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Syklinen peptidi

Keksinndn kohteena on syklisié peptidi-renkaita,

joilla on yleinen kaava:
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sekd niiden happoadditiosuoloja. N3md renkaat ja niiden

suolat ovat kdyttodkelpoisia vdlituotteina valmistettaessa

puolisynteettisid sienenestoaineita.

Nditd renkaita valmistetaan deasyloimalla syklinen

peptidi-antibiocotti, jolla on yvleinen kaava:
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jossa R on tyydytetty tai tyydytt&mdtdn rasvahapposivu-
ketju ja Rl, RZ, R3 ja R4 ovat seuraavassa mddriteltyja
substituentteija.

| On keksitty menetelmd@ rasvahapposivuketjun, R, pois-
tamiseksi entsymaattisesti antamaan syklinen peptidi-
rengas. Menetelmd kidsittdd antibiootin altistamisen vesi-
pitoisessa vdliaineessa entsyymille, jota tuottaa
Actinoplanaceae-suvun erds mikro-organismi, kunnes pdéa-
asiallinen deasyloituminen on tapahtunut.

Tédmdan keksinndn erds edullinen menetelmd kdsittdid

entsyymin, joka on tuotettu mikro-organismilla

Actinoplanes utahensis NRRL 12052, kdytdn rasvahapposivu-

ketjun lohkaisemiseksi. Deasylointi suoritetaan tavallisesti

lisddmalld sopiva antibiootti A. utahensiksen viljelyyn

ja inkuboimalla viljelyd kunnes deasyloituminen on tdydel-
linen. T&ten saadut renkaat erotetaan kdymisliemestd alalla
tunnetuin menetelmin. Ndmd renkaat ovat kdyttdkelpoisia

sikdli, ettd ne voidaan asyloida uudelleen antamaan uusia
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antibijioottisia aineita.

Erityisesti keksintd antaa syklisen peptidi-renkaan,
jolla on kaava:

jossa Rl on H tai OH ja; kun Rl on H, on R2 H ja R3 ja

R4 ovat kumpikin H tai kumpikin OH, ja kun Rl on OH,

on R2 H, R3 on OH tai Cl—C6 alkyylioksi ja R4 on QH, tai
2

R on
0

n
—-C-NH, ja R3 ja R4 ovat kumpikin OH, sekd sen happo-
additiosuoloja.

Tdmdn keksinndn renkaiden erddssd suoritusmuodossa
Rl, R3 ja R4 ovat OH ja R2 on H. Tdmdn suoritusmucdon ren—
gas tunnetaan A-309123A-renkaana. A-30912A-rengas valmis-
tetaan deasyloimalla syklinen peptidi-antibiootti, jolla
on kaava II, jossa R on linoleoyyli, stearoyyli tai palmi-
toyyli ja Rl, R2, R3 ja R4 ovat samat kuin A-30912A-ren-

kaassa,
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Kun R kaavan II syklisessi peptidi-antibiootissa
on linoleoyyli, tunnetaan antibiootti A-30912 tekijéd
A:na, A:na, kun R on stearoyyli, tunnetaan antibicotti
tetrahydro-A-30912 tekijd A:na ja kun R on palmitoyyli
tunnetaan antibiocotti akuleasiini A:na.

A-30912 tekija A

A-30912 tekijd A on A-30912-seoksen, joka sisdltaa
myds tekijdt B, C, D, E, F ja G, tekijd. A-30912-seos
ja yksittdiset tekijidt A:sta G:hen ovat esittdneet Marvin
M. Hoehn ja Karl H. Michel U.S. patentissa 4 024 245.
A-30912-tekijd A on sama kuin antibiocotti A-22082, jota
ovat kuvanneet Calvin E. Higgens ja Karl H. Michel U.S.
patentissa 4 024 246.

U.S. patenttien 4 024 245 ja 4 024 246 julkaisemisen
jdlkeen on havaittu, ettd A-30912 tekijd A on sama kuin
antibiootti ekinokandiini B /ks. F. Benz et al., Helv.
Chim. Acta 57, 2459-2477 (1974) ja sveitsildinen patentti
568 386/. Antibiootti SL 7810/F on my®s tunnistettu ekino-
kandiiniksi B [ﬁ. Keller-Juslen, et al., Tetrahedron
Letters 1976 (46), 4147-4150 ja belgialainen patentti
834 2897,

Keller-Juslen, et al., ehdottivat kaavan II raken-
netta, jossa R=linoleoyyli, Rl, R3 ja R4 ovat OH ja R2
on H antibiocotille A-30912 tekijd A.

Tetrahydro-A-30912 tekijd A:lla (tetrahydro-SL
7810/F; tetrahydroekinckandiini B), jota on kuvattu bel-
gialaisesssa patentissa 834 289 ja jota on kuvannut
F. Benz et al., Helv. Chim. Acta 57, 2459-2477 (1974), on
kaavan IT rakenne, jossa R on stearoyyli, Rl, R3 ja R4
ovat OH ja R2 on H. Mukavuussyistd tdtd ainetta tdssd nimi-
tetddn tetrahydro-A-30912A:ksi.

Akuleasiini A

Akuleasiini A on akuleasiinisecksen, joka koostuu
vhdestd pddkomponentista (akuleasiini A) ja kuudesta ala-
komponentista (akuleasiinit B, C, D, E, F ja G), komponent-

ti. N&itd akuleasiini-komponentteja on kuvannut K. Mizuno,
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et al., U.S. patentissa 3 978 210. Kuten belgialaisessa
patentissa 859 067 on esitetty, on akuleasiini A:lla
todenndkdisesti sama syklinen peptidi-rakenne kuin.tetra-
hydro-A-30912A:1la, paitsi ettd stearoyyli-sivuketiju
on korvattu palmitoyylilld4.

A-30912A-rengas

Tdmdn suoritusmuodon uudella sykliselld peptidi-
renkaalla, ts. A-30912 tekijd A:n (ekinokandiini B:n,

SI, 7810/F:n), tetrahydro-A-30912 tekijd A:n ja akuleasiini
A:n renkaalla on sama kaavan I rakenne, jossa Rl, R3 ja
R4 ovat OH ja R2 on H.

Tamd rengas (A-30912A-rengas) on valkoinen amorfinen
aine, joka on liukoinen liucottimiin, kuten veteen, dime-
tyyliformamidiin, dimetyylisulfoksidiin ja metanoliin,
ja liukenematon sellaisiin liuottimiin kuin kloroformi,
tolueeni ja dietyylieetteri.

A-30912A-renkaalla on empiirinen kaava C34H51N7O15
ja molekyylipaino 797,83.

A-30912A-renkaan infrapuna-absorptiokirjo KBr-levyl-
18 on esitetty kuvassa I. Havaitaan seuraavat absorptio-
maksimit: 3340 leved (0H, H-sidottu), 2970, 2930 ja 2890
(CH vdli, alifaattinen CH3—, CH2— ja CH-ryhmissd), 1660
ja 1625 (useita karbonyyleja C=0), 1510-1550, 1430-1450
(CH liikkuva), 1310-1340, 1230-1260, 1080, 835, 650 leved
ja 550 levea c:m—l

A=-30912A-renkaan potentiometrinen titraus 66-%:sessa
vesipitoisessa dimetyyliformamidissa oscoittaa titrattavan
ryhmédn l&dsndolon, jonka pKa—arvo on n. 7,35 (alku-pH 7,32).

A-30912A-rengas voidaan erottaa suurteho-neste-
kromatografisesti (HPLC). A-309]12A-renkaan likimd&r&dinen
pidédtysaika (k') on 11,52 minuuttia, kun se erotetaan

HPIC:1la kdyttden seuraavia olosuhteita:
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pylvds: 4 x 300 mm

tdyte: ' piihappogeeli/c18 |

liuotin: - ammoniumasetaatti: asetonitriili:
vesi (1:2:97)

virtausnopeus: 3 ml/min.

paine: 2500 psi

ilmaisin: aaltopituudeltaan vaihdeltava
UV 230 nm:ssa

herkkyys: 0-0,4 A.U.F.S5.

A2=-30912A-renkaan valmistus

Substraatin valmistus

Tdmdn keksinntn A-30912A-rengas valmistetaan
A~-30912 tekijd A:sta, tetrahydro-A-30912 tekijad A:sta
tai akuleasiini A:sta. N&itd substraatteja voidaan sydttdd
puhdistettuina aineina, mutta ei ole olennaista, ettd ne
ovat puhdistettuja. Siten esimerkiksi A-30912-seosta, jos-
sa A-30912 tekijd A on pddkomponentti, voidaan kdyttdd
substraattina A-30912 A-renkaan valmistamiseksi.

A-30912 tekijd A

A-30912 tekijd A:ta voidaan tuottaa upoksissa aero-
bisesti fermentoimalla: 1) Aspergillus rugulosus
NRRL 8113-kantaa; 2) Aspergillus nidulans NRRL 8ll2-kan-
taa; 3) Aspergillus nidulans-var. echinulatus A-32204,
NRRL 3860-kantaa; 4) Aspergillus rugulosus NRRL 8039-kan-
taa; tai 5) Aspergillus nidulans var. roseus, NRRL
11440-kantaa.

Kun A. nidulans var. roseus NRRL ll440-kantaa
kdytetddn tuottamaan A-30912 tekijd A:ta, saadaan tekijoi-
den seos, jota mukavuussyistd nimitetddn A-42355 anti-
biootti=-seokseksi. A-30912 tekijd A on A-42355 antibiootti-
seoksen pddtekijd. A-30912 tekijdt B, D ja H ovat A-42355-
seoksen vdhdisid tekijditd.

Tetrahydro-A-30912A

Tetrahydro-A-30912A valmistetaan A-30912 tekijid

A:sta standardi-hydrausmenetelmin, jatkaen pelkistdmista
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kunnes linoleoyyli-sivuketjun kummatkin kaksoissidokset
ovat pelkistyneet,

Akuleasiini A

Akuleasiini A:ta valmistetaan kdyttdmilli
Aspergillus aculeatus NRRL 8075-kantaa, kuten on kuvattu
U.S. patentissa 3 978 210, johon tdssd viitataan.

Tdmdn keksinndn renkaiden erddssd muussa suoritus-
muodossa Rl ja R2 ovat kumpikin H ja R3 sekd R4 ovat kum-
pikin OH. Tdm&n suoritusmuodon rengas tunnetaan A-30912B=-
renkaana. A-30912B-rengas valmistetaan deasyloimalla syk-
linen peptidi-antibiootti, jolla on kaava II, jossa R on
linoleoyyli tai stearoyyli ja Rl, R2, R3 ja R4 ovat samoja
kuin A~30912B-renkaassa. '

Kun R kaavan II syklisessd8 peptidi-antibiootissa
on linoleoyyli, tunnetaan antibiootti A-30912 tekija
B:nd, Jja kun R on stearoyyli tunnetaan antibiootti tetra-
hydro-A-30912 tekijd B:ndi.

A-30912 tekijd B

A-30912 tekijd B on A-30912-seoksen, joka sisdltidi
myos tekijdt A, C, D, E, F ja G, tekijd. A-30912-seosta
ovat kuvanneet Marvin M. Hoehn ja Karl H. Michel U.S.
patentissa 4 024 245.

On havaittu, ettd A-30912 tekijd B on sama kuin
antibioottiekinokandiini C /ks. R. Traber et al., Helv.
Chim. Acta 62, 1252-~1267 (1979)/ ja sama kuin antibiootti
SL 7810/F-I1 (belgialainen patentti 834 289).

Traber, et al., ehdottivat kaavan II rakennettap
jossa R* ja R® kumpikin ovat H, R sekd R} ovat kumpikin
OH ja R on lincleoyyli antibiootille ekinokandiini C.
Antibiocotille tetrahydro-ekinokandiini C Traber, et al.,
ehdottivat kaavan II rakennetta, jossa Rl ja R2 ovat kumpi-
kin H, R3 sekd R4 ovat kumpikin CH ja R on stearoyyli.

Tetrahydro-A-30912 tekijd B

Tetrahydro-A-30912 tekijd B:1ld (tetrahydro-SL
7810/F-11; tetrahydroekinokandiini C), jota on kuvattu
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belgialaisessa patentissa 834 289 ja jota ovat kuvan-
neet R. Traber et al., Helv. Chim. Acta 62, 1252-1267
(1979) , on kaavan II rakenne, jossa Rl ja R2 ovat kumpi-
kin H, R3 sekd R4 ovat kumpikin OH ja R on stearoyyli.
Mukavuussyistd t&td ainetta nimitetddn tdssd tetrahydro-
A-30912B:ksi.

A-30912B-rengas

Tamdn suoritusmuodon uudeila sykliselld peptidi-
renkaalla, ts. A-30912 tekijd B:n (ekinokandiini C,
SL 7810/F-I1) renkaalla ja tetrahydro-A-30912B:n renkaalla
on kaavassa I esitetty rakenne, jossa Rl ja R2 ovat kumpi-
kin H ja R sekd R? ovat kumpikin OH. |

N.O.

A-30912B~-renkaalla on empiirinen kaava C 2014

Ja molekyylipaino 781,83,

34f57

A-30912B-renkaan valmistus

Substraatin valmistus

A-30912B-rengas voidaan valmistaa A-30912 tekijd
B:std tai tetrahydro-A30912B:std. Koska A-30912 tekijd
B ei ole antibiootti-seosten, Jjoissa sitd tuotetaan,
pdakomponentti, se tulisi puhdistaa md&drddn, jossa muut

mydtdtuotetut tekijdt poistuvat, ennen sen kdyttdd substraat-
tina.

A-30912 tekijad B

A-30912 tekij&d B:td voidaan tuottaa upoksissa aero-
bisesti fermentoimalla: 1) Aépergillus rugulosus NRRL
8ll3-kantaa; 2) Aspergillus nidulans var. echinulatus
A 32204, NRRL 3860-kantaa; 3) Aspergillus rugulosus NRRL
8039-kantaa; tai 4) Aspergillus nidulans var. roseus, NRRL
l1440-kantaa.

Kun A-30912 tekijd B:n tuottamiseen kdytetdin
A. nudulans var. roseus NRRL 1ll440-kantaa, saadaan tekijéi-
den seos, Jjota mukavuussyistd nimitetddn A-42355 antibioot-
ti-seokseksi. A-30912 tekijd A on A-42355 antibiootti-
seoksen pddtekijd. A~-30912 tekijdt B, D ja H ovat A-42355-

seoksen vdhdisid tekijoita.
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Tetrahydro-A-30912B

Tetrahydro-A-30912B valmistetaan A-30912 tekiji
B:std standardi-hydrausmenetelmin jatkaen pelkistdmistd
kunnes linoleoyyli-sivuketjun kummatkin kaksoissidokset
ovat pelkistyneet.

Tdmén keksinndn renkaiden erddssd muussa suoritus-
muodossa Rl, R2, R3 ja R4 ovat kukin H. T&dmin suoritusmuo-
don rengas tunnetaan A-30912D-renkaana. A-30912D-rengas
valmistetaan deasyloimalla syklinen peptidi-antibiootti,
jolla on kaava II, jos R on linoleoyyli tai stearoyyli ja
Rl, R2, R3 ja R4 ovat samoja kuin A-30912D-renkaassa.

Kun R kaavan II syklisessd peptidi—antibiootissa‘
on linoleoyyli, tunnetaan antibiootti A-30912 tekiji |
D:nd, ja kun R on stearoyyli, tunnetaan antibiootti tetra-
hydro~-A-30912 tekijd D:ni.

A-30912 tekijd D

A-30912 tekijd D on A-30912-seoksen, joka sisdltda
myos tekijdat A, B, C, E, F ja G, tekijd. A-30912-seosta
ovat kuvanneet Marvin M. Hoehn ja Karl H. Michel U.S.
patentissa 4 024 245.

On havaittu, ettd A-30912 tekijd D on sama kuin
antibiootti ekinokandiini D Zis. R. Traber et al., Helv.
Chim. Acta 62, 1252-1267 (1979)/ ja sama kuin antibiootti
SL 7810/F-I1 (belgialainen patentti 834 289).

Traber, et al., ehdottivat kaavan II rakennetta,
jossa Rl, Rz, R3 ja R4 ovat kukin H ja R on linoleoyyli,
antibiootille ekinokandiini D. Antibiootille tetrahydroeki-
nokandiini D Traber, et al., ehdottivat kaavan II raken-
netta, jossa Rl, R2, R3 ja R4 ovat kukin H ja R on stea-
royyli.

Mukavuussyistd nimitet&ddn tetrahydro-aA-30912 tekija
D:td (tetrahydro-SL 7810/F-11I; tetrahydroekinokandiini
D) tdssd tetrahydro-A-30912D:ksi.

A-30912D-rengas

Tdmdn suoritusmuodon uudella sykliselld peptidi-
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renkaalla, ts. A-30912 tekijd D:n (ekinokandiini D,
SL 7810/F-I1I) ja tetrahydro-A-30912D:n renkaalla on
kaavassa I esitetty rakenne, jossa Rl, R2, R3 ja R4 ovat
kukin H.

A-30912D-renkaalla on empiirinen kaava
C34H51N7O12 ja molekyylipaino 749,83.

A-30912D-renkaan valmistus

Substraatin valmistus

A-30912D-rengas valmistetaan A-30912 tekijd D:std
tai tetrahydro-A-30912D:std. Koska A-30912 tekijd D ei ole
antibiocotti~seosten, joissa sitd tuotetaan, pdidkomponentti,
se tulisi puhdistaa mddrddn asti, Jjolla muut mydtdtuotetut
tekijat poistuvat, ennen sen kdyttdd substraattina.

A-30912 tekijd D

A-30912 tekijd D:td voidaan tuottaa upoksissa
aerobisesti fermentoimalla: 1) Aspergillus rugulosus
NRRL 8l13-kantaa; 2) Aspergillus nidulans var. echinulatus
A 32204, NRRL 3860-kantaa; 3) Aspergillus rugulosus
NRRL 8039-kantaa; tai 4) Aspergillus nidulans var. roseus,
NRRL 11440-kantaa.

Kun A. nudulans var. roseus NRRL ll440-kantaa kay-
tetddn tuottamaan A-30912 tekijd D:td, saadaan tekijdiden
seos, jota mukavuussyistd nimitetddn A-42355 antibiootti-
seokseksi. A-30912 tekijd A on A-42355 antibiootti-seocksen
padtekijd. A-30912 tekijdt B, D ja H ovat A-42355-seoksen
vih&isii tekijoiti. |

Tetrahydro-A-30912D

Tetrahydro-A-30912D valmistetaan A-30912 tekiji

D:std standardi-hydrausmenetelmin, jatkaen pelkistdmistd
kunnes linoleoyyli-sivuketjun kummatkin kaksoissidokset ovat
pelkistyneet.

Tamdn keksinndn renkaiden vield erddssd suoritus-
muodossa ovat Rl ja R4 kumpikin OH, R2 on H ja R3 on Cl~-C6
alkyylioksi. Tdmidn suoritusmuodon renkaat tunnetaan
A-30912H-tyyppisind renkaina. A-30912H-tyyppiset renkaat

valmistetaan deasyloimalla syklinen peptidi-antibiootti,
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jolla on kaava II, jossa R on lineleoyyli tai stearoyyli
ja Rl, R2, R3 ja R4 ovat samat kuin A-30912H-tyyppisissad
renkaissa,

Kun R kaavan II syklisessd peptidi-antibiootissa
on linoleoyyli ja R3 on metoksi, tunnetaan antibiootti
A-30912 tekijd H:na, Jja kun R on stearoyyli ja R3 on me-
toksi, tunnetaan antibiocotti tetrahydro-A-30912 tekija
H:na.

Kun R kaavan II syklisessd peptidi-antibiootissa
on linoleoyyli ja R3 on C2—C6 alkyylioksi, tunnetaan anti-
biootit A-30912 tekijd H:n alempina alkyylioksi-homologei-
na, ja kun R on stearoyyli ja R3 on C2-C6 alkyylioksi,
tunnetaan antibiootit tetrahydro-A-30912 tekijd H:n alem-
pina alkyylioksi-homologeina.

A-30912 tekijd H

BA-30912 tekijad H on A-30912-seocksen, joka myds sisdl-
tdd tekijat A, C, D, E, F ja G, tekijd. A-30912-seosta
ovat kuvanneet Marvin M. Hoehn ja Karl H. Michel U.S.
patentissa 4 024 245. A-30912 tekijd H oli myShemmin 130y-—
detty A-30912-tekijid. A-30912 tekijd H:ta on selostettu
Karl H. Michel'in k&dsittelyn alaisessa patenttihakemukses-
sa, jonka otsikkona on ANTIBIOTIC A-30912 FACTOR H, pa-
tenttihakemus nro 117 739, jatetty 1.2.1980, ja se on
osittainen Jjatko patenttihakemukselle nro 46 875, jidtetty
8.6.1979 (josta nyt on luovuttu).

