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Sandoz AG, Basel, Sveitsi

Meneteind uuden sienien vastaisen peptidiantibiootin valmistamiseksi ~ Forfarande

fér framstéllning av en ny antifungal peptidantibiot

Témén keksinnén kohteena on menetelmi uuden sienien vastaisen peptidi-

antibiootin 8§ 31794/F-1 valmistamiseksi, jolla on seuraavat qminaisuudet:

Sp. 178-180°C (haj.) [amorfinen/
Sp. 181-183°C (haj.) /kiteiren/

[Q]go = —p4° (¢ = 0,5 metanolissa)

20 « me oy e . T . .
[y = +37° (¢ = 0,5 pyridiinissd) /kiteinen/

UV-gpektri metanolissa (kuvic 1): absorptiomaksimit

A% o .
>\ max 194, B = 807; A max 225nm (olake),
B g3, A 2T6mi, EIF = 12,8, ) 28hmm (olake), E1% = 10,5
iem “* N\ max > Mem 70 N maxy > Mem w2

Ik-spektri KbBr:sséd /amorfinen/ (kuvie 2)

IR~spektri nujolissa [kiteinen/ (kuvio 3)

1 . . N D “ . . P . .
H-NMR-spektri (100 MHz DMSC:ss2), sisdisend standardina tetrametyyvlisilaani

(kuvio k)



M)

130--NMR-~spektri DhHmetanolissa (190 mg 1,5 ml:ssa

Dh—metanolia), sisdisens standardina tetrometyylisilaani, katso tauluk-
ko 1 (kiteinen),

alkuaineanalyysi: _

C53,9% HT,5% N 10,1 % 0 27,3 % [emorfinen/

C55,5-56,5% HT,5-7,7% ©N10,5-10,8%

0 25,5 - 26,0 % [kiteinen/. ‘

Taulukke 1

Kéytetty laitetta Bruker HX-90-E (valmistaja: Bruker-Spectrospin AG.,

Karlsruhe); 22,63 MHz, pyyhk#isylaajuus 6000 Hz, TMS = O miljoonasosaa

Miljoonasosia Mil joonsasosia Miljoonasosia
17€,2 75,5 ' 51,2
175,0 Th,0 39,7
173,7 71,0 38,8
172,6 | 70,5 36,6
172,0 69,7 34,8
171,8 68,0 32,8
171,7 62,2 . 30,6
168,6 58,3 26,7
157,7 o510 23,5
132,5 56,2 19,7
129,0 : 55,4 14,3
115,9 ' 52,9 11,1

76,6

Analyysid varten kuivattiin amorfinen aine 20°C: ssa korkeassa tyhjésséd ja
kiteinen aine kuivattiin korkeassa tyhjdssia kahden tunnin sjan 100°C: ssa.
S-3179L4/P~1:n molekyylipaino massaspektrometrisesti médritettynd oli 1050. Mole-
kyyliss# oleva typpi oli amidityppend.

Aine on helppeliukoinen metanoliin, etanoliin, pyridiipiin ja dimetyyli-
sulfoksidiih, vaikealiukoinen veteen, klorvoformiin, etikkaesteriin, eetteriin,
bentgeeniin ja hekseaanlin.

Yhdiste on stalbiilil vesipitoisessa metanclissa, pH~vAlilla 3-7,5%; alkali-
sella tei voimakkaasti happamalla pH~alueella tapahtuu hajoamiste ja samalla an-

tifungizen akliviteetin hividtd.



o .. . .

PPp& yysi - s 1ajoamistuotteena
Happaman hydrolyysin (6-n HC1/110°C) tulcksena saatiin haj -
myristiinihappoa, joka voitiin identifioida metyyliesterin muodossa.

