %, Sigma-Aldristmecko).

Pouzity mikroorganismusStreptosporangium sibiricuidSM 44093.

Pro uchovavani a inokulaci kmeigtreptosporangium sibiricurbylo pouzito BG
meédium (v tekuté i pevné fo’n Pro zjifovani rozdilné produkce sibiromycinu byla
testovana média, ktera byléigravena dle citovanych publikaci: GatfsespP4*, M1%4,
M2*2, M3% ISPM4?, M6*, M7, M8* SM', sSSP BG (= ISP2* + CaCQ) a
YEME®. SloZeni&chto médii je shrnuto v Tab. 10 v kapitole 6.

Testovani biologické aktivity sibiromycinu bylo mé@dkno na agarové misce se

zaakovanou bakteriKocuria rhizophilaCCM552.
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3.2 Instrumentace

SPE byla provatha na kolonkdch OASIS MCX o objemu 3 ml obsahujidd® mg
sorbentu (Waters, USA).

Pro odsted’ovani vzork pred HPLC a UPLC analyzami byla pouzita centrifuga
Mini Spin plus (Eppendorf AG, &inecko).

pH bylo méfeno na pH-metru 538 (WTW,&hecko), ktery byl kalibrovan standardy
stejné firmy.

UPLC analyzy byly provashy na ultradinném kapalinovém chromatografu Acquity
UPLC (Waters, USA) sestavajiciho se z vysokotlagmy (Acquity UPLC Solvent
Manager), automatického davk@ea (Acquity UPLC Sample Manager), termostatu
kolon (Acquity UPLC Column Heater/Cooler) a deteltaliodového pole (Acquity
UPLC PDA Detector). # vyvoji vhodné UPLC metody byly vzorky &eny na kolog
Acquity UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um; WatelJSA). Data byla
vyhodnocena programem Empower software (Waters,)USA

HPLC analyzy byly mifeny na vysokotinném kapalinovém chromatografu (Waters,
USA) vybaveném vysokotlakou pumpou Waters 600, raatwkym davkovéem
Waters 717 plus a UV detektorem Waters 486. VzdiWy preparovnany na kolén
Synergi Polar-RP (250 mm x 15 mm, 4 um; PhenomebiS4). Data byla taktéz
vyhodnocena programem Empower software (Waters,)USA

Hmotnostni spektra byla #ena na hmotnostnim spektrometru QE*

(ThermoQuest, USA) s iontovou pasti a statickymoesektrosprejem.
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3.3 Priprava sibiromycinu

3.3.1 Kultivace S. shiricum (Jurgen Felsberg, Csc., Ing. Markéta
Jelinkova, Csc.)

Inokulum bylo gipraveno zagkovanim 25 ml BG média sporami z agarové misky
s BG mediem a kultivaci néepace po cca 36 hodin. 50 ml média (dletpby) bylo
zaatkovano 2,5 ml inokula. Kultivace probihajici naawti trepace @i 28 °C byla
po ttech dnech ukarena a kultura byla centrifugovana (4 000 ot./mid,ndin, 4 °C).
Supernatant (fermentai médium) byl pouzit k dalSi analyze.

3.3.2 LLE

Vyvinutou LLE metodou bylo fermentai médium extrahovano dvakrat hexanem,
poté byl sibiromycin z fermentaiho média extrahovatikrat do dichlormethanu. Tyto
extrakeni kroky byly provadny vzdy v ekvimolarnim mnoZzstvi. Mezi jednotlivymi
kroky bylo fermenténi médium centrifugovano (4000 ot./min, 10 min,@).°Frakce

dichlormethanu byly na z&vspojeny a odgany.

3.3.3 Preparativni HPLC

K findlnimu daisteéni sibiromycinu ziskaného jako primarni standarthlpouzita
preparativni HPLC metoda. Sibiromycin byl preparovAa kolod Phenomenex
Synergi Polar-RP (250 mm x 15 mm, 4 um). Vzorkyhykieny isokratickou metodou
s pouzitim mobilnich fazi 1ImM mravésm amonny o pH 4 - 100% acetonitril (30:70,
vlV). Byla zvolena optimalni jgtokova rychlost 4 ml/min a detekceri 230 nm.
Celkova doba jedné analyzy byla 30 min s r&ém ¢asem sibiromycinu 21 min.
Ziskané frakce byly spojeny, organicky podil bylpa@gn a vzorek byl lyofilizovan.
Identita izolovaného standardu bylaétena metodou hmotnostni spektrometrie (MS),

ziskana spektra jsou sm@sti kapitoly 4.5.
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3.3.4 Hmotnostni spektrometrie (RNDr. Miroslav Sulc, Ph.D)