A-30912 tekijd H:n homologit

A-30912 tekijd H:n rakenteen keksimisen jdlkeen
tuli selvdksi tosiasia, ettd A-30912 tekijd H:n alemmat
alkyylioksi-homologit olisivat kayttdkelpoisia tuotteita.
Ennen tdtid ajankohtaa ei valmistetuilla alkyylioksi-johdan-
naisilla todettu olevan kdyttokelpoista tarkoitusta ja nii-
td valmistettiin ainoastaan ty®kaluiksi rakenteen mddri-
tystd varten. A-30912 tekijd H:n alempia C2--C6 alkyyliok-
si-homologeja valmistetaan A-30912 tekijd A:sta.

A-30912 tekijd A:ta valmistetaan fermentoimalla:
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1) Aspergillus rugulosus NRRL 8l1ll3-kantaa; 2) Aspergillus
nidulans NRRL 8ll2-~-kantaa; 3) Aspergillus nidulans var.
gchinulatus A-32204, NRRL 3860-kantaa; 4) Aspergillus
rugulosus NRRIL 8039-kantaa kuten on kuvattu belgialaises-
sa patentissa 834 289; tai 5) Aspergillus nidulans var.
roseus, NRRL 11440-kantaa.

Koska jokainen A-30912H-rengas sisidltdd amino-osan,
se voi olla suolojen muodossa. Tdllaiset suolat ovat myOs
kéyttékelpoisia vdlituotteina ja puhdistustarkoituksia var-
ten. A-30912H~renkaiden farmaseuttisesti hyvaksyttidvat
suolat ovat erityisen kdyttdkelpoisia, koska lopputuot-
teiden puhdistaminen vdhenee. "Farmaseuttisesti hyvaksyt-
tavat" suolat tarkoittavat suoloja, joissa tuotteen myrkyl-
lisyys kokonaisuutena la&mminverisille eldimille ei lisdédn-
ny.

A-30912H-renkaiden happoadditiosuoloja voidaan
muodostaa standardireaktiomenetelmin epdorgaanisen tai or-
gaanisen hapon kanssa. Edustavia epdorgaanisia ja orgaani-
sia happoija ovat kloorivety-, bromivety-, jodivety-, rik-
ki~, fosfori-, etikka-, bentsoe-, sulfamidi-, wviini-,
sitruuna-, maleiini-, sukkiini~, askorbiini-, glykoli-,
maito-, fumaari-, palmitiini-, koliini-, pamoiini-, lima-,
D-glutamiini-, d-kamferi-, glutaari-, ftaali-, lauriini-,
steariini-, salisyyli-, metaanisulfoni-, bentseenisulfoni-,
sorbiini-, pikriini-, kaneli- ja muut sopivat hapot.

A-30912H~renkaiden valmistus

Substraatin valmistus

A-30912H-rengas, ts. kaavan I yhdiste, jossa Rl ja
R4 kumpikin ovat CH, R2 on H ja R3 on metoksi, voidaan
valmistaa A-30912 tekiji H:sta tai tetrahydro-A-30912H:sta.
Koska A~30912 tekijd H ei ole antibiootti-seosten, joissa
sitd tuotetaan, pddkomponentti, se tulisi puhdistaa m&dr&an,
jossa muut myotdtuotetut antibiootti-tekijdt poistuvat,
ennen sen kdyttdmistd substraattina.

Substraatit kaavan I, jossa Rl ja R4 kumpikin ovat
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OH, R2 on H ja R3 on C2--C6 alkyylioksi, A-30912H-renkai-
den (A-30912H-homologien) valmistamiseksi valmistetaan
saattamalla A-30912 tekijd A tai tetrahydro~A-309]12A rea-
goimaan sopivan alkoholin kanssa vastaavan C2-C6 alkyy-
lioksi~johdannaisen valmistamiseksi. Koska A-30912 tekijd
A on antibiocotti-seosten, joissa sitd tuotetaan, pddkompo-
nentti, tdmid menetelmd on myds edullinen tapa A-30912 teki-
jd H:n ja tetrahydro-~A-30912H:n valmistamiseksi.

A-30912 tekijd H

A-30912 tekijd H:ta voidaan tuottaa upoksissa aero-
bisesti fermentoimalla Aspergillus rugulosus NRRL 8113-
kantaa tai Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440~
kantaa.

Kun A. nudulans var. roseus NRRL 11440-kantaa
kdytetddn A-30912 tekijd H:n tuottamiseksi, saadaan tekijdi-
den seos, jota mukavuussyistd nimitetddn A-42355 antibi-
ootti~seokseksi. 2-30912 tekijd A on A~42355 antibiootti-
seoksen pdidtekijd. A-30912 tekij&t B, D ja H ovat A-42355-
seoksen vdhdisiid tekijoita.

A-30912H-homologit

A-30912H~-homologit valmistetaan saattamalla A-30912
tekijd A tai tetrahydro-A-30912A reagoimaan sopivan vastaa-
van alkoholin kanssa muodostamaan haluttu alkyylioksi-
johdannainen, jolla on kaavan II rakenne, jossa Rl ja R4
ovat kumpikin OH, R2 on H ja R> on C2-C6-alkyylioksi. Tdmad
on edullinen menetelmd A-30912 tekijd H:n ja tetrahydro-
A-309k2H:n valmistamiseksi. Kaavan II, jossa R on stearoyy-
li ja R3 on C2-C6 alkyylioksi, A-30912H homologeja voidaan
valmistaa a) valmistamalla tetrahydro-A-30912A ja saatta-
malla se reagoimaan sopivan alkoholin kanssa alkyylioksi-
johdannaisen muodostamiseksi tai b) saattamalla A-30912 te-
kijd A reagoimaan sopivan alkoholin kanssa alkyylioksi-
johdannaisen muodostamiseksi ja pelkistdm&lld sitten li-
noleoyyli-sivuketjun kaksoissidokset.

Tetrahydro-johdannaiset

Tetrahydro-A-309122, tetrahydro-A-30912H ja kaavan
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II, jossa R3 on C2"C6 alkyylioksi ja R on stearoyyli,
yhdisteet valmistetaan A-30912 tekijbistd A ja H ja kaa-
van II, jossa R3 on C2-—C6 alkyylioksi ja R on linoleoyyli,
yvhdisteet standardi-hydrausmenetelmin, jatkaen pelkistd-
mistd kunnes linoleoyyli-sivuketjun kumpikin kaksoissidos
on pelkistynyt.

Tamdn keksinndn renkaiden vield erddssd suoritus-
muodossa Rl, R3 ja R4 ovat OH ja R2 on karboksiamidi.
Tdmin suoritusmuodon rengas tunnetaan § 31794/F-l-renkaana.
§ 31794/F-1l-rengas valmistetaan deasyloimalla syklinen
peptidi-antibiootti, jolla on kaava II, jossa R on myris-
toyyli ja Rl, Rz, R3 ja R4 ovat samat kuin S 31794/F-1-
renkaassa.

S 31794/F-1

Tamdn keksinndn § 31794/F-l-rengas saadaan deasyloi-
malla syklinen peptidi-antibiootti S 31794/F-1.

Antibiootti S 31794/F-1, joka on esitetty saksalai-
sessa Jjulkiseksitulojulkaisussa 2 628 965 ja U.S5. paten-
tissa 4 173 629, on sienenestoyhdiste, jota tuottaa '
Acrophialophora limonispora nov. spec. Dreyfuss et Muller
NRRL 8095. § 31794/F-1:11d on seuraavat tunnusarvot: sp.
178-180°C (hajoaa) (amorfinen) tai 181-183°C (hajcaa)

(kiteinen) ; ﬁ{]go - 24° (¢ 0,5, CHBOH) tai +37O (¢ 0,5,
metanoli (kiteinen)); UV absorptio-maksimit metanclissa
- 1% _ s 1z _
194 nm:ssi (Elcm = 807), 225 nm:ssid (olake) (Elcm = 132),
. 1 _ R 1% _ .
276 nm:ssd (Elcm = 12,8) 284 nm:ssd (olake) (Elcm = 10,5);

13

C~NMR=kirjo deuterometanolissa (190 mg 1,5 ml:ssa deutero-

metanolia, tetrametyylisilaani sisdisend standardina) seu-

raavin tunnusarvoin (kiteinen):
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PPM PRM PEM
176,2 75,5 51,2
175,0 74,0 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 57,0 23,5
132,5 56,2 19,7
129,0 55,4 14,3
115,9 52,9 11,1
76,6

seuraava likimddrdinen alkuaineanalyysi (kiteisen aineen
2-tuntisen kuivaamisen jdlkeen suurtyhjdssi lOOOC:ssa):
55,5-56,5 % hiilta, 7,5-7,7 % vetya, 10,5-10,8 % typped

ja 25,5-26,0 % happea. S 31794/F-1 liukenee helposti meta-
noliin, etanoliin, pyridiiniin, dimetyylisulfoksidiin

ja on niukkaliukoinen veteen, kloroformiin, etyyliasetaat-
tiin, dietyylieetteriin, bentseeniin ja heksaaniin; Jja

581118 on sienenestovaikutus, erityisesti Candida albicans'ia

vastaan.

Antibicotilla 5 31794/F-1 uskotaan olevan kaavan
II rakenne, jossa R on yhtdkuin myristoyyli, Rl, R3 ja R4
ovat OH ja R2 on karboksiamidi.

S 31794/F-l-rengas

Taman keksinndn uudella sykliselld peptidi-renkaalla,
ts. antibiocotin 8§ 31794/F-1 renkaalla, uskotaan olevan
kaavassa 1 esitetty rakenne, jossa Rl, R3 ja R4 ovat OH
ja R2 on karboksiamidi.

S 31794/F-1-renkaalla on empiirinen kaava

C35H52N8016 ja molekyylipaino 840,87.
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S 31794/F-l-renkaan valmistus

Subtraatin valmistus

Tdm&dn keksinndn 8 31794/F-l-rengas valmistetaan
antibiootista 8 31794/F-1.

Antibioottia S 31794/F-1 valmistetaan upoksissa
aerobisesti viljelemdlld Acrophialophora limonispora
NRRL 8095:td. Tdmd mikro-organismi on osa pysyvdstd vil-
jelykokoelmasta keskuksessa Northern Regional Research
Center, U.S. Department of Agriculture, Agricultural
Research Culture Collection, North Central Reagion, Peoria,
Illincis 61604, josta sitd on yleisdn saatavissa merki-
tylld NRRL—numerolla. _

Koska jokainen rengas sisdltdd amino-osan, ne voi-
vat esiintyd suolojen muodossa. Tdllaiset suolat ovat my&s
kdyttokelpoisia vdlituotteina ja puhdistustarkoituksia
varten. Ndiden reankaiden farmaseuttisesti hyvdksyttavit
suolat ovat erityisen kdyttokelpoisia, koska lopputuottei-
den puhdistus vdhenee. "Farmaseuttisesti hyvaksyttavat"
suolat tarkoittavat suoloja, joissa tuotteen myrkyllisyys
kokonaisuutena ldmminverisille eldimille ei lisaanny.

Ndiden renkaiden happoadditiosucloja voidaan muodos-
taa standardi-reaktiomenetelmin epdorgaanisten ja orgaanis-—
ten happojen kanssa. Edustavia epdorgaanisia ja orgaanisia
happoja ovat kloorivety-, bromivety-, jodivety-, rikki-,
fosfori-, etikka-, bentsoe-, sulfamidi-, viini-, sitruuna-,
maleiini-, sukkiini-, askorbiini-, glykoli-, maito-,
fumaari-, palmitiini-, koliini-, pamoiini-, lima-, D-gluta-
miini-, d-kamferi-, glutaari-, ftaali-, lauriini-, stea-
riini-, salisyyli-, metaanisulfoni-, bentseenisulfoni-,
sorbiini~, pikriini-, kaneli- ja muut sopivat hapot.

Kddnteis-faasi suurteho, pienpaineneste-kromatogra-
fia (HPLPLC), kdyttden piihappogeeli/ClB-adsorbenttia,
on edullinen menetelmd yksittdisten antibioottien lopul-
lista puhdistamista varten. Tdssd menetelmdssd raaka anti-

biootti-seos, liuotettuna liuottimeen, pannaan pylvddseen,
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joka on tasapainoitettu samalla liuvottimella. Pylvis
eluoidaan sitten liuottimella. Koottuja jakeita tarkkail-
laan Candida albicans-biocautografialla ja/tai UV:1la |
(perustuu suhteellisiin piddtysaikoihin). Jakeet, jotka
sisdltdvdt samoja yksittdisid antibiocotti-tekijditid,
vyhdistetddn. Joskus on tarpeen suorittaa kromatografinen
lisderotus yksittdisten tekijtiden saamiseksi puhdistetus-
sa mucdossa.

A-30912:n tai A-42355:n raaka antibiocotti-seos
saadaan, esimerkiksi, uuttamalla koko lientd tai huovas=
toa metanolilla ja kloroformilla. Metanoli : vesi: asetonit-
riili (7:2:1) on edullinen liuotinsysteemi ndiden anti-
bioottien kromatografiaa varten.

Raaka S 31794/F-l-antibiootti saadaan uuttamalla
koko lientd etyyliasetaatti:isopropanolilla (4:1) ja
kromatografoimalla uute.

Yksittdiset tekijdt voidaan tunnistaa kdyttdm&dlla
ohutlevykromatografiaa (TLC). Piihappogeeli on edullinen
adsorbentti.

A-30912 tekijdiden A-G Rf—arvot, kdyttden runsaasti
hiiltd sis&dltdvdd piihappogeeli-TLC:aa, bentseeni:metanoli
(7:3)-liuotinsysteemid ja Candida albicans-biocautografiaa,
on annettu taulukossa I.

Taulukko I
A-30912 tekijd R

-a
£ rvo

0,35
0,45
0,54
0,59
0,27
0,18
0,13

G 41 H 0O Q0w >

A~30912 tekijdiden A, B, C, D ja H likimddrdiset
Rf—arvot eri liuotinsysteemeissd, k&dyttden runsaasti hiiltd
sisdltdvad piihappogeeli-TLC:aa Jja Candida albicans-bio-

autografiaa, on annettu taulukossa II.
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A-30912 tekijdt A, B, D ja H voidaan tunnistaa
myos analyyttiselld HPLPLC:lla kédyttden seuraavia olosuh-
teita:
pylvés: lasia, 0,8 x 15,0 cm
tayte: Nucleosil® 10-Cy4
(Machery—~Nagel and Company) ;
pakattu kdyttden esimerkin

7 liete-pakkausmenetelmdd

livotin: metanoli:vesi:asetonitriili
(7:2:1)

ndytteen tilavuus: 8 mcl

nidytteen koko: 8 mcg -

pylvddn limpdtila: ympadristdn ldmpdtila

virtausnopeus: 1,8 ml/min.

palilne: n. 200 psi

ilmaisin: UV 222 nm:ssd (ISCO Model

1800 Variable Wavelength
UV-Visible Absorbance Monitor)
pumppu: LDC Duplex Minipump

ruiskutus: vaihtosuuntainen ruiskutus.

Likim&drdiset pidatysajat A-30912 tekijdille A, B,
D ja H ndissd olosuhteissa on koottu taulukkoon III.

Taulukko III

A-30912 tekijd Piddtysaika (sekuntia)
A 792
B 870
H 990
D 1,140

Entsyymin valmistus

1. Tuottava mikro-organismi

Entsyymid, joka on kdyttokelpoinen tdmdn keksinndn
antibioottien deasylointiin, tuottavat tietyt

Actinoplanaceae-heimon mikro-organismit, edullisesti mikro-
organismi Actinoplanes utahensis NRRL 12052,

Entsyymi voi olla sama entsyymi, jota on kdytetty
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penisilliinien deasylointiin; tdtd tydtd ovat selostaneet
Walter J. Keinschmidt, Walter E. Wright, Frederick
W. Kavanagh ja William M. Stark U.S. patentissa 3 150 059.
Vaikkakin edullinen menetelmd A. utahensis NRRL 12052:n
viljelemiseksi t&mén entsyymin tuottamiseksi on kuvattu
valmistuksessa 1, havaitsevat alaan perehtyneet, ettd myds
muita menetelmid voidaan kayttda.

Actinoplanaceae ovat Actinomycetales-lohkon mikro-
organismien verraten uusi heimo. Ensimmédisend Dr. John
N. Couch'in kuvaama tdmd heimo vahvistettiin 1965
/J. Elisha Mitchell Sci. Soc¢. 71, 148-155 (1955)7. T&min
heimon ja monien yksittdisten sukujen ominaisuuksia 18ytyy
kdsikirjasta "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology",
8. painos, E. E. Buchanan ja N. E. Gibbons, toimittajia,
The Williams & Wilkins Co., Baltimore, Md., 1974, sivut
706-723. Tahdn asti on erotettu 10 sukua:

I. Actinoplanes (tyyppi-suku ja siten kaikkein
yleisin suku); II. Spirillospora; III. Streptosporangium;
IV. Amorphosporangium; V. Ampullariella; VI. Pilimelia;

VII. Planomonospora; VIII. Planobispora; IX. Dactylosporangium;

ja X. Kitasatoa.

Joitakin lajeja ja muunnoksia, jotka tdhdn asti on
eristetty ja luonnehdittu ovat: Actinoplanes philippinensis,
Actinoplanes armeniacus, Actinoplanes utahensis ja
Actinoplanes missouriensis; Spirillospora albida;
Streptosporangium roseum, Streptosporangium vulgare,
Streptosporangium roseum var. hollandensis,
Streptosporangium album, Streptosporangium viridialbum,
Amorphosporangium auranticolor, Ampullariella regqularis,
Ampullariella campanulata, Ampullariella lobata,
Ampullariella digitata, Pilimelia terevasa, Pilimelia
anulata, Planomonospora parantospora, Planomonospora
venezuelensis, Planobispora langispora, Planobispora rosea,
Dactylosporangium aurantiacum ja Dactylosporangium

thailandense.

Actinoplanes—-suku on edullinen ldhde entsyymille,
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joka on kdyttdkelpoinen tdtd keksintdd varten.
Actinoplanes-suvusta laji Actinoplanes utahensis on
erityisen edullinen entsyymin ldhde.

Edustavien lajien viljelyjd on yleisdn saatavissa
keskuksesta Northern Reagiconal Research Center, osoite

kuten edelld, seuraavilla saantinumerocilla:

Actinoplanes utahensis NRRL 12052
Actinoplanes missouriensis NRRL 12053
Actinoplanes sp. NRRL 8122
Actinoplanes sp. NRRL 12065

Streptosporangium roseum

var. hollandensis NRRL 12064

A. utahensis NRRL 12052 johdettiin emdviljelystd,
joka oli talletettu kokoelmaan American Type Culture
Collection (ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville,

Md. 20852 (A. utahensis ATCC 14539). A. utahensis ATCC
14539-viljelyd voidaan kdyttdd myds entsyymin ldhteensi.

A. missouriensis NRRL 12053 johdettiin viljelystd,
joka myds oli talletettu ATCC:hen (A. missouriensis
ATCC 14538) ja joka on toinen entsyymin ldhde.

Actinoplanaceae-heimoon kuuluvan mikro-organismin
jonkun annetun kannan tehokkuus tamédn keksinnén deasyloin-
nin toteuttamiseksi mdaritetddn seuraavalla menetelmdlld,.
Sopiva kasvuvidliaine ympatdadn mikro-organismilla. Viljelya
inkuboidaan n. 28°C:ssa kaksi tai kolme pHividi py®rivilli
ravistimella. Yhtd subtraatti-antibiocteista lisdtdén
sitten viljelyyn. Kdymigvdliaineen pH pidetddn n.

6,5:884. Viljelyd tarkkaillaan aktiivisuuden suhteen kdyt-

tden Candida albivans-mddritystd. T&dmd menettelytapa on

~selostettu osassa E. Antibioottisen aktiivisuuden hédvidmi-

nen on oscoitus siitd, ettd mikro-organismi tuottaa deasy-
lointiin tarvittavaa entsyymid. Ta&md tdytyy kuitenkin
vahvistaa kdyttamdllid jotakin seuraavista menetelmistid:

1) analyysi HPLC:1lla vahingoittumattoman renkaan l&sndolon

toteamiseksi; tai 2) takaisin-asylointi sopivalle sivu-
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ketjulla aktiivisuuden palauttamiseksi.

2. Olosuhteet entsyymin tuottamista varten

Entsyymin tuottaminen tapahtuu olosuhteissa, jotka
ovat tyydyttdvid Actinoplaneceae'n kasvulle, ts. ldmpd-
tilassa valiltd n. 25 - n. 30°C ja pH:ssa vdliltd n.

