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jossa R on o( -L-oleandrosyyli-AA-L-oleandrosyyliryhmi, jolla on kaava

CH
CH3
0 (0]
HO 0
CH3O CH3O

katkoviiva esittdd yksinkertaista tai kaksoissidosta; R1 on hydroksi, joka on
ldsnd vain silloin, kun katkoviiva tarkoittaa yksinkertaista sidosta, R2 on
propyyli tai butyyli ja R3 on metoksi tai hydroksi.

Keksinndn mukaan C-076-yhdisteitd valmistetaan siten, ett#d viljell¥&n
aerobisesti C-076-yhdisteitd tuottavaa Streptamyces avermitilis-kantaa ATCC
31267 ATCC 31271 tai ATCC 31272 vesipitoisessa ravintovidliaineessa, joka si-
sdltdd hiilen ja typen assimiloituvia l&hteita ja epdorgaanisia suoloja, l&mpd~
tilavdlills noin 20-40°C ja pH-arvossa noin 5,0-9,0, C-076-yhdisteet otetaan
talteen, edullisesti suodattamalla fermentointiviliaine, uuttamalla huovasto
veden kanssa sekoittuvalla orgaanisella liuottimella, haihduttamalla orgaaninen
livotin ja uuttamalla j&&nnds veden kanssa sekoittumattomalla orgaanisella
liuvottimella.

Streptomyces avermitilis tuottaa v&hintd#n kahdeksaa erilaista ldhi-
sukuista uutta yhdistettd. Niitd nimitet#&n t&dssd seuraavasti: C-076 Ala, Alb,
A2a, A2b, Bla, Blb, B2a ja B2b. Kaikilla on selvd antihelminttinen aktiviteet-
ti. Niit8 voidaan valmistaa fermentoimalla, ja ne saadaan talteen olennaisesti
puhtaina kuten alla kuvataan.

US-patenttijulkaisusta 3,950,260 on jo tunnettu antibiootin aglykoni-
runko. Keksinntn mukaisesti valmistetut yhdisteet ercavat kuitenkin olennai-
sesti mainitussa patenttijulkaisussa kuvatuista yhdisteistd. Niinpd keksinnén
mukaisesti valmistetuissa yhdisteissd on disakkaridisivuketju ja niissd on
jdljelld 13-hydroksiryhmd, jotka puuttuvat tunnetuista yhdisteist3d. Lisdksi
niissd on joko 22,23-kaksoissidos tai 23-hydroksiryhmd, jotka mySds puuttuvat
tunnetuista yhdisteistd. Edelleen niissd on 25-asemassa butyyli- tai propyyli=-
ryhmd, kun taas tunnetuissa yhdisteissd on t#ssi asemassa metyyli- tai etyyli-
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Taksometristen tutkimusten perusteella niiti C-076-yhdisteiti
tuottamaan pystyvidt mikro-organismit kuuluvat Streptomyces-suvun uuteen
lajiin, jota nimitetZin Streptomyces avermitilis., Ykei tdllainen maaperis-
td eristetty viljelmi on merkill§ MA-4680 firman Merck % Co., Inc., Rahway,
New Hersey, viljelmdkokoelmassa. T#min viljelmdn C-076-yhdisteiti tuottava
niyte on talletettu laitoksen Fermentation Section of the Northern Utiliza-
tio Research Branch, U.S. Department of Agriculture at Peoria, Illinois,
pysyvdén viljelmikokoelmaan numerolla NBRL 8165. NRRL 8165 niyte on myds
talletettu laitoksen American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, pysyvdin viljelmikokoelmaan, jossa silli on
numero ATCC 31,267, ja josta se oh vapaasti saatavana.

Streptomyces avermitilis'in viljelytunnukset esitetHin seuraavassa:

Morfologia: sporoforit muodostavat ilmahuovaston sivuhaaroina spi-
raaleja. Spiraalit ovat kiinteitd, mutta avautuvat viljelmin vanhetessa.
Itist ovat yli 15 itidn ketjuina ja muodoltaan 970-kertaisella suurennuk-
sella tarkasteltaessa tavalligesti pydredstd soikeanmuotoiseen. Itisnmuo-
dostusta havaitaan kaurajauhoagarilla, glyseroli-asparagiiniagarilla, epior-
gaaniset suolat-térkkelysagarilla ja muna-albumiiniagarilla. Itidn pinta on elektro-
n imikroskooppi-kuvassa silei.

Kaursjauhoagar:

Vegetatiivinen kasvu: k#inteinen -erittdin tummanruskea

Ilmahuovasto: jauhemainen, ruskehtavanharmaa (4li)xx, jossa seassa

valkeata.

Liukoinen pigmentti: ruskea

Czapek-Dox-agar (sakkarcosi-nitraattiagar)

Vegetatiivinen kasvu: heikko, vidritsn

Ilmahuovasto: niukka, harmahtava

Liukoinen pigmentti: vaaleanharmahtavan nahanruskea

Muna-albumiiniagar:

Vegetatiivinen kasvu: nahanruskea

Ilmahuovasto: kohtuullinen, vaaleanharmahtavankeltaisenruskea

(3ge)™*, Jossa seassa valkeata

Liukoinen pigmentti: vaasleankellertdvin nahanruskea

Glyseroli-asparagiiniagaxr:

Vegetatiivinen kasvu: k#iinteinen - kellertdvinruskea

Ilmehuovasto: jauhemainen, ruskehtavanharmaa (41i)*%, jossa seassa

valkeata
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Liukoinen pigmentti: vaalea, kellertiviéinruskea

Epdorgaaniset suolat-tiérkkelysagar:

Vegetatiivinen kasvu: k##nteinen - harmahtavan kellertivinruskea
Ilmehuovasto: jauhemainen, vasleanruskehtavanharmaa (4ig)™™,
kirjissi tummempaa ruskehtavanharmaata (411)**