Experimenty MS a M$ analyzy sibiromycinu a jehotipodnich derivat byly
provedeny na hmotnostnim spektrometru@®E“* (ThermoQuest, USA), ktery pouziva
jako analyzator iontovou past a ionimém zdrojem je staticky nanoelektrosprej. Kap
na elektrospreji bylo nastaveno na 1,2 kV a naprdttocce 30 V. Teplota vyiivané
kapilary byla 175 °C a n&d 10 V. Hmotnostni spektrum v pozitivnim modu bylo
meieno v rozsahu hodnot 150-20010z.Pro fragmentaci kolizhindukovanou disociaci
a nasledné MSexperimenty byla pouzita kolizni energie v rozs&@tii40 jednotek,
aktivatni ¢as 30 ms a okno pro w§bprekurzoru v rozsahu 3 hmotnostnich jednotek.

Manualni interpretace dat byla provedena s ohled@ipmopsana fragmenita pravidla.
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3.4 Stanoveni sibiromycinu

3.4.1 SPE
SPE metoda vyvinuta pro rutinni analyzy byla pravedna kolonkach Oasis MCX

(3ml) obsahujicich 60 mg sorbentu. Nac@u kazdé extrakce byla kolonka
kondiciovana 1 ml MeOH a nasledpromyta 1 ml HO. Po tomto kroku byly nanaseny
3 ml ferment&niho media obsahujiciho sibiromycin. Po zachycewrku na sorbentu
byla kolonka promyta 3 ml ¥, 3 ml MeOH a 1 ml fosfat/citratového pufru o pt8 7
v ekvimolarnim mnozstvi s methanolem. Nakonec hpir@mycin eluovan 1 ml
vodného roztoku NEDH-MeOH (1:99, v/V). Eludt byl odp&n na vakuovém

koncentratoru.

3.4.2 UPLC

Vzorky byly analyzovany na kol@nAcquity UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm,
1,7 um) s linearni gradientovou eluci (Tab. 3) sbimémi fazemi MeOH (A) a
0,1% TFA (B) a p optimalni pfitokoveé rychlosti 0,4 ml/min, teplétkolony 55 °C a
v rozmezi detekce 200-450 nm. Celkova doba anabgg 10,1 min, retami c¢as

sibiromycinu byl 6,3 min.

Tab. 3 Optimalizovana UPLC metoda

Cas (min) % A % B
0,0 5 95

10,0 65 35

10,1 5 95
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3.5 Stanoveni biologické aktivity sibiromycinu

Biologicka aktivita byla testovdna nanesenim 5-1D0 fgrment&niho média,
izolovanych frakci nebogistého sibiromycinu a jeho derivéatna sterilni tatik
z filtracniho papiru. Po odpeni methanolu byl téik prilozen na agarovou misku
zaatkovanou souvislym povlaked. rhizophila.Inhibice fistu byla zji§ovana po 18ti
hodinové inkubaci b 30 °C. V gipac pritomnosti zény byla jeji velikost vyhodnocena

zmefenim jejiho piiméru.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace extrakénich metod

4.1.1 Vyvoj LLE

Tato extrakni metoda byla vyvinuta pro zpracovavani velkéhojemio
ferment&niho média za &elem izolace sibiromycinu jako primarniho standar@yly
provadny pokusy s cilem nalézt optimalni organické roAtmllo, kterym by mohl byt
sibiromycin z vodného fermeniaiho media snadno extrahovan. Nutnou podminkou,
aby tato LLE metoda spra¥fungovala je, aby se pH fermetidho média po kultivaci
pohybovalo v rozmezi 7,0-7,7. Toto rozmezi pH byto nds mimo jiné i ukazatelem
spravre provedené kultivace.iPvyvoji metody byla testovanatyii bézna organicka
rozpoustdla: ethylacetat, diethylether, hexan a dichlorraethPo extrakci émito
organickymi rozpousgtly byly frakce odpgeny, vzorky rozpughy ve 100% MeOH,
v némz je sibiromycin dofe rozpustny a nasledirchromatograficky zanalyzovany.
Nejlepsi vytznost byla zji&ina @i extrakci dichlormethanem, ktery byl zvolen jako
optimalni rozpougdlo. Extrakce ethylacetateméta mnohem mensi wZnost. Déle
bylo owieno, Ze do diethyletheru a hexanu sibiromycinieepdzi. Tato skuteost
byla vyuzita pi vybéru hexanu jako vhodného rozpoidia pro pecisteni
ferment&niho média od nezadoucich latek. Tento krok byen chromatografickou
analyzou, kdy byl extrakt sibiromycinu skdm& vyznamg ociStén po pecisteni

hexanem.
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4.1.2 Vyvoj SPE

SPE metoda byla vyvinuta jako rutinni extrak metoda prekoncentrace vzork
sibiromycinu. Jak jiz bylo napsano, prvnim krokeno pyvoj a vylEr vhodné SPE
metody je zvoleni vhodného sorbentu. Z hlediskackézpovahy sibiromycinu byly
vybrany kolonky MCX zaloZené na kationtové wmi. Byl vyvinut nasledujici postup,
ktery zahrnoval kondicionaci kolonky, naneseni kmoivymyti slaks kyselych latek a

eluci vlastniho analytu.

Postup:

OASIS MCX 60 mg (Waters)

1 ml MeOH, 1 ml HO

3 ml ferment&niho media (sibiromycin)

3 mlHO

3 ml 0,5% CHCOOH

3 ml MeOH

1 ml fosfat/citratového pufru pH 7,8 — MeOH (50:50)
eluce: 3 ml NHOH — MeOH (1:99y/V)

Pritomnost sibiromycinu v kokeém eluatu byla chromatograficky testovana
vyhodnocenim retémich ¢asi a absorpnich maxim nalezenych latek. Absonp
maxima sibiromycinu 230 a 310 nm nevykazovala Zadegrovnalosti. Pro uplné
ovéieni identity eluatu byla pouZzita hmotnostni spekitrie. Z vysledi vyplynulo,

Ze se touto procedurou sibiromycidiepede na jeho methoxy-derivat, ktery vznika
reakci s methanolem v kyselém piesdi. Tento pokus byl @en i s ethanolem, kdy
byl ve vysledném eluatu identifikovan ethoxy-detivdoto vyznamné zjighi bylo
vyuzito @i dalSich MS analyzach, které byly také nutno oloxsat, tudiz bylo
vhodrgjSi sibiromycin rozpoust v acetonitrilu (ACN), kde tento derivat nevznika.
V piipace  SPE metody bylo zji8ho, Ze tento derivat vznika figpromyvani

methanolem, kdy je kolonka okyselena 0,5% kyseliociovou, kterd ma eluovat stab
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kyselé latky, ale jak se ukazalo, tento krok bylipact daného fermentaiho média

zbyteiny a byl nasledhvyiazen.

Vysledny postup SPE metody:

OASIS MCX 60 mg (Waters)

1 ml MeOH, 1 ml HO

3 ml ferment&niho media (sibiromycin)

3 mlHO

3 ml MeOH

1 ml fosfat/citratového pufru pH 7,8 — MeOH (50:50)
eluce: 3 ml NHOH — MeOH (1:99y/)

Pfi vyvoji metody byly jednotlivé eluaty ze vSech dith kroki SPE testovany
UPLC metodou naiftomnost sibiromycinu. V Z2adné z frakci nebyl sibmycin
nalezen, zehoz plyne, Ze celkova koncentrace zachycena naép@xi byla eluovana

az v poslednim ptgbném kroku.
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4.1.3 Srovnani SPE a LLE

Bylo zjiSttno, Zze SPE metoda je oproti LLE vhegi pi sériovych stanovenich
spotebovava velké mnoZstvi toxickych rozpauf, ale také dochazi k vyznamnym
ztratam sibiromycinu f@devsim v dsledku tvorby emulze, tudiz je metoda mélo
reprodukovatelna a Wina. Vyegznost a reprodukovatelnost SPE a LLE metody
(Tab. 4) byla zji&na g@idanim vzork sibiromycinu o znamé koncentraci (5 a
25 pg/ml) do media neobsahujiciho sibiromycin (k)aan naslednym provedenim dané
extrakni techniky Sestkrat na kazdé z koncefitfeh hladin. Ciselné hodnoty
vytéZznosti a reprodukovatelnosti byly ziskany goem koncentrace sibiromycinu
nalezené po provedeni extéak metody a skutemé koncentrace sibiromycindigané
pied vlastnim provedenim extéakk metody. Odchylka stanoveni vyjage

reprodukovatelnost extréki metody.