5,0 - n. 8,0 sekoittaen ja ilmastaen. Viljelyvdliaineen
tulisi sisdltdd a) assimiloituva hiilildhde, kuten sakka-
roosia, glukoosia, glyserolia jne.; b) typpildhde, kuten
peptonia, ureaa, ammoniumsulfaattia Jjne.; c) fosfaatti-
ldhde, kuten liukoista fosfaatti-suolaa; ja d) epdorgaani-
sia suoloja, Joiden on yleisesti havaittu olevan tehokkai-
ta edistdmadn mikro-organismien kasvua. Tehokas m3dra |
entsyymid saadaan yleensd n. 40 - n. 60 tunnissa kasvu—.
syklin alkamisen jdlkeen ja jatkuu Jjonkun aikaa tehokkaan
kasvun saavuttamisen jdlkeen. Tuotetun entsyymin m&ard
vaihtelee organismin lajista toiseen ja riippuen eri kasvu-
olosuhteista.

Kuten alalla ty&skenteleville on selvdd, mikro-or-
ganismit, kuten Actinoplanes utahensis NRRL 12052, jotka
tuottavat entsyymid, ovat taipuvaisia muuntelulle. Esi-
merkiksi, ndiden kantojen keinotekoisia muunnoksia ja mu-
tantteja saadaan kdsittelemdlld tunnetuilla eri mutageeneil-
la, kuten ultraviolettisdteilld, r®ntgensdateilld, suur-
taajuusaalloilla, radioaktiivisilla sdteilld ja kemikaaleil-
la. Kaikkia luonnollisia ja keinotekoisia muunnoksia ja
mutantteja, joita saadaan Actinoplanaceae:sta ja jotka
tuottavat entsyymid, voidaan kdyttdd tédssd keksinndssa.

C. Deasylointi-~olosuhteet

Subtraatti lis&td&n edullisesti Actinoplanaceae-
viljelyyn senjdlkeen kun viljelyd on inkuboitu ainakin
n. 48 tuntia. Substraatin pitoisuus konversio-védliaineessa
voi vaihdella laajasti. Entsyymin maksimikdyttdd varten
ja pddasiallisesti tdydellistd deasylointia varten 24
tunnin jaksossa, on substraatin pitoisuus kuitenkin yleensid
vdliltd n. 0,5 - n. 1,0 mg/ml. Alempia pitoisuuksia voi-

daan kdyttdid, mutta tdlldin entgyymille ei saada maksimi-
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kdyttdd; voidaan kiyttdd myds suurempia pitoisuuksia, mut-
ta saattaa olla, ettd subtraatti ei deasyloidu tdydelli-
sesti elleil kdymisaikaa pidenneté.

Substraatti-antibioottien konversio t&@midn keksinndn
vastaaviksi renkaiksi etenee parhaiten, kun kdymisvdli-
aineen pH pidetddn vdlilld n. 6,0 - n. 7,0 pH:ssa 6 tai
sen alapuolella deasylointi etenee hitaasti; kun pH-arvot
liikkuvat pH 6,0:n yldpuolella, sekd substraatin ettd muo-
dostuneen renkaan pysyvyys vdhenee lisddntyvdsti. Maksimi-
pysyvyyttd varten pH 6,0 on edullinen; mutta pH 6,0:ssa
deasylointi tapahtuu hitaammin (n. 30-36 tuntia). Nopeam-
paa deasylointia (n., 24 tuntia) varten ilman suuria havidi-
td on pH n. 6,5 edullinen. Sekoituksenalaisissa kdymis=
laitteissa pH:ta voidaan sdatdd anturi-sddtimilld. Kun tdmd
on epadkdytdnndllistd, kuten kdymispullossa, pH:ta voidaan
hallita lisddm#&lld 0,1 moolista fosfaatti-puskuria v&li-
aineeseen ennen substraatin lisddamisté.

Substraatin lisiddmisen jdlkeen viljelyn inkubointia
tulisi jatkaa n. 24 tunnin ajan tai pidempddn. Substraatin
puhtaus vaikuttaa deasylointinopeuteen. Esimerkiksi subst-
raatti, jonka puhtaus on suurempi kuin 50 %, deasyloituu
nopeudella n. 0,8~1,2 mg/ml antibioottia 24 tunnissa. Kun
kdytetddn substraattia, jolla on alempi puhtaus, deasyloin-
ti etenee hitaammalla nopeudella.

Voidaan tehdd moninkertaisia substraatti-syottdjéd.
Esimerkiksi pienissd sdilidissd 0,3-0,5 mg/ml:ssa anti-
bioottia voidaan sydttdd 12 tunnin vdlein ainakin viiden
lisdyksen ajan, ja suuremmissa sdilidissd 0,7 mg/ml voidaan
sydttdd kahdesti.

Deasylointi voidaan toteuttaa laajalla lampdtila-
alueella, esim. n. 20°%:sta n. 45°C:een. On kuitenkin edul-
lista saattaa deasylointi tapahtumaan l&mp&tiloissa n.

25 - n. 30°C, erityisen edullinen on n. 26°C:n lémpotila

optimideasylointia ja substraatin sekd renkaan pysyvyyttéa
varten.
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D. Substraatti

On edullista kayttdd puhdistettuja antibiocotteja
substraatteina. Substraatti-antibiooteilla on sienenvas-
tainen, mutta ei bakteerinvastainen vaikutus. Siten
subgstraatti-aineissa voi olla bakteeri-soluja tai -itidi-
td, jotka voisivat kasvaa deasylointi-kdymisvédliaineessa.
Tdllaiset saasteet voivat vaikuttaa deasylointireaktioon
tai l&dhtd-antibioottien tai tuorerenkaiden pysyvyyteen.
Sentdhden on tdrkedtd, ettd substraatit ovat steriilejid.
Koska autoklaavi-kdsittely tuhoaa useimmat substraatti-
antibiooteista, on edullista steriloida valmisteet etylee-
nioksidi-kédsittelylld paineistetussa systeemissad.

E. Deasyloinnin tarkkailu

Ldhtdaineet ovat sienenvastaisia antibiootteja,
jotka ovat erityisen aktiivisia Candida albicans'ia vas-
taan. Tdstd syystd mddritys kdyttden C. albicans'ia on
edullinen ldsndolevien substraattien middrien mddrittémi=-
seksi. Muodostuneet renkaat ovat vesiliukoisia, mutta bio-
logisesti inaktiivisia. Vdhennys biologisessa aktiivisuu-~
dessa on siten nopea, todenndkdinen testi deasyloinnille.
Sekd liemindytteet ettd kiinteiden kdymisaineiden alkoholi-
uutteet tulisi analysoida, koska substraatit ovat ainoastaan
niukasti liemeen liukenevia,

F. Jdljellejddneiden solujen kayttd

Erds vaihtoehtoinen menetelmd deasyloinnille késit-
tdd Actinoplanaceae-solujen poistamisen viljelyvdliaineesta,
solujen uudelleen suspendoimisen puskuriliuokseen ja de-
asyloinnin suorittamisen kuten osassa C kuvattiin. Kun
kdytetddn t&8td menetelmdd, voidaan entsymaattisesti aktii-
viset huovastot kdyttdd uudelleen. Esimerkiksi A. utahensis
NRRL 12052-huovastot sdilyttédvidt deasylaasi-aktiivisuuden
yhden kuukauden tai pidemmdn ajan varastoinnin Jjdlkeen
jadhdytyksen alaisena (4-8°C) tai jaiddytetyssi tilassa
(-200C). Edullinen puskuriliuos on 0,l-moolinen fosfaatti-
puskuri.
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Liikkumattomiksi tehdyt entsyymit

Vield erds menetelmd deasyloinnin toteuttamiseksi
on tehdd entsyymit liikkumattomiksi alalla tunnetuin
menetelmin. (Ks. esimerkiksi "Biomedical Applications
of Immobilized Enzymes and Proteins", Thomas Ming Swi
Shang, Shang, toim., Plenum Press, New York, 1977; nide 1).
Liikkumattomaksi tehtyd entsyymid voidaan sitten kayttda
pylvddssd (tai muuntyyppisessd sopivassa reaktorissa)
deasyloinnin suorittamiseksi.

Lisdksi itse mikro-organismi voidaan tehdd liikku-
mattomaksi ja kdyttdd katalysoimaan deasylointireaktiota.

Renkaiden kayttd

Renkaat ja niiden happoadditiosuolat ovat kdytto-
kelpoisia vdlituotteita valmistettaessa synteettisid sie-
nenvastaisia yhdisteitd. Ndistd renkaista valmistettuja
kidyttbkelpoisia sienenvastaisia yhdisteitd on kuvattu
Bernard J. Abbott'in ja David §. Fukuda'n kdsittelynalai-
sessa patenttihakemuksessa, rekisterinumero X-5396, ja
Manuel Debono'n kahdessa kdsittelynalaisessa patenttihakemuk-
sessa rekisterinumerot X-5595 ja X-5564, joilla kaikilla
on otsikkona DERIVATIVES OF CYCLIC PEPTIDE NUCLEI Jja
jotka kaikki on jdtetty samalla pdivamddrdllid kuin t&m&
hakemus.

Edelld mainittuihin ehtoihin kuuluvana tarkoittaa
kdsite "alkyyli" yksivalenssista, tyydytettyd, suoraketjuis-
ta tai haaraketjuista hiilivetyradikaalia. Kdsite "alke-
nyyli" tarkoittaa yksivalenssista, tyydytté&mdtdntd, suora-
ketjuista tai haaraketjuista hiilivety-radik-alia, Jjoka
sisdltdd korkeintaan kolme kaksoissidosta. TyydyttadmdttOman
hiilivetyketjun kaksoissidokset voivat olla joko cis- tai
trans-asemassa. "C_-C,,":118 tarkoitetaan hiilivetyad

6 24
(suorat ja haarautuneet ketjut mukaanlukien), joka sisdltadi

6-24 hiiliatomia.
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Kaavan III yhdisteitd valmistetaan asyloimalla
sopiva rengas sen ornitiini-osan o) -amino-ryhmdssd sopi-
valla asyyli-sivuketjulla kdyttden alalla tavanomaisia
menetelmid amidi-sidoksen muodostamiseksi. Asylointi toteu-~
tetaan yleensd saattamalla rengas reagoimaan hapon, joka
vastaa haluttua asyyli-sivuketjuryhmdi, aktivoidun johdan-
naisen kanssa.

Kdsite "aktivoitu johdannainen" tarkoittaa johdannais-
ta, joka tekee asyloimisaineen karboksyyli-funktion reak-
tiokykyiseksi kytkeytymddn primiddrisen amino-ryhmdn kanssa
muodostamaan amidi-sidos, joka sitoo asyyli-sivuketjun
sopivaan renkaaseen. Alaan perehtyneet tuntevat sopivia
aktivoituja johdannaisia, niiden valmistusmenetelmiid ja
niiden kdyttOmenetelmid asyloimisaineina prim&&ristd amiinia
varten. Edullisia aktivoituja johdannaisia ovat: (a) hap-
pohalidi (esim. happokloridi), (b) happoanhydridi (esim.
alkoksimuurahaishappoanhydridi tai aryylioksimuurahaishappo-
anhydridi) tai (c) aktivoitu esteri (esim. 2,4,5-trikloori-
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fenyyliesteri). Muita menetelmid karboksyylifunktion akti-
voimiseksi ovat karbonihapon saattaminen reagoimaan kar-
bonyylidi-imidin (esim. N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin
taji N,N'-di-isopropyylikarbodi-imidin) kanssa antamaan
reaktiokykyinen vdlituote, jota, pysymidttomyytensd takia,
el eristetd, jolloin reaktio primddrisen amiinin kanssa
saatetaan tapahtumaan in situ.

Jos nimenomainen aminohappo sisdltdd asyloituvan
funktionaalisen ryhmdn, muun kuin aminoryhmén, on alaan
perehtyneille selvdd, ettd tdllainen ryhmd tdytyy suojata
ennen aminohapon reaktiota kdytetyn reagoivan aineen kans-
sa N-alkanoyyli- tai N-alkenoyyli-ryhméan liittamiseksi.‘
Sopivia suojaryhmid voivat olla mikd tahansa ryhm&, jonka
alalla tiedetddn olevan kdyttdkelpoinen sivuketju-~toimin-
nallisen ryhmdn suojaamiseen peptidisynteesissid. Tdllaiset
ryhmdt ovat hyvin tunnettuja ja nimenomaisen suojaryhmén
valinta ja sen kdyttdtapa on helposti alaan perehtyneen
tiedossa [Es. esimerkiksi "Protective Groups in Organic
Chemistry", M. McOmie, toimittaja, Plenum Press, N.Y.,
1973/.

Kaavan III yvhdisteet estdvédt tautiasynnyttdvien
sienten kasvun ja ovat siten kdyttdkelpoisia sienten kasvun
hillitsemiseksi ympdrdivilld pinnoilla, (antiseptinen aine)
tai kdsiteltdessd sienten aiheuttamia infektioita. Erityi-
sesti namd yhdisteet ovat vaikuttavia Candida albicans'ia
vastaan ja ovat siten erityisen kdyttdkelpoisia Candida-
sienitartunnan hoitoon. Yhdisteiden aktiivisuus voidaan
mddrittdd mikrobiologisilla standardi-testimenetelmilld,
kuten in vitro agar -levy-diffuusiotesteissd tai agari-
laimennustesteissé, tai in vivo testeissd hiirilld, jotka
on tartutettu C. albicans'illa. N&amd yhdisteet ovat aktii-
visia my&s Trichophyton mentagrophytes'td (dermatofyytti-
nen organismi), Saccaromyces pastorianus'ta ja Neurospora
crassa'a vastaan.

Tietyt yhdisteet (kuten on esitetty vertailuesi-
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merkissd 19, taulukko VIII) antavat edullisia veriarvoja
suun kautta antamisen jdlkeen hiirille. _

Annettuna koiralle laskimonsisédisesti annosmddrds-
sd 100 mg/kg pdivdssd viiden pdivdn ajan kaavan IITI,
jossa R5 on p-(n-oktyylioksi)bentsoyyli, yhdiste ei osoit-
tanut ulkeoisia myrkyllisyyden merkkejd, vaikkakin tila-
pdisesti havaittiin lisddntyneitd seerymi-glutamiinipalo-
rypdlehappo-transminaasi (SGPT)-mddrid.

Systemaattisesti kdytettynd kaavan ITTI yhdisteiden
annos vaihtelee riippuen kadytetystd nimenomaisesta yhdis-
teestd, infektion vakavuudesta ja luonteesta ja hoidettavan
kohteen fyysisestd tilasta. Hoito tulisi aloittaa pienin
annoksin ja annosta tulisi lisdtd kunnes haluttu sienen-
vastainen vaikutus saavutetaan. Yhdisteitd voidaan antaa
laskimonsisdisesti tai lihaksensisdisesti ruiskeena sterii-
lin vesipitoisen liuoksen tai suspension muodossa, Jjohon
haluttaessa voidaan lisdtd erilaisia tavanomaisia farma-
seuttisesti hyvédksyttdvid sdildntd-, puskuri-, liuotin-
tai suspendoimisaineita. Muita lisdaineita, kuten suola-
livosta tai glukoosia voidaan lisdtd liuosten tekemiseksi
isotoonisiksi. Tdllaisten lisdaineiden suhteet ja luonne
ovat alaan perehtyneelle selvid.

Tietyt kaavan IITI yhdisteet antavat merkittavii
veriarvoja suun kautta antamisen jdlkeen (ks. vertailuesi-
merkki 19, taulukko VIII) ja niitd voidaan antaa sytemaat-
tisesti suun kautta. Suun kautta kdytettyind nditd yhdis-
teitd voidaan antaa yhdessd farmaseuttisesti hyvdksyttdvien
kantimien tai apuaineiden kanssa kapseleiden, tablettien
tai jauheiden muodossa. Tédllaisten kantimien tai lisdainei-
den luonne ja suhde on alaan perehtyneiden tiedossa.

Kun kaavan IIT yhdisteitd kdytetddn emdtin-Candida-
infektioiden hoitoon, niitd voidaan antaa yvhdessid farma-
seuttisesti hyvdksyttdvien tavanomaisten lisdaineiden
kanssa, jotka sopivat emdttimensisdiseen kdyttddn. Emdtti-
mensisdistd kdyttdd varten sovitetut valmisteet ovat alaan

perehtyneiden tuntemia.
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Tdmdn keksinndn kdyttdd tdydellisemmin valaisemi-
seksi annetaan seuraavat esimerkit.

Valmistus 1

Actinoplanes utahensiksen fermentointi

Actinoplanes utahensis NRRL 12052:n peruskanta
valmistetaan ja ylldpidetddn agar-viilloksella. Vdliaine,
jota kdytettiin viilloksen valmistukseen valitaan jostakin

seuraavista:

Vdliaine 2

Aineosa Maara
esikeitetty kaurajauho 60,0 g
hiiva 2,5 g
KZHPO4 1,0 g
Czapek'in mineraali-

varastoliuos = 5,0 ml
agar 25,0 g
deionoitua vettd lisatty 1 litraksi

pH on ennen autoklaavi-kdsittelyd n. 5,9; pH sdddetddn
7,2:een lisddmdlli NaOH; autoklaavi-kdsittelyn jédlkeen
PH on n. 6,7.

x Czapek'in mineraali-varastoseoksella on seuraava
koostumus:

Aineosa Madréa
FeSO4.7H20 (livotettuna

2 ml:aan vdkevda HC1) 2 g
KC1l 100 g
MgSO4.7H20 100 g

deionoitua vettd lisdtty 1 litraksi
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Vdliaine B

Ainecsa : M&arad
peruna-dekstriini 5,0 g
hiivauute 0,5 g
kaseiinin entsymaattinen
hydrolysaatti = 3,0 g
naudanlihauute 0,5 g
glukoosi 12,5 g
maissitdrkkelys 5,0 g
liha-peptoni 5,0 g
sokeriruokomelassi 2,5 g
MgSO, . 7H,0 0,25 g
CaCO3 1,0 g
Czapek'in mineraali-va-

rastoseos 2,0 ml
agar 20,0 g
deionoitua vettd lisdtty 1l litraksi

% N-Z-Amine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst,
N.J.

Viillos ympdatddn Actinoplanes utahensis NRRL
12052:11a ja ympattyd viillosta inkuboidaan 30°C:ssa n.
8-10 pdivdd. N. puolet viilloksen kasvusta kdytetddn

ymppddmddn 50 ml kasvuvdliainetta, jolla on seuraava

koostumus:
Aineosa M&&ard
esikeitetty kaurajauho 20,0 g
sakkaroosi 20,0 g
hiiva 2,5 g
Distiller's Dried Grain = 5,0 g
K,HPO, 1,0 g
Czapek'in mineraali-
varastoseos 5,0 ml
deionoitua vettd lisatty 1 litraksi;

asetetaan pH 7,4:43n NaOH:1lla; autoklaavi-k&dsittelyn jal-
keen pH on n. 6,8,

% National Distillers Products Co., 99 Park Ave., Ner York,
N.Y.
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Ympdttyd kasvuvdliainetta inkuboidaan 150 ml:n
laajasuisessa Erlenmeyer-pullossa BOOC:ssa n. 72 tuntia
ravistimella, joka pydrii kaarta pitkin, jonka lipimitta
on 2 tuumaa, kierrosnopeudella 250 r/min.

Tdtd inkuboitua kasvuvdliainetta voidaan kdyttdi
Suoraan ymppddmddn toisen vaiheen kasvuvdliaine. Vaihto-
ehtoisesti ja edullisesti se voidaan varastoida myShemp#di
kdyttod varten pitdm&lld viljelyd nestemdisen typen hoy-~
ryfaasissa. Viljely valmistetaan tdllaista varastointia
varten sarjaan ampulleja seuraavasti: jokaiseen ampulliin
pannaan 2 ml inkuboitua kasvuvdliainetta ja 2 ml glyseroli-
laktoosi-liuosta /ks. W.A. Dailey ja C.E. Higgens,
“Preservation and Storage of Microorganisms in the Gas
Phase of Liquid Nitrogen", Cryobiol 10, 364-367 (1973)
yksityiskohtia varten/. Valmistetut suspensiot varastoidaan
nestemdisen typen hdyryfaasiin.

Ndin valmistettua varastoitua suspensiota (1 ml)
kdytetddn ymppddmddn 50 ml ensimmdisen vaiheen kasvuvidli-
ainetta (jolla on edelld kuvattu koostumus). Ympittyd
ensimmdisen vaiheen kasvuvdliainetta inkuboidaan kuten
edelld kuvattiin.

Suuremman madrdn ymppid saamiseksi kidytetHidn 10 ml
inkuboitua ensimmdisen vaiheen kasvuvdliainetta ymppddmdidn
400 ml toisen vaiheen kasvuvdliainetta, jolla on sama
koostumus kuin ensimmdisen vaiheen kasvuvdliaineella. Toi-
sen vaiheen vdliainetta inkuboidaan 2 1:n laajasuisessa
Erlenmeyer-pullossa 30°C:ssa n. 48 tuntia ravistimella,
joka pyorii 2 tuuman l&pimittaista kaarta pitkin kierros-
nopeudella 250 r/min.

Inkuboitua toisen vaiheen kasvuvadliainetta (800 ml),
joka on valmistettu kuten edelld kuvattiin, kdytetHin
ymppddmddn 100 1 steriilid tuotantovdliainetta, joka on

valittu jostakin seuraavista:
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Vdliaine I

Aineosa Mddrd (g/1)
maapahkin&djauho 10,0
liukoinen liha-peptoni 5,0
sakkaroosi 20,0

KH2P04 0,5

K2HPO4 1,2

MgSO, . TH,0 0,25
vesijohtovettd lisdtty 1 litraksi.

Vdliaineen pH on n. 6,9 steriloinnin jdlkeen 45

minuutin autoklaavikdsittelylld 121°%C:ssa n. 16-18 psi:n

paineessa.
Vdliaine II

Aineosa Madrd(g/1l)
sakkaroosi 30,0
peptoni 5,0
K2HP04 1,0
KC1 0,5
MgSO4.7H20 0,5
FeSO4.7H20 0,002
deionoitua vettd lisatty 1 litraksi

Asetetaan pH 7,0:aan HCl:1lla, autoklaavi-~kdsittelyn

jdlkeen pH on n. 7,0.

Valiaine III

Aineosa Mdard (g/l)
glukoosi 20,0

NH4C1 3,0
Na2504 2,0

ZnCl2 0,019
MgC12.6H20 0,304
FeCl3.6H20 0,062
MnC12.4H20 0,035
CuC12.2H20 0,005
CaCO3 6,0

KH2P04 = 0,67
vesijohtovettd lisatty 1 litraksi

% Steriloitu erikseen ja lisdtty aseptisesti. Loppu-pH on

6,6.
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Ympédtyn tuotantovdliaineen annetaan kdydd 165 l:n
kdymissdilidssd n. BOOC:n l&mpdtilassa n. 42 tuntia.
Kdymisvdliainetta sekoitetaan tavanomaisilla sekoittimilla
n. kierrosluvulla 200 r/min ja ilmastetaan steriilillid
ilmalla liuenneen hapen mddrédn pitdmiseksi n. 30 %:n
yldpuolella ilman kyll&dstyksestd ilmakehdn paineessa.

Valmistus 2

A-42355 antibiocotti-kompleksin valmistus

A. Ravistuspullo~fermentointi

Valmistetaan Aspergillus nidulans var. roseus
NRRL 11440:n viljely ja pidetddn agar-viilloksessa, joka

on valmistettu vdliaineella, jolla on seuraava koostumus:

Aineosa Mdara
glukoosi 549
hiivauute 2 g

caco, 3 g
kasvi-mehu = 200 ml

agar == 20 g
deioncoitua vettd lisdtty 1 litraksi

(Alku-pH 6,1)
® V-8 Juice, Campbell Soup Co., Canden, N.J.
xx® Meer Corp.

Viillos ymp&dtddn Aspergillus nidulans var. roseus
NRRL 11440:11la ja ympittyd viillosta inkuboidaan 25°C:ssa
n. 7 pdivdd. Kypsd viillosviljely peitetddn vedelli ja
kaavitaan steriililld silmukalla itiOiden irroittamiseksi.
Saatu suspensio suspendoidaan edelleen 10 ml:aan steriilid
deionoitua vettd.

Yksi millilitra suspendoitua viilloskasvua kdytetddn
55 ml:n kasvuvidliainetta ymppddmiseen 250 ml:n pullossa.

Kasvuvdliaineella on seuraava koostumus:
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Aineosa Mddrd
sakkaroosi 25 g
sokeriruokomelassi 36 g
maissin liuotusneste 6 g
mallasuute 10 g
KZHPO4 2 g
kaseiinin entsymaattinen
hydrolysaatti = 10 g
vesijohtovesi 1100 ml

(Alku-pH 6,5~6,7)
% N-Z Case, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J.

Ympdttyd kasvuvdliainetta inkuboidaan 25°C:ssa
48 tuntia kierrosnopeudella 250 r/min. pySrivdtyyppisessd
ravistimessa. 24 tunnin kuluttua vdliainetta homogencidaan
yksi minuutti pienelld nopeudella sekoittimessa (Waring-
tyyppisessd) ja palautetaan inkubointiin jdljelldolevaksi
24 tunniksi. Vaihtoehtoisesti ympédttyd kasvuvdliainetta
voidaan inkuboida 48 tuntia ja homogenoida sitten 15 se-~.
kuntia alhaisella nopeudella.

Tadtd inkuboitua kasvuvidliainetta kdytetddn ymppdi-
mddn ravistuspullon kdymiskasvuvdliaine tai ymppddmddn
toisen vaiheen kasvuvdliaine. Vaihtoehtoisesti se voidaan
varastoida myShempdd kdyttdd varten pitdmdlld viljely nes-
temdisen typen hdyryfaasissa. Viljely valmistetaan t&dllais-
ta varastointia varten sarjaan ampulleja seuraavasti:

Kasvuvdliaineet sekoitetaan tilavuus/tilavuus

suspendoimisliuoksen kanssa, jolla on seuraava koostumus:

Aineosa Ma&dra
glyseroli 20 ml
laktoosi 10 g
deionoitua vettd lisdtddn 100 ml:ksi.

Valmistetut suspensiot jaetaan pieniin steriileihin
kierretulppaputkiin ( 4 ml/putki). Nditd putkia varastoi-
daan nestemdisen typen hdyryfaasissa.

Ndin valmistettua varastoitua suspensiota voidaan
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kdyttdd ymppdd&mddn joko agar-viilloksia tai
ymppivdliaineita., Viilloksia inkuboidaan 25
7 pdivaian.

B. S8ilib-fermentointi

Suuremman madrdn ympplid saamiseksi k

nestemdisié

0
C:ssa valossa

dvtetddn

10 ml inkuboitua ensimmdisen vaiheen kasvuviljelyd ymppda-

m&édn 400 ml toisen vaiheen kasvuvdliainetta
sama koostumus kuin kasvuviliaineella. Tois
vdliainetta inkuboidaan 2 1l:n laajasuisessa
pullossa 25°C:ssa 24 tuntia ravistimella, j
l&8pimitaltaan 2 tuuman kaarta pitkin kierro
250 r/min. '

, jolla on
en vaiheen
Erlenmeyer=-
oka py®rii

snopeudella

Inkuboitua toisen vaiheen vdliainetta (800 ml),

joka on valmistettu kuten edelld selostetti
ymppdamadn 100 1 steriilid tuotantovidliaine
valittu jostakin seuraavista:

Valiaine IV

in, k&ytetddn

tta, joka on

ra

0455 g/1
g/l
g/l

ml

Aineosa M&s
ZnSO4.7H2O 0,0
liukoinen liha-peptoni = 30,5
soijapapujauho 15,5
tapioka-dekstriini == 2,0
sokeriruokomelassi 10,5
kaseiinin entsymaattinen

hydrolysaatti === 8,5
NaZHPO4 4,5
Mgso, . 7H,0 5,5
FeSO4.7H20 0,1
puuvillansiemendljy 40,0
(vaahdonestoaine) mwxx 1,0
vesijohtovesi | 1000,0

(Alku-pH 6,8-7,0)

=z O.M. Peptone, Amber Laboratories, Juneau
%% Stadex 11, A.E. Staley Co., Decatur, III
wx® N-Z-Amine A, Humko Sheffield Chemical,

xxzx P2000, Dow Corning, Midland, Michigan.

, Wisc.

Lyndhurst, N.J.
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vdliaine V

Aineosa Mdard
glukoosi 2,5 %
tdrkkelys 1,0 %
liukoinen liha-peptoni = 1,0 %
sokeriruokomelassi 1,0 %
CaCO3 0,2 %
MgSO, . 7H,0 0,05 %
kaseiinin entsymaattinen
hydrolysaatti zx 0,4 %
(vaahdonestoaine) xxx 0,02 %
vesijohtovesi riittavi maara

tilavuutta varten

*® O.M. Peptone
%% N-Z-Amine A
=xx Antifoam "A", Dow Corning

Ympdtyn tuotantovdliaineen annetaan kdydd 165 l:n
kdymissdilitssd 25°C:n lampdtilassa n. 7 piividd. Kéymis-
vdliainetta ilmastetaan steriililla ilmalla pitden
liuenneen hapen mddrd n. 50 % ilmakyllédstyksen ylédpuolella.

C. Kolmannen vaiheen kasvuvdliaine

Aina kun kdyminen saatetaan tapahtumaan s&dilidssé,
jotka ovat suurempia kuin ne, joita kdytetddn 100 l:n
fermentointiin, on suositeltavaa, ettd kdytetddn kolmannen
vaiheen kasvuviljelyd@ suuremman sdilidn ymppddmiseen.
Erddlld edullisella kolmannen vaiheen kasvuvdliaineella

on seuraava koostumus:

Aineosa Madrd
sakkaroosi 25 g
sokeriruokomelassi 25 g
maissin liuotusneste 6 g
Kaseiinin entsymaattinen
hydrolysaatti = 10 g
mal lasuute 10 g
KZHPO4 2 g
vesijohtovesi 1000 ml

(Alku-pH 6,1)
% N-Z-Case.
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Valmistus 3

A-42355 antibiootti-kompleksin erottaminen

Koko kdymislientd (4127 1), joka on saatu valmis-
tuksessa 2 kuvatulla menetelm&dlld kdyttden tuotantovidli-
ainetta V, sekoitetaan perusteellisesti metanolin kanssa
(4280 1) 1 tunnin ajan ja suodatetaan sitten k&yttden
suodatusapuainetta (Hyflo Super-cel, erdstd piimaata,
Johns—Manville Profucts Corp.). Suodoksen pH asetetaan
pH 4,0:aan lisdamdlla 5 N HCLl. Happameksi tehtyd suodosta
uutetaan kahdesti yhtd suurella tilavuusmddrdlld kloro-
formia. Kloroformi-uutteet yhdistetddn ja haihdutetaan
tyhjdssd n. 20 1l:n tilavuuteen. Tamd vidkevdite lisdtddn
n. 200 l:aan dietyylieetterii A-42355-kompleksin saostami-
seksi. Sakka erotetaan suodattamalla antamaan 2775 g
A-42355-kompleksia harmaan valkoisena jauheena.

Valmistus 4

A-30912 tekijd A:n eristdminen

A=-42355 antibiootti-kompleksia (1 g), joka on valmis-
tettu kuten esimerkissd 3 kuvattiin, liuotetaan 7 ml:aan
metanoli/vesi/asetonitriili-seosta (7:2:1). Tdmd liuos
suodatetaan ja tuodaan 3,7 cm:n sisdldpimittaiseen 35
cm:n lasipylvddseen jﬁichel—Miller High Performance Low
Pressure (HPLPLC) Cromatography Column, Ace Glass Incorpo-
rated, Vineland, NJ 08360/, joka on tdytetty LP—l/C18~pii—
happogeeli-kddntdfaasihartsilla (10-20 mikronia), joka on
valmistettu kuten valmistuksessa 10 selostetaan, silmukan
ldpi venttiilijdrjestelmdn avulla. Pylvds tdytetddn me-
tanoli/vesi/asetonitriili-seoksessa (7:2:1) lietetdytto-
menetelmdlld, joka on kuvattu valmistuksessa 1l1. F.M.I.-
pumppua, jolla on venttiilitdn mdntdrakenne (maksimivirtaus
19,5 ml/min.) kdytetddn liuottimen kuljettamiseksi pylvdan
lapi virtausnopeudella 9 ml/min n. 100 psi:ssa kerdten
jakeet joka minuutti. Antibiocotin eluocintia tarkkaillaan
280 nm:ssd kdyttden UV-tarkkailulaitetta (ISCO Model UA-5,
Instrument Specialist Co., 4700 Superior Ave., Lincoln,

Nebraska 68504), jossa on optinen yksikkd (ISCO Type 6).
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Jakeet (n. 112-140) yhdistetddn ja lisdtddn
20 ml:aan vettd. Tamidn liuoksen pH asetetaan pH 4,0:aan
N HCl:lla. Saatua liuosta uutetaan kahdesti yhtd suurilla
tilavuusmddrilld kloroformia. N&md kaksi kloroformiuutet-
ta yhdistetdd3n ja haihdutetaan tyhjdssd antamaan 6ljy.
Oljy liuotetaan tertiddriseen butanoliin ja t&md liuos
lyofiloidaan antamaan 524 mg A-42355 tekijd A:ta
(A-30912 tekijd A; A-22082).

Valmistus 5

A-30912 tekijd B:n eristd@minen

A-42355~kompleksi erotetaan kuten valmistuksessa
3 selostettiin, paitsi ettd vdkevdidyt kloroformi-uutteet
(285 1) kromatografoidaan piihappogeelipylvddssd (150 l‘
Grace-piihappogeelid, aste 62) virtausnopeudella 2 1/min.
Pylvds pestddn kloroformilla (200 1), eluoidaan asetonit-
riililld (500 1) ja eluoidaan sitten jatkuvasti asetonit-
riili/vesi-seoksella (98:2) virtausnopeudella 1 1/min.
Jakeita, joiden tilavuus on n. 200 1, kootaan ja analysoi-
daan yksittdin biologisen aktiivisuuden suhteen. Bioanalyy-
si suoritetaan paperilevy-mddritykselld agar-levyills,
jotka on ympdtty Candida albicans'illa. Jakeet 77-103
(1365 l)yhdistetddn ja vidkevdidddn tyhjbssd. Vakevdity
livos (4,5 1) sis&dltdd sakan, Jjoka poistetaan suodattamalla
antamaan 119 g tekijd B:11& rikastunutta A-42355-komplek-
sia. Suodos haihdutetaan kuiviin; saatu j33nnds liuotetaan
uudelleen sopivaan mddrddn metanolia., Metanoli-liuos lisi~
tddn dietyylieetteriin (10 tilavuusosaa) tekij&d-B:td
sisaltdvéan antibioottikompleksin saostamiseksi. Tamd sakka
erotetaan myds suodattamalla ja kuivataan antamaan vield
24 g tekijd-B:11d rikastunutta A-42355-kompleksia harmaa-
na jauheena. Ndin saatu tekijd-B:11d rikastunut A-42355-
kompleksi (1,0 g) liuotetaan 8 ml:aan metanoli/vesi/aseto-
nitriili-seosta (7:2:1). Tdmad liuos suodatetaan ja pannaan
piihappogeeli-pylvddseen (3,7 cm, sisdldpimitta,x 33 cm,
Michel-Miller-pylvds) silmukan ldpi venttiilijadrjestelmdn
avulla. Pylvds on tdytetty LP-l/C18 piihappogeeli-kaantd-
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faasihartsilla (10-20 mikronia), valmistettu kuten val-
mistuksessa 10 kuvataan, metanoli/vesi/asetonitriili-
seoksessa (7:2:1) silmukan ldpi venttiilijirjestelmin
avulla. Kdytetddn valmistuksessa 11 kuvattu lietetdyttsd-
menetelmdd. Liuotinta kuljetetaan.kolonnin ldpi wvirtaus-
nopeudella 10 ml/min. n. 100 psi:ssa kdyttden F.M.I.-
pumppua, jolla on venttiilitdn mdntdrakenne. Joka minuutti
kootaan yksi jae. Antibiootin eluointia tarkkaillaan UV-
tarkkailulaitteella 280 nm:ssd kuten esimerkissd 1. Jakeet
102~110 yhdistetddn ja vdkevdidddn tyhjdssd antamaan 8ljy.
0ljy liuotetaan pieneen tilavuusmi#drdin tert.-butanolia

ja lyofiloidaan antamaan 22 mg A-30912 tekijid B:t4.

Valmistus 6

A=30912 tekijd D:n eristdminen

Vdkevdidyt kloformi-uutteet kahdesta kdymisproses-
sista (3800 1 ja 4007 1), jotka on saatu valmistuksessa 3
kuvatulla menetelm&dlld, yhdistettiin ja kromatografoitiin
piihappogeeli-pylvddssd (Grace, aste 62). Pylvds pestiin
kloroformilla ja eluoitiin sitten asetonitriililli ja ase-
tonitriilin ja veden seoksella (98:2). Jakeet, joiden
tilavuus oli n. 200 1, koottiin ja analysoitiin biologisen
aktiivisuuden suhteen paperi-levymdidritykselld agarilla,
joka oli ympdtty Candida albicans'illa. Aktiiviset jakeet
(850 1) yhdistettiin ja vikevditiin tyhjdssid. Vikevdity
livos (0,7 1) lis&dttiin dietyylieetteriin (10 tilavuusosaa)
tekijd D:11& rikastuneen A-42355-kompleksin saostamiseksi.
Sakka poistettiin suodattamalla ja kuivattiin antamaan
32 g tekijd D:113 rikastunutta A-42355-kompleksia harmaana
jauheena.

Ndin saatu tekijd D:118 rikastunut A-42355-komplek-
si (1,0 g) liuotettiin 5 ml:aan metanoli/vesi/asetonitriili-
seosta (7:2:1). Tdmd liuos suodatettiin ja tuotiin pii-
happogeeli-pylvddseen (3,7 cm, sisdldpimitta, x 30 cm,
Michel~Miller-pylvéds) silmukan ldpi venttiilijdrjestelmdn
avulla. Pylvds tdytettiin LP—l/C18 piihappogeeli~k3anto-

faasihartsilla (10-20 mikronia; valmistettu kuten valmis-
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tuksessa 10 on kuvattu). Tdyttdminen suoritettiin metano-
li/vesi/asetonitriili-seoksessa (7:2:1) lietetiyttdmene-
telmdlld, joka on selostettu valmistuksessa 11. Liuotinta
kuljetettiin pylvddn ldpi virtausnopeudella 8 ml/min.

n. 45 psi:ssa kdyttden F.M.I.-pumppua, jolla oli venttii-
litdén mantdrakenne. Yksi jae koottiin 2 minuutin vilein.
Antibiootin eluointia tarkkailtiin 280 nm:ssd kdyttden
UV-tarkkailulaitetta (ISCO Model UA-5), jossa oli optinen
vksikkd (ISCO Type 6). Jakeet 96-108 yhdistettiin ja vdke-
vditiin tyhjdssd antamaan 61jy. Tdmd 6ljy liuotettiin
pieneen tilavuusmddrddn tert.-butanolia ja lyofiloitiin
antamaan 89 mg A-30912 tekiji D:td. - |

Valmistus 7

A-30912 tekijd H:n eristdminen

A-42355 antibiootti~kompleksia (5,0 g), joka oli
valmistettu kuten valmistuksessa 3 selostetaan, liuotet-
tiin 35 ml:aan metanoli/vesi/asetonitriiliseosta (7:2:1);
saatu liuos suodatettiin ja tuotiin sisdldpimitaltaan
3,7 ¢m:n ja 42 cm korkeaan lasipylvddseen (Michel-Miller-
pylvéds) silmukan ldpi venttiilijdrjestelmdn avulla. Pylviés
tdytettiin LP—l/C18 piihappogeeli-k&&nttfaasihartsilla
(10~20 mikronia) metanoli/vesi/asetonitriili-seoksessa
(7:1:1) kuten on selostettu valmistuksessa 1l. Liuotinta
kuljetettiin pylvddn ldpi virtausnopeudella 13 ml/min.

n. 120 psi:ssa kdyttden F.M.I.-pumppua, jolla oli venttiili-
ton mantdrakenne, ja kokoamalla yksi jae kahden minuutin

vdlein. Antibiootin eluointia tarkkailtiin UV:118 280 nm:ssi.

Jakeet 112~132 yhdistettiin jakeiden 106-117 kanssa toises-
ta samanlaisesta puhdistuksesta. Yhdistetyt jakeet vdkevdi-
tiin tyhjoéssd 8ljyksi. 0ljy liuotettiin pieneen tilavuus-
mddrddan tert.-butanolia ja lyofiloitiin antamaan 173 mg
raakaa A-30912 tekijd H:ta.

Raaka A-30912 tekijd H (150 mg) liuotettiin 8 ml:aan
metanoli/vesi/asetonitriili-seosta (7:2:1); saatu liuos

suodatettiin ja pantiin 2,0 cm:n sisdldpimittaiseen 32 cm:n
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lasipylvddseen, kuten edelld selostettiin. Liuotinta
kuljetettiin pylvddn ldpi virtausnopeudella 8 ml/min.
n. 80 psi:ssa kerdten jakeet 3 minuutin vdlein. Antibioo-
tin eluointia tarkkailtiin 280 nm:ssd. Jakeet 17 ja
18 yhdistettiin ja vdkevtitiin tyhjdssd antamaan &ljy.
0ljy liuotettiin pieneen miidrdin tert.-butanolia ja lyofi-
loitiin antamaan 29 mg A-30912 tekijd H:ta.

Valmistus 8

Antibiootin 8 31794/F-1 valmistus

Antibioottia 8§ 31794/F-1 tuotetaan viljelemdllad

upoksissa Acrophialophora limonispora NRRL 8095:td se-

koittaen, ravistaen ja/tai ilmastamalla pH 3-8:ssa, edulli-
sesti pH 5-7:ssd ja 15-30°C:ssa, edullisesti 18-27OC:ssé,
48-360 tuntia, edullisesti 120-288 tuntia.

Antibiootti S 31794/F-1 eristetddn kdsittelemédlla
viljelylientd (90 1) etyyliasetaatti/isopropanolilla
(4:1, 90 1) ja homogenoimalla 30 minuuttia huoneen lampd-
tilassa. Orgaaninen faasi erotetaan ja haihdutetaan tyh-
jbssd n. 40°C:ssa. Niin saatu jddnnds kromatografoidaan
l0-kertaisella mddrdlld piihappogeelid kdyttden
CHCl3:CH30H (95:5 - 60:40). Jakeet, joilla on sienenesto-
vaikutus, yhdistetdan ja kromatografoidaan 100-kertaisella
mddrdlld "Sephadex LH-20" kdyttden metanolia. Sephadex-
pylvdastd saadut jakeet, joilla on sienenestovaikutus,
yhdistetddn ja kromatografoidaan uudelleen l00-kertaisella
mdardlld piihappogeelid (0,05-0,2 mm) kdyttden
CHClB/CHBOH/HZO (71:25:4)-1livuotinjdrjestelmisd. Eluoidut
jakeet, joilla on sienenestovaikutus, yhdistetddn ja haih-
dutetaan tyhjdssd antamaan raaka antibiocotti § 31794/F-1.
Tdmd tuote liuotetaan pieniin mddriin metanolia ja saoste-
taan dietyylieetterilld antamaan S$ 31794/F-1 valkoisena
amorfisena jauheena, sp. 178-180°C (hajoaa) kuivaamisen
jdlkeen suurtyhjdssa 25—300C:ssa. Kiteyttdminen l0-kertai-
sesta mddrdstid etyyliasetaatti/metanoli/vesi-seosta

(80:12:8) antaa kiteisen § 31794/F-1, sp. 181-183°¢
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(hajoaa) kuivaamisen jdlkeen suurtyhjdssi 20%:ssa.

Valmistus 9

Antibiootin § 31794/F-~1 eristdminen
Raaka antibiocotti § 31794/F-1, joka on saatu

kuten valmistuksessa 8 selostettiin, kromatografoinnin
jdlkeen Sephadex'illa, pannaan piihappogeelipylvididseen
(Michel-Miller-pylvdédseen) silmukan kautta venttiilijdr-
jestelmdn avulla. Pylvids tdytetddn LP*l/ClB—piihappogeeli~
kddntéfaasihartsilla (10-20 mikronia), joka on valmistettu
kuten valmistuksessa 10 kuvataan, kloroformi/metanoli/vesi-
seoksessa (71:25:4) silmukan l&pi venttiilijdrjestelmdn
avulla. Kdytetddn valmistuksessa 11 kuvattua lietetaytto-
menetelmdd. Liuotinta kuljetetaan pylvdidn ldpi kdyttden
F.M.I.-pumppua, jolla on venttiilitdn médntédrakenne. Anti-
biocotin eluointia tarkkaillaan kdyttden UV-tarkkailulaitet-
ta 280 nm:ssd. Jakeet, joilla on sienenestovaikutus, yhdis-

tetddn ja vidkevdidddn tyhjdssd antamaan antibiootti
S 31794/F-1.

Valmistus 10

Piihappogeeli)Cla-kééntdfaasihartsin valmistus

Vaihe 1: Hydrolyysi

LP~l-piihappogeelid (1000 g firmasta Quantum Corp.,
nykyddn Whatman) lisdtddn seokseen, jossa on vikevii
rikkihappoa (1650 ml) ja vdkevdd typpihappoa (1650 ml)

5 1l:n pydredpohjaisessa pullossa ja ravistellaan sopivaa
suspendoitumista varten. Seosta kuumennetaan hdyryhauteel-
la yli y&n (16 tuntia), jolloin pulloon on liitetty vesi-
vaipalla varustettu lauhdutin.

Seos jddhdytetddn jddhauteella ja suodatetaan varo-
vastli kdyttden sintrattua lasisuppiloa. Piihappogeelid
pestddn deionoidulla vedelld kunnes pH on neutraali. Pii-
happogeeli pestddn sitten asetonilla (4 1) ja kuivataan
tyhjdssi 100°C:ssa 2 paivii.

Vaihe 2: Ensimmdinen silylointi

Kuiva piihappogeeli vaiheesta 1 siirrettiin pydred-
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pohjaiseen pullcon ja suspendoitiin tolueeniin (3,5 1).
Pulloa kuumennettiin h&yryhauteella 2 tuntia mahdollisen
jdamdveden aseotrooppisesti poistamiseksi. Lis&t&d3n
oktadekyylitrikloorisilaania (321 ml, Aldrich Chemical
Company) ja reaktioseosta kuumennetaan palautusjddhdyttden
y1li y6n (16 tuntia) hitaasti mekaanisesti sekoittaen
n. 60°C:ssa. Pidet#iin huolta siitd, ett# sekoitin ei joudu
ldhelle pullon pohjaa. Tdmd senvuoksi, ettd estetddn pii-
happogeeli-osasten jauhaantuminen.

Seoksen annetaan jddhtyd. Silanoitu piihappogeeli
kootaan, pestdidn tolueenilla (3 1) ja asetonilla (3 1)
ja ilmakuivataan sitten yli y6n (16-20 tuntia). Kuivattu
piihappogeeli suspendoidaan 3,5 l:aan asetonitriili/vesi-
seosta (l:1) 5 l:n pullossa, sekoitetaan varovasti huoneen
lampotilassa 2 tuntia, suodatetaan, pestidin asetonilla
(3 1) ja ilmakuivataan yli y&n.

Vaihe 3: Toinen silylointi

Ensimmdisen silyloinnin menettely toistetaan kidyt-
tden 200 ml oktadekyylitrikloorisilaania. Suspensiota
kuumennetaan palautusjdihdyttéden 60°C:ssa 2 tuntia samalla
varovasti sekoittaen. Lopputuote otetaan talteen suodat-
tamalla, pestddn tolueenilla (3 1) ja metanolilla ( 6 1)
ja kuivataan sitten tyhjdssi 50°C:ssa yli yén (16-20 tun-
tia).

Valmistus 11

Lietetdyttdmenetelmd Michel-Miller=-kolonneja varten
Yleistietoja

A. Analyysi- tai valmistus-kolonneja voidaan tdyttdi
tdlld menetelmdlld.

B. Piihappogeeli- ja piihappogeeli-kddnteisfaasi-
tdytteet (esim. Quantum LP-1, osaskoko 10-20 mikronia;
LiChroprep RP-8 ja RP-18, osaskoko 25-40 mikronia) ovat
suositeltavia. Kuitenkin myds muita piihappogeelejd (esim.
Shandons ODS Hypersil, osaskoko 5 mikronia) sekd myds muun-

tyyppisid hartseja on tdytetty menestyksellisesti t&lla
menetelmdlls.



10

15

20

25

30

35

44

C. Yleensd tédtd lietetdyttOmenetelmdd varten
tarvitaan alle 200 psi'n painetta ja virtausnopeuksia
vdliltd 5-40 ml/min.; td&md riippuu pylvddn tilavuudesta
ja koosta. TdyttOpaineen tulisi ylittHdi paine, jota kdy-
tetddn varsinaisen erottamisen aikana, 30~50 psi:lla;
tdmd takaa, ettd adsorbentti ei enempdd puristu erotus-
tydvaiheiden aikana. Pylvditd, jotka on tdytetty tdllid me-
menetelmdlld kdantdfaasipiihappoygeelilld, voidaan kayttad
useita vuosia ilman tehokkuuden haviéta.

D. Akillinen paineen alentuminen saattaa aiheuttaa
murtumien tai kanavien muodostumista tdyteaineeseen, mika
suuresti vahentdisi pylvddn tehokkuutta. Sentdhden on
tdrkedtd antaa paineen laskea hitaasti O:aan aina kun pump-
Pu on pysdytetty.

E. Pylvdiden likimdardinen tilavuus (Ace Glass Cat.
nro., tdytt&mdtdn): 5795-04, 12 ml; 5795-10, 110 ml;
5795-16, 300 ml; 5795-24, 635 ml ja 5796-34, 34 ml.

F. Aika, joka tarvitaan lasipylvadn tdyttdmiseen,
vaihtelee minuuteista useisiin tunteihin riippuen pylvaddn
koosta ja tieteenharjoittajan kokemuksesta.

Spesifiset ohjeet

1. Lasipylvds kytketddn sdilidpylvddseen kytkimen
kautta (s&ilidpylvdan tilavuuden tulisi olla kaksinkertai-
nen pylvddn tilavuuteen ndhden) . Kumpikin pylvds sijoite-
taan pystyasentoihin (sdilidpylvds pdalld).

2. Tayteaine punnitaan (n. 100 g 200 ml:n pylvdstd
varten) .

3. Lisdtddn n. viisinkertainen tilavuusm&drsd liuo-
tinta tdyteaineeseen; kdytetdidn seosta, jossa on 70-80 %
metanclia ja 20-30 % vettd.

4. Ravistellaan hyvin kunnes kaikki osaset ovat
kostuneet, annetaan seist3d yli y6n tai pidempddn osasten
tdydellisen imeytymisen liuottimella takaamiseksi. Sakan
pddlla oleva neste dekantoidaan.

5. Hartsi lietetd&n riittdvdlld liuotinmddrdlla
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s3ilidpylvidn tdyttimiseksi. Kaadetaan nopeasti siilitén.
On huomattava, ettd kolonni tédytyy esitdyttdd samalla
livottimella ja varastopylvddn tulisi olla osittain tdy-
tetty liuottimella ennen lietteen kaatamista. Suurempien
lietemddrien kayttd voi my6s antaa hyvid tuloksia; tamd
vaatii kuitenkin (a) suuremman sdilidén tai (b) useita
$3i1idn tdyttdjd tdyttdvaiheen aikana. '

6. S4i1i6 suljetaan teflon-tulpalla kolonnin ala-
puolella (ks. U.S. patentin 4 131 547 kuva 1, tulppa nro
3); pumppu yhdistetddn; ja liuottimen pumppaaminen sys-—
teemin ldpi aloitetaan vdlittOSmdsti suurimmalla virtaus-
nopeudella, jos kdytetddn Ace Cat. nro 13265-25-pumppua
tai samankaltaista liuottimen syottdjdrjestelmdsd (n.

20 ml/min.).

7. Jatketaan kunnes kolonni on tdysin tdyttynyt
adsoebentilla. Paine ei saa ylittdd kolonnin maksimisieto-
rajaa tdmdn tydvaiheen aikana (n. 200 psi suurille kolon-
neille ja 300 psi analyysi-kolonneille). Useimmissa tapauk-
sissa alle 200 psi:n paineet ovat riittdvid.

8. Jos paine ylittdisi maksimi-arvot, vahennetddn
virtausnopeutta, jolloin paine laskee.

9. Senjadlkeen kun kolonni on tdytetty adsoebentilla
pumppu pysidytetddn; paineen annetaan pudota nollaan;
sdi1l1id kytketddn irti; sd4ilid korvataan esikokolonnilla;
esikolonni tdytetddn liuottimella ja pienelld mddrdlld
adsoebenttia; ja pumpataan maksimipaineella kunnes kolonni
on tdydellisesti tdytetty. Lisdtietoja varten, ks. yleis-
menetelmd.

Paineen on annettava aina alentua hitaasti pumpun
pysdyttdmisen jdlkeen - tdmid estdd sdrdjen tai kanavien
muodostumisen tdyttdainekseen.

10. Paine pédidstetddn ja esikolonnikytketddn varo-
vasti irti. Pienelld lastalla poistetaan muutama mm (2-4)
tdytettd kolonnin yl&dpddstd; kolonnin yldpddhdn pannaan

1 tai 2 suodatinta; puristetaan lievdsti tdyteaineen pin-
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nalle ja kolonnin yl&pddhdn pannaan teflon-tulppa kunnes
sulku on varmistunut. Kolonni yhdistetddn pumppuun, yhdis-
tetddn paineeseen (tavallisesti pienempi kuin 200 psi) ja
tarkkaillaan lasiseindn ldpi kolonnin yldpddssd pakkau-
tuuko hartsi vield edelleen. Jos tdyteaine jatkaisi las-
keutumistaan (ndin voi kdydd suuremmilla kolonneilla),
ilmaantuu jonkinverran kuollutta tilaa tai kanavia ja
vaihe 9 tulisi toistaa.

Valmistus 12

Tetrahydro-A-30912A:n valmistus

A-30912 tekijd A:ta liuotetaan etanoliin, Pt02
pelkistetddn absoluuttisessa etanolissa Pt:n muodostamisek-
si, jota puolestaan kdytetddn pelkistdmddn A-30912 tekija A
katalyyttisesti kdytt&@en hydrausta positiivisessa paineessa
kunnes reaktio on tdydellinen (n. 2-3 tuntia). Reaktio-
seos suodatetaan ja haihdutetaan tyhjdssd. Jddnnts liuote-
taan pieneen médrddn tert.-butancolia ja lyofiloidaan anta-
maan tetrahydro-A-30912A.

Valmistus 13

Tetrahydro-A-30912B:n valmistus

A-30912 tekijd B:td liuotetaan etanoliin. PtO2
pelkistetddn absoluuttisessa etanolissa muodostamaan Pt,
jota vuorostaan kdytetddn pelkistdmd&n A-30912 tekijd B
katalyyttisesti kdyttden hydrausta positiivisessa paineessa
kunnes reaktio on tdydellinen (n. 2-3 tuntia). Reaktioseos
suodatetaan ja haihdutetaan tyhjossd. Jddnnds liuotetaan
pieneen mddrddn tert.-butanolia ja lyofiloidaan antamaan
tetrahydro-A-30912B.

Valmistus 14

Tetrahydro-A-30912D:n valmistus

A-30912 tekijd D:td liuotetaan etanoliin. PtO2
pelkistetddn absoluuttisessa etanolissa muodostamaan Pt,
jota vuorostaan kiytet#idn pelkistdmddn A-30912 tekijd D
katalyyttisesti kdyttden hydrausta positiivisessa paineessa
kunnes reaktio on tdydellinen (n. 2-3 tuntia). Reaktioseos

suodatetaan ja haihdutetaan tyhjtssid. Jd&nnds liuotetaan
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pleneen mddrdan tert.-butanolia ja lyofiloidaan antamaan
tetrahydro-A-30912D.

Valmistus 15

Tetrahydro-2A-30912H:n valmistus

A-30912 tekijd H:ta liuotetaan etanoliin, PtO2
pelkistetddn absoluuttisessa etanolissa muodostamaan Pt,
jota vuorostaan kdytetddn pelkistamddn A-30912 tekijd H
katalyyttisesti kdyttden hydrausta positiivisessa painees-
sa kunnes reaktio on tdydellinen (n. 2-3 tuntia). Reaktio-
seos suodatetaan ja haihdutetaan tyhjdssd. Jdadnnds liuote-
taan pieneen mddrddn tert.-butanolia ja lyofilcoidaan anta-
maan tetrahydro-A-30912H.

Esimerkki 1

A. A-30912 tekijd A:n deasylointi

A. utahensiksen fermentointi suoritetaan kuten
valmistuksessa 1 kuvattiin, kdyttden viillosvdliainetta A
ja tuotantovdliainetta I ja inkuboimalla tuotantovdliainet-
ta n. 42 tuntia. A-30912 tekijd A:ta (340 g raaka-substraat-
tia, Jjoka sisdlsi n. 19,7 g A-30912 tekijd A, liuotettuna
1,5 l:aan etanolia) lis&tddn kdymisvidliaineeseen.

A-30912 tekijd A:n deasylointia tarkkaillaan m&a-
ritykselld Candida albicans'ia. Vastaan kdymisen annetaan
jatkua kunnes deasylointi on tdydellinen, mikd osoitetaan
aktiivisuuden katoamisella C. albicans'ia vastaan.

B. A-30912A-renkaan eristdminen

Koko kdymisliete (100 ml), joka oli saatu kuten
osassa B kuvattiin ja joka sisdlsi rengasyhdistettd n.
20 g:sta A-30912 tekijd A, suodatetaan. Huovastokakku hei-
tetddn pois. Ndin saatu kirkas suodos (n. 93 1) viedddn ko-
lonnin 1ldpi, joka sisiltdd 4,5 1 HP-20-~hartsia (DIAION
High Porous Polymer, HP-Series, Mitsubishi Chemical
Industries Limited, Tokio, Japani) nopeudella 200 ml/min.
Ndin saatu poistovirtaus hyl&dtddn. Kolonni pestdédn sitten
n. kahdeksalla kolonnin tilavuudella deionoitua vettd

PH 6,5-7,5:ssd jdljellejddneen suodatetun liemen poistami-~
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seksi. T&ma pesuvesi hyl&atddn. Kolonni eluoidaan sitten
vesi/metanoli-liuoksella (7:3) (85 1) nopeudella 200-
300 ml/min.

Elucointia tarkkailaan kdyttden seuraavaa menettely-
tapaa: kustakin eluocidusta jakeesta otetaan kaksi tasa-
osaa. Tolnen tasaosa vidkevdidddn pieneen tilavuuteen ja
sitd kdsitellddn happokloridilla, kuten myristoyyliklo-
ridilla, kdyttden menetelmdd, jollainen on kuvattu vertai-
luesimerkissd 1. Tdmd tucte ja toinen (kdsittelemdton)
tasaosa analysoidaan aktiivisuuden suhteen Candida
albicans'ia vastaan. Jos kdsittelemd&ttomdlld tasaosalla
ei ole aktiivisuutta ja asyloidulla tasaosalla on aktiivi-
suus, sisdltdd jae A-30912A-renkaan. Eluaatti, joka sisél—
tdd A-30912A-renkaan, vdkevdidddn tyhjdssd pieneen tilavuu-
teen ja lyofiloidaan antamaan n. 97 g raakaa rengasyhdis-

tettd.

C. A-30912A-renkaan puhdistaminen kddnt&-faasi-nes-

tekromatografialla

Raaka A-30912A~rengasyhdiste (25 g), joka on saatu
kuten osassa B selostettiin, liuotetaan 300 ml:aan
vesi/asetonitriili/etikkahappo/pyridiiniseosta (96:2:1:1).
Tamé& liuvos kromatografoidaan 4 l:n ruostumattomassa terds-
kolonnissa (8 cm x 80 cm), joka on tdytetty Lichroprep
RP-18:1la, osaskoko 25-40 mikronia (MC/B Manufacturing
Chemists, Inc. E/M, Cincinnati OH). Kolonni on
Chromatospac Prep 100-yksikdn osa (Jobin Yvon, 16-18,
16-18 Rue du Canal 91160 Longjumeau, Ranska). Kolonnia kdy-
tetddn 90-100 psi:n paineella, mikd antaa virtausnopeu-
deksi n. 60 ml/min., kidyttden samaa liuotinta. Erottamista
tarkkaillaan 280 nm:ssd kdyttden UV-tarkkailulaitetta
(ISCO Absorption Monitor Model UA-5, Instrumentation
Specialties Co., 470Q Superior Ave., Lincoln, Nebraska
68504), jossa on optinen yksikkd (ISCO Type 6). Jakeita,
joiden tilavuus on n., 500 ml, kootaan joka minuutti.

Absorption perusteella 280 nm:ssd jakeet, jotka
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gsisdltdvat A-30912A-renkaan, yhdistetdidn, haihdutetaan
tyhjbssd ja lyofiloidaan antamaan 2,6 g rengasyhdistetta.
Liuvotinmddrd, joka tarvitaan tdmidn kromatografisen erotus-
prosessin loppuunsaattamiseksi, vaihtelee 7:std 8 l:aan.

D. A=30912Aa-renkaan ominaisuudet

(a) Empiirinen kaava: C34H51N7015.

(b) Molekyylipaino: 797,83.

(c¢) Valkoinen amorfinen kiinted aine, liukoinen
veteen, dimetyyliformamidiin, dimetyylisulfoksidiin ja
metanoliin; liukenematon kloroformiin, tolueeniin ja di-
etyylieetteriin.

(d) Infrapuna-absorptiokirjo (KBr-levy) antaa
absorptio-maksimit seuraavasti:

3340 leved (OH, H-sidottu); 2970, 2930 ja 2890 (CH vdli,
alifaattiset CHB*, CH2- ja CH-ryhmé&t) 1660 ja 1625 (useita
karbonyylejada C=0); 1510-1550: 1430-1450 (CH liikkuva);
1310-1340; 1230-1260; 1080; 835, 650 leved ja 550 leved

-1
cm .

(e} Potentiometrinen titraus 66-%:sessa vesipitoi-
sessa dimetyyliformamidissa osoittaa titrattavan ryhmén,
jonka pKa-arvo on n. 7,35 (alku-pH 7,32), l&dsndolon.

(f) HPLC-pidatysaika (K'): 11,52 min. seuraavissa
olosuhteissa,

- Kolonni: 4 x 300 mm

tdyte: piihappogeeli/C18

livotin: ammoniumasetaatti/asetonitriili/vesi

(1:2:97)

virtausnopeus: 3 ml/min.

paine: 2500 psi

ilmaisin: vaihdeltava aallonpituus UV230 nm:sséd

herkkyys: 0-0,4 A.U.F.S.

Esimerkki 2

A-30912A-rengas valmistetaan Jja puhdistetaan esi-

merkin 1 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdytetdidn
tetrahydro-A-30912A:ta.
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Esimerkki 3

A~-30912A-rengas valmistetaan ja puhdistetaan esi-
merkin 1 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kadytetddn
akuleasiini A:ta.

Esimerkki 4

A. A-30912 tekijd B:n deasylointi

A. utahensiksen fermentointi suoritetaan kuten
valmistuksessa 1 selostetaan, kdyttden tuotantovdliainet-
ta I. Senjédlkeen kun viljelyd on inkuboitu n. 48 tuntia
lisdtddn kdymisvdliaineeseen A-30912 tekijd B:td, liuotet-
tuna pieneen mdaraan metanolia.

A-30912 tekijd B:n deasylointia tarkkaillaan paperi-
levymdédritykselld Candida Albicans'ia tai Neurospora
crassa'a vastaan. Kdymisen annetaan jatkua kunnes deasy-
loituminen on tdydellinen, mikd osoitetaan aktiivisuuden
hdvidmiselld.

B. A-30912B~renkaan eristdminen

Koko kdymisliemi, joka on saatu kuten osassa B
selostetaan, suodatetaan. Huovastokakku heitetddn pois.
Ndin saatu kirkas suodos viedddn pylvddn ldpi, joka sisdl-
tdda HP-20-hartsia (DIAION High Porous Polymer HP-Series,
Mitsubishi Chemical Industries Limited Tokio, Japani).
Ndin saatu poistovirtaus hyldtddn. Kolonni pestddn sitten
kahdeksan-kertaisella kolonnin tilavuusmididrdllid deionoitua
vettd pH 6,5-7,5:ssd jdljellejddneen suodatetun liemen
poistamiseksi. Tadmd pesuvesi hyldtddn. Kolonni eluoidaan
sitten vesi/metanocli-liucksella (7:3). Eluocintia tarkkail-
laan kdyttden seuraavaa menettelytapaa: kustakin eluoi-
dusta jakeesta otetaan kaksi tasaosaa. Toinen tasaosista
vakevdidddn pieneen tilavuuteen ja sitd kdsitell&ddn happo-
kloridilla, kuten myristoyylikloridilla, kdyttden valmis-
tuksessa 11 kuvattua menettelyd. Tdmd tuote ja toinen
(kdsittelemidtdn) tasaosa analysoidaan aktiivisuuden suhteen
Candida albicans'ia vastaan. Jos kdsittelemdttomdlld tasa-

osalla ei ole aktiivisuutta ja asyloidulla tasaosalla on
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aktiivisguus, sisdltdd jae A-30912B-renkaan. Eluaatti,
joka sisdltdd A-30912B-renkaan, vdkevdidddn tyhjdssd pie-
neen tilavuuteen ja lyofiloidaan antamaan raaka rengas-

tuote.

C. A-30912B-renkaan puhdistaminen k&dantd-faasi-

nestekromatografialla

Raaka A-30912B-rengastuote, joka on saatu kuten
osassa B kuvataan, liuotetaan vesi/asetonitriili/etikka-
happo/pyridiini-seokseen (96:2:1:1). Tdmd liuos kromatog-
rafoidaan kolonnissa, Jjoka on tdytetty Lichroprep
RP-18:11e, osgaskoko 25-40 mikronia (MC/B Manufacturing
Chemists, Inc. E/M, Cincinnati, OH). Tdmd kolonni on
Chromatospac Prep 1Q0-yksikdn osa (Jobin Yvon, 16-18 Rue
Du Canal 91160 Longjumeai, Ranska). Kolonnia kdytetddn
90-100 psi:n paineella, mikd antaa virtausnopeudeksi n.
60 ml/min., kdyttden samaa liuotinta.

Erottamista tarkkailaan 280 nm:ssd kdyttden UV~
tarkkailulaitetta (ISCO Absorption Monitor Model UA-5,
Instrumentation Spesialties Co., 4700 Superior Ave.,
Lincoln, Nebraska 68504), jossa on optinen yksikkd
(ISCO Type 6).

Absorption perusteella 280 nm:ssd jakeet, Jjotka
sisdltdvidt A-30912B-renkaan, yhdistetddn, haihdutetaan

tyhjdssd ja lyofiloidaan antamaan puhdistettu A-30912B-
rengasyhdiste.

Esimerkki 5

A-30912B-rengas valmistetaan ja puhdistetaan
esimerkin 4 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdyte-
tddn tetrahydro-A-30912B:t&.

Esimerkki 6

A. A-30912 tekijd D:n deasylointi

A. utahensiksen fermentointi suoritetaan kuten val-
mistuksessa 1 kuvattiin, kdyttden tuotantovdliainetta I.
Senjdlkeen kun viljelyd on inkuboitu n. 48 tuntia, kdymis-
vdliaineeseen lisdtddn A-30912 tekijd D:td, liuotettuna

pieneen mddrddn metanolia.
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A-30912 tekijd D:n deasylointia tarkkaillaan
paperi-levymddritykselld Candida albicans'ia tai
Neurospora crassa'a vastaan. Kdymisen annetaan jatkua
kunnes deasylointi on tdydellinen, mikd osoitetaan aktii-
visuuden hividmiselld.

B. A-30912D-renkaan eristaminen

Koko kdymisliemi, joka on saatu kuten osassa A
selostettiin, suodatetaan. Huovastokakku heitetd&n pois-.
Ndin saatu kirkas suodos vied&ddn kolonnin 1l&pi, joka sisdl=-
tdd HP-20-hartsia (DIAION High Porous Polymer, HP-Series,
Mitsubishi Chemical Industries Limited, Tokio-Japani).

Ndin saatu poistoliuos hyl&tddn. Kolonni pestddn sitten
kolonnin 8-kertaisella tilavuusmddrdlld deionoitua vettd

pH 6,5-7,5:558 jdljellejddneen suodatetun liemen poistami-
seksi. Tdmd pesuvesi hyl&dtddn. Kolonni eluoidaan sitten
vesi/metanoli-liucksella (7:3). Eluointia tarkkaillaan
kdyttden seuraavaa menettelyd: otetaan kustakin eluoidusta
jakeesta kaksi tasaosaa. Toinen tasaosista vidkevdidiin
pieneen tilavuuteen ja sitd kdsitell&ddn happokloridilla,
kuten myristoyylikloridilla, kdyttden vertailuesimerkissid

1 kuvattua menettelyd. Tamd tuote ja toinen (kdsittelemdtdn)
tasaosa analysoidaan aktiivisuuden suhteen Candida
albicans'ia vastaan. Jos k&sittelemdtttmdlld tasaosalla

ei ole aktiivisuutta ja asyloidulla tasaosalla on aktii-
visuus, sisdltdd jae A-30912D-renkaan. Eluaatti, joka si-
sdltdd A-30912D-renkaan, vdkevdidddn tyhjtssd pieneen tila-
vuuteen ja lyofiloidaan antamaan raaka rengastuote.

C. A-30912D-renkaan puhdistaminen kddntd-faasi-
nestekromatografialla

Raaka A-30912D-rengastuote, joka on saatu kuten osas-
sa B selostettiin, puhdistetaan esimerkin 4 osan C mene-
telmdn mukaisesti.

Absorption perusteella 280 nm:ss#, jakeet, jotka
sisdltdvdt A-30912D-renkaan, yhdistetddn, haihdutetaan tyh-

jossd ja lyofiloidaan antamaan puhdistettu A-30912D-rengas.
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Esimerkki 7

A-30912D-rengas valmistetaan ja puhdistetaan esi=
merkin 6 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdyte-
tddn tetrahydro-A-30912D:td.

Esimerkki 38

A. A-30912 tekijd H:n deasylointi

A. utahensiksen fermentointi suoritetaan kuten
valmistuksessa 1 selostettiin kdyttden tuotantovdliainetta
I. Senjdlkeen kun viljelyd on inkuboitu n. 48 tuntia fer-
mentointi-vdliaineeseen lis&tddn A-30912 tekijd H:ta, liuo-
tettuna pieneen mdidrddn metanolia. .

‘A-30912 tekiji H:n deasylointia tarkkaillaan paperi-
levymddritykselld Candida albicans'ia tai Neurospora
crassa'a vastaan. Kdymisen annetaan jatkua kunnes deasy-
lointi on tdydellinen, mikd osoitetaan aktiivisuuden ka-

toamisellas,

B. A-30912H-renkaan eristidminen

Koko kdymisliemi, joka on saatu kuten osassa A
selostettiin, suodatetaan. Huovastokakku heitetddn pois.
Ndin saatu kirkas suodos viedddn kolonnin l&dpi, joka sisdl-
tdd HP-20-hartsia (DIAION High Porous Polymer, HP-Series,
Mitsubishi Chemical Industries Limited, Tokio, Japani).
Ndin saatu poistovirtaus hyldt&ddn. Kolonni pestdin sitten
enintddn 8-kertaisella kolonnin tilavuusmiidrdlld deionoi-
tua vettd pH 6,5-7,5:s58d8 jdljellejddneen suodatetun liemen
poistamiseksi. Ta&md pesuvesi hyldtddn. Kolonni eluoidaan
sitten vesi/metanoliliucksella (7:3). Eluointia tarkkail-
laan k&yttden seuraavaa menettelyd: kustakin eluoidusta
jakeesta otetaan kaksi tasaosaa. Toinen tasaosista vikevdi-
dddn pieneen tilavuuteen ja sitd kdsitellddn happokloridil-
la, kuten myristoyylikloridilla, kdyttden menetelmdi, jol-
lainen on kuvattu vertailuesimerkissd 1. Tdmi tuote ja
toinen (kdsittelemdtdn) tasaosa analysoidaan aktiivisuuden
suhteen Candida albicans'ia vastaan. Jos kidsittelemidttdmidlli

tasaosalla ei ole aktiivisuutta ja asyloidulla tasaosalla
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on aktiivisuus, sisdltdd jae A-30912H-renkaan. Eluaatti,
joka sisdltdd A-30912H-renkaan, vdkevdiddidn tyhijdssi
pieneen tilavuuteen ja lyofiloidaan antamaan raaka
rengasyhdiste.

C. A-30912H:n puhdistaminen kédidnto-faasi-neste-

kromatografialla

Raaka A-30912H-rengas, Jjoka on saatu kuten osassa
B selostettiin, puhdistetaan esimerkin 4 osan C menetelmin
mukaisesti.

Absorption perusteella 280 nm:ssd Jjakeet, jotka
sisdltdvat A-30912H-renkaan, yhdistetd&n, haihdutetaan
tyhjdssd ja lyofiloidaan antamaan puhdistettu A-30912H- .
rengas.

Esimerkki 9

A-30912H-rengas valmistetaan ja puhdistetaan esimer-
kin 8 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdytetddn
tetrahydro-A-30912H: ta. |

Esimerkki 10

A—30912H—rengas valmistetaan ja puhdistetaan esi-
merkin 8 menetelmidlld, paitsi ettd A-30912 tekijd H
valmistetaan A-30912 tekijd A:sta kdyttden seuraavaa
menettelyd:

Antibiocottista A-30912 tekijd A:ta (19,6 mg) liuote-
taan dimetyyliformamidiin (1 ml). T&h&dn liuokseen lisdt&d&n
hapanta metanolia (3 % HCl, 0,06 ml). Syntynyttd liuosta
sekoitetaan huoneen lamp&tilassa yli ydn ja haihdutetaan
sitten kuiviin tyhjdssd. Saatu jddnnds kromatografoidaan
HPLPLC:1lla, kuten valmistuksessa 7 kuvattiin, kdyttaden
kddnto-faasi-piihappogeelid (LP_l/C18' joka o0li valmistettu
kuten valmistuksesga 10 kuvattiin) seki eluointi-liuvottime-
na CH3OH/H20/CH3CN-seosta (7:2:1) éntamaan 1,4 mg
A-30912 tekiji H:ta (kaavan II yhdistettd, jossa R* ja R
ovat kumpikin hydroksi, R2 on vety, R3 on metoksi ja R on

linoleoyyli).
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Esimerkki 11

Kaavan I, Jjossa R3 on etoksi, A-30912H-tyyppinen
rengas valmistetaan ja puhdistetaan esimerkin 8 menetel-
mdlld, paitsi ettd substraattina kiytetddn kaavan ITI,
jossa R3 on etoksi ja R on linoleoyyli, yhdistettd. Subst-
raatti valmistetaan esimerkissd 10 kdytetylld menetelmdlla.

Esimerkki 12

A=-30912H-tyyppinen rengas, jolla on rakenne I,
jossa R™ on n-propoksi, valmistetaan ja puhdistetaan esi-
merkin 8 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdytetdédn
kaavan 1I, jossa R3 on n-propoksi ja R on linoleoyyli, yh-
distettd. Substraatti valmistetaan kuten esimerkissd 10
kuvattiin.

Esimerkki 13

A-30912H-rengas, jolla on rakenne I, jossa R3 on
isobutoksi, valmistetaan ja puhdistetaan esimerkin 8 mene-
telmdlld, paitsi ettd substraattina kdytetddn kaavan II,
jossa R3 on isobutoksi ja R on lincleoyyli, yhdistettd.

Esimerkki 14

Kaavan I, Jjossa R3 on n-pentyylioksi, A-30912H~
rengas valmistetaan ja puhdistetaan esimerkin 8 menetel-
malla, paitsi ettd substraattina kdytetdidn kaavan II,
jossa R3 on n-pentyylioksi ja R on linoleoyyli, yhdistetté&.

Esimerkki 15 '

Kaavan I, Jjossa R3 on n—-heksyylioksi, A-30912H-
tyyppinen rengas valmistetaan ja puhdistetaan esimerkin 8
menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdytetddn kaavan
II, jossa R3 on n-heksyylioksi ja R on linoleoyyli, yhdis-
tettd.

Esimerkki 16

A-30912H-tyyppinen rengas, jolla on rakenne I,
jossa R3 on etoksi, valmistetaan ja puhdistetaan esimerkin
8 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina kdytetddn kaa-

van II, jossa R3 on etoksi ja R on stearoyyli, yhdistettd.
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Esimerkki 17

A-30912H-tyyppinen rengas, jolla on rakenne I,
jossa R3 on 2-etyyli-l-butoksi, valmistetaan ja puhdiste-
taan esimerkin 8 menetelmdlld, paitsi ettd subtraattina
kdytetdin kaavan II, jossa &> on etyyli-l-butoksi ja R on
linoleoyyli, yhdistett&.

Esimerkki 18

A-30912H-tyyppinen rengas, jolla on rakenne I,
jossa R3 on 3-metyyli~-l-butoksi, valmistetaan ja puhdiste-
taan esimerkin 8 menetelmdlld, paitsi ettd substraattina
kdytetssn kaavan II, jossa R° on 3-metyyli-l-butoksi ja
R on linoleoyyli, yhdistettd.

Esimerkki 19

A. Antibicotin § 31794/F-1 deasylointi

A. utahensiksen fermentointi suoritetaan kuten val-
mistuksessa 1 kuvattiin, kdyttden tuotantovidliainetta
I. Senjdlkeen kun viljelyd on inkuboitu n. 48 tuntia
kdymisvdliaineeseen lisdtddn antibioottia S 31794/F-1,
liuvotettuna pieneen mddr&d&dn metanolia.

S 31794/F-1:n deasylointia tarkkaillaan paperi-
levymddritykselld Candida albicans'ia vastaan. Kidymisen
annetaan jatkua kunnes deasylointi on tdydellinen, mika
osoitetaan aktiivisuuden hdvidmiselld.

B.- S 3l794/F—l—renkaan eristdminen

Koko kidymisliemi, joka on saatu kuten osassa A se-
lostettiin, suodatetaan. Huovastokakku heitetddn pois.
Ndin saatu kirkas suodos viedddn kolonnin l&dpi, joka si-
sdltdad HP-20-hartsia (DIAION High Porous Polymer, HO-
Series, Mitsubishi Chemical Industries Limited, Tokio,
Japani) . Ndin saatu poistovirtaus hyl&dtddn. Kolonni pestdén
sitten kolonnin 8-kertaisella tilavuudella deionoitua vet-
td pH 6,5-7,5:s8s84 jdljellejddneen suodatetun liemen
poistamiseksi. Tdmd pesuvesi hyl&tdidn. Kolonni eluoidaan
sitten vesi/metanoli-liuoksella (7:3). Eluointia tarkkail-

laan kd@yttden seuraavaa menettelyd: kustakin eluoidusta
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jakeesta otetaan kaksi tasaosaa. Toinen tasaosista vike-
vdidddn pieneen tilavuuteen ja sitd k&sitellddn happoklo-
ridilla, kuten myristoyylikloridilla, kdyttden vertailu-
esimerkissi 1 selostettua menetelmii. Timi tuote ja toi-
nen (kdsittelemdtdn) tasaosa analysoidaan aktiivisuuden
suhteen Candida albicans+ia vastaan. Jos kdsittelemattdo-
mdlld tasaosalla ei ole aktiivisuutta ja asyloidulla ta-
saosalla on aktiivisuus, sisdltdd jae § 31794/F-1l-ren~-
kaan. Eluaatti, joka sisdltda S 31794/F-1-renkaan, vidke-
vbidddn tyhjtssd pieneen tilavuuteen ja lyofiloidaan anta-

maan raaka rengasyhdiste.

C. 8 31794/F~1l-renkaan puhdistus kddnto-faasi-nes-
tekromatografialla

Raaka & 31794/F-l-rengasyhdiste, joka on saatu ku-
ten osassa B kuvattiin, puhdistetaan esimerkin 4 osan
C menetelmdn mukaisesti.

Absorption perusteella 280 nm:ssd jakeet, jotka si-
sdltdvdt S 31794/F-l-renkaan, yhdistetddn, haihdutetaan
tyhjbssd ja lyofiloidaan antamaan puhdistettu § 31794/F-1-

rengas.

Abbott- ja Fukuda-johdannaisen valmistus

Seuraava menetelmd kuvaa kaavan III yhdisteiden
valmistusta "aktiivisen esterin" menetelmdlld. T&1lld& mene-
telmdllda valmistetut spesifiset yhdisteet ovat kaavan III,
jossa R5 on CHB(CHz)ll_’ ja Rl, R2, R3 ja R4 ovat samoja
kuin vastaavissa renkaissa, yhdisteitd.

Vertailuvalmistus 1

2,4,5-trikloorifenyyli-tridekanoaatin valmistus

Livosta, jossa on n-tridekanciinihappoa (Sigma
Chemical Co., 12,5 g), 2,4,5-trikloorifenolia (11,5 qg)
ja N,N'~disykloheksyylikarbodi-imidid (12,0 g) metyleeni-
kloridissa (650 ml), sekoitetaan huoneen la&mpdtilassa
16 tuntia.

Reaktioseos suodatetaan sitten ja kuivataan tyhjbds-

sd antamaan 2,4,5-trikloorifenyyli-tridekancaattia (22 g).
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Tdmd aine puhdistetaan pylvdskromatografisesti piihappo-

geelilld (Woelm) kdyttden eluenttina tolueenia. Jakeita

tarkkaillaan TLC:1la kdyttden lyhytaaltoista UV-valoa

havaitsemista varten. Jakeet, jotka sisdltdvdt puhdistetun
5 tuotteen, yhdistetddn ja haihdutetaan tyhjdssd kuiviin.

Vertailuesimerkki 1

A-30912A-renkaan asylointi 2,4,5-trikloorifenyyli-
n-tridekanocaatilla

Liuosta, jossa on 2,4,5-trikloorifenyyli-trideka-

10 noaattia (6,0 g) ja A-30912A-rengasyhdistettd (4,5 g)
dimetyyliformamidissa (DMF) (600 ml), sekoitetaan huoneen
lampdtilassa 16 tuntia. Liuvottimen poistaminen tyhjdssid
antaa jddnndksen (12 g). Jd8dnntstd lietetddn metyleeni-
kloridilla (500 ml) 45 minuuttia ja seos suodatetaan. Suodos

15 heitetddn pois. Jdljellejddnyttd kiintedtd ainetta uute-
taan metanolilla (500 ml). Metanoli-uute suodatetaan ja
vidkevbidddn tyhjdssd antamaan raakatuote (5,0 g).

Raakatuote puhdistetaan kd&ntd-faasi-HPLC:1la seu-
raavasti:

20 Raakatuotteen nayte (1 g), liuotettuna metanoliin
(5 ml), ruiskutetaan 1" x 32" ruostumattomaan teridskolon-
niin, joka on tdytetty LP—l/ClB—hartsilla (ks. valmistuk-
set 10 ja 11). Kolonni eluoidaan liuotinsysteemilld
HZO/CHBOH/CH3CN (3:3:4). Eluointi suoritetaan 1000-

25 1500 psi:n paineessa virtausnopeudella 11-12 ml/min. kdyt-
tden LDC Duplex-pumppua (Milton-Roy). Poistovirtausta
tarkkaillaan ultraviocletti~ilmaisimella (ISCO-UA-5)

280 nm:ssd. Jakeita kootaan kahden minuutin vdlein
(21-24 ml). Jakeet, jotka sisdltavdt halutun tuotteen,

30 vyhdistetddn Jja kuivataan tyhjdssid. Tuotteen saalis:

500 mg. Edelld kuvattu kromatografia toistetaan neljd ker-
taa antamaan tuotteen puhdistettuja lisdndytteitd seuraa-
vasti: 620 mg, 520 mg, 670 mg ja 490 mg antamaan kokonais-
painoksi 2,8 g.

35 Seuraten edellid esitettyd menettelyd saatetaan
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49 g A-30912A-rengasyhdistettd reagoimaan 2,4,5-trikloo-
rifenyyli-n-tridekanoaatin kanssa antamaan 2,6 g puhdis-
tettua otsikkotuotetta. Aineet kummastakin valmistuksesta
(5,4 g) yhdistetiin. Massa-ioni FDMS:1la (M* + Na'):
1016. (teoreettinen: M+ + Na+ = 1016) . Analyyttinen HPLC
(C18 Micro Bondapak, Waters Co.) eluenttisysteemills
HZO/CH3OH/CH3CN (2:1:2) antaa vain yhden huipun.
Vertailuesimerkki 2

A-30912B-renkaan asylointi 2,4,5-trikloorifenyyli-
n-tridekanoaatilla

Liuosta, jossa on 2,4,5-trikloorifenyyvli~n=~tri-
dekanocaattia (3,3 mmoolia) Ja A-3091l2B-rengasyhdistettd
(m mmoolia) dimetyyliformamidissa (DMF) (200 ml), sekoi-
tetaan huoneen lampdtilassa 16 tuntia. Liuottimen poistami-
nen tyhjtssd antaa jddnndksen. Jd&dnndstd lietetddn mety-
leenikloridilla (300 ml) 45 minuuttia ja seos suodatetaan.
Suodos heitetddn pois. Jdljellejddnyttd kiintedtd ainetta
uutetaan metanolilla (300 ml) ja metanoli-uute suodatetaan
ja vdkevsdidddn tyhjossd antamaan raakatuote.

Raakatuote puhdistetaan kddntd-faasi~HPLC:lla seu=-
raavasti:

Raakatuotteen ndyte (1 g), liuotettuna metanoliin
(5 ml), ruiskutetaan 1" x 32" ruostumattomaan teridskolon-
niin, joka on tédytetty LP-l/ClB—hartsilla (ks. valmistuk-
set 10 ja 11). Kolonni eluoidaan liuotinsysteemilld
3:3:4 HZO/CHBOH/CH3CN. Eluointi suoritetaan 1000-1500 psi:n
paineessa virtausnopeudella 11-12 ml/min. kdyttden LDC-
Suplex-pumppua (Milton-Roy) . Poistovirtausta tarkkaillaan
UV-ilmaisimella (ISCO-UA-5) 280 nm:ssd. Jakeita kootaan
kahden minuutin vdlein (21-24 ml). Jakeet, Jjotka sisdltdvit
halutun tuotteen, yhdistetddn ja kuivataan tyhj®ssd anta-
maan otsikkotuote. Puhdistettu tuote analysoidaan TLC:1lla
kdyttden kdanto-faasi C18—1evyjé (Whatman KC18
systeemid 1:2:2 (tilav./tilav.) H2O/CH3OH/CH3CN. Kehittdmi-
sen jdlkeen levyj&d tarkastellaan UV-valossa tuotteen 18y-

) ja liuvotin-

tdmiseksi.
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Vertailuesimerkki 3

A-30912D-renkaan asylointi 2,4,5-trikloorifenyyli-

n-tridekanocaatilla

Liuosta, Jossa on 2,4,5-trikloorifenyyli-n—-tri-~
dekanocaattia (3,3 mmoeolia) ja +-30912D-rengasyhdistettd
(1 mmoeolia) dimetyyliformamidissa (DMF) (200 ml) sekoite-
taan huoneen ldmp&dtilassa 16 tuntia. Liuottimen poistami-
nen tyhjossd antaa jddnnbksen. Jddnndstd lietetddn mety-
leenikloridilla (300 ml) 45 minuuttia ja seos suodatetaan.
Suodos heitetddn pois. Jdljellejdanyttd kiintedtd ainetta
uutetaan metanolilla (300 ml), ja metanoli-uute suodatetaan
ja vdkevdidddn tyhjdssd antamaan raakatuote.

Raakatuote puhdistetaan kdadntd-faasi-HPLC:1lla, ku-
ten vertailuesimerkissd 2 kuvattiin.

Vertailuesimerkki 4

A-30912H-renkaan asylointi 2,4,5-trikloorifenyyli-

n—-tridekancaatilla

Liuvosta, jossa on 2,4,5-trikloorifenyyli-n-tride-
kanoaattia (3,3 mmoolia) ja A-30912H-rengasyhdistettid
(I mmooli) dimetyylidormamidissa (DMF) (200 ml), sekoite-
taan huoneen lampdtilassa 16 tuntia. Liuottimen poista-
minen tyhjdssd antaa jddnndksen. Jddnndstd lietetddn
metyleenikloridilla (300 ml) 45 minuuttia ja seos suodate-
taan. Suodos heitetddn pois. Jdljellejddnyttd kiintedtd
ainetta uutetaan metanolilla (300 ml) ja metanoliuute
suodatetaan ja vdkevdidddn tyhjdssd antamaan raakatuote.

Raakatuote puhdistetaan kadnté-faasi-HIPL:1l1la
kuten vertailuesimerkissd 2 kuvattiin.

Vertailuesimerkki 5

Kaavan III, jossa R3 on n-propcksi ja R5 on

CHB-(CH3~(CH2)11—, yhdiste, joka on valmistettu vertailu-
esimerkin 4 menetelmdn mukaisesti, mutta kdyttden 18hto-
aineena kaavan I, jossa R3 on n-propoksi, yhdistettd

(valmistettu esimerkin 12 menetelmidlld).
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Vertailuesimerkki 6

S 31794/F-1l-renkaan asylointi 2,4,5-trikloorifenyy-
li-n-tridekanoaatilla

‘Liuosta, jossa on 2,4,5-trikloorifenyyli-n-trideka-
noaattia (3,3 mmoolia) ja S 31794/F-l-rengasyhdistettd
(1L mmooli) dimetyyliformamidissa (DMF) (200 ml), sekoite-
taan huoneen ldmpOtilassa 16 tuntia. Liuottimen poista-
minen tyhjdssd antaa Jjddnndksen., Jadnndstd lietetddn
metyleeinikloridilla (300 ml) 45 minuuttia ja seos suoda-
tetaan. Suodos heitetdédn pois. Jdljellejddnyttd kiintedtd
ainetta uutetaan metanolilla (300 ml) Jja metanoli-uute
suodatetaan ja vidkevdididdn tyhjossd antamaan raakatuote.

Raakatuote puhdistetaan kdantd-faasi-HPLC:1lla, ku-
ten vertailuesimerkissd 2 kuvattiin.

Debono ryhmdn I-johdannaisten valmistus

Seuraava menettely, Jjoka antaa kaavan III, jossa
- 7 N\l ; ; - -
CHB(CHZ)IOCONH Z s , vyhdisteiden valmistuk
sen, kuvaa kaavan III Debono I-yhdisteiden valmistusmene-

telmdd.

Vertailuvalmistus 2

N- (n-dodekanoyyli)-p-aminobentsoehapon valmistus

n-dodekanoyylikloridia (8,74 g; 40 mmoolia) lis&-
tddn tiputtaen p-aminobentsoehapon (5,5 ¢g; 40 mmoolia)
pyridiini (100 ml)-liuokseen. Seosta sekoitetaan 3 tuntia
ja kaadetaan veteen (3 1). Muodostunut sakka suodatetaan
ja kuivataan tyhjdssd antamaan N- (n-dodekanoyyli)p-amino-
bentsoehappo (11,01 g).

Vertailuvalmistus 3

N- (n-dodekanoyyli) ~-p-aminobentsoehapon 2,4,5-tri-

kloorifenyyli-esterin valmistus

N=- (n-dodekanoyyli)~p-aminobentsoehappoa (11,01 g;
34,5 mmoolia), 2,4,5-trikloorifenolia (7,5 g; 38 mmoolia)

ja N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidid (6,94 g; 34,5 mmoo-
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lia) liuotetaan metyleenikloridiin (250 ml). Seosta
sekoitetaan huoneen lamp&tilassa 3,5 tuntia ja suodatetaan
sitten. Suodos haihdutetaan tyhjdssd antamaan jH3nnds,
joka kiteytetddn asetonitriili/vedestd antamaan N-(n-do-
dekanoyyli)-p-aminobentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli-
esteri (12,84 qg).

Vertailuesimerkki 7

A-30912A-renkaan asylointi
A-30912A~-rengasyhdistettd (8,16 g; 10,2 mmoolia)

ja N-(n-dodekanoyyli)-p-aminobentsoehapon 2,4,5-trikloori-
fenyyli-esterid (4,72 g; 10,2 mmoolia) liuotetaan dimetyy-
liformamidiin (100 ml). Liuosta sekoitetaan huoneen lampd-
tilassa 15 tuntia. Liuotin poistetaan tyhjdssd antamaan
jddnnds, joka pestdédn kahdesti dietyylieetterilld. Pesu-
nesteet hyldtddn. Pesty Jjddnnds liuotetaan metanoliin

(50 ml) ja puhdistetaan kddntd-faasi~HPLC:1la "Prep
LC/System 500"-yksikén avulla (Waters Associates, Inc.,
Milford, Mass.) kdyttden Prep Pak—SOO/ClB—kolonnia

(Waters Associates, Inc.), kiintednd faasina. Kolonni elu-
oidaan isokraattisesti H20/CH3OH/CH3CN—seoksella

(25:65:10 tilav./tilav.) 500 psi:ssa. Jakeet analysoidaan
RLC:1la kdyttden piihappogeeli-levyjd ja HZO/CH3OH/CH3CN—
seosta (25:65:10 tilav./tilav.) liuotinsysteeminid. Jakeet,
jotka sisdltidvdt halutun tuotteen, yhdistetdin ja lyofi=-
loidaan antamaan A-30912A-renkaan N-(n-dodekanoyyli)-p-
aminobentsoyyli-johdannainen (3,5 g).

Vertailuesimerkki 8

A-30912B-renkaan asylointi

A-30912B~rengasyhdistettd (10,2 mmoolia). ja N-(n-
dodekanoyyli)-p-aminobentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli~-
esteria (10,2 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin
(100 ml) . Liuosta sekoitetaan huoneen limpétilassa 15 tun=-
tia. Liuotin poistetaan tyhjdssd antamaan jdannds, joka
pestddn kahdesti dietyylieetterilld. Pesunesteet hyldtddn.

Pesty jddnnds liuotetaan metanoliin (50 ml) ja puhdistetaan



10

15

20

25

30

35

63

kddntb-faasi~-HP:C:1la "Prep LC/System 500"-yksikdn
avulla (Waters Associates, Inc., Milford, Massachusetts)
kdyttden Prep Pak—SOO/Clahkolonnia (Waters Associates,
Inc.) kiintednd faasina. Pylvds eluoidaan isokraattisesti
HZO/CH3OH/CH3CN-seoksella (25:65:10, tilav./tilav.)

500 psi:ssa. Jakeet analysoidaan TLC:lla kdyttden pii--
happogeeli-levyjd ja liuotinsysteemind H20/CH30H/CH3CN—
seosta (25:65:10, tilav./tilav.). Jakeet, jotka sisdltdvdt
halutun tuotteen, yhdistetddn ja lyofiloidaan antamaan
A-30912B-renkaan N-(n-dodekanoyyli)-p-aminobentsoyyli-
johdannainen,

Vertailuesimerkki 9

A-30912D-renkaan asylointi

A-30912D-rengasyhdistettd (10,2 mmoolia) ja N-(n-
dodekanoyyli)-p~aminobentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli-
esterid (10,2 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin
(100 ml). Liuosta sekoitetaan huoneen lampotilassa 15 tun-
tia. Liuotin poistetaan tyhjdssd antamaan jddnnds, joka
pestddn kahdesti dietyylieetterilld. Pesunesteet hyl&dtdian,
Pesty jddnnds liuotetaan metanoliin (50 ml) ja puhdistetaan
kdadnto-faasi-HPLC:1lla "Prep LC/System 500"-yksikdn avulla
(Waters Associates, Inc., Milford, Massachusetts) kéyttden
Prep Pak=-500/C18-pylvédstd (Waters Associates, Inc.) kiin-
tednd faasina. Pylvds eluoidaan iscokraattisesti
HZO/CHBOH/CHBCN—seoksella (25:65:10 tilav./tilav.)

500 psi:ssa. Jakeet analysoidaan TLC:lla kdyttden pii-
happogeeli-levyjid ja HZO/CH3OH/CH3CN-seosta (25:65:10
tilav./tilav.) liuotinsysteemind. Jakeet, jotka sisdltdvdt
halutun tuotteen, yhdistetdidn ja lyofiloidaan antamaan
A-30912D-renkaan N- (n-dodekanoyyli)-p-aminobentsoyyli-
johdannainen.

Vertailuesimerkki 10

A-30912H-renkaan asylointi

A-30912H-rengasyhdistettd (10,2 mmoolia) ja N-(n-
dodekanoyyli)-p-aminobentsoehapon 2,4,5~trikloorifenyyli-
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esterid (10,2 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin
(100 ml). Liuosta sekoitetaan huoneen l&mpdtilassa 15
tuntia. Liuotin poistetaan tyhjdssd antamaan j&3nnds,
joka pestdédn kahdesti dietyylieetterilld. Pesunesteet
hyl&dtddn. Pesty jadnnds liuotetaan metanoliin (50 ml)

ja puhdistetaan kdanté-faasi-HPLC:1lla "Prep LC/System
500"-yksikdn avulla (Waters Associates Inc., Milford,
Massachusetts) kdyttden Prep Pak-500/Cl8-kolonnia (Water

- Associates, Inc.) kiinte#dni faasina. Kolonni eluoidaan

isokraattisesti HZO/CHBOH/CH3CN—seoksella (25:65:10,
tilav./tilav.) 500 psi:ssa. Jakeet analysoidaan TLC:lla
kdyttden piihappogeeli-levyjd ja HZO/CHBOH/CH3CN—seosta
(25:65:10, tilav./tilav.) liuotinsysteemini. Jakeet, jotka
sisdltdvdt halutun tuotteen, yhdistetddn ja lyofiloidaan
antamaan A-30912H-renkaan N- (n—-dodekanoyyli)-p—-aminobent-
soyyli-johdannainen.

Vertailuesimerkki 11

Kaavan IIT, jossa R3 on isobutoksi ja R5 on

CHB(CHé)lOCONH —.fif_"j} ~, yvhdiste, joka on valmistettu
vertailuesimerkin 9 menetelmédn mukaisesti, mutta kdyttden
ldhtodaineena kaavan I yhdistettd, jossa R on isobutoksi,
(valmistettu esimerkin 13 menetelmén mukaisesti).

Vertailuesimerkki 12

S 31794/F-l-renkaan asylointi

S 31794/F-l1l-rengasyhdistettd (10,2 mmoolia) ja

N- (n-dodekanoyyli)-p~aminobentsoehapon 2,4,5-trikloori-

fenyyli-esterid (10,2 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformami=~
diin (100 ml). Liuosta sekoitetaan huoneen lampdtilassa

15 tuntia. Liuotin poistetaan tyhjdssd antamaan j&d&nnds,
joka pestddn kahdesti dietyylieetterilld. Pesunesteet hylad-
tddn. Pesty jddnnds liuotetaan metanoliin (50 ml) ja puh-
distetaan kdantd-faasi-HPLC:1la "Prep LC/System 500"-

vksikotn avulla (Waters Associates, Inc., Milford,
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Massachusetts) kidyttden Prep Pak-500/Cl8-kolonnia

(Water Associates,

Inc.) kiintednd faasina. Kolonni eluoi-

daan isokraattisesti H20/CH3OH/CHBCN—seoksella

(25:65:10, tilav./tilav.)

500 psi:ssa. Jakeet analysoi-

daan TLC:1lla kdyttden piihappogeeli-levyjd ja liuotin-
systeemind HZO/CHBOH/CHBCN—seosta (25:65:10, tilav./tilav.).
Jakeet, jotka sis&ltdvdt halutun tuotteen, yhdistetdén

ja lyofiloidaan antamaan S 31794/F-~1-renkaan-N- (n-dode-

kanoyyli)-p-aminobentsoyyli-johdannainen.

Debono-ryhmidn II-johdannaisen valmistus

Seuraava menetelmd,

RS on

- ~
CH, (CH,) 50 <O -

. —_—

joka antaa kaavan III, jossa

vhdisteiden valmistuksen,

valaisee menetelmdd kaavan III Debono II-yhdisteiden

valmistamisekgi.

Vertailuvalmistus 4

p~ (n-oktyylioksi)bentsoehapon valmistus

Liuvos, jossa on p-hydroksibentsoehapon (19,2 g,

150 mmoolia) 10-%:sessa vesipitoisessa natriumhydroksidis-

sa (120 ml), lisdtddn dimetyylisulfoksidiin (DMSQ) (480 ml),

joka on sitd ennen kuumennettu 80°C:een. Liuokseen lis&-

tddn tiputtaen n-oktyylibromidia (28,95 g,

150 mmoolia).

Reaktioseosta sekoitetaan 4 tuntia huoneen lémpdtilassa,

minkd jdlkeen se kaadetaan jddveteen (1200 ml). Lisdtddn

vidkevdd kloorivetyhappoa

(30 ml) ja seoksen annetaan seis-

td kunnes saostuminen on tdydellinen. Sakka kootaan, kui-

vataan ja kiteytetddn asetonitriili-vedestd. Sp. 97-99°C.

Analyysi C15H2203:ll
Laskettu: ¢, 71,97;
Loydetty: C, 71,72;

e

H,
H,

8,86

9,10.
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Vertailuvalmistus 5

p—(n-oktyylioksi)bentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyy-

li-esterin valmistus

p- (n~oktayylioksi)bentsoehappoa (6,18 g, 24,7 mmoo-
lia), 2,4,5-trikloorifenolia (5,39 g, 27,2 mmoolia) ja
N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidia (4,94 g, 24,7 mmoolia)
liuvotetaan metyleenikloridiin (200 ml). Seosta sekoite-
taan huoneen ldmpoétilassa 18 tuntia ja suodatetaan sitten.
Suodos haihdutetaan antamaan 6ljy, Jjoka kiteytetdén
CHBCN/HZO:sta antamaan p-(n-oktyylioksi)-bentsoehapon
2,4,5-trikloorifenyyli-esteri.

BMR-analyysi: ¢ 4,02 (2H,t, J = 3Hz), §7,0 (lH, &, J = 4Hz),
7,23 (s, 1H4), 7,3 (s, 1H), 8,08 (4, 1H, J = 3Hz).
Vertailuesimerkki 13

A-30812A-renkaan asylointi
A-30912A-rengasyhdistettd (14,2 g, 17,8 mmoolia)
ja p-(n-oktyylioksi)-bentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli-

esterid (15,32 g, 35,7 mmoolia) liuotetaan dimetyyli-
formamidiin (150 ml). Liuosta sekoitetaan huoneen 1dmp&-
tilassa 16-20 tuntia. Liuotin poistetaan tyhj&ssd ja jddn-
nds pestddn kahdesti dietyylieetterilld ja kahdesti mety-
leenikloridilla. Pesunesteet hylat8dn. Pesty j&Hnnds
liuotetaan etyyliasetaatti/metanoliin (1:3, 80 ml) ja puh-
distetaan HPLC:1la kdyttden "Prep LC/System 500"-yksikkdad
piihappogeeli kiinte&nd faasina. Kolonnia eluoidaan vai-
heittain metanoli/etyyliasetaatti (1:4 - 2:3)~ liuotin-
systeemeilld. Jakeet analysoidaan piihappogeeli (Mexck)-
TLC:1la kdyttden liuotinsysteemind etyyliasetaatti/metano-
lia (3:2, tilav./tilav.). Jakeet, Jjoista A-30912A-rengas
puuttuu, yhdistetdd@n ja lyofiloidaan antamaan A-30912A-
renkaan p- (n-oktyylioksi)bentsoyyli-johdannainen. Saalis:
7,13 g; M’ +23: 1052 (FDMS:lla).
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Vertailuesimerkki 14

A-30912B-renkaan asylointi

A-30912B-rengasyhdistettd (17,8 mmoolia) ja p-
(n~oktyylioksi)bentsoehapon 2,4,5~trikloorifenyyli-este-
rid (35,7 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin
(150 ml) . Liuosta sekoitetaan huoneen ldmpdtilassa 16-20
tuntia. Liuotin poistetaan tyhjdssd ja jd&nnds pestddn
kahdesti dietyylieetterilld ja kahdesti metyleenikloridil-
la. Pesunesteet hyl&dtddn. Pesty jd&nnds liuotetaan etyyli-
asetaatti/metanoliin (1:3) (80 ml) ja puhdistetaan
HPLC:lla kdyttden "Prep LC/System 500"-yksikkdd ja piihap-
pogeelid kiinte#dnd faasina. Kolonnia eluoidaan vaiheittain
metanoli/etyyliasetaatti (1:4 - 2:3)-liuotinsysteemeilld.
Jakeet analysoidaan TLC:1lla kdyttden piihappogeelid
(Merck) ja etyyliasetaatti/metanolia (3:2 tilav./tilav.)
livotinsysteemind. Jakeet, joista A-30912B-rengas puuttuu,
yhdistetdddn ja lyifiloidaan antamaan A~30912B-renkaan
p- (n-oktyylioksi)bentsoyyli-johdannainen.

Vertailuesimerkki 15

A-30912D-renkaan asylointi

A-30912D-rengasyhdistettd (17,8 mmoolia) ja p-(n-
oktyylioksi)bentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli-esterid
(35,7 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin (150 ml).
Liuosta sekoitetaan huoneen ldmpdtilassa 16-20 tuntia.
Liuotin poistetaan tyhjdssid ja jdidnnds pestdin kahdesti
dietyylieetterilld ja kahdesti metyleenikloridilla. Pesu-
nesteet hyldtddn. Pesty jddnn&s liuotetaan etyyliasetaat-
ti/metanoliin (1:3) (80 ml) ja puhdistetaan HPLC:lla kéyt-
tden "Prep LC/System 500"-yksikk®d ja piihappogeeliid kiin-

tednd faasina., Kolonnia eluoidaan vaiheittain metanoli/etyy-

liasetaatti (1:4 - 2:3)-liuvotinsysteemeilli. Jakeet ana-
lysoidaan TLC:1la kdyttden piihappogeelid (Merck) ja
etyyliasetaatti/metanolia (3:2, tilav./tilav.) liuotin-
systeemind. Jakeet, joista A-3Q912B-rengas puuttuu, yhdis-
tetddn ja lyofiloidaan antamaan A-30912D-renkaan p-(n-ok-
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tyylioksi)bentsoyyli-johdannainen.

Vertailuesimerkki 16

A-30912H-renkaan asylointi

A-30912H-rengasyhdistettd (17,8 mmoolia) ja p-
(n-oktyylioksi)bentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli-esterid
(35,7 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin (150 ml).
Liuosta sekoitetaan huoneen lé&mpdtilassa 16-20 tuntia.
Liuvotin poistetaan tyhjtssd ja jddnnds pestddn kahdesti
dietyylieetterilld ja kahdesti metyleenikloridilla. Pesu-
nesteet hylatddn. Pesty jdannds liuotetaan etyyliasetaat-
ti/metanoliin (1:3) (80 ml) ja puhdistetaan HPLC:lla kayt-
tden "Prep LC/System 500"-yksikkdad jé piihappogeelid kiin-
tednid faasina. Kolonnia eluoidaan vaiheittain metanoli/etyy-
liasetaatti (1:4 - 2:3)-liuvotinsysteemeilld. Jakeet ana-
lysoidaan TLC:lla kdyttden piihappogeelid (Merck) ja etyy-
liasetaatti/metanolia (3:2, tilav./tilav.) liuotinsystee-
mind. Jakeet, joista A-30912H-rengas puuttuu, yhdistetddn
ja lyifiloidaan antamaan A-30912H-renkaan p-(n-oktyylioksi)-
bentsoyyli-johdannainen.

Vertailuesimerkki 17

Kaavan III, jossa R3 on n-heksyylioksi ja R5 on

- TN\ - : e
CH3(CH2)7O - , yhdiste, joka on valmis

LE—

tettu vertailuesimerkin 16 menetelmdn mukaisesti, mutta
kdyttden ldhtbaineena kaavan I, jossa R3 on n-heksyylioksi,
vhdistettd (valmistettu egimerkin 15 menetelmdlld).

Vertailuesimerkki 18

S 31794/F-1-renkaan asylointi

S 31794/F-1l-rengasyhdistettd (17,8 mmoolia) ja
p—- (n—-oktyylioksi)bentsoehapon 2,4,5-trikloorifenyyli-este-
rid (35,7 mmoolia) liuotetaan dimetyyliformamidiin
(150 ml). Liuosta sekoitetaan huoneen lamp&tilassa 16-20
tuntia. Liuotin poistetaan tyhjossd ja jddnnds pestddn

kahdesti dietyylieetterilld ja kahdesti metyleenikloridilla.
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Pesunesteet hyldatddn. Pesty jddnnds liuotetaan etyyli-
asetaatti/metanoliin (1:3) (80 ml) ja puhdistetaan

HPLC:lla kdyttden "Prep LC/System 500"-yksikkdd sekd pii-
happogeelid kiintednd faasina. Kolonnia eluoidaan vaiheit-
tain metanoli/etyyliasetaatti (l:4 - 2:3)-liuotinsystee-
meilld. Jakeet analysoidaan TLC:1la kdyttden piihappo-
geelida (Merck/ ja etyyliasetaatti/metanolia (3:2, tilav./ti-
lav.) liuotinsysteemind. Jakeet, joista § 31794/F-l-ren-

gas puuttuu, yhdistetddn ja lyofiloidaan antamaan

S 31794/F~1l-renkaan p-(n-oktyylioksi)bentsoyyli-johdan-
nainen.

Vertailuesimerkki 19

Kaavan III yhdisteiden sienenesto vaikutus voidaan
osolttaa in vitro standardi-levy-diffuusiotesteissd ja
agar-laimennustesteissd sekd in vivo standardi-testeissid
hiirilld, joilla testeilld arvioidaan tehokkuus systemaat-
tista sieni-infektiota vastaan. Kaavan III edustavien
yhdisteiden sienenestotestien tulokset on esitetty taulu-
koissa IV-VIII.

Taulukot IV ja V antavat vertailuesimerkkien 1, 7
ja 13 yhdisteiden tulokset in vitro-testeistd agar-levy-
diffuusiomenetelmin. Taulukossa IV aktiivisuus mitataan
mikro-organismin havaitun estovydhykkeen, jonka testiyhdis-
te on saanut aikaan, koolla (l&dpimitta millimetreissd).
Taulukossa V aktiivisuus mitataan aineen (mg/levy) vdhim-
mdisestovikevyydelld (MIC), Jjoka vaaditaan estdmddn testi-
organismin kasvu. Taulukko VI antaa tulokset 2~30912A-
renkaan p-(n-oktyylioksi)bentsoyyli-johdannaisen testauk-
sesta in vitro viittd Candida albicans-kantaa vastaan
agar—laimennusmenetelmdlld. Taulukossa VI aktiivisuus mi-
tataan aineen (mg/ml) vdhimmdisestovidkevyydellda (MIC),
joka tarvitaan estdmddn testi-organismi.

Tulokset in vivo-testeistd ndiden johdannaisten
tehokkuuden arvioimiseksi Candida albicans A-26:n hiirissd

aiheuttamaa tartuntaa vastaan on annettu taulukossa VII.
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Ndissd testeissd aktiivisuus mitataan EDSO—arvolla {(an-
nos mg/kg:ssa, joka tarvitaan parantamaan 50 $ testi-
eldimistd) . Kun EDSO—arvoa ei saatu, aktiivisuus osoite-
taan pienemmdllid annoksella, jolla havaitaan merkittivi
sienenestovaikutus. Ndissd testeissd urospuolisten albino-
hiirien (spesifisesti patogeeni-vapaita), jotka painavat
18-20 g, ryhmid tartutetaan laskimonsisiisesti Candida
albicans A-26:1la. Hiiriid sidteilytetddn réntgensidteillid
24 tuntia ennen tarttuttamista n. 50 rdntgen'illd/min.
8 minuutin ajan (yhteensd 400 annosta) immuunireaktioiden
vdhentdmiseksi tartuttavaa organismia vastaan. 0, 4 ja 24
tuntia tartuttamisen jdlkeen kullekin hiiriryhmille anne-
taan ihonalaisesti asteittaisia annoksia testiyhdistettid
suspensiona 33-%:sessa polyetyleeniglykoli (PEG) -vedessd.
Kuolinpdivd merkitd8n muistiin jockaiselle eldimelle.
Student'in testin tilastollinen vertailu keskimddridisestd
kuolinpdivdstd tehdddn tartutettujen kdsiteltyjen eldin-
ten, jollakin nimenomaisella annostasolla, ryhmidn ja 10
tartutetun kidsittelemdttdmdn eldimen vdlillid sen madrittd-
miseksi pidentddkd kdsittely merkittdvidsti eloonjéddmis-
aikaa.

Taulukko VIII antaa tulokset vertailuesimerkkien
l, 7 ja 13 yhdisteiden testauksesta absorption suhteen
suun kautta antamisen jdlkeen. Ndissd testeissd hiirille
annetaan letkuruokinnalla 416 mg/kg:n annos testiyhdistet-
td suspendoituna 33-%:seen PEG 400-veteen. Aika-ajoin
otetaan verindytteitd silmdkuopan pohjukasta ja analysoi-
daan antibioottisen aktiivisuuden suhteen seuraavasti:
7 mm:n levy, joka sisdltdd 20 ml tdysverta, pannaan aga-
rille, johon on ympdtty Aspergillus montividensis-A35137.
40 tunnin inkubeinnin jalkeen 30%:ssa estovydhykkeitd
verindytteistd verrataan standardiin, joka on saatu testi-

yhdisteestd, ja yhdisteen m&ddrd verindytteessd lasketaan.
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Taulukko VI

A-30912A-renkaan, Jjossa

777 %
R° = CH, (CH,) 0-e7 Ne- , johdannaisen
3ITTTTT N in vitreo-ak-
. ) tiivisuus
Candida albicans -kantoja vastaan
MIC (ug/ml)
A26 SBH 16 SBH 3] SBH 28 SBH 29

0,312 0,312 0,312 0,312 0,312
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Patenttivaaﬁimukset

5 1. Syklinen pgptidifreﬁgas, joka on vilituote valmistetta-
essa puolisynteettisid sienenestqaineita ja_jolla on kaava: '
0 L TR e e
eis MY Qg R
! ¢ '#L,I‘ ‘O '.

15 - “_.,:' : ) Y H l!i H——-o:—.-——-ﬂz-—}-{

I W
| '.';. | \0-—-——04-1 \ \

jossa R1 on H tai OH jé}'kun~R1 on H, on‘Kz H’ja’R3 ja R4
ovat kumpikin H tai kumpikiﬁ OH, ja kun R1 on OH, on R2 H,
2 .
R” on OH tai C,-Cg alkoksi ja r* on OH, tai R% on
30 ' ' ’
o

~8-NH2 ja R3 ja R4 ovat kumpikin OH, sekd sen happoadditio-
suolat., ' ; ' '
- 2. Menetelmd kaavan I mukaisen syklisen peptidi~renkaan
35 ja sen happoadditiosuolojen valﬁistamiseksi, tunnettu
siitd, ettd vesipitoisessa vidliaineessa saatetaan syklinen pep-

tidiantibiotti, jolla on kaava:
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. cHs HO ﬁ R
! s ‘ﬁ ‘
o H"'I Hw

./
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oL R
| lfzf.ﬂe\\ I-H
| f"';".¢¢. N, 0=.///
N \\b____h\\\
- N/H'

i

7

7N\

Q\

RV ) .
SRR _9B ,H

- e S

jossa R! on H tai OH -j-a;_kl';l_n_ﬁl'i'1 on H, on R? ja RS

-04—-3v—70 L
oW \\\ o N<:

g‘ o

olﬂH
'o H .

P M -

=0

A

. 'nnH

1 II

-é. «OH

seka g

ovat kumpikin H tai kﬁmpikin OH ja R on stearoyyli tai linoleo-

yyli, ja kun R! on OH, on R? j 4

H ja R™ on OH, R3 on OH ja R on

steatoyyli, linoleoyyli tai palmitoyyli, tai R> on C1'C6'al“

koksi ja R on stearoyyli tai llnoleoyyll, ja kun R

ovat OH ja R2 on
o

1

R3, R4

~C-NH,, on R myristoyyli, kosketukseen deasyloivan entsyymin

kanssa, joka on tuotettu eriillid Actinoplanaceae-heimon mikro-

organismilla,

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,

-

t u n.n e t tu

siitd, ettd Actinoplanaceae~heimon mikro-organismi on Actinoplanes-

suvun jédsen.

4, Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetelmd, t u n -

'nettu siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes utahensis.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menstelmd,

tunne¢ttu

-8iitd, ettd mikro~organismi on A, utahensis NRRL 12052 tai sen

mutantti, joka tuottaa t&tid entsyymid.
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6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd mikro-organismi on A. utahensis NRRL 12052.

7. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd mikro-organismi on Streptosporangium roseum var.
hollandensis NRRL 12064, tai sen mutantti, joka tuottaa tdtd ent-
syymid. ' _

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd mikro-organismi on Streptosporangium roseus var.
hollandensis NRRI, 12064,

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes missouriensis NRRL
12053 tai sen mutantti, joka tuottaa tdtd entsyymii.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes missouriensis NRRL
12053.

11. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, tunnet tu
siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes sp. NRRL 12065 tai
sen mutantti, joka tuottaa tdtd entsyymii.

i2. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes sp. NRRL 12065.

13. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unnet t u
siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes Sp. NRRL 8122 tai sgen
mutantti, joka tuottaa t&td entsyymii. -

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd mikro-organismi on Actinoplanes sp. NRRL 8122.

15. Jonkin patenttivaatimuksen 2-14 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd t4td entsyymid on ldsnd tuottavan
Actinoplanaceae-mikro-organismin viljelyssi.

16. Jonkin patenttivaatimukéen 2-15 mukainen menetelmid, t© u n -
nettu siitd, ettd se késittdd lisHvaiheen, jossa syklinen
peptidi-rengas tai sen suola eristetidin kdymisseoksesta.

17. Jonkin patenttivaatimuksen 2-16 mukainen menetelmi, t u n -
nettu siitd, ettd se kiHsittidid lisivaiheen, jossa syklinen

peptidi-rengas tai sen suola puhdistetaan.
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. Cykllsk peptidrlng som dr en mellanprodukt v1d frams-

tallnlng av halvsyntetlska funglstatlska medel och som. har

formeln
5 - e 2 -
o HO T : T |
.?.:ﬁ. R I :
"'B"i I .' H.o ..H . - - .
=i - R -
’ . - '
K i [ T o .
[ ] .
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H - \\ H I
, 2 /’ : 8220
o R —CH, -——9-—-—o :
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H \ fHs
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dr R° 4r H eller OH och, da R &dr H, dr R H o¢ch R™ och R é&r
25 bada H eller bada OH, och da R1 ar OH, ar R2 H, R3 dr OH e;ler
C,=C¢ alkoxi-och rR? ar OH, eller R% &r
0

-C-NH, och R3 och R4 dr bada OH, och syraadditionssalter ddrav.
_ 2. Férfarande for framstdllning av en cyklisk peptidring med
30 formeln I och syraadditionssalter ddrav, k @ nne tecknat

ddrav, att en cyklisk peptidantibiot med formeln:
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1 ir H, ir R%-H och R och R4 ar

4r H eller OH och, d&"R
bada H eller bdda OH och R &r Stearoyl eller linoleoyl, och da

ddr R

R' 4r OH, 4r R® H och R? &r om, Rr3

linoleoyl eller palmitoyl, eller R3 &r Cy—Cg alkyloxi och R ar

1, R3, R4 dr OH och R2 ar

dr OH och R &r stearoyl,

stearoyl eller linoleoyl, och d& R
o :

—E*NHz, ir R myristoyl, i ett vattenhaltigt medium bringas i kon-
takt med ett deacylerande enzym som producerats av en mikro-
organism av familjen Actinoplanaceae. _ _

3. Forfarande enligt'patentkravet 2, kidnnetecknat
dédrav, att mikroorganismen av familjen Actinoplanaceae &r ett led
av genuset Actinoplénes. v

4. Forfarande enligt patentkravet 2 eller 3, k &nn e ~
t ec k n a t darav, att mikroorganismen &dr Actinoplanes utahensis.

5. Férfarande enligt patentkravet 4, k Enne tecknat

ddrav, att mikroorganismen #r A. utahensis NRRL 12052 eller en

. mutant ddrav som producerar enzymet.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k annetecknat

ddrav, att mikroorganismen #r A. utahensis NRRL 12052.
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7. Forfarande enligt patentkravet 2, k annetecknat
ddrav, att mikroorganismen &r Streptosporangium roseum var.
hollandensis NRRL 12064 eller en mutant ddrav, som producerar
enzymet.

8. Forfarande enligt patentkravet 7, k @dnnetecknat
didrav, att mikroorganismen &dr Streptosporangium roseum var.
hollandensis NRRL 12064.

9. Forfarande enligt patentktavet 3, k @&nnetecknat
ddrav, att mikroorganismen #r Actinoplanes missouriensis NRRL
12053 eller en mutant ddrav som producerar enzymet.

10. Férfarande enligt patentkravet 9, k @nne tecknat
ddrav, att mikroorganismen &r Actinoplanes missouriensis
NRRL 12053,

11. F6rfarande enligt patentkravet 3, k &nnetecknat
ddarav, att mikroorganismen &dr Actinoplanes sp. NRRL 12065 eller en
mutant ddrav som producerar enzymet.,

12. Forfarande enligt patentkravet 11, k @&nnetecknat
ddrav, att mikroorganismen dr Actinoplanes sp. NRRL 12065.

13. Forfarande enligt patentkravet 3, k @&nne tecknat
ddrav, att mikroorganismen &r Actinoplanes sp. NRRL 8122 eller en
mutant ddrav som producerar enzymet.

14. Forfarande enligt patentkravet 13, k @&nne tecknat
ddrav, att mikroorganismen dr Actinoplanes sp. NRRL 8122.

15. Forfarande enligt nagot av patentkraven 2-14, k & n n e -
t ecknat ddrav, att enzymet &r ndrvarande i en odling av
den producerande Actinoplanaceaemikroorganismen.

16. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 2-15, k inne -
tecknat av ett ytterligare steg f6r isolering av den
cykliska peptidringen eller ett salt ddrav ur fermentations-
blandningen.

17. F&rfarande enligt ndgot av patentkraven 2-16, k 8 n n e -
tecknat av ett ytterligare steqg f6r rening av den cykliska

peptidringen eller ett salt dirav.
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