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ABSTRAKT

Za tcelem stanoveni sibiromycinu ve fermentatnim médiu Streptosporangium
sibiricum byla vyvinuta nova analyticka separacni metoda s vyuzitim ultrati¢inné kapalinové
chromatografie (UHPLC) s UV detekci. Nové vyvinuty postup extrakce na tuhé fazi zalozeny
na kationtové vyméné slouzil K prekoncentraci a precisténi fermenta¢niho média obsahujiciho
sibiromycin pied vlastni UHPLC analyzou. Metoda byla validovana a byla prokazana
linearita v koncentratnim rozsahu 3,9-250,0 pg/ml s korela¢nim koeficientem 0,999 a
vytéznosti v rozmezi 71,66+3,55 % az 74,75+5,18 %. V ramci testovani meze stanovitelnosti
bylo dosazeno hodnoty 0,18 pg/ml s ptesnosti vyjadienou relativni smérodatnou odchylkou
(RSD) 9,6 % a spravnosti 97,6 %. Vyvinuta metoda pomohla ke zjisténi vlivu 12-ti riznych
fermentac¢nich médii na produkci sibiromycinu a navic také dokazala tvorbu pfirodnich

analogil sibiromycinu, jez byly charakterizovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

ABSTRACT

A new separation and quantification method using ultra high-performance liquid
chromatography (UHPLC) with UV detection was developed for the detection of sibiromycin
in fermentation broth of Streptosporangium sibiricum. The solid phase extraction method
based on cation-exchange was employed to pre-concentrate and purify fermentation broth
containing sibiromycin prior to UHPLC analysis. The whole assay was validated and showed
a linear range of detector response for the quantification of sibiromycin in a concentration
from 3.9 to 250.0 ug/ml, with correlation coefficient of 0.999 and recoveries rating from
71.66+3.55 % to 74.75+5.18 %. Method limit of quantification of the assay was determined as
0.18 ug/ml and was verified with resulting RSD of 9.6 % and accuracy of 97.6 %. The
developed assay was used to determine the sibiromycin production in 12 different
fermentation broths. Moreover, several natural sibiromycin analogues/derivatives were

described with pilot characterization using off-line mass spektrometry.
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1 UVOD

1.1 Uvodni slovo o sibiromycinu

V soucasnosti je zndma velkd fada latek s antibiotickymi ucinky, avSak jen malé
mnozstvi z nich je vyuzivano v praxi. Tato skuteCnost a dale také nepfiméfené zachazeni
s antibiotiky vede k postupnému vytvareni rezistence bakterii na jiz zavedena a pouzivana
antibiotika. Vzhledem Kk této situaci je tfeba vénovat vice pozornosti studiu novych latek,
které by mohly vést k rozsifeni moznosti 1é¢by bakteridlnich onemocnéni.

Sibiromycin je pfirodni antibiotikum produkované aktinomycetami vykazujici nejen
pfedpokladané antibakteridlni ucinky, ale také Uc¢inky protinddorové. Nevyhodou tohoto
antibiotika a divodem prozatimni nevyuzitelnosti v praxi je zjiSteny kardiotoxicky efekt
na pokusnych zvifatech.!

Z hlediska chemické struktury (Obr. 1) je fazen do skupiny pyrrolo-1,4-
benzodiazepinovych antibiotik (PBD), jejichz spoleénym znakem 2z pohledu chemické
struktury je systém 3 kruhG — aromaticky, pyrrolovy a kruh schemickou strukturou 1,4-

diazepin-5-on.

Obr. 1 Chemicka struktura sibiromycinu popsana v roce 1988 autory Leber a kol.?

Z chemickych a fyzikalnich vlastnosti 1ze uvést dobrou rozpustnost v methanolu,
acetonitrilu a dichlormethanu a nerozpustnost ve vod¢ pii pH 7. Sibiromycin je bily prasek,
ktery se vyznaCuje stabilitou jak v krystalické formé, tak i v 100% roztoku methanolu.

Pro latku jsou v UV spektru charakteristicka dvé maxima (230 a 310 nm).



1.2 Sibiromycin a dalsi pyrrolo-1,4-benzodiazepiny

Prvni zminky o sibiromycinu a jeho zafazeni byly zaznamenany autory Gause a kol.
v roce 1969. Antibiotikum produkované aktinomycetou bylo izolovano na Sibifi a nasledné
nazvano sibiromycin. Producentem sibiromycinu byl na zdkladé¢ morfologickych a
fyziologickych znaki oznagen rod Streptosporangium a kmen Streptosporangium sibiricum.®
V roce 1996 vyuzili védci pokroku v oboru molekularnich technik a na zakladé 16S rDNA
analyz piivodni zatazeni do rodu Streptosporangium zpochybnili.*

Jak jiz bylo uvedeno, zdkladni skelet sibiromycinu odpovida chemické struktuie
pyrrolo-1,4-benzodiazepini. Do této skupiny antibiotik se fadi také anthramycin,
sibanomycin, tomaymycin, neothramycin, dextrochrysin, porothramycin a dalsi. Spole¢nym
rysem téchto latek je tvorba kovalentni vazby s guaninem v malém zlabku DNA. Tato vazba
je umoznéna pritomnosti asymetrického centra na Cl1, coz dava slouCeniné pravotocivé

vinuti. Diisledkem tvorby tchto adukti je inhibice syntézy DNA. >
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Obr. 2 Chemicka struktura pyrrolo-1,4-benzodiazepinii (A).
Metabolické prekurzory tomaymycinu, sibiromycinu,
anthramycinu a linkomycinu A (B)
Pozn. Pievzato z publikace®



1.3 Biologické ucinky sibiromycinu

Sibiromycin, stejn¢ jako mnoho dalSich pyrrolo-1,4-benzodiazepinti, se vyznacuje
kromé antibiotickych uc¢inkid také protinddorovou aktivitou. Zna¢nym piinosem a velkou
vyhodou pro jeho pfipadné vyuziti je maly vliv na kostni dfen. Pii klinickych vyzkumech na
mysSich bylo testovano protinddorové plisobeni na rizné typy nadort, nékteré z nadort se po
nekolika davkach sibiromycinu zcela ztratily. V ramci klinickych studii byl pozorovan vliv
davky sibiromycinu na zmény funkce jater, srdce a ledvin, pii¢emz byl objeven kardiotoxicky
efekt, ktery je zptisoben piitomnosti hydroxylové skupiny na uhliku C9.! Tento negativni jev
je pri¢inou dosavadni nevyuzitelnosti sibiromycinu v praxi. S vyuzitim moznosti tvorby
geneticky manipulovanych kmenii a dokonalou znalosti biosyntetické drahy by mohly byt

produkovany derivaty sibiromycinu bez uvedeného toxického efektu.

1.4 Metody stanoveni sibiromycinu

Publikace® zroku 1969 sice zvefejiiuje prvni poznatky o sibiromycinu, o jeho
chemické struktuie se vSak dozviddme v praci vydané o tfi roky pozdéji.11 Autofi1 uvadi
metody izolace sibiromycinu z fermenta¢niho média, postupy pieéisténi a Caste¢nou
charakterizaci chemické struktury. Pfi tomto vyzkumu bylo zjiSténo, Ze sibiromycin lze ziskat
extrakci v systému kapalina-kapalina (LLE) z fermenta¢niho média chloroformem,
ethylacetatem a dichlormethanem. Pro rutinni stanoveni €istoty takto ziskaného produktu byla
pouzivana metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC). Publikace dale uvadi, Ze sibiromycin
poskytuje pozitivni barevné reakce s ninhydrinem, chloridem Zelezitym a s diazoslou¢eninami
a dale je odbarvovan pfi reakci s manganistanem draselnym a roztokem Bry-H,O, coz bylo
vyuzivano k detekci latky. Chemicka struktura byla ¢aste¢né charakterizovana pomoci UV, IC
aNMR."

V uvedené publikaci'® byla poprvé zmifiovana chemickd struktura sibiromycinu
s relativni molekulovou hmotnosti 473,2 a sumarnim vzorcem Cy4H31N307. V nasledujicich
letech byla ve struktufe sibiromycinu upfesiiovana pozice cukerného zbytku, v roce 1982 bylo
prokazano, ze piirodni produkt na rozdil od syntetického tvoti pfednostné¢ C7 vazbu oproti
vazbé C9. Pokud pomineme tuto skutec¢nost, chemické struktury se v literatufe do této doby
shoduji. Zlom prichazi v roce 1988, kdy Leber a spol. izolovali sibiromycin ze stejného
kmene jako védci v publikaci z roku 1982, avSak popisuji chemickou strukturu sibiromycinu

(Mr=475,2), ktera se 1isi v absenci dvojné vazby (C1 — C11a) v pyrrolové Sasti.?



V roce 2009 vysla publikace tykajici se biosyntetické¢ drahy sibiromycinu. Poprvé se
zde objevuje HPLC separace sibiromycinu s UV a MS detekci. Jedna se o gradientovou
metodu Vv reverznim modu na koloné Zorbax Eclipse XDB-C8 s pouzitim mobilni faze o
slozeni kyselina trifluoroctova (TFA)/methanol (MeOH) a UV detekci pii 230 a 310 nm. MS
detekce byla méfena v pozitivnim modu na priuletovém analyzatoru s elektrosprejovou
ionizaci (ESI). Tato prace viak neuvadi limity detekce a kvantifikace metody.*

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat UPLC metodu s UV detekci pro rutinni
stanoveni sibiromycinu. Dale byla v pribéhu této prace vyvijena prekoncentratni SPE
metoda, ktera pomohla ke zjisténi rozdilné produkce sibiromycinu na riznych typech

fermenta¢nich médii.



EXPERIMENTALNI CAST viz Ptiloha

2 Vysledky a diskuze

2.1 Vyvoj a optimalizace extrakénich metod

V minulosti, jak je znamo z literatury,** bylo k izolaci sibiromycinu z fermenta¢niho
média vyuzivano extrakce v systému kapalina-kapalina (LLE). Na zakladé téchto poznatkt
vedly prvni kroky k testovani né€kterych rozpoustédel uvedenych v publikaci, nasledné se
pristoupilo k provéfeni dalSich béznych organickych rozpoustédel za ucelem ziskani
optimalni LLE metody s dostate¢nou vytéznosti a schopnosti ptecisténi vysledného produktu.
Ze zkouSenych rozpoustédel lze uvést ethylacetat, diethylether, hexan a dichlormethan.
V ethylacetatu a dichlormethanu je sibiromycin rozpustny, vét§i vytéznosti pii porovnani
téchto dvou rozpoustédel bylo dosazeno pii extrakci dichlormethanem, ktery byl nasledné
zvolen vhodnym rozpoustédlem pro extrakéni postup. Zjisténa nerozpustnost sibiromycinu
v rozpoustédlech diethylether a hexan dala moznost jejich vyuziti K eliminaci nezadoucich
necistot ve fermentacnim médiu. Z divodu vyssi schopnosti preciSténi byl pro tyto ucely
vybran hexan. Dilezitym parametrem zjisténym pii vyvoji této LLE metody bylo dodrzeni pH
fermentacniho média v rozmezi hodnot 7,0-7,7. VytéZnost extrakénich pokusii byla podlozena

UHPLC analyzami jednotlivych frakci.

Vysledny postup LLE metody byl nasledujici:
1. extrakce fermentacniho média hexanem za icelem piecisténi (2x opakovano)
2. extrakce sibiromycinu z fermentacniho média do dichlormethanu, vnémz je
sibiromycin rozpustny (3x opakovano)

3. spojeni a odpareni frakci dichlormethanu

Tento postup bylo vyhodné vyuZzivat pii zpracovani vyssiho mnozstvi fermenta¢niho
média. Proces LLE je vSak v dnesni dobé nahrazovan metodou extrakce na tuhé fazi (SPE),
jez ma oproti LLE fadu vyhod, které budou uvedeny nize pii porovnani obou extrak¢énich
technik.

SPE metoda byla vyvijena pfedevsim s cilem optimalizovat rutinni metodu, ktera by
zajistila rychlé ziskani precisténého a prekoncentrovaného sibiromycinu z fermenta¢niho

média. Pti vyvoji této extrakéni techniky je prvnim krokem k Gispéchu spravna volba sorbentu,
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moznosti vybéru jsou v dnesni dob¢ opravdu Siroké. V prvni fad¢ je tfeba zvazit povahu latky
a jeji vlastnosti. Bazicka povaha sibiromycinu vedla k predpokladu, ze dobré vysledky by
mohly poskytovat SPE kolonky zalozené na kationtové vymeéné, coz se v zavéru potvrdilo.
Jednotlivé kroky extrakéniho postupu na kolonkach Oasis MCX prosly celou fadou zmén, nez

bylo docileno SPE metody, ktera by byla pouzitelna pro rutinni métent.

Vysledny postup SPE metody:

OASIS MCX 60 mg (Waters)

1 ml MeOH, 1 ml H,0O

3 ml fermenta¢niho media (sibiromycin)

3 ml H,O

3 ml MeOH

1 ml fosfat/citratového pufru pH 7,8 — MeOH (50:50, v/v)
eluce: 3 ml NH,OH — MeOH (1:99, v/v)

Pii pohledu na postupy obou extrak¢nich technik (LLE a SPE) lze vyvodit nékolik
vyhod SPE metody. V prvni fadé SPE lze pouzit jako rutinni metodu vyuzitelnou pro bézna
sériova stanoveni a to piredev§im diky rychlosti a snadnosti provedeni. Dale také spotieba
rozpoustédel je oproti LLE podstatné nizsi. Navic SPE poskytuje mnohem lepsi vysledky ve

vytéZznosti a reprodukovatelnosti metody (Tab. 1).

Tab. 1 Vytéznost SPE a LLE metody

Metoda Koncentrace (png/ml) Vytéznost a reprodukovatelnost (%)
SPE 5 71,66 + 3,55

10 74,75+ 5,18
LLE 5 31,67 £21,07

10 35,34 +£21,66

Pfi prvnim pohledu na Obr. 3, ktery zobrazuje chromatogramy analyzovaného
sibiromycinu ziskaného obéma extrakénimi technikami, by se dalo usuzovat, Zze LLE
poskytuje vyssi schopnost precisténi produktu. Avsak jak bylo v této praci zjisténo, takové
precisténi neni zcela Zzadouci, jelikoz zplsobuje ztratu vyznamnych derivati sibiromycinu,

vvvvvv

nikoliv nové vyvinutou SPE.
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Obr. 3 Porovnani UPLC analyzy sibiromycinu izolovaného pomoci SPE a LLE

Separacni podminky: kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 100% MeOH, (B) 0,1% TFA, gradient
(min/% A) 0/5; 10,0/65; 10,1/5, teplota kolony 55 °C, prutokova rychlost 0,4 ml/min, detekce UV 200-450 nm.
Chromatogramy: 1. Izolace sibiromycinu pomoci SPE

2. Izolace sibiromycinu pomoci LLE

2.2 Vyvoj a optimalizace chromatografickych metod

Cilem prace bylo vyvinout rychlou a ti¢innou UHPLC metodu pro rutinni analyzy a
dale preparativni HPLC metodu pro ptecisténi sibiromycinu zpracovaného LLE technikou za
ucelem ziskani standardu, ktery nebyl na trhu dostupny. Optimalizaci obou metod
ptedchézelo testovani rtiznych typt kolon, mobilnich fazi a podminek.

V prvni fadé se pfistoupilo k vyvoji UHPLC metody, kterd byla zapotiebi k rychlé
kontrole kultivaénich pokusti. Na pocatku testovani této metody stdla spravna volba
stacionarni a mobilni faze. Z nékolika testovanych UHPLC kolon byla vybrana kolona
majici Sirokou oblast pH stability a poskytujici nejlep$i separaci. Mobilni fazi bylo tfeba
smefovat do kyselé oblasti, jelikoz z provedené pH zavislosti byla zjiSténa znacné nestabilita
sibiromycinu v alkalickém prostiedi. Nejprve byla vyvinuta gradientova metoda se sloZzenim
mobilni faze acetonitril a pufr ImM mravencan amonny o pH 4, ktera se vSak neosvédcila pro
piili§ rychlou eluci sibiromycinu (tg = 2,2 min) a s tim spojenou nedostate¢nou separaci.
Nasledujici volbou byla zadména acetonitrilu za methanol pro jeho nizs§i elu¢éni silu a

mravenc¢anu amonného za iontoveé-parové ¢inidlo 0,1% kyselinu trifluoroctovou (TFA). Po
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upravé gradientu do finalni podoby byla zvolena teplota kolony 55 °C. Na zaklad¢ analyz
za optimalizovanych podminek bylo zjistétno UV spektrum sibiromycinu s absorpénimi
maximy 230 a 310 nm. Vysledné UHPLC podminky a odpovidajici chromatogram jsou
zobrazeny v Tab. 2 a Obr. 4.

Tab. 2 Optimalizovana UPLC metoda

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

10,0 65 35

10,1 5 95

Separacni podminky: kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 100% MeOH, (B) 0,1% TFA, teplota
kolony 55 °C, pratokova rychlost 0,4 ml/min, detekce UV 200-450 nm.

Abs
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Obr. 4 UPLC chromatogram sibiromycinu analyzovaného optimalizovanou metodou
Separacni podminky: kolona Acquity UPLC BEH C18, mobilni faze (A) 100% MeOH, (B) 0,1% TFA, gradient
(min/% A) 0/5; 10,0/65; 10,1/5, teplota kolony 55 °C, pritokova rychlost 0,4 ml/min, detekce UV 200-450 nm.

Pro testovani jednotlivych metod a naslednou validaci bylo tieba mit k dispozici
standard, ktery vSak nebyl na trhu dostupny. Za ucelem ziskani vétStho mnoZzstvi Cistého
sibiromycinu byla vyuzita vySe popsana LLE, ktera byla vyhodné&jsi z hlediska zpracovani
vétstho objemu fermentacni tekutiny. Pro nasledné ptecisténi po LLE byla zvolena

preparativni kapalinova chromatografie. Znalosti ziskané pii vyvoji UHPLC metody pomohly

13



k snadngjsi optimalizaci této preparativni HPLC metody. Byla vybrana kolona Phenomenex
Synergi Polar-RP (250 x 15 mm, 4 um), na které se podafilo optimalizovat metodu s
isokratickou eluci o slozeni mobilni faze ImM mravencan amonny o pH 4 a 100% ACN
(30/70, vIv) pii pratokové rychlosti 4 ml/min, vinové délce 230 nm a nastfikovém objemu 100
ul. Retencni Cas sibiromycinu se pohyboval kolem tg = 21 min. Po zpracovani vzorku
odpafenim organické faze a néslednou lyofilizaci vodné faze byl ziskan standard o Cistoté

97%.

2.3 Validace UHPLC metody

Proces validace ma za kol na zdklad€ riznych parametrl provéfit spravnou funkcénost
metody. Validace byla provadéna dle zavedenych piedpist shrnutych ve valida¢nim

protokolu*2.

2.3.1 Kalibra¢ni krivka

Kalibraéni pfimka byla méfena v linedrnim rozsahu 3,9-250,0 pg/ml na
koncentrac¢nich hladinach 3.,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5; 125,0 a 250,0 pg/ml. Rovnice linearni
regrese vyhodnocend z ploch pikdi mé tvar y = 1,18:10°% — 1,13-10* s koeficientem

determinace 0,999.

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

Nejnizs8i koncentrace kalibracni kfivky stanovitelnd s ptesnosti do 20 % a spravnosti v
rozsahu 80-120 % je nazyvana mez stanovitelnosti (LOQ). Hodnota LOQ 3,9 pg/ml byla
vyhodnocena po Sesti opakovanych métenich s ptesnosti 5,7 % a spravnosti 92,2 %. Mez
1,2 pg/ml. Takto ziskand data jsou vztaZzena k pouzité instrumentaci.

Pii zohlednéni prekoncentrace vzorku SPE technikou lze ziskat limit stanovitelnosti
kvantifikovatelné mnozstvi sibiromycinu ve fermentaénim médiu, do vypoctu byla zahrnuta
hodnota LOQ, koncentra¢ni faktor 30 (3 ml fermenta¢niho média zakoncentrovana na 100 pl)

a vytéznost SPE metody 70 %.

14



2.3.3 Presnost a spravnost metody

Tyto parametry byly ovéfovany na 3 koncentra¢nich hladinach 3,9 (LOQ); 15,6 a 125
pg/ml po Sesti opakovanich. Pfesnost vyjadiena ve formé relativni smérodatné odchylky
(RSD) se pohybovala v rozmezi 2,2 - 5,7 % a spravnost v rozsahu 92,2 — 102,5 % (Tab. 3).
Hodnoty téchto parametrii potvrzuji skuteCnost, ze metoda poskytuje presné a spravné

vysledky.

Tab. 3 Vyhodnoceni spravnosti a piresnosti metody

Skute¢na koncentrace (pg/ml) Spravnost (%) RSD (%)
125,0 96,7 4,3
15,6 102,5 2,2
3,9 92,2 5,7
2.3.4 Vytéznost

Pro zjisténi vytéZnosti SPE metody byly provadény extrakce vzorkd o znamé
koncentraci ptidanych do media YEME (blank). Vytéznost SPE metody méla pii koncentraci
5 pug/ml hodnotu 71,66 + 3,55 % a na koncentra¢ni hladiné 25 ug/ml méla hodnotu 74,75 +
5,18 %.

2.3.5 Stabilita

Stabilitni studie tykajici se standardu sibiromycinu rozpusténého v methanolu se
tykala navozeni podminek béZznych pii rutinni praci se vzorkem a jeho skladovéani. Byla
hodnocena kratkodoba a dlouhodoba stabilita, pficemz kratkodoba poskytuje znalosti o
stabilité¢ vzorku béhem jednoho dne skladovaného pfi laboratorni teploté (25 °C) a vzorky
byly méfeny v intervalu 0, 2, 4, 6, 8, 12 a 24 hod. Dlouhodoba stabilita zjistuje stalost vzorkt
skladovanych pii -20 °C v delsim ¢asovém obdobi, v tomto piipadé po O, 1, 2, 3, 7 a 14
dnech. Vyhodnocenim téchto dat byly ziskany informace o znacné stabilité sibiromycinu
v roztoku metanolu a z vysledkti lze ucinit zavér, ze béhem beézné prace s roztokem
sibiromycinu nedochazi k jeho degradaci. V piipadé dlouhodobého skladovani v mraznici

muze dochazet k mirnému zakoncentrovani roztoku.
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2.4 Produkce sibirimycinu a jeho derivati v zavislosti na typu média

Jiz pfi vyvoji chromatografickych a extrakénich technik byly pozorovany zna¢né
odliSnosti pii pouziti riznych typu fermentacnich médii. Néktera z médii se vyznacovala
vysokou produkci sibiromycinu, v jinych byla produkce sibiromycinu potla¢ena na ukor
jinych latek. Tyto poznatky nebyly z literatury znamy, tudiz byla provedena studie shrnujici
vliv 12-ti riznych fermentac¢nich médii (M1, M2, M3, M7, M8, SM, SS, Gause, YEME, ISP4,
ISPM4, BG) na produkci sibiromycinu.

V ramci této studie byl sledovan nejen vliv na produkci sibiromycinu v médiu, ale také
na zmény v produkci dalSich dvou polarngjSich latek (oznaceni compound 1 a compound 2
bylo pievzato z publikace, jeZ je soucasti této prace). Tyto latky se staly pfedmétem zajmu,
jelikoz vykazovaly podobna absorpéni maxima jako sibiromycin (230 a 310 nm). Vyznamnou
produkci sibiromycinu poskytovala média M7 a M8, naopak médium YEME lze oznadit jako
médium s velmi nizkou produkei sibiromycinu. V minulosti vyuZivané Gause médium®
poskytovalo ve srovnani s M7 a M8 pfiblizné Ctyfikrat nizsi produkci sibiromycinu. Velky
rozdil byl téz v produkci sledovanych polarnéjSich latek (compound 1 a compound 2),
v nékterych médiich nebyly tyto latky nalezeny (M1, M2, SM, YEME, ISPM4), ve
veétsing ostatnich pievySovalo mnozstvi compound 2 nad compound 1.

Pro potiebu identifikace zminovanych latek byly jednotlivé frakce béhem UHPLC

analyzy preparovany a dale stanoveny offline MS analyzou (ESI+).
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Obr. 5 MS spektrum sibiromycinu s ptedpokladanou fragmentaci (MS? a MS?)
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Frakce, izolovana a pozdé&ji potvrzena jako sibiromycin, méla retencni ¢as v UHPLC
modu 6,3 min a MS analyzou poskytovala molekularni pik m/z 476,3. Struktura byla
potvrzena vicendsobnou fragmentaci za poskytnuti ofekavanych fragmenti odpovidajicich
molekule sibiromycinu (Obr. 5). Frakce s ozna¢enim compound 2 poskytla molekularni pik
S hodnotou m/z 649,3, jehoz hlavnim fragmentem v MS? spektru byl pik s hodnotou m/z
476,3 odpovidajici protonované molekule sibiromycinu (Obr. 6 A). Z interpretace téchto
hmotnostnich spekter se predpokladd, ze frakce compound 2 odpovidd novému analogu
sibiromycinu, ktery je navic obohacen o cukernou slozku. Frakce compound 1 je taktéz
obohacena o cukernou slozku, poskytuje molekularni pik s m/z 647,3 a totoZznou fragmentaci
jako compound 2 s rozdilem 2 hmotnostnich jednotek (Obr. 6 B). Uvedené struktury vsSak
nebyly potvrzeny NMR spektroskopii vzhledem k malému mnozstvi izolovanych UHPLC
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Obr. 6 MS spektra compound 1 (A) a compound 2 (B) s predpokladanou fragmentaci (MS? a
MS°)
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Kromé vyse popisovanych struktur byla mezi produkty nalezena také latka, ktera
eluovala za sibiromycinem a ktera poskytovala signal m/z 474,2 (Obr. 7). Fragmentace je
velmi podobnd fragmentaci sibiromycinu s rozdilem 2 hmotnostnich jednotek. Navrhovana
chemickd struktura vychazejici z fragmentacnich mechanismiit MS spekter se odliSuje od
struktury sibiromycinu v pfitomnosti dvojné vazby v poloze C1-Clla. Tato skute¢nost by
byla nasledné klic¢em ke sporu o chemickou strukturu sibiromycinu (viz vyse) a potvrzovala

by existenci obou typu struktur.
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Obr. 7 MS spektrum DH-sibiromycinu (m/z 474,2) a ptredpokladana fragmentace
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3 Zavér

V ramci této prace byla vyvinuta rutinni UHPLC metoda pro stanoveni sibiromycinu
ve fermentacnim médiu. Pro optimalizaci a validaci této metody bylo nutné ziskat standard
sibiromycinu, ktery nebyl komer¢né dostupny. Jiz diive popsané postupy LLE extrakce
nebyly dle testovani dostatecné u¢inné, tudiz byl vyvinut novy postup, diky némuz se podatilo
ziskat dostate¢né mnozstvi standardu sibiromycinu (97,0 %) pro Gcely optimalizace a validace
UHPLC metody.

Dale byly studovany odliSnosti vyvinutych extrakénich metod — LLE a SPE. SPE
technika se vyznacuje fadou vyhod. Mezi jeji pfednosti patii vytéznost, reprodukovatelnost,
rychlost a jednoduchost provedeni a nizsi spotfeba rozpoustédel. Pfi zvyhodnovani SPE
metody nelze opomenout fakt, Ze pfi tomto typu procesu nepfichazime o dilezité derivaty
sibiromycinu, které ve své struktufe maji navic cukernou slozku, coz se déje u LLE.

Validovana metoda stanoveni sibiromycinu byla vyuzita k souhrnné studii produkce
sibiromycinu na riznych fermenta¢nich médiich. V zavislosti na typu média byly pozorovany
zmény mnozstvi sibiromycinu, compound 1 a compound 2. Nésledné byly na UHPLC
isolovany piky majici podobna UV/VIS spektra jako sibiromycin a tyto latky byly
identifikovany MS analyzou. Vyhodnocenim MS spekter byl identifikovan sibiromycin (m/z
476,2) a predpokladané struktury jeho derivat. Jedna se o derivaty obsahujici ve struktuie
navic cukernou slozku a dale analog sibiromycinu (DH-sibiromycin) liSici se pouze
pfitomnosti dvojné vazby ve své molekule (m/z 474,2). Vzhledem k nedostatku materialu
nebyly tyto latky charakterizovany NMR analyzou.

Potvrzenim existence obou typu latek - sibiromycinu a DH-sibiromycinu - byl

objasnén vyse zminovany spor o chemickou strukturu sibiromycinu.
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