Tab. 4 VytéZznost SPE a LLE metody

Metoda Koncentrace (ug/ml) \W#tnost a reprodukovatelnost (%)
SPE 5 71,66% 3,55

25 74,75+ 5,18
LLE 5 31,67 + 21,07

25 35,34 + 21,66

Jak vyplyva z Tab. 4, SPE metoda je dvakratézrgfiSi a ma vyrazé lepsi
reprodukovatelnost. Na Obr. 6 je zobrazeno porovrou technik, kterymi lze
sibiromycin s reteénim ¢asem 6,3 min ziskat. Vyhodou SPE extrakce je, Z&lsem
tohoto izol&niho procesu neztracfide eluujici latky (s reteémim ¢asem 3,0-5,5 min)
jako v LLE. Jak bylo v této studii zj&to, jedna se o derivaty sibiromycinu, které byly

V7 vt
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Obr. 6 Porovnani UPLC analyzy sibiromycinu izolovaho pomoci SPE a LLE
Separ@ni podminkykolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 190MeOH, (B) 0,1% TFA,

gradient (min/% A) 0/5; 10,0/65; 10,1/5, teplotdday 55 °C,pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce
UV 200-450 nm.

Chromatogramyi. Izolace sibiromycinu pomoci SPE

2. Izolace sibiromycinu pomoci LLE
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4.2 Optimalizace chromatografickych metod

4.2.1 Vyvoj UPLC

Hlavnim cilem bylo vyvinout UPLC metodu pro rutirerialyzy hem genetickych
a mikrobiologickych pokus ¢emuz pedchazelo testovaniaznych typi kolon,
mobilnich fazi a podminek.

Byly testovany UPLC kolony BEH Phenyl, BEH ShieldBEH C18, z nichz

Jiz @i vyvoji SPE metody bylo zjigho, Ze hodnota pH ma na sibiromycin ama
vliv, nevhodné pH vede k jeho degradaci, coz byl@ieno i prvotni volbou
chromatografické separace v alkalickém pexit Tato volba byla zcela nevhodn4,
sibiromycin nebylo mozné z&ahto podminek stanovit, byl zcela degradovan. otoh
davodu byl testovan vliv pH na chromatografickou sepav rozsahu 3-10 a byly
sledovany zrny v symetrii piku. Symetrie piku se zlepSovala mid 3 do pH 4,
pii pH 4,5 a vysSim zala symetrie piku vyznamirklesat a s rostoucim pH postdpn
dochéazelo k vyrazijSi deformaci piku. Pro nasledujici analyzy bylalena hodnota
pH 4.

V dalSim kroku bylo zji&no sloZzeni vhodné mobilni faze. V kapalinové
chromatografii se v reverznim mddu ¢esji pouzivaji rozpousdla ACN, MeOH a
H.O. Pro prvotni analyzy byl zvolen acetonitril agagufr 1ImM mrave&an amonny
o pH 4. Ritomto sloZeni mobilni faze byla vyvinuta gradmrdé metoda (Tab. 5).
UPLC chromatogram zadhto podminek je uveden na Obr. 7. Z chromatogrérau
pozorovat nedostalBou separaci na zadni stéapiku sibiromycinu g = 2,2 min),
koeluce interference se sibiromycinem byla navickgzana MS detekci, proto bylo

potteba metodu modifikovat.
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Tab. 5 Metoda 1

Cas (min) % A % B
0,0 10 90
5,0 50 50
6,0 100 0
6,1 10 90
Separani podminky kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 190 ACN,
(B) 1mM HCOONH, pH 4, pratokova rychlost 0,4 ml/min, detekce UV 200-450 nm.
Z
< sibirormycin, f = 2.2 min
o0z
0ne
0044
onz
IIIJJD“J
0% 10 20 25 30 35 40 45 50
fr, Min
Obr. 7 UPLC chromatogram sibiromycinu analyzovanéhametodou 1
Separ@ni podminky kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 190 ACN,

(B) ImM HCOONH, pH 4, gradient (min/%

rychlost 0,4 ml/min, detekce UV 200-450 nm.

A) 0/10; 5,0/50; 6,0/100;1/80, pritokova
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Acetonitril byl nahrazen methanolem, organickym ifikétorem s nizsi eléni silou
a mravetian amonny 0,1% kyselinou trifluoroctovou, kteragakntow-parovécinidlo
interaguje se separovanymi molekulami a zvySujehjeqfinitu k povrchu stacionérni
faze. Ri tomto slozeni mobilni faze afip modifikaci gradientu bylo docileno
prodlouZeni retemiho ¢asu sibiromycinu t¢ = 6,3 min) a optimalni separace.
Poslednim optimalizenim parametrem byla teplota, ktera byla testovan@amezi
30-55 °C, a byl sledovéan jeji vliv na retamn cas sibiromycinu a na symetrii piku.
ZvysSujici se teplota kolony &wa pozitivni vliv na symetrii piku, reténi cas se
nentnil. Byla zvolena optimalni teplota kolony 55 °Catd® maximalni teplota byla
zvolena také s ohledem na dop@mi vyrobce kolon (maximalni teplota 60 °C) a
moznost degradace sibiromycinii pnalyze. Vyvinuté linearni gradientovd metoda je
shrnuta v Tab. 6.

Tab. 6 Metoda 2 (optimalizovana UPLC metoda)

Cas (min) % A % B
0,0 5 95

10,0 65 35

10,1 5 95

Separani podminkykolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 190MeOH, (B) 0,1% TFA,
teplota kolony 55 °Cpritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce UV 200-450 nm.

Tato metoda umozZznila spolu s prekoncefitte&SPE metodou nalézt krénvysoce
¢istého sibiromycinu i dalSi vyznamné latky, kteBtreptosporangium sibiricum
produkuje. Tyto latky byly identifikovany pomoci M&popsany v kapitole 4.5. UPLC

chromatogram zathto podminek je uveden na Obr. 8.
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Obr. 8 UPLC chromatogram sibiromycinu analyzovanéhametodou 2
Separani podminkykolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 190MeOH, (B) 0,1% TFA,
gradient (min/% A) 0/5; 10,0/65; 10,1/5, teplotdday 55 °C,pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce
UV 200-450 nm.

Pfi takto provedené UPLC analyze bylo ziskano pomBDA detektoru UV

spektrum sibiromycinu (Obr. 9), které odpovidalo USpektru popsanému

v literature 1428
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Obr. 9 UV spektrum sibiromycinu
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4.2.2 Vyvoj preparativni HPLC

Preparativni HPLC metoda byla vyvinuta zaelém finalniho pecisteni
sibiromycinu po LLE pouZzivaného v celé praci jakanslard. B vyvoji metody byly
pouzity a srovnany 2 kolony Phenomenex Luna a Rhenex Synergi. Pro tytocaly
byla zvolena kolona Phenomenex Synergi Polar-R®akioskytovala lepSi separaci.

Mobilni faze byla pejata z prvni testované UPLC metody, tj. 100% ACN a
1mM HCOONH, pH 4. V gipadt HPLC preparace byl zvolen ACN, nebloylo nutné
vyhnout se nezadouci methanolyze. Také uvedeny tpdfk sibiromycinu SetrjSi
nez TFA pouzivana ip rutinnich analyzach. Byly vSak zcela &miny podminky
separace, byl zvolen isokraticky mod, ktery nevygadiiouhé prodlevyip ekvilibraci.
Vliv obsahu organického modifikatoru na retenciepaaci sibiromycinu byl sledovan
v rozsahu 30 — 70 obj. %. Zvysujici se obsah adetarmél pozitivni vliv na separaci
a retenci. Pod#do se optimalizovat metodu s isokratickou eludl@zeni mobilni faze
1mM mravetan amonny o pH 4 a 100% ACN (30/A0y) pti optimalni piatokové
rychlosti 4 ml/min.

Vinova délka detekce sibiromycinu 230 nm byla zwalena zéklagl literarnich
udaji**?® a na zéakla#l spektra zobrazeného na Obr. 9, které bylo ziskgoraoci
optimalizované UPLC metody.

Takto vyvinutou HPLC metodou ve spojeni s LLE selgito ziskat 4 mgeistého

standardu (97 %), ktery slouzitglevsim pro poeby validace UPLC metody.

37



4.3 Validace UPLC metody

Caste&na validace metody byla provedena podle vahdao protokold®.

4.3.1 Kalibra ¢éni k¥ivka

Kalibracni piimka byla promitena v linearnim rozsahu 3,9-250,0 pg/nil, yySsi
koncentraci sibiromycinu se projevila Zna nelinearita. Roztoky o koncentraci 3,9;
7,8; 15,6; 31,2; 62,5; 125,0 a 250,0 ug/ml, z nibjta kalibra&ni zavislost sestrojena,
byly pripraveny n&edinim zasobniho roztoku o koncentraci 500,0 pg/ml%d00
methanolem. Rovnice linearni regrese vyhodnoceséch piki ma tvar:

y =1,1810% - 1,1310° (1)
Korelatni koeficientR dané rovnice méa hodnotu 0,999.

4.3.2 Mez stanovitelnosti (LOQ), mez detekce (LOD)

Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejnizSi koncentracaitkacni kiivky, kterou lze
stanovit s pesnosti do 20 % a spravnosti v rozmezi 80-120 % Mtekce (LOD)
ozn&uje nejnizSi koncentraci, ktera je danou metodotekidwatelnd. Jako mez
stanovitelnosti byla ozana hodnota koncentrace 3,9 pg/ml a j&ewva v nasledujici
kapitole (4.3.3) v Tab. 7. Mez detekce odpovidanoadl,2 pg/ml.

VySe uvedené parametry se vztahuji k moznostemijg@ouistrumentace. Jestlize
uvazujeme prekoncentraci stanovované latky z fetaieiho meédia, pak je tato
hodnota tolikrat mensi, kolikrdt bylo provedeno aadentrovani analytu. V daném
piipadt doSlo k ficetinasobnému zakoncentrovani stanovované latkgjzt mez
stanovitelnosti metody (LO@ je 130 ng/ml a mez detekce metody (L&Dje
40 ng/ml.
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4.3.3 Presnost

Presnost je definovana jako mira shody vystedgakovaného gteni homogenniho
vzorku. Hodnoty s relativni strodatnou odchylkou (RSD) do 15 % se posuzuji jako
piijatelné. Resnost metody byla stanovovana rfach koncentrich hladinach
3,9 (LOQ); 15,6 a 125 pg/mlfigemz kazdy z kontrolnich vzaikbyl meten Sestkrat
U kazdé koncenttai hladiny byla vypsitana RSD (Tab. 7).

Tab. 7 Vyhodnoceni ffesnosti metody

Skute&na koncentrace (pg/ml) RSD (%)

125,0 4,3
15,6 2,2
3,9 5,7

4.3.4 Spravnost

Spravnost je definovdna jako odchylka od spravn&uténé) hodnoty.
Pro vyhodnoceni spravnosti metody byla pra@ved nefeni sibiromycinu natéch
koncentr&nich hladinach 3,9 (LOQ); 15,6 a 125,0 pg/ml, kakdacentrani hladina
byla mefena SestkratvVyhodnocené&iselné hodnoty spravnosti metody v procentech
uvadi Tab. 8.

Tab. 8 Vyhodnoceni spravnosti metody

Skute&na koncentrace (pg/ml) Spravnost (%)

125,0 96,7
15,6 102,5
3,9 92,2
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4.3.5 Vytéznost

VytéZznost metody je dana pénem mnozstvi analytu ziskaného danou extmak
metodou k referami hodnot koncentrace. Pro zji&ti vytznosti SPE metody byly
provadny extrakce vzork o znamé koncentracitfianych do media (blank). Byly
provadny extrakce na dvou koncentrach hladinach 5 a 25 pg/ml, kazda koncefntia
hladina byla testovana Sestkrat. Z vysietigla vypatena vytznost SPE metody, ktera
meéla pri koncentraci 5 pg/ml hodnotu 71,66 + 3,55 % a meadentréni hladirg
25 pg/ml ngla hodnotu 74,75 + 5,18 %, coZ mimo jiné uvadil.Ta

4.3.6 Stabilita

Pro stabilitni studii byly vybrany roztoky sibiroripu rozpu&iné v MeOH o dvou
koncentranich hladinach (7,8 a 125,0 ug/ffl)Vzorky byly hodnoceny z hlediska
kratkodobé a dlouhodobé stability. Kratkodoba ditabidava informace o stabiit
vzorku kEhem jednoho dneipteplot 25 °C a wuje, jak se vzorkem zachazethem
zpracovani. Vzorky byly &teny po 0, 2, 4, 6, 8, 12 a 24 hod. Diky testovani
dlouhodobé stability I1ze zjistit stélost vzérkichovavanych ip teplog -20 °C v delSim
¢asovém intervalu. Vzorky byly &eny po 0, 1, 2, 3, 7 a 14 dnech. Pro tuto stabilitn
studii byly vzorky na obou koncentrsch hladinach rozdeny do vialek po 50 pl
na kazdy den stabilitniho dfeni, aby se zabranilo degradaci vzorkuisgbenym
opétovnym rozmrazovanim. Vyhodnocenim kratkodobé aultbolobé stability bylo
zjisteno, Ze sibiromycin rozpudty v MeOH je za danych podminek stabilni, nedochézi
k jeho degradaci. Dale bylo zj$to, Ze pi zamrazeni vzork pii dlouhodobé stabikit

dochézi po delSi détk mirnému zakoncentrovani vzark
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4.4 Produkce sibiromycinu na niznych typech médii

Produkce sibiromycinu byla testovana negnych typech médii, shrnuti a popis
téchto medii uvadi Tab. 10 v kapitole B celkovych 13 testovanych médii byla
pro znazoréni vybrana média SM, SS, Gause, M3 a M7, ktera ysmamr liSi
v produkci sibiromycinu (Obr. 10). Vysokou produlstbiromycinu se vyzraji SM a
M7 médium, naopak nizka produkce sibiromycinu bytgevena na M3 a SS médiu.
Diky tomuto pokusu byla navic na médiich & produkce dalSich latek a to taktéz
s rozdilnou intenzitou v zavislosti na typu médtaodukce sibiromycinu na médiu M3
je témef nulova, vznikaji zde vSak jeho derivaty, kteréujsmnohem polasi
nez sibiromycin a jejich struktura byla objgsa a je popséana v kapitole 4.5.
Porovnavaci studie rozdilné produkce na jednothivyediich nebyla doposud popsana.
Tato studie je kliem ke sporu, ktery se vede o Sgapopsanou chemickou strukturu
sibiromycinu. V této praci bylo zji&o, Ze kmers. sibiricumprodukuje ob jiz drive
popsané struktury, ale v zavislosti na meédiu aivadhich podminkach. &ktera média
produkuji pouze sibiromycin s jednou dvojnou vazhopyrrolovécasti Mr 475,2) a
néktera produkuji jak sibiromycin s jednou dvojnowzlvau Mr 475,2), tak s dtma
dvojnymi vazbami v pyrrolovécasti Mr 473,2). Podrob¥Si informace budou

prednttem dalSi studie.
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Obr. 10 Porovnani produkce Streptosporangium sibiricum na riaznych typech meédii
Separani podminky kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 1%0MeOH, (B) 0,1% TFA,
gradient (min/% A) 0/5; 10,0/65; 10,1/5, teplotdday 55 °C,pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce
UV 200-450 nm.
Chromatogramy: 1. Produkce na SM médiu

2. Produkce na M7 médiu

3. Produkce na M3 médiu

4. Produkce na Gause médiu

5. Produkce na SS médiu
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4.5 ldentifikace sibiromycinu a jeho derivati na zaklade
hmotnostni spektrometrie (RNDr. Miroslav Sulc, Ph.D)

UPLC off-line MS technikou byla potvrzena existera®ou tym sibiromycinu a
byly identifikovany dalSi, tive nepopsané derivaty sibiromycinu. Kazda izolévan
vysuSena UPLC frakce (1-4, Obr. 11) byla rekonetiina sonikaci v 50% ACN

s pridavkem 0,5% kyseliny octove/{) a analyzovana hmotnostni spektrometrii.

- Abs

04
02

02
04 12
09 J\/\AJ_LLJM

Obr. 11 UPLC analyza latek izolovanych SPE metodom SM media

Separani podminky kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 1%0MeOH, (B) 0,1% TFA,
gradient (min/% A) 0/5; 10,0/65; 10,1/5, teplotdday 55 °C,pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce
UV 200-450 nm.

Frakce 1 a 2: cukerné derivaty obouttgibiromycinu sMr 646,3 (1) a 648,3 (2)

Frakce 3: sibiromycin BIr 475,2 (Sib1)

Frakce 4: sibiromycin Mr 473,2 (Sib2)

f=. min
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Nasledujici hmotnostni spektra potvrzuji existermbou tym sibiromycinu,
jak s gitomnosti jedné dvojné vazby v pyrrologésti sMr 475,2 (Sib1l) a sumarnim
vzorcem G4H33N3O; (Obr. 12), tak se dvna dvojnymi vazbami v pyrrolovéasti
sMr 473,2 (Sib2) a sumarnim vzorcemads;1N;O; (Obr. 13). Ozn&eni Sibl a Sib2
bylo pouzito pouze pro iphlednost vtéto praci a nomenklatura budéesmgna

po dokorteni celého projektu.
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Obr. 12 Hmotnostni spektrum UPLC frakce 3 (Sibl)

(A) Hmotnostni spektrum dané UPLC frakce, (B) MS/MPBektrum prekurzoru am/z 476.2,
(C) fragmentani schéma fedpokladané molekuly.
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Obr. 13 Hmotnostni spektrum UPLC frakce 4 (Sib2)

(A) Hmotnostni spektrum dané UPLC frakce, (B) MS/MPektrum prekurzoru an/z 474.2,
(C) fragmentani schéma fedpokladané molekuly.
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Dale byly pomoci MS identifikovany chemické struktiwcukernych derivdt obou
typt sibiromycinu, které nebyly doposud v Zadné z katali popsany. Jejich struktury
jsou zobrazeny na Obr. 14 a Obr. 15 a odpovidajcfm 1 a 2.
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Obr. 14 Chemicka struktura cukerného derivatu sibiromycinu

sMr 646,3 a sumarnim vzorcem GH46N4O10 (frakce 1)
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Obr. 15 Chemicka struktura cukerného derivatu sibiromycinu

sSMr 648,3 a sumarnim vzorcem GH4gN4O1¢ (frakce 2)

Jelikoz se jedna o nové latky, které vykazuji takélogickou aktivitu
naK. rhizophila (Tab. 9) bude pednttem dalSi studie jejich izolace vest§im
mnozstvi fadow 1-5 mg) a bude nutné dir jejich strukturu pomoci nuklearni

magnetické rezonance (NMR).
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4.6 Stanoveni biologické aktivity

Biologicka aktivita fermentmiho média, izolovanych frakci &stych latek byla
stanovena pomoci testovani inhibidestu Kocuria rhizophila.V Tab. 9 je uvedena
intenzita biologické aktivity fermentaich meédii, jez byla vybrana pro znazorh
rozdilné produkce sibiromycinu (jako v kapitole Yal dale také intenzita biologické

aktivity frakci latek 1-4, jez byly identifikovarngyomoci MS (4.5).

Tab. 9 Biologicka aktivita fermentaénich meédii a izolovanych frakci

FERMENTACNI MEDIUM BIOLOGICKA AKTIVITA

SM +++

M7 +++

M3 +

Gause ++

SS 0

FRAKCE BIOLOGICKA AKTIVITA
1 (Mr 646,3) +

2 (Mr 648,3) +

3 (Mr 475,2) +++

4 (Mr 473,2) +++

Pozn.: +++ = vysoka, ++ =istdni, + = nizka, 0 = velmi nizka az

Zadna biologicka aktivita

Tento rychly a jednoduchy test byl ukazatelem initgrbiologické aktivity a slouzil

jako efektivni kontrola usi$né kultivace a naslednych extalkch kroki.
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5 ZAVER

Zasadni a prvotni problém této prace bylo ziskéaridardu sibiromycinu, ktery neni
komekné dostupny a je velice nestabilni. Postup extrakdesice v minulosti popsan,
ale jak se ukazalo, nebykiis efektivni a chybBly znalosti o tom, jak a za jakych
podminek se sibiromycinem pracovat. Proi@ly optimalizace a validace metody
stanoveni sibiromycinu UPLC metodou se nakonec iflod&olovat 4 mgZ istého
standardu (97,0 %).

Dale bylo zjiS¢éno, Ze dive uzivana LLE extrakce je mnohem maéwytézna a
reprodukovatelna nez néwyvinuta SPE. Jejimi dalSimi nespornymi vyhodami |
piedevsim jeji snadnost a rychlost provedeni. Cenpganatkem byla skutaost,
Ze metodou LLE dochazi k uplné ztralerivati sibiromycinu, které jsou polakj$i
nez sibiromycin. Jedna se o latky, které maji v stwuktite navic cukernou jednotku a
jejich Mr je 646,3 a 648,3. tPtestovani rozdilné produkc®. sibiricumna fiznych
typech médii bylo zji§nho, Ze wkteré z derivat jsou dokonce fednosti produkovany
na daném typu média.

Diky testovani produkce na@anych meédiich pomoci néwyvinuté SPE a UPLC
metody s off-line identifikaci pomoci MS byl #g8en spor o Spatpopsanou strukturu
sibiromycinu. Bylo zji&no, Ze existuji obdveé struktury sibiromycinu (Sib1, Sib2) a to
jak sMr 475,2, tak Mr 473,2. VySe zminé cukerné derivaty jsou odvozené grav
od €chto dvou struktur a jejichifitomnost je dkazem, Z€S. sibiricumprodukuje ob
molekuly Sibl a Sib2. Stejrjako oba typy sibiromycinu, tak i jejich cukernérraty
vykazuji biologickou aktivitu. DalSi newgSené otazky budourgrnttem budouciho

vyzkumu.
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