Liukoinen pigmentti: vaalean kellertivinruskea
Hiivauute-dekstroosi -~ suolat-agar:

Vegetatiivinen kasvu: k#dnteinen - tummanruskea
Ilmahuovasto: kohtuullinen, ruskehtavanvalkesa
Livkoinen pigmentti: ruskea
Hiivauute-mallasuuteagar:

Vegetatiivinen kasvu: kd##nteinen - tummanruskea
Ilmahuovasto: kohtuullinen, ruskehtavanvalkea
Liukoinen pigmentti: ruskea
Peptoni-rauta-hiivauuteagar:

Vegetatiivinen kasvu: tummanruskea
Ilmahuovasto: ei ole

Liukoinen pigmentti: tummanruskeasta mustaan
Melaniini: positiivinen

st-tuotto: positiivinen

Ravintoagar:

Vegetatiivinen kasvu: nahanruskea

Ilmahuovasto: niukka, harmahtava

Liukoinen pigmentti: vaaleanruskea
Ravintotirkkelysagar:

Vegetatiivinen kasvu: nahanruskea

Ilmahuovasto: niukka,harmahtavanvalkea
Liukoinen pigmentti: vaaleanruskea

Tdrkkelyksen hydrolyysits hyvd

Perunatulppa:

Vegetatiivinen kasvu: nahanruskea

Ilmahuovasto: ruskea, jonka seassa harmahtavanvalkeatd
Liukoinen pigmentti: harmahtavanruskea
Loeffler'in veriseerumi:

Vegetatiivinen kasvu: harmahtavan nahanruskea

Ilmahuovasto: ei ole

Liukoinen pigmentti: kasvualusta muuttuu hieman ruskehtavaksi
Nesteytyminen: el esiinny

Ravintotyrosiiniagar:

Vegetatiivinen kasvu: kidinteinen - tummanruskeasta mustaan
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Ilmahuovesto: niukka, harmahtava

Liukoinen pigmentti: tummanruskea

Tyrosiinin hajaantuminen: ei esiinny

Hiilen hyvidksikéyttd:

Pridham-Gottlieb-perusviiliaine + 1 % hiilenlihdetti;

+ = kasvaa; - = el kasvua negatiiviseen kontrolliin (ilman hiili-
14¥hdettd) verrattuna.

Glukoosi

Arabinoosi

Selluloosa
Fruktoosi
Inositoll
Laktoosi
Maltoosi
Mannitoli
Mannoosi
Raffinoosi
Ramnoosi

Sakkaroosi

PR R T R R S

Ksyloosi
Ravintogelatiiniagar:
Veketatiivinen kasvu: nahanruskea

Ilmahuovasto: niukka, harmahtavanvalkea
Liukoinen pigmentti: vaaleanruskea
Gelatiinin nesteytyminen: hyvd
Gelatiinipistoymppiyss:

Vegetatiivinen kasvu: ruskea rengas
Ilmahuovaeto: ei ole

Liukoinen pigmentti: vihertdvinruskea
Gelatiinin nesteytyminen: tédydellinen
Rasvatonmaitoagar:

Vegetatiivinen kasvu: tummanruskea
Ilmahuovasto: el ole

Liuokoinen pigmentti: tummanruskesa
Kaseiinin hydrolyysi: hyvi

Lakmusgmaito:

Vegetatiivinen kasvu: tummanruskea kasvurengas
Ilmahuovasto: ei ole

Viri: tummanruskea



57781

Koaguloituminen ja/tai peptonisoituminen: téydellinen peptoniscituminen;
alkaa muuttua alkaliseksi (pH 8,1)

Rasvaton maito:

Vegetatilvinen kasvu: tummanruskea kasvurengas

Ilmahuovasto: ei ole

Liukoinen pigmentti: tummanruskea

Gosguloituminen ja/tai peptonisoituminen: téydellinen peptonisoituminen:

alkaa muuttua alkaliseksi (pH 8,0)

Lampdtila—alue: (hiivauute-dekstroosi + epdorgaaniset suolat-agarilla)

28%¢ - hyvéd vegetatiivinen kasvu ja ilmahuovasto

370C - hyvéd vegetatiivinen kasvu ja ilmahuovasto

SOOC - el kasvua

Hepentarve: (pistoviljelmd hiivauute-dekstroosi + epaorgaeniset suolat-

agarilla) aerotinen

Kaikki koetulokset on saatu 3 viikon viljelyn j&lkeen 2800:ssa, jollei
muuta ilmoiteta. Kaikkien véliaineiden pH oli noin neutrasli (6,8-7,2).

Virinumero (xx) viittaa teokseen Color Harmony Manual, 1958, 4. painos,
Container Corporation of America, Chicago, Illinois.

Streptomyces avermitilis kannan vertailu tunnettuihin Streptomyces kantoihin

Streptomyces avertimilis kannan térkeimmét viljelytunnukset ovat seuraavat:
ilmahuovasto ruskehtavanharméa; itidketjut spiraalimaisia; itidt siledipintaisia;
tuottas melanoidipigmenttejd; kykenee standardiolosuhteissa kdyttéméén hyvékseen
niilipitoisia yhdisteitd, kuten glukoosia, arabinoosia, fruktoosia, inosifolia,
laktoosia, maltoosia, mennitolia, mannoosia, raffinoosia, remnocosia, sakkaroosia
ja ksyloosia; ei muodosta punaisia voimakkaan keltaisia, purppuranpunaisia tai
sinisid liukoisia pigmenttejd tai vegetatiivista kasvua.

Verrattaessa Streptomyces avermitilis kantaa kirjallisuudesta tunnettuihin
Streptomyces kantoihin, havaitaan, ettd yhdeks&llé kennalla on samat yleiset piir-
teet kuin Streptomyces avermitilis kannalla, N&iden kantojen kirjallisia kuvauksia
ja sporoforien morfologisia kuvia tutkittiin l&hemmin seuraavien julkaisujen avulla:
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 8. painos, toimittajat R. E.
Buchanan ja N. E. Gibbons, 1974, Williams & Wilkins Company, Baltimore, Md.;
Shirling, E. B. ja David Gottlieb, Cooperative description of type cultures of
Streptomyces, Part II, Int., J, Syst. Bacteriol. 18: 69-189 (1968), Part III,

Int. J. Syst. Bacteriol. 18: 279-392 (1968), Part IV, Int. J. Syst. Bacteriol.
19: 391-512 (1969), Part V, Int. J. Syst. Bacteriol. 22: 265-394 (1972).
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Kantojen Streptomyces collinus, bottropensis, diastatochromogenes,
luteogriseus, griseosporeus, naganishii, neyagawaensis, olivochromogenus Jja
resistomycificus morfologia oli spiraalimainen, mutta poikkesi selvidsti
Streptomyces avermitilis kannan morfologiasta. Streptomyces avermitilis kannan
itidketjut ovat pitkid, tiiviitd kierukoita, kun taas edelld esitettyjen kantojen
itidketjut olivat lyhyit& ja niissd oli useita huonosti kehittyneitd spiraaleja,
koukkuje, silmukoita, kierukoita, epétéydellisid spiraaleja tai silmukoita, avoi-
mia spiraaleja ja usein kiemuraisia itidketjuja, joissa ei ollut spiraaleja.

Tietyissé eletusaineissa, joissa Streptomyces avermitilis kannan itidnmuo-
dostus oli runsasta, kantojen Streptomyces naganishii ja olivochromogenus itidn-
muodostus oli huonoa. Kantojen Streptomyces griseosporeus, luteogriseus ja
naganishii ilmehuovasto oli vaaleanpunertavanharmaata, kellertdvénharmaata tai
harmehtavan valkoista kun taas Streptomyces avermitilis kannan ilmahuovasto on
tummanruskehtavanharmasts.

Streptomyces avermitilis kanta erosi yhden tai useamman t&rkeén piirteen
osalta kaikista niistd yhdekséstd kannasta, jotka muistuttivat sitd eniten, joten
viljelmé&mme voidaan pitdd uutena Streptomyces kantana,

Vertaesmalla edelld esitettyjé tuloksia teoksessa Bergey's
mikro-organismeihin havaitaan merkitsevid eroja, jotka osoittavat, ettd keksinndn
mukainen mikro-orgenismi on luokiteltava uudeksi lajiksi. Téhédn perustuen sille
on annettu nimi Streptomyces avermitilis,

Y114 oleva kuvaus esittéd Streptomyces avermitilis-kannan, jota voidaan
k&yttdd C-076-yhdisteiden tuottamiseen. Esimerkkind y1ld kuvatun mikro-organismin
mutantista on Streptomyces avermitilis MA L8L8-kanta, joka eristettiin Streptomyces
avermitilis MA L4680-kannasta UV-sdteilytyksen jélkeen. Témd viljelmd on sekd lyo=~
filisoituna etté jéddytettynd talletettu laitoksen American Type Culture Collection
pysyvéén viljelmékokoelmaan, jossa niille on vastaavasti annettu numerot 31272
Ja 31271. Kiytettiessd tdtad jdddytettys mikro-organismiymppiéd on saatu jonkin
verran korkeampia C-076:n fermentointisasntoja,

C-076-yhdisteitd tuotetaan aerobisessa fermentoinnissa sopivassa
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vesipitoisissa ravintoviiliaineissa alempana kuvatuissa olosuhteissa sitd
tuottavalle Streptomyces avermitilis-kannalla. Téssi prosessissa C-0T6:p
valmistamiseksi sopivat kiytettiviksi useiden antibioottien valmistuksessa
kiytetyt vesipitoiset vidliaineet.

T4llaiset ravintoviliaineet sislltivit sellaisia hiilen ja typen
14hteitd, joita mikro-organismi pystyy yhteyttémién, ja tavallisesti pienid
miiris epidorgaanisia suoloja. Lisiksi fermentointiviliaine saattaa
sisiltss sellaisia metallihivenaineita, Joita mikro-organismit tarvitsevat
xasvaakseen. Niiti on tavallisesti riittéiviissid mddrin ravintolédhteend
kxiytetyissi hiilen ja typen lihteissi, muttae niiti voidaan myds haluttaessa
lisiti erikseen ravintovdliaineeseen.

Yhteytettsivin hiilen léhteeksi ravintoviiliaineisiin sopivat yleensé
hiilihydraatit, kuten sokerit, esimerkiksi dekstroosi, sakkaroosi, maltoosi,
laktoosi, dekstraani, sereloosi tms., ja tdrkkelykset. Tarkka hiilen 1l&h-
kdyttomairs viliaineessa riippuu osaksi muista viliaineen aineosista, kui-
tenkin yleensi hiilihydraattiméédrd noin 0,5-5 paino-% viliaineessa on todet-
tu sopivaksi. NHitd hiilen ldhteitd voidaan kdyttdl yksindin, tai niité
voidaan yhdist#i useampia samaan vidliaineeseen.

Streptomyces avermitilis pystyy helposti kiyttdm#in hyviksi C-076:n
yhdisteiden tuottamiseksi erilaisia typen léhteitd, kuten hiivahydrolysaat-
teja, hiiva-autolysaatteja, soijajauhoa, kaseiinihydrolysaatteja, hiiva-
uutteita, maissinliuotusliemis, tislaamon liukenevia aineita, puuvillasie-
menjauhoa, lihauutetta jne. Eri typen léhteitd voidaan kiyttdd yksindin
tai yhdistelmini noin 0,2-6 paino-%:n mifirini vdliaineesta.

Viljelyvdliaineeseen sisillytetyt epiorgaaniset ravintosuolat ovat
sellaisia tavallisesti kiytettyjd suoloja, joista saadaan natrium-, kealium-,
magnesium-, ammonium-, kalsium-, fosfaatti-, sulfaatti-, kloridi-, karbonaat-
ti-ioneja ym. Kiytetdin myds hivenmetalleja, kuten kobolttie, mangaania,

rautaa Jne.

Seuraavassa on esimerkkejd Streptomyces avermitilis-kantojen kasva-
tukseen sopivista vdliaineista C-076-yhdisteiden tuottamiseksi.
Viliaine A

Maissijauho 20,0 g
Tislaamon liukeneva aine 10,0 g
Soijajauho 15,0 g



Natriumsitraatti
Ca0122H20
Polyglykoli P 2000
MgSO4.7H20
00012.6H20
FeSO4.7H20
Tislattu vesi

pH 6,5

Viliaine B:

Liukoinen tdrkkelys
Maisgin livotusliemi
Sereloosi

Soijajauho

(NH4)2804
Maigsijauho
Soijadljy

KH2P04

Ca005

Tislattu vesi

pH 6,7

Viliaine C:

Tomaattitahna
Kaurajauho
Tislattu vesi
pE 6,0

Védliaine D:

Kaurasjauho
Tomaattitahne
Tislattu vesi

pH 5,5

Viliaine E:

Dekstroosi

Peptoni (Difco Laboratories
Detroit, Michigan)

Hiiva-autolysaatti (Ardamine
pH, Yeast Products Inc.,

Paterson, New Jersey)
NaCl
KCl

Fe80,(¥H,),80,.68,0

4,0 g
0,5 &
2,5 8
0,1 g

0,01
0,01
1000

20,0

15,0
5,0
4,0
4,0
1,0
2,5
0,3
6,0
1000

40,0
15,0
1000

20,0
20,0
1000

10,0
5,0

3,0
12,7

0,7

0,035 g

g

g
ml

€
g
g
g
g

&
ml

g

g
ml

€

g
ml

g

ml

2 g

577871
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M3012.6320 5,32 g
Ca012.2H20 0,73 g
Tiglattu vesi 1000 ml
pH 7,4

Fermentointi kdyttéien C-0T76-yhdisteitd tuottavia mikro-organismeja
voidaan suorittaa limpttila-alueella noin 20° - noin 4980. Parhaiden tu-
losten saavuttamiseksi se suoritetaan tavallisesti noin 24° - noin 30°C:ssa.
Edullisin ldmpdtila on 27-2800. Ravintovdliaineen pH C-076-yhdisteiden
tuottamiseksi voi vaihdella noin 5,0:ste 9,0:aan, edullisesti pH on noin
645=T45

Pienessi mittakaavassa fermentointi suoritetaan tavallisesti vie-
m&lld sopiva mi#rd ravintovidliainetta pulloon noudattaen tillsin tunnettua
steriilitekniikkaa,ympp4i4imédlls pulloon joko C-076-yhdisteiti tuottavan
Streptomyces avermitilis-kannan itioitd tai vegetatiivista solukasvustoa,
sulkemalla pullo 1l8ysédsti vanutukolla ja antamalla fermentaation jatkua
tasaisessa huoneen lémpétilassa noin 28°C: g8a pybrivissi ravistimessa noin
3-10 vrk. Suuremmasss mittakaavassa fermentointi suoritetaan edullisesti
sopivissa, sekoittimilla ja ilmanjohtolaitteilla varustetuissa tankeissa.
Ravintovidliaine valmistetaan tankissa,ja steriloinnin jédlkeen siihen ympé-
tdin sopivan C-076-yhdisteitd tuottavan Streptomyces avermitilis-kannan
vegetatiivista solukasvustoa. Fermentaatio saa jatkua noin 24-37°C:ssa 1-8
vrk. Jjolloin ravintovédliainetta sekoitetaan ja/tai ilmastetaan. Ilmastukeen
aste riippuu useista eri tekijoistd, kuten fermenttorin koosta, sekoitus-
nopeudesta jne. Yleensi suuressa mittakaavassa suoritetuissa fermentoinneissa
sekoitetaan noin 95-150 kierr./min., ja ilmaa johdetaan noin 0,06-0,57 m5/
min.

Keksinndn mukaisesti saatuja yhdisteitd, joista kdytetdsn yleisnimi-
tystd C-076, esiintyy Streptomyces avermitilis-fermentaation pidityttyd pdd-
asiassa huovastossa, josta ne voidaan ottaa talteen ja erottaa eri yhdis-
teiksi alla kuvatulla tavalla. Streptomyces avermitilis'in tuottamista C-076-
yhdisteisti on eristetty 4 suuremmassa mddrin ja 4 vidhiisemmissi midrin esiin-
tyvdi komponenttia. Nim¥ 8 eri komponenttia on nimitetty seuraavasti: C-076
Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a ja B2b, PY{ikomponenteilla on identifioin-
tinimityksessli liite "a" ja vdhdisemmilld komponenteilla 1liite "b". Raken-
teellisen eron "a"- ja "b"-yhdisteiden vd1lilli uskotaan clevan sama Jjokaisel~
la neljédlli parilla.

Odotetusti el piiasiallisia C-0T6-yhdisteitékd&n kaikkia muodostu

tissi kuvatussa fermentaatiossa yhtid suuria midrid. Yleisesti on havaittu,
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ettd Al-yhdisteiden osuus on noin 20-30 paino-% koko tuotetusta C-076-
kompleksista, A2-yhdisteiden osuus on noin 1-20 % ja Bl- ja B2-yhdis~
teiden osuus on kummankin noin 25-35 %. "a"-sarjan yhdisteiden ja "b"-sar-
jan yhdisteiden painosuhde on noin 85:15 - 99:1.

C-076~sarjan yhdisteiden erottaminen fermentaatioliemestd ja yksit-
tiisten komponenttien erotus suoritetaan liuotinuutolla ja kromatografia-
fraktionnilla erilaisis kromatografiamenetelmii ja liuotinsysteemeji kiyt-
tien.

C-076-yhdisteet ovat huonosti liukenevia veteen ja hyvin liukenevia
orgaanisiin liuottimiin. THti ominaisuutta voidaan sopivastl kdyttdd hyvik-
si niiden talteenottamiseksi fermentaatioliemestd. Eriissd talteenottomene-
telmissi koko fermentaatioliemi suodatetaan, ja vesipitoinen suodos hylji-
tiin, Mdirki huovastokakku uutetaan sitten sopivalla orgaanisella liuottimel-
l2. Miki tehansa orgeaninen liuotin sopii kdytettdviksi, kuitenkin on edul-
lista kiyttdi veden kanssa sekoittuvea orgaanista liuotinta, kuten aseto-
nia, metanolia, etanolia tme. Yleensi mahdollisimman suuren saannon kan-
nalta on edullista suorittaa useampia uuttoja. Liuotin poistaa huovas-
tosta aktiiviset C-0T76-yhdisteet sekd myss muita aineita, joilta puuttuu
C-076:n anthelminttinen aktiviteetti. Jos liuotin on veden kanssa sekoittuva,
se poistaa maristi huovastosta myss veden. Uutetut huovastot voidaan hyljéa-
ti. Liuotinuutteet haihdutetaan orgaanisen liuottimen poistamiseksi ja uute-
taan useita kertoja toisella liuottimella. Kun ensimméiisesséd uutossa kidy-
tetiin veden kanssa sekoittuvaa liuotinta, niin toisessa uutossa kdytetididn
edullisesti veden kanssa sekoittumatonta liuotinta, kuten kloroformia,
metyleenikloridia, hiilitetrakloridia, etyyliasetaattia, metyylietyyliketo-
nia, metyyli-isobutyyliketonia tms. Viimeksi saadut uutteet kuivataan ja
vikevsidiin tunnetulla tavalla,jolloin saadaan jéinnds, joka sisiltidi
C-076-yhdisteitd sekoittuneina muiden aineiden kanssa. Timi fraktio sopivim-
min kromatografoidaan sitten aktiivisten C-076-yhdisteiden erottamiseksi
muusta aineksesta ja myds eri C-076-yhdistiden erottamiseksi toisistaan.
C=-0T76-yhdisteiden kromatografiseen puhdistukseen kdytetyt menetelmit ovat
alalla yleisesti tunnettuja. Esimerkkejid tdllaisista kromatografiamenetel-~
misti ovat pylvdskromatografia, jossa kidytetd:n esim. piihappogeelid, alu-
miniumoksidia, dekstraanigeeleji tms., ja eluointiin erilaisia liuottimia
ja/tai kahden tal useamman liuottimen yhdistelmi# vaihtelevissa suhteissa.
Nestekromatografiaa kidytetidn C-076-yhdisteiden toteamiseen, ja korkea-
painenestekromatografiaa voidaan kiyttdd sellaisten puhtaiden fraktioiden

eristimiseen, jotka sisdltdvidt yhtid tal useampaa niiigtd yhdisteistd.
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Samoin ohutkerroskromatografiaa voidaan kdytt#d erillisten C-076-yhdisteiden
toteamiseen ja eristimiseen. Kdyttdmilld ylld mainittuja menetelmid sekid
muite alan ammattimiehelle tunnettuja menetelmii saadaan C-076-yhdisteiden
puhdistettuja yhdistelmii sekd myés erillisiii C-0T76é-yhdisteitd. Aktiivisten
C-076-yhdisteiden lisndolo todetaan analysoimalla eri kromatografiafraktioi-
den antihelminttinen aktiviteetti sek# yhdisteiden spektritunnuksista (kuten
UV- ja IR-spektrit), kuten alla kuvataan.

Eri C-076-yhdisteiden spektri- ja muut fysikaaliskemialliset tun-
nusluvut on esitetty seuraavassa taulukossa I. Nim# yhdisteet ovat erittdin
hyvin liukenevia useimpiin tavallisiin orgaanisiin liuottimiin ja huonosti
veteenliukenevia.

Taulukossa I esitetyt ultraviolettispektriluvut saatiin metanoli-
liuocksesta 1 cm kvartsiselleissi laitteella Cary Model 15 Ultraviolet
Spectrometer. Yhdisteen vHkevyys oli noin 25 /ug/ml. Vaikka UV-absorptio
on esitetty méiritylle "a"-sarjan yhdisteelle, se on tosiasiassa sellaisen
"a"-sarjan yhdisteen absorptio, joka sisliltii vihiisen mHdérdn "b"-sarjan
yhdistettd. "a"- ja "b"-sarjat eroavat toisistaan ainocastaan alempialkyyli-
substituentissa olevan -CH2-ryhm§n suhteen, joka ero ei 1liity kromoforiin.
Ultravioletti absorptio ilmaisee ldhinnid kyseessi olevan yhdisteen tyydytty-
mittomyyden asteen ja luonteen. Optinen k#dntSkyky médritettiin standardi-
menetelmilli kiyttien Karl Zeiss polarimetrii. Konsentraatiotekiji (c) on
ilmoitettu yhdisteen #-pitoisuutena kyseisessi liuottimessa.
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Alla olevassa taulukossa II on esitetty C-076-yhdisteiden Ala, A2a,

Bla ja B2a 13C NMR-spektri-luvut. Spektrit on saatu laitteella Varian

Nuclear Magnetic Spectrometer Model CFT-20 deuteroidussa kloroformiliuok-
sessa kdyttien sisdisend standardina tetrametyylisilaania. Kussakin ta-
pauksessa on ilmoitettu ndytteen liuoksen tilavuus ja vikevyys ja sen jil-
keen kemialliset siirrot tetrametyylisilaanin suhteen kullekin yhdis-
teelle miljoonasosina (ppm). Kemialliset siirrot on ilmoitettu yhdelle hii-

liatomille, Jjollei muuta ilmoiteta kemiallisen siirron perissi suluissa.

Taulukko II

AL (0,6 ml. 16%)

12,0, 13,0, 15,1, 16,4, 17,7, 18,4, 19,2, 20,3,27,5,
30,6, 34,3 (3C), 35,2, 36,6, 39,7, 40,5, 45,7, 50,4
(2C), 57,7,.67,3, 68,2 (2C), 68,4 (2C), 74,9, 76,1,
77,0, 77,5, 78,3, 79,4, £0,6 (2C), 62,0, 95,0, 95,3,
98,5, 118,4 (20), 119,7, 124,9, 127,3, 135,2, 136,0,

136,1, 137,6, 139,9, 173,8.

A2 (0,6 ml. 1G%)

11,8, 12,4, 13,8, 15,1, 17,7, 18,4, 19,9, 20,3, 27,3,
34,3 (3C), 35,2, 35.8, 36,5, 39.8, 40,8, 41,2, 45,7,
56.4 (2C), 57,7, 67,3, 67,7, 68,2 (30), 69,9, 70,8,
76,1, 77,0, 77,6, 78,3, 79,4, 80,6 (2C), gl,8, 94,9,
98.¢, 99,7, 117,7, 118,4, 119,7, 124,9, 135,7, 13G,1,

137,6, 140,0, 173,7.
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N Taulukko II (jatkoa)

Bl (0,3 ml. 16%)

12,0, 12,9, 15,1, 16,4,17,7, 18,4, 19,9, 20,2, 27,5,
30,6, 34,3 (3¢), 35,2, 36,6, 39,8, 40,5, 45,7, 56,4 (2C),
67,3, 67,8, 68,2 (2¢), 63,4 (2C), 75,0, 76,1, 78,3,

79,4 (2C), 80,5 (2¢), ©2,0, 95,0, 95,5, 98,5, 118,1,

118,4, 120,4, 124,8, 127,9, 135,2, 136,2, 137,9 (2C),
139,7, 173,6.

B2 (0,56 ml. 163%)

11,8, 12,4, 13,8, 15,1, 17,7, 18,4, 19,9, 20,2, 27,3,
34,4 (3¢), 35,2, 35,8, 36,5, 39,8, 40,3, 41,2, 45,3,
56,4 (2C), 67,3, 67,7 (2C0, 68,3 (3C), 69,9, 70,9,
76,1, 78,3, 79,4 (2C), 80,5 (2C), 61,8, 94,9, 95,6,
99,7, 117,7, 118,0, 120,4, 124,8, 135,7, 138,0 (2C),

139,8, 173,5.

Kahdeksan C-076-yhdisteen tyypilliset massaspektripiikit on esi-
tetty taulukossa III. Ensimmiiselld rivilld on kunkin yhdisteen molekyyli-
ionin massan suhde varaukseen (m/e), je muut luvut ilmoittavat kunkin yh-
disteen piiasiallisten osien massavaraussuhteen. Samalla vaakarivilli ole-
vat massa-varaussuhteet osoittavat kunkin yhdisteen analogisten osien mas-
sa-varaussuhdetta. Massavaraussuhteet, jotka on ilmoitettu kokonaislukuina,
saatiin laitteella LKB Mass Spectrometer Model LKB-9000. Massa-varaussuhteet,
jotka on ilmoitettu neljéin desimarlin tarkkuudella, saatiin laitteella High
Resolution Varian Mass Specotrometer Model MAT-731.
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Lijtteend olevat kuviot 1-8 ovat tarkkoja jidljenndksii neljidn
C-076-yhdisteen IR~ ja NMR-spektreistd. Kuvioissa 1-4 on C-076-yhdistei-
den Ala, A2a, Bla ja B2a IR-~-spektrit. Kuvioissa 5-8 on C-076-yhdisteiden
Ala, A2a, Bla ja B2a NMR-spektrit. IR-spektrit saatiin laitteella Perkin
Elmer Spectrometer Model 421 kloroformiliuoksessa. NMR-spektrit saatiin de-
uteroidussa kloroformissa laitteella Varian Nuclear Magnetic Resonance
Specktrometer Model HA-100, ja spektreissd nikyvit kemialliset siirrot ovat
miljoonasosina (ppm), jolloin sisdiseni standardina on kiytetty tetrametyyli-
silaania.

Koetulosten,mukaanlukien tidssi kuvatut tutkimukset ja mittaukset,
perusteella C-076-yhdisteilld uskotaan tasossa esitettyni olevan seuraava

rakennekaava:

CH 0 3 0
3 . e
HO )~ o v
' CH,O

CH,O

ja Jossa katkoviiva esittdd yksinkertaista tai kaksoissidosta; Rl on hydrok-
si, joka on ldsnd vain silloin, kun katkoviiva tarkoittaa yksinkertaista

sidosta; R2 or propyyli tai butyyli ja R3 on metoksi tai hydroksi.
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Taulukoasa IV on esitetty eri yhdisteiden rakennekaavat edelld olevaan perus-
tuen.

Taulukko IV

Rl R2 ' R3
Ala kaksoissidos butyyli -OCH3
Alb kaksoissidos propyyli -OCH3
Ala -0OH ' butyyli -OCIl3
A2b -OH propyyli -OCH 4
Bla kaksoissidos butyyli -OH
Blb kaksoissidos propyyli -0l
B2a -OH butyyli -OH
B2b -OH propyyli ot

XKuten voidaan odottaa, sellaiset keksinndn mukaiset yhdisteet,
joissa R, on butyyli ("a~sarjan" yhdisteet) ja vastaavat yhdisteet,
joiesa Ré on propyyli ("b-sarjan" yhdisteet) kiyttéytyvit samalla tavoin
useimmissga talteenottovaiheissa, kuten liuotinuutossa. Kusgsakin "a"- ja
"b"-yhdisteparissa "a"-yhdistettd on suurempi mHird, joka on tavallisesti
noin 85-99 % "a"- ja "b"-yhdisteiden seoksen miiristd. Propyyliyhdisteet
on osoitettu yhdisteiden massaspektreilly, joissa massapiikeilld, jotka
edustavat butyyliryhmin sisdltdvii osia, on seuranaan piikit, Jjoiden
massa on 14 yksikkdd (eli ykei CH2-ryhmﬁ) alempi. Lislksei Alb-komponent-
tien yhdisteiden erottamiseen Ala~komponenteista on klytetty korkeapainenes-
tekromatografiaa, ja niin saadean Alb-yhdisteen massaspektri on varmistettu
korkearesoluutiomassaspektrometrisesti (katso taulukko III).

Keksinnsn mukaisilla uusilla-Yhdisteilld on merkitsevy entihelminttinen
teho, ja niiti voidaan kéytt#i ihmis- ja elliinliéiketieteessi sekd maanvil-
jelyssi antihelmintteins, insektisideind ja akarisideina.

Tauti tai tautiryhmid, jota yleisesti nimitetdi#n helmintiaasiksi,
johtuu iséntieliimen seamasta loismatotartunnasta,eli helmintti-tartunnasta.
Helmintiaasi muodostaa vallitsevan ja vakavan taloudellisen ongelman koti-
eldinhoidossa, kuten sikojen, lampaiden, hevosten, nautakarjan, vuohien,
koirien, kissojen ja siipikarjan hoidossa. Helminteisti matojen ryhmi#n
kuuluvat nematodit alheuttavat usein laajalti levinneitd ja vakavia infek-
tioita eri el¥inlajeissa. Ylli mainituissa eléimissi yleisimmin esiintyvia
nematodisukuja ovat: |
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Haemonchus, Trichostrongylus,

Ostertagia, lematodirus, Cooperia, Ascaris, Bunostomum,

Oesophagostomum, Chabertia, Trichuris, Strongvylus,

Trichonema,Dictyocaulus, Capillaria, lleterakis,

Toxocara, Ascaridia, Oxyuris, Ancylostoma, Uncinaria,

Toxascaris ia Parascaris.

Jotkut niisti, kuten Nematodirus, Cooperie Ja Oesophagostomum, esiintyvit
lihinnid suolistossa, kun taas toiset, kuten Haemonchus ja Ostertagia esiin-
tyvdt piHasiassa mahalaukussa, ja toiset, kuten Dietyocaulus, esiintyvit
keuhkoissa. Lis#dksi jotkut loiset pesiytyvit kehon muihin kudoksiin ja
elimiin, kuten syddmeen Jja veriauoniin, ihonalaisiin ja lymfakudoksiin.
Helmintiaasin nimelld tunnetut loistartunnat johtavat iséntieléiimen ane-
miaan, aliravistemukseen, heikkouteen, painohdvissn, suolistoalueen ja muiden
kudosten ja elimien seinimien vakavaan vaurioitumiseen ja saattavat hoita-
mattomina johtaa kuolemaan. Keksinnén mukaisilla C-076-yhdisteilld on yllét-
tien korkea teho ndit¥ loisia vastaan, lisdksi ne ovat aktiivisia koirien
Difofilaria-tartuntaa jyrsijoiden Nematospiroides-, Syphacia, Aspiculurie~
tartuntaa, lintujen ja muiden el¥inten artropodi-ektoparasiittoja, kuten
puutditi, punkkeja, tiitid, kirppuja, lihakirpisii, lampaiden Lucilia-lajia,
purevia hyénteisii ja sellaisias sisiiintunkeutuvia kaksisiipisten toukkia
vastaan, kuin Hypoderma-lajia nautakarjalla ja Gastrophilus-lajia hevoeilla
ja Cuterebra-lgia nautakarjalla ja Gastrophilus-lajias hevosilla ja Cuterebdb-
ra-lajia jyrsijsilli.

Keksinndn yhdisteet ovat tehokkaita myse 1hmisillid esiintyvid loi-
sia vastaan. Mahasuolistoalueen tavallisimmat loislajit ihmigill# ovat:
Ancylostoma, Necator, Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Capillaria,
Trichuris ja Enterobius. Muitas li8ketieteellimsesti tidrkeiti mahasuolisto-
alueen ulkopuolella esiintyvid loissukuja, jotka esiintyvidt veressid tai
muissa kudoksissa ja elimisegi ovat rihmamadot, kuten Wuchereria, Brugis,
Onchocerca, Loa, Dracunculus ja siséilmysmatojen Strogyloides Ja Trichinella
erli kehitysvaiheet. Yhdisteilld on arvoa myds ihmiselll esiintyvid artropo-
diloisia vastaan, ihmistd hiiritsevidi purevia Jja muita kaksisiipisii hydn-
teisid vastaen.

Yhdisteet tehoavat my¥s kotiloisiin, kuten torakoihin, Blatella-~
lajiin, vaatekoihin, Tineola-lajiin, turkiskuoriaisiin, Attagenus-lajiin

ja huonekirpiseen (Musca domestica).
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Yhdisteet tehoavat myds varastoidussa viljassa esiintyviin
tuholaisiin, kuten Trilobium-lajiin, Tenebrio-lajiin, ja viljakas-
veilla esiintyviin tuholaisiin, kuten lehtipunkkeihin (Tetranychus-
laji), lehtit#ihin (Acyrthiosiphon-laji), vaeltaviin suorasiipisiin,
kuten hein#sirkkoihin, ja kasvisolukossa eldviin hy®nteisten eri
kehitysasteisiin. Yhdisteitd voidaan kdyttd&d nematosideina maa-
perdn nematodeja ja kasviloisia, kuten Meloidogyne-lajia vastaan,
milli saattaa olla merkitystd maanviljelyksessi.

Keksinndn yhdisteit#d k#ytettiessd C-076-yhdisteet voidaan
erist3i ja puhdistaa ja kdyttd4 sellaisina. Voidaan my0s kdyttad
yhden tai useamman eri C-076-yhdisteen seosta. Ei ole tarpeen tdy-
sin erottaa eri C-076-yhdisteitd, jotka on saatu fermentointilie-
mestd puhdistamalla. Yleensi saadaan seos, joka sisdltdd kahta
tai useampaa C-076-yhdistettd, mutta josta muut ei-ldhisukuiset
yhdisteet on poistettu. T&llaista seosta voidaan kdyttdd t&ssd
kuvatulla tavalla loistautien ehk#isyyn ja kédsittelyyn. Tdllainen
seos sisHltii tavallisesti C-076-yhdisteitd epdtasasuhteissa, mutta
kaikkien yhdisteiden ollessa antihelminttisesti aktiivisia seoksen anti-

" Welminttinen aktiviteetti voidaan tarkalleen m#é#rittd&d. Varsinkin
saattaa olla tarpeetonta erottaa "b"-yhdisteit&d l&heisistd "a"-
yhdisteistd. Ndiden yhdisteiden erona on ainoastaan 25-kohdassa
olevan sivuketjun pituus. N&iden l&hisukuisten yhdisteiden ero-
tusta ei tavallisesti suoriteta, koska "b"-yhdistettd on ldsnd vain

sangen pieni %-mddrd.
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Keksinntn mukeisia C-0T6-yhdisteitd voidaan kdyttii myss sellai-
sia maanviljelytuholaisia vastaan, jotka aiheuttavat vahinkoa viljalle vil-
jelyn tai varastoinnin aikana. Yhdisteiti kédytetilin tunnetulla tavalla
ruiskutuksina, pSlytyksini, emulsioina yms., kasvavalle tai varastoidulle
viljalle t&mén suojaamiseksi tuholaisia vastaan.

C-076-yhdisteiden antihelminttivaikutus voidaan miirittii antamalla
oraalisti ravinnon mukane erillisen C-076-yhdisteen, C-076-yhdisteseoksen,
vikevoidyn uutteen tms. ndyte hiirelle, joka 3 pHivii aikaisemmin oli tar-
tutettu Nematospiroides dubius-loisella. 11, 12 ja 13 piividi lidkityksen
alusta tutkitaan hiiren ulostetta N.dubius-munien loytémiseksi, ja seu-
raavana pdivéni hiiri tapetaan ja ohutsuolessa oleva likimdiriinen matojen
lukum@ird lasketaan. Yhdiste on aktiivinen, kun munien ja matojen luku-
mé&rd on selvisti laskenut infektoituun, lé&kitsemiittomidin kontrolliin ver-
rattuna.

Seuraavien esimerkkien tarkoituksena on valaista keksintsi sen
paremmaksi ymmirtimiseksi.

Vdliainekoostumukset:

Vdliaine 1

Dekstroosi 20 g
Peptoni 58
Liheuute 58
Primaarihiiva 3 g
NaCl 5 &
CaCO5 (pH-884d8n j&lkeen) 3 g
Tislattu vesi 1000 ml
pH 7,0

Vdliagine 2

Tomaattitahna 20 g
Modifioitu tirkkelys (CPC) 20 g
Primaarihiivs 10 g
CoC12.6H20 0,005 g
Tislattu vesi 1000 ml
pH 7,2-7,4

Egimerkki 1

Lyofilisoitu Streptomyces avermitilis MA-4680 putki avataan asep~
tisesti ja sisiltd suspendoidaan tulpallisessa 250 ml Erlenmeyer?pullossa
olevaan 50 ml:aan viliainetta 1. Pulloa ravistellasn 3 piivii 28°C:s8a pPyS-
riviseld ravistuskoneessa 220 kierr./minuutissa kiertoradan lipimitan olles-
sa 5 cm. 0,2 ml t&4t8 ymppivdliainetta kéytetidin viliaineen 3 vinoviljelmidn
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ymppind. Ympitty# vinoviljelm#i inkuboidaan 28°C:ssa 10 pidivid Ja sHdily-
tetdin sitten 4°C:ssa, kunnee sitid kiytetdtin vield neljin vidliaine 3:n vi-
noviljelmén ymppini. N4iti viljelmi¥ inkuboidean pimeissi 8 pdivid. Yhtid
niistd kHytetddn 3:ssa 250 ml:n Erlenmeyer-pullossa olevan 50 ml:n ymppi-
véliaineen n:o 4 ymppdimiseen. Ymppipulloja ravistellaan 2 paivdd 27-2800:
ssa pySrivissH ravistuskoneessa 220 kierr./minuutissa kiertoradan lidpi-
mitan ollessa 5 cm. Pullojen sis¥llbt yhdistetHin, Jja yhdistettyd lientd
kéytetdin ymppiimdsin (5 % ymppid) tulpilla varustetuissa 250 ml:n Erlen-
meyer-pulloissa olevat erilaiset tuotantoviiliaineet (40 ml kutakin). VH1li-
ainetta 2, 5 ja 6 sisiltivii pulloja inkuboidaan 4 piivid 28°C:sea ravis-
tellen pydrivissi ravistuskoneessa 220 kierr./minuutissae kiertoradan 1%-
pimitan ollessa 5 cm. Saatu C-076~pitoinen liemi otetaan talteen,ja siitid
mddritetddn antihelminttinen aktiviteetti. Kaikissa tapauksissa 6,2 ml tdys-
lientd ja linkoamalla 25 ml:sta tiyslienti saatu kiintei aine olivat tdy-
ein aktiivisia hiiren N.dubius-helmintti-infektiossa.

Viliaine 3 Svinoviljelmﬁv&liaine)

Dekstroosi 10,0 g
Bacto-asparagiini 0,5 g
X,HPO, 0,5 &
Bacto-agar 15,0 g
Tislattu vesi 1000 ml
rE 7,0

Viliaine 4 (ymppivdliaine)

Liukeneva tirkