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Predmét objevu:

1. Jev spocivajici v tom, Ze stopkovytrusnd houba Oudemansiella mucida
(Schrad. ex Fr.) Héhn. produkuje pfirodni latku nazvanou mucidin, che-
mickym sloZenim methylester 6-fenyl-3-methyl-2-methoxymethylen-3,5-
-hexadienové kyseliny.

2. Vlastnost pfirodni latky nazvané mucidin, spoéivajici v jejim antibio-
tickém a¢inku na houby, véetné& patogennich kvasinek a vldknitych hub
(plisni).
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Pl‘edmé‘%m objevu je zjiSténi, Ze stopkovy- +{
"

trusnd % houba Oudggmangiella, .mucida *
(Schrad. FrJ Hohn. produkuje pfirodni
latku naz

kvasinek a vlaknitych hub (plisni).

Dosud jsou z protihoubovy§ch antibiotik po-
uZivdny zejména dva preparaty, vyrabéné
fermentacni cestou. Z toho jeden z nich —
fungicidin (synonymum nystatin) — je pro-
dukovan aktinomycetou Streptomyces nour-
sei. (U. S. pat. 2797 183) a druhy — griseo-
fulvin — je prcdukovan pomoci imperfektni
houby Penicillium griseofulvum (brit. pat.
784 618). Oba preparédty se aplikuji pievaz-
né perordlné&, pro povrchové pouZiti ve formé
masti nebo zdsypu se vyrabéji prislusné for-
my fungicidinu. V mensi mife se klinicky
pouZivaji jeSt& dvé& dalsi antifungdlni anti-
biotika, amphoterin B a pimaricin. Prvni je
produkovdno kulturou kmene aktinomycety
M 4575 (Antibiotics Annual 1955 — 1956, str.
579, Medical Encyclopedia, Inc., New York)
a druhy je syntetizovén aktinomycetou Strep-
tomyces natalensis ([Antibiotics Annual
1957—1958, str. 878, Medical Encyclopedia
Inc., New York). Amphotericin B se aplikuje
intravenézné, pimaricin v&tSinou povrchové.
Vzhledem k uvedenému nedostatenému po-
¢tu klinicky pouzitelnych antifungélnich an-
tibiotik a k jejich nikoliv zcela optimalnim
térdpeutickym a farmakologickym vlastnos-
tem, nemluvé o zndmém nebezpedi vzniku
rezistentnich patogennich mikroorganismi,
je otdzka ziskani novych klinicky aplikova-
telnych antibiotickych preparati neustile
aktudlni. Vysledky, které jsou predmétem to-
hoto objevu, predstavuji piispévek k reseni
uvedené obtiZné otdzky.

Zékladni ‘podstatou objevu je zjisténi, Ze
stopkovytrusnd- houba — basidiomyceta —
Oudemansiella mucida (Schrad. ex Fr.)
Hohn. produkuje za urcitych kultivaénich
podminek pfirodni latku nazvanou mucidin,
vykazujici prakticky vy¢znamny antibioticky
G¢inek na nejraznéjsi druhy kvasinek a vlak-
nitych mikroskopickych hub, vetn& druhi
patogennich pro ¢lovéka, zvifata a rostliny.
PFedpokladem objevu byla izolace ¢isté my-
celidlni kultury z pfirodni plodnice uvedené
basidiomycety, zjist&ni zdkladnich podmi-
nek jejiho riistu v laboratoii, vypracovani
technologicky pristupného postupu Kultivace
mycelia na tekuté Zivné padé, zjisténi anti-
fungélni aktivity kultury, vypracovdni vhod-
ného zplisobu extrakce aktivni latky, vyvinu-
ti metody jejiho kvantitativniho stanoveni a

stanoveni spektra jeji antibiotické aktivity. _

nou-mucidin, vykazujici-antibio-
ticky a&inek na houby, véetnd patogennich

Ziskani.¢istg§ myeelialni kultury
Oudemansiella mucida

Cista mycelidlni kultura uvedené houby

. byla.ziskéna explantitovou metodou. Po roz-

lomeni pi‘irodni kloboukaté plodnice byl z je-
ji vnitini ¢dsti pomoci sterilniho skalpelu za
aseptickfch podminek vyriznut kousek tka-
ne, ktery byl prenesen na povrch Sikmého
sladinového agaru ve zkumavce. Béhem in-
kubace v termostatu pfi 20°C v atmosfére
s 80 — 90 % relativni vlhkosti se z explan-
tatu rozrostla hyfovad vlakna, jeZ b&hem 12
dnii pokryla cely povrch agarové Zivné pii-
dy. Kultura je tvorena substratovym a vzdus-
nym bilym, vatovitym, asporogennim myce-
liem, tvoficim pro basidiomycety typické
prezky. Hyfy jsou vé&tSinou dvoujaderné (né-
kdy spontdnné& vznikaji jednojadernd hyfovéa
vlidkna), 2 a% 5 um silné. Cistota kultury by-
la kontrolovdna mikroskopicky i kultiva¢né
a kromé& toho byla prokdzdna moZnost zis-
kat z mycelidlni kultury houby jeji plivodni
kloboukatou formu, pomoci indukované fruk-
tifikace za prisluSnych podminek. S myce-
lidlni kulturou basidiomycety Oudemansiella
mucida l1ze pracovat s pouzitim obvyklych
mikrobiologickych technik a postupii.

Submerzni kultivace

Pri pFipravé submerzni Kultury basidiomy-
cety Oudemansiella mucida se myceliem ze
Sikmé agarové kultury naocCkovala sterilni
tekutd Zivna phida vhodného sloZeni (napfi-
klad 80 ml média obsahujiciho 3 % glukozy,
1,5 % kukufi¢ného vytazku s 50 % susiny,
0,15 kryst. MgS04 hodnota pH 5,5) v 500 ml
varné baice s plochym dnem, opatfené va-
tovou zatkou. Po inokulaci byla baiika inku-
bovdna na reciproké nebo rota¢ni tiepacce,
v temnoté&, pfi teploté 20 — 23°C a po do-
state¢ném ndristu mycelia (obvykle po 4
az 6 dnech) byl timto vegetativnim inokulem
1. generace oCkovéan dalsi pomnoZovaci stu-
pen, s pouZitim stejného média a stejnych
kultivaé¢nich banék (4 ml inokula na 1 bari-
ku). Po 4 — 5 dnech ristu na tfepacce byly
4 objemovymi procenty tohoto vegetativniho
inokula 2. generace otkovany bud kultivaéni
tfepackové baiiky, nebo laboratorni fermen-
tory s produkénim Zivnym médiem stejného
sloZeni, ale s 5 % gluk6zy. PFi vyzkumu bio-
logické a biochemické aktivity submerznich
kultur Oudemansiella mucida, p¥ipravenych
uvedenym postupem (téZ pii pouZiti jinych
typl Zivnych ptd) bylo zjisténo, Ze produku-
ji antibiotickou latku s vyraznym antifungél-

nim spektrem (tabulka 1).



TABULKA 1

Inhibi¢ni aéinky submerzni kultury O. mucida na riist bakterii,

hub

kvasinek a vlaknitych

Inhibiéni z6ny v mm
pfi plotnovém testu proti

BS BM EC PV CA

CP

SC PR FO AN BC

0 0 0 0 20

PoznéadmKky: PouZita 6denni subemrzni
kultura O. mucida. Mikrobiologickda plotno-
va difuzni metoda stanoveni antibiotické ak-
tivity. .

BS = Bac. subtilis, BM = Bac. mycoides,
EC = E. coli, PV = Proreus vulgaris, CA =
= Candida albicans, CP = Candida psedotro-
picalis, SC = Saccharomyces cerevisiae,
PR = Penicillium restrictum, AN = Aspergil-
lus niger, BC = Botrytis cinerea, FO = Fu-
sarium oxysporum.

Kvantitativni stanoveni antibiotické aktivity
0. mucida

Ke kvantitativnimu stanoveni antibotické
aktivity vzorkl submerzni kultury O. muci-
da byla vyvinuta mikrobiologicka plotnova
difazni metoda, pouZivajici druh kvasinky
(napfF. Candida albicans, Candida pseudotro-
picalis apod.) jako testovaci mikroorganis-
mus. Agarové Zivné médium (1 % glukozy,
0,5 % peptonu, 10 obj. % sladiny 12° ball.,
doplnéno na Zadouci objem destilovanou vo-
dou, hodnota pH upravena na 6,5, 2,5 % aga-
ru) bylo po rozpateni, prislusném ochlazeni
a naockovani testovaci kvasinkou rozlito na
vhodnou sklenénou misku nebo plotnu s od-
nimatelnym ramem. Po ztuhnuti byly v aga-
rové plotné korkovrtem vyfiznuty kominky
o priméru 6 mm, do nichZ bylo pipetovano
po 0,1 ml vhodné Fedénych fermentacénich
vzorkii a do vyhrazenych komink{i byly po-
dobné& pipetovany roztoky standardniho an-
tibiotického prepardtu. Zpocatku byl jako
pracovni standard pouZivan fungicidin, poz-
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déji — po izolaci krystalického preparétu
mucidinu — byly pouZivdny roztoky mucidi-
nu, v koncentraci 50,00, 25,00, 12,50, 6,25,
3,12, 1,56, 0,78 a 0,39 ug na 1 ml 60 % etano-
lu. Po inkubaci titra¢ni plotny pfi 32°C po
dobu 18 hodin byly ode¢itdny priméry inhi-
bi¢nich z6n bez nérlstu testovaciho mikro-
organismu, vyvolanych antibiotickym G&in-
kem mucidinu v testovanych fermentaénich
vzorcich a standardnich roztocich. Koncen-
trace mucidinu ve fermenta¢nich vzorcich
pak byla zjistovdna grafickym porovndnim
priméru inhibi¢nich vzorovych z6n stan-
dardu s priméry inhibi¢nich z6n fermentac-
nich vzorki.

Pomoci této metody bylo zjisténo, Ze sub-
merzni kultury O. mucida produkuji (v za-
vislosti na podminkédch kultivace a produk¢-
ni schopnosti pouzitého kmene houby (300
az 1200 wg mucidinu na 1 ml fermentaéniho
vzorku.

Graf na priloZzeném obrazku 1 ukazuje
typicky priib&h standardni kiivky mucidinu,
zkonstruované na zdkladé inhibi¢nich z6n
piislusejicich jednotlivym vySe uvedenym
koncentracim antibiotika pfi stanoveni jeho
antifungédlni aktivity popsanou metodou,
s pouZitim kvasinkny Candida pseudotropi-
calis jako testovaciho mikroorganismu.

‘Tabulka 2 dokumentuje typicky priib&h
submerzniho ristu a produkce mucidinu pfi
kultivaci O. mucida v laboratornim fermen-
toru a je z ni rovnéZz ziejmé, Ze antibiotikum
je prevazné pritomno v myceliu produkéni
houby.

TABULKA 2

Riist mycelia 0. mucida a produkee mucidinu v prithéhu submerzni kultivace
v laboratornim fermentoru a rozdéleni antibiotika mezi mycelium a fermentaéni tekutinu

fermenta¢nim

Obsah antibiotika ve

filtratu

Susina mycelia vzorku ferm. vzorku suchém myceliu

Dny mg/100 ml ug/ml ug/ml mg/g pH
3 554 stopy — stopy 51

5 805 32 — 3,98 49

Y & 1183 160 0,4 13,52 5,5
8 1492 281 0,6 18,77 6,4
9 1670 446 9,0 26,76 6,7
10 1560 915 10,4 33,01 6,8
11 1493 480 14,0 33,62 7,1




Poznamky: Produkéni Zivné meédium s 5
procenty glukézy, 1,5 % kukufi¢ného vytaz-
ku s 50 % susiny, 0,15 % kryst. MgS0O4, pH
5,5.

Laboratorni fermentor celkového obsahu
20 1, pln&ni 10 1 Zivného média, vzdusnéni
8 1 vzduchu/10 1 média za minutu, otad¢ky mi-
chadla 350 ot/min, teplota 293 °C.

Spektrum antifungdlni aktivity mucidinu

Po zjisténi antifungdlni aktivity mucidinu
(tab. 1) byla obdobnou metodou mikrobiolo-
gické difuzni titrace provérovédna jeji Sife.
Vysledky téchto testli prokéazaly vyraznou
antibiotickou aktivitu mucidinu proti vSem
testovanym houbdm, mezi nimiZ byly nésle-
dujici druhy: Candida albicans, Candida tro-
picalis, Candida pseudotropicalis, Candida
parapsilopsis, Candida zeilano, Candida guil-
lermondi, Candida cruzei, Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophy-
ton astero, Trichophyton rosaceum, Micro-
sporum canis, Sporotrichum schenckii, Coc-
cidioides immitis, Blastomyces dermatitis;
kromé uvedenych druhii hub, vyvolavajicich
mykotickd onemocnéni ¢lovéka a zvirat, in-
hiboval mucidin také rist nasledujicich pia-
vodcli houbovych chorob rostlin: Ascochyta
chrysanthemi, Botrytis cinerea, Botrytis fa-
bae, Ceratocystis piceae, Ceratocystis ulmi,
Cladosporium cladosporioides, Drechlera cy-
nodontis, Embellisia allii, Fusarium avena-
ceum, Fusarium nivale, Fusarium oxysporum,
Penicillium notatum, Pleiochaeta setosa, Rhi-
zoctonia solani, Verticillium albo-atrum. Kro-
mé téchto druhil, vyvoldvajicich nemoci ¢lo-
véka, zvitat nebo rostlin, inhiboval mucidin
riist vSech testovanych druht saprofytickych
hub, kvasinkovych i vldknitych. Tyto vysled-
ky dokazuji mimofddné& Siroké antifungélni
spektrum mucidinu. Srovnavaci experiment,
pii némZ byla sledovdna (pomoci mikrobiolo-
gické plotnové diftizni metody) antibiotickéa
aktivita mucidinu, pimaricinu a fungicidinu
proti riznym druhim prevaZné fytopatogen-
nich hub, prokdzal, Ze v pfipadé 14 ze zkou-
Senych 19 druhd hub byl mucidin nékolika-
ndasobné G¢innéjsi neZ pimaricin nebo fungi-
cidin. V téchto pfipadech vyvolal mucidin v
koncentraci 10 ug/ml minimélné stejnou ne-
bo veétd3i inhibi¢ni z6nu neZ desetindsobné
Koncentrace obou dal$ich uvedenych antibio-
tik.

Rozpustnost a extrahovatelnost mucidinu

S pouZitim papirové chromatografie a ex-
perimentdlni extrakce mucidinu z mycelia a
tekuté frakce fermentac¢niho vzorku bylo
zjisténo — v souhlase s vysledky zahrnuty-
mi v tabulce 2 —, Ze antibiotikum je prevaz-
né obsazeno v myceliu produkéni houby, od-
kud jej lze extrahovat nejriznéjdimi orga-
nickymi rozpoustédly, pocinaje metanolem a
konce etyléterem a petroléterem. Ve vodé je

mucidin nerozpustny. Odpaienim rozpousté-
del z extraktl produkéniho mycelia se ziskéa
olejovity koncentrat s aktivitou kolem 15 000
az 30000 wg mucidinu na 1 ml (v zdvislosti
na vysi obsahu mucidinu v myceliu), jehoz
roztoky v etyléteru vykazuji specifické ab-
sorbce v UV oblasti pri 205, 211, 223, 229,
237, 284, 292, 299 a 312 my, majici vztah k
pritomnosti aktivni latky. Uvedenéa charakte-
ristika rozpustnosti mucidinu a jeho absorb-
¢nich maxim v UV oblasti byla pozdé&ji ove-
fena s pouzitim krystalického preparatu an-
tibiotika.

Chemické sloZeni a struktura mucidinu

Sumérni vzorec mucidinu, poprvé zverej-
nény Vondrackem a sp. (C¢s. pat. 136495,
1970), je Ci1s6H1803. Podle vysledkli Vondréacka
a kol. (1969 — ustni sdélenf), pozdé&ji potvr-
zenych kolektivem Sedmera, Vondréacek, Ne-
rud, Musilek je mucidin methylesterem kyse-
liny 6-fenyl-3-methyl-2-methoxymethylen-
-3,5-hexadienové, coZ odpovidéd strukture

CO,CH,
|
O.—CH:C H-C H=|C—C=C|H
CHy OCHy

Farmakologické a klinické charakteristiky
mucidinu

Koordina¢nim pracovistém farmakologic-
kého a klinického vyzkumu byl Vyzkumny
listav antibiotik a biotransformaci v Rozto-
kdch u Prahy. Vysledky farmakologického
vyzkumu prokéazaly, Ze mucidin nevyvolava
imunitni reakci, neni alargenni, neni karci-
nogenni, jeho drazdivy efekt na kiiZi a oci
pokusnych zvirat (krélici) nepfresahuje fy-
ziologické limity, po externim podéni, intra-
muskuldrni aplikaci ani po aplikaci kardial-
ni punkci neni distribuovan do krevnfho obé-
hu, hodnoty LDso jsou: po intraperitonedlni
aplikaci 122,5 mg/kg, po perorélni aplikaci
825 mg/kg a po subkutdnni aplikaci 787 mg/
/kg (v3e u mysi). Pomoci radioaktivn& zna-
¢eného mucidinu byla prokéazana jeho dlou-
hodob& depozice v pokoZce, v misté jeho
piedchozi povrchové aplikace. Po jeho ex-
terni aplikaci nebyly pozorovdny Zadné ve-
dlejsi acinky. Lze shrnout, Ze vysledky far-
makologick¢ch studii pfeduréily mucidin pro
externi lokdlni aplikaci proti dermatomyké-
zam.

S ohledem na uvedené pozitivni vysledky
farmakologickych testli byly po jejich ukon-
¢eni a po schvéleni prislusnymi orgdny mi-
nisterstva zdravotnictvi CSR zahéjeny klinic-
ké zkousky s externi aplikaci vyvinutych 1é-
kovych forem mucidinu (mast a spray) pro-
ti rGznym mykotickym onemocnénim kiZe,
postihujicim podle oficidlnich statistik jednu
tietinu populace CSSR. Zkousky prob&hly na



¢tyfech klinickych pracovistich a byly za-
meéfeny predevS§im na ndsledujici skupiny
mykotickych onemocnéni pokoZky:
candidosis (Candida albicans apod.), epi-
dermofytie (Epidemophyton floccosum a po-
dobné, trichofytie (Trichophyton verucco-
sum, T. rubrum, T. mentagrophytes apod.),
keratomykézy (Pityrosporum orbiculare, Ma-
lassezia furfur, Microsporum minutissimum
apod.). Informativni prehled o terapeutickém
ucinku lékovych forem mucidinu pfi jejich
povrchové aplikaci na uvedené Ctyri skupiny
dermatomyko6z c¢lovéka podava tabulka 3.

TABULKA 3

Terapeuticky hi€éinek mucidinu p¥i léceni
hlavnich typii dermatomykoz

Procento
zcela vylééenych
Typ dermatomykozy pripadi
Candidosis 70
Epidermophytia 77
Trichophytia 96
Keratomycosis 96

Severografia, n. p.,

Technologické a klinické vyuZiti objevu
mucidinu

0Od samého pocatku objevu vlastnosti my-
celialni kultury basidiomycety Oudemansiel-
la mucida produkovat tucinné antifungdlni
antibiotikum byla vénovéna prislusnd pozor-
nost otdzkdm technoloigckého rozpracovani
a praktického vyuZiti. Svédci o tom zakladni
¢s. patent 136 492 (autor V. Musilek) o né-
zvu Zplsob pfipravy kultury pro vyrobu no-
vého protihoubového antibiotika, pokryvajici
fermentacéni ¢ast vyrobniho postupu a pred-
stavujici prvni prioritni Gdaj o antifungalnim
antibiotiku basidiomycety Oudemansiella mu-
cida. Pak néasledoval zavisly &s. patent 136 495
(M. Vondracka a kol.), pokryvajici zplisob
izolace mucidinu, ¢s. autorské osvédceni c.
173 349 (]. Capkové a kol.), zahrnujici zlep-
Zeni izola¢niho postupu a ptihldSka vynéle-
zu PV. 758-80 (L. Homolky a kol.), pokryvajici
dil¢i dpravu postupu fermentacni pripravy
mucidinu.

Prvni odbornd prace o mucidinu byla pub-
likovdna v roce 1969 ve Folia Microbiologica
(V. Musilek a kol., Fol. Microbiol. 14: 377—
387, 1969).

Po pozitivhim vysledku klinickych zkou-
Sek vydala Komise pro lé¢iva MZD CSR a
MZD SSR 13. 9. 1972 povoleni k vyrobé a kli-
nickému pouzivani mucidinu (obchodni né-
zev Mucidermin SPOFA) v 1ékové formé
spraye a masti.

zavod 7, Most
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