Kiytettiessd ohutkerrcskromatogrammissa Merck'in piihappogeelivalmislevyjé,

kerrospaksuus 0,25 mm, antaa S 31794/F-1 seuraavat anarvot seuraavilla ajoliuok-

silla:
Juoksutusaine Rf—arvo
Kloroformi-metanoli-vesi (71 + 25 : k) 0,17  (0,k4)
Kloroformi~metanoli-jasdetikka (70 : 29 : 1) 0,19 (0,6)

Kloroformi-metanoli (2 ;1) 0,27 (0,5)

TEplét voidaan tehdd nikyviksi jodilla tai sopivan suihkutusreagenssin
avulla, Seuraava suihkutusreagenssi on osoittautunut hyvéksi:

Téydellisesti liuottimesta vapautéttua levyd suihkutetazan ensiksi seoksel~-
la, joka'sisélté& 0,5 % jéietikkaa etanoli/asetoni (1 : 1)-seoksessa. Sitten levy
pannaan noin T minuutin ajaksi klooriatmosfélriin, ja sen Jdlkeen ylimA#rdinen
Cl? puhalletaan pois voimakkaassa ilmavirrassa. Sen jélkeen suihkutetaan liuoksel-
la, joka sisZltdd yhden osan 0,05 molaarista KJ:n vesiliuosta + 4 osaa 0,5 %:sta
bentsidiinilivosta 20 %:ssa etikkahapossa. Antibiootti 8 3179L4/F-1 antaa tamin ke-
hityksen yhteydessd sinisen taplén.

Ninhydriinid kiytettidessid S 31T94/F-1 ei anna mit&in varii,

Samaan peptidiluokkaan kuin S 31794/F-1 kuuluvia sienien vastaisia metabo-
liitteja tunnetaan FI-hakemuksesta 752 696. Ne eroavat kuitenkin 5 31794/F-1:s5té
siind suhteessa, etté viimeksi mainitusta saadaan happamessa hydrolyysissd myris-
tiinihappoa eiké lindlihappoa kuten tunnetuista yhdisteistd. Rakenne-eroavuutena
'S~3]79h/F~1;ssé\on lislna kaksi H2N~CO—ryhméé, Jja C~ ja N-atomien lukumidri on eri.
Rakenteellisesta erosta johtuen uudella antibiootilla on erityisén hyvé sienien
vastainen vaikutus.

Keksinndn mukaiselle menetelmille on tunnusomaista, etti sienilajin
Acrophialophora limonispora nov. spec. Dreyfuss + Milller uutta kantaa NRRL 8095
viljellddn ravintovdliaineella tai ravintovéliaineessa, ja timdn jaélkeen yhdiste
S 31798/™1 siniéinsd tunnetulla tavalla eristetfisn viljelyviliaineesta ja puhdiste-
taan. Yhdistettd S 31794/F~1 tuottavan kannan viljelmi on talletettu USA:n maa~
talousministeriddtn (Northern Utilization Research and Development Divisicn).

Peoria, T1ll., USA, ja se on julkinen ja kdytettdvissi nimikkeelld NRRL 809%.

Kannan NRRL 8095 ominaisuudet

Uusi keksinndn mukaan kdytetiy sienilajin Acrophialophors limcnispora ncv.
spec. Dreyfuss + Miller kanta eristettiin Brittildisessd Kolumbiassa, Kanadassa

kerdtystd maaniytteests.



Uusi kanta NRRL 8095 sijoitettiin merfologisten ominaisuuksiensa perus-—
teella Hyphomycetes—-sukuun Acrophialophora Edward, mutts se el kultenkaan ozoit-—
tautunut yhdenmukaiseksi t8#mérn suvun kolmen tdhdn asti kuvatun lajin kenssa
(Samson ja Tariq Mahmod, 1970: The Genus Acrophialophora, Acta bot. Neerl. 19
(6); 804-808), joten uudesta kannasta NRRL 8095 kidytetdén vastedes uutena lajinsa
nimitystd Acrophialophora limonispora nov. spec.

Lajin A. limonispora NRRL 8095 vaaleénruskeasta tummanruskeaan vaihtelevat
konidioforit ovat useimmiten TOO*TBOOJP pitkii ja h~8/p paksuja, septisoituneita,
suoria tai lievisti kearevia, alaosastaan ja keskiosastaan haarautunattomia tai
muutamia kertoja hankahaaraisesti jakautuneita Jja niissd voi olla koko pituudelta
mystyréitd. Konidioforien kérkiin kehittyy symmetrinen tail asymmetrinen, useimmi-
ten kompakti, penisilliinin tapaisesti haarautunut jarjestelmé, jolloin useimmiten
konidioforien péddakselin viimeisiin soluihin kasvaa yksisoluisesta harvascluisiin
vaihtelevia, primaarisia sivuhaaroja yksitellen, vuorottelevasti, enimmékseen kui-
tenkin kaksittain vastakkaisesti tai kolmittain (hafvoin nelittdin) kiehkuramai-
sesti. N&iszd sivuhaaroissa on puolestaan sivussa tal k#rjesss useita sekundaari-
sia haaroja, Jotka voivat analogisesti olla tertidirisesti haarautuneita. Sekun-
daarisissa tal tertifdirisissé haaroissa on kiinni kdrjessé kahdesta kuuteen pul-
lommuotoisia, krjestd haarautuvia T-11 x 2,h~h/p:n suuruisia fialideja tiiviisti
léhekkdin. Erityisesti vanhemmissa viljelmissi voidaan havaita pieni# pensseli-
méisid osia, joissa on voimakkaastli pidentyneitd hasraosia.

Helposti hajeantuviin ketjuihin tyvihakuisesti muodostuneet lasinkuulaat
konidiot ovat sivusta katsottuna leveits sitruunan muotoisia ja niissi on tummem-
malta nAyttivid, pienid terdvid kidrkiosia, suuruudeltaan 3,2-4,2 x 3,C~3,S/p Jja
pinnaltaan sileitd tai heikosti mystyréméisid.

Kannalla NRRL 8095 on hyvin laaja‘kasvuoptimi va1lilla 200»2700, jolloin
2 %;ssa mallasuuteagarissa kehittyy 7 pidivissd noin 35-40 mm:n suuruisia kolonioi-
ta. Alempi kasvuraja on noin 4°C:ssa, ylempi valilla 33°-34°C.

2 %;lla mallasuuteagarilla olevat koloniat ovat ensikei vihertdvin valkoi-
sia ja hyvin kuohkean, valkoisen ilmahuovaston peittimid. I#én lisdytyessd varjdy-
tyy substraattihuovasto tummanruskeaksi. Aluksi muodostuneen ilmahuovaston peittéas
5-10 péivén kuluessa yh§ voimakkaammin tihedn méttésn mucdostavat konidioforit.
Konidiom#tids vaikuttaa ensiksi kullarkeltaiselta tai kellanvihreiltd, mydhemmin
vaalean—, tumman- tai harmasnruskealta.

Uutta kantas NERL 8095 voidaan viljelld koostumukseltaan sopivassa viljely-
alustassa tai viljelyaliustalla joko uposviljelmini tai pintaviljelm#na.

Uuden yhdisteen § 3179L/F-1 saamiseksi kiytet&in edullisesti upcsviljelmii,
Jolloin sopivat viljelyalustat, kuten esiﬁerkeissé i ja 2 on esitetty, ympiatién
uuden kannan NRRL 8095 konidio- tai huovastosuspensiolla ja haudobaan pH-vALlilla

3-8, edullisesti v#1ills 5-7,0 ja vélilla 15-20°C, eduliisesti valilla 18-27°C



olevassa limpdtilassa samalla himmentden, ravistellen ja/tai ilmastaen 48-360
tuntia, edullisesti 120-288 tuntia. '

Viljelyliemessd oleva huovasto—osa "avataan" mahdollisesli ja 8 31794/F-1
otetaan talteen uutto—'ja/tai adsorptiomenetelmillé sinédnsd tunnetulla tavallia.
Huovasto voidaan mydskin ensiksi erottaa viljelyliemesté sentrifugoimalla, vil-
Jjelmésuodos ja huovasto voidaan "aveamisen" Jilkeen uuttaa erikseen ja uutteita
voidaan késitelld edelleen erikseen tai yhdessé.

Yhdisteelld S 31794/F~1 on kiintoisia farmakodynaamisia ominaisuuksia ja
sitd voidaan k#yttdd léikeaineena. ’

Yhdisteelld S 31794/F-1 on antimikrobiaalinen vaikutus ennenkaikkea hiiveja
ja.sienié vastaan. Gram-positiivisten ja gram-negatiivisten bakteerien tavallisia
edustajia vastaan ei voitu tunnettujen menetelmien mukaan todeta mitiin vaikutus-—
ta, jota vastoin vaikutus erilaisia; ihmisille patogeenisia Candida-kantoja vas-
taan on erityisen selvd. Sarjalaimennuskckeessa, joka suoritettiin kéyttéen mal-
lasuutevéliainetta (2 ¥ mallasuutetta, pH 5,2-5,4) haudontaldmpdtilan ollessa 27°
ja haudonta-ajan 48-72 tuntia, éaatiin yhdisteelle § 31794/F~1 seuraavat véhin-

méisehkéisykonsentraatiot:

Kanta MIC {pq/ml)
Candida albicans 0,3
Candida krusei | ‘ 1
Candida tropicalis _ 0,3
Candida albicans 5897 0,3
Candida albicans H 12 0,3
Candida albicans Blast. res. . 0,03
Candida tropicalis CK L - 0,01
Candida albicans 439 0,03
Trichophyton mentagrophytes 32
Trichophyton quinckeanum >100
Blastomyces dermatitidis ' 100
Sporotrichum schenkii ~100
Aspergilivs niger 100
Aspergillus fumigatus 32
Microsporum canig : 100
Curvularia lunata | >100
Neurospora crassa >100

Vaikutus on osoitettavissa myds in vivo hiirilli Candida albicans~lajilla
suoritetuilla kokeellisen Sepsis-infektion menetelmflli. Keksinndn mukaista ainet-

ta voidsan tdmén vuoksi k#yttdd antimykoottisena aineena. Phiviannokset ovat



o

2-14 mg/kg subkutaanisesti tai 100~300 mg/kg peroraalisesti. Pdiviannos suurem-

mille nisdkkdille on 20-150 mg subkutaanisesti tai 1~3 g peroraalisesti.
Seuraavissa esimerkeissé, jotka valaisevat menetelmfin toteubtamista,

limpdtila on esitetty Celsius-asteina.

Esimerkki 1

Kannan NRRL 8095:n viljely

10 litraan ravintclivosta, joka sisdltédd litraa kohti ionivapaata vettd,
20 g glukoosia, 5 g kaseiinipeptonia, 3 g NaNOB, 1g KEHPOM’ 0,5 g KC1, 0,5 ¢

MgSOh; 7H20 ja 10 mg FeSOh.TH 0, ympétéén 1 litra kannan NRRL 8095 esiviljelméi

Jja haudotaan 10 litran vetoisissa lasisessa kdymisastiassa samalla himmentden
(150 kierrosta minuutissa) ja ilmastaen (1 litrs ilmaa/minuutti/litra ravinto—
livosta) 4 paivai 18%: ssa.

Léhtdaineena kiytettyd esiviljeimii ssadaan seuraavalla tavalla:

YmppdZmiseen kéytetty itid- ja huovastosuspensio valmistetaan kannan NRRL
8095 viljelmdstd, jota viljell&dn 10 paivad 27%: ssa agar-viliaineella, joka si-
sé8ltéd litraa kohti ioniva?aata vettd, 20 g mallasuutetta, 20 g agaria ja 4 g
hiivauutetta. Témin viljelmin iti8t ja huovasto siirretdin fysiologiseen keitto-
suolaliuokseen. T41ld suspensiolla ymp#tdsn 1 litra ravintoliuosta, joka sisdltid
litraa kohti ionivapaata vettd, 20 g mallasuutetta ja 4 g hiiveuutetta Ja haudo-~
taan kahden litran vetoisessa Erlemmeyer-kolvissa pydréravisteiukoneessa (180
kierrosta minuutissa) 2 paivai ETo:ssa. T&étad viljelylientd kéytetdsn ymppimate—
riaalina 10 litran vetoista lasista kéymisastia& varten.

Esimerkki 2

Kannan NRRL 8095:n viljely

Yhdisteen S 31794/F«1 saemiseksi &mpétéén terdksisessé kiymisastiassa oleva
50 litraa vdliainetta, joka sisdltés 200 g sakkaroosia, 10 g soijavalkuaista,

10 & hiivauutetta, 10 g mallasuutetta, 2 g KHEPOA’ 2 g Mg80),, T H20 litraa kohti
ionivapaata vettd 10 litralla sekundaarista esiviljelmis. Kiymisen annetaan kes-
t&8 12 paivas 24°%: ssa pH-alueella 5-7, ilmansy6tén ollessa 0,8-1,0 litraa ilmaa/
mipuutti/litra vdliainetta, jolloin kierroslukua nostetaan k&ymisen aikana 150:sid
h00:aan kierrosta minuutissa.

LidhtSaineena kiytetty esiviljelm# saadaan seuraavalla tavalla:

Kannan NRRL 8095 haudonta pienissé kaltevissa agarputkisss konidioiden sas—
miseksi suoritetaan 19 paivin ajan 27%: ssa vdliaineella, jonka kcostumus on seu-~
raava: 100 g sorbitolia (6-arvoinen alkoholi, heksitoli), 10 g tryptonia (kaseii-
nista sgaatua, tryptiscitua peptonia), 250 mg KB, POy, 250 mg MgS0), . TH, O, 250 ng
Ca(NOB)E.hHQO, 125 mg KC1, 16 mg FcSOh.'T H,0, 7 mg %n 80, . 7T H 0, 15 g agaria ja

niin paljon ionivapaata vettd, ettd tilavaudeksi tulee 1 Litra.



Primaarisen esiviljelmin valmistamiseksi ympat&dn 1 litra esiviljelmivali-
ainetta, joka sisflt#s 20 g mallasuutetta ja 4 g hiivauutetta ja niin paljen ioni-
vapaata vettd, ettid tilavuudeksi tulee 1 litra, kahden litran vetoisessa Erlen-

7 konidiolla 10 ml:ssa 0,9 %:sta NaCl-liuosta ja haudotaan

meyer~kolvissa 8-9 . 10
L paivaa 24°%: 5sa pydréravistelukolvissa kierrosluvun ollessa 180 kierrosta minuu-
tissa.

Sekundaarisen esiviljelmén valmistamiseksi ympétd&n 2 litraa primiiristé
esiviljelméd lasisissa kédymisastioissa 10 litralla esiviljelméviliainetta ja hau-~
dotaan 4 paivas 2ho:ssa, kierrosluvun ollessa 150 kierrosta minuutissa ja ilman-—

sy6tdn cllessa 0,5 litraa/litra vdliainetta/minuutti.

Esimerkki 3

Yhdisteen 31794%/¥F-1 eristaminen

~

90 litraan esimerkin 1 tai 2 mukaan saatua viljelylientd lis#tdin 90 lit-
raa etyyliasetaatin ja isopropanolin (U4:1)-seosta, ja seos homogenoidaan Ultra-
turrax-kojeella huoneen lémpdtilassa 30 minuuttia. Tim#n jilkeen erotetaan orgaa~
ninen faasi separaattorin avulla, ja uute haihdutetaan tyhjéssa enintdin 40%:ssa.
Uuntteen jadnnds kromatografoidaan 10-kertaisella m&aardlléd piihappogeelid (Merck;
0,06~0,2 mm). T&td tarkoitusta varten levitetdin raaksuute 1-2-kertaiselle mis-
rélle piihappogeelid (Merck; 0,2-0,5 mm), jolloin jainndksen liuokseen, mahdolli-
simman véhiisessi madrdssi metanolia (500 ml) tai metanolin ja veden 9:1-seosta
(500 m1), lis&t#idn piihappogeelid, ja sen jadlkeen liuotin poistetaan uudelleen
tyhjosséd. Ndin kylléstetty piihappogeeli suspendoidaan kloroformin ja metanolin
(65:5)~seokseen js puuromainen seos pannaan kromatografiapylvéén pddlle. Fluointi
aloitetaan kloroformin ja metanolin (95:5)-seckseila ja jatketaan sen Jjélkeen kak-
sinkertaistamalla kulloinkin metanolin osuutta aina %0 %:iin asti. Ne kromato-
grammifraktiot, joilla on antifungista aktiviteettia lajia Candida albicans vas-
taan, sekd yhdisteen 3 31794 /FP-1 metaboliitit ohutkerroskromatogrammialueella,
yhdistetian.

Néin saadut fraktiot kromatografoidaan metanolilla kdyttden 100-kertaista
m#drad Sephadex IH-20, ja jilleen yvhdistetisn fraktidt, joilla on antifungista
ektiviteettia, sekd fraktiot ohutkerroskromatografisen tuloksen perusteella. Nyt
voimakkaasti rikastettu antibiootti kromatografoidaan uudelleen kdyttden 100-ker~
taista mi&rdd piihappogeelis (Merck; 0,05-0,2 mm), jolloin eluointiin kdytetddn
kloroformi/metanoii/vesi (71:25:k)-seosta. Fraktiojiénndksisti tutkitaan ohutkey-
roskromatografisesti antibicotin 8 31794/F-1 pitoisuus ja puhtaat osat yhdistetidin

Alne liuotetaan piencen mdérsin metanolia ja sacstetsan 1isdsmalla eetterid, jol-



loin & 317_91;/F—-1 saadaan valkoisensa, amerfisena Jauheena. Korkeassa tyh)Ossd vi-
1illa 25—300 suoritetun kuivauksen jdlkeen.amorfinen S 31794/F-1 sulaa valillé
178-180° (hajcaa). Se kiteytetddn 10-kertaisesta midrdstd etikkaesteri/metancli/
vesi (80:12:8)-seosta, jollcin saadaan antibiootin S 31794/F-1 lankamaisia kitei-
t&. Sp. korkeassa tyhjossd 20°:ssa suoritetun kuivauksen jilkeen 181-183° (ha~-

joaa).



Pgtenttivaatimus:

Menetelmd uuden sienien vastaisén peptidiantibiootin § 31794/F-1 valmis-
tamiseksi, jolla on seuraavat ominaisuudet:

sp. 178-180°C (haj.) [emorfinen]

Sp. 181-183°¢ (naj.) /kiteinen?

(a7 = -2k (c

ﬁ%]go = +37° (¢ = 0,5 pyridiinissd) /kiteinen/

0,5 metanolissa)

Il

UV-spektri metanolissa (kuvio 1): absorptiomaksimit

1% _ apr.
A max 194nm, Eom = 8073 » nax 225mm (olake), |
1% = . 1% - . n-‘% B
Biem = 1325 N pax 276un, Biem = 12,83 X max 28knm (olake), Biem = 1050

IR-spektri KBr:ssé [Jamorfinen/ (kuvio 2)

IR-spektri nujolissa /(kiteinen/ (kuvio 3)

1H—NMRw-spektri (100 MHz DMSO:ssa), sisBisend standardina tetrametyyli-
silaani (kuvio 4)

1BC—NMR—spektri Dh—metanolissa (190 mg 1,5 ml:ssa Dh"metanolia), sisdisend

standardina tetrametyylisilaani, katso taulukko 1 (kiteinen),

alkuaineanalyysi: : .
C53,9% H7,5% N 10, % 0 27,3 % [amorfinen]
C 55,5 -~ 56,5 % H 7,5-7,7% N 10,5 10,8 %

0 25,5 ~ 26,0 % [kiteinen/

tunnettu siitd, ettd sienilajin Acrophialophora limonispora nov. spec.
Dreyfuss + Miller uutts kantaa NRRL 8095 viljelléén ravintovdliaineella tai ra—
vintovdliaineessa, j& t8&mén jilkeen yhdiste 5 3179L/F-1 sindnsi tunnetulla tavalla

eristetdén viljelyvaliaineesta ja puhdistetaan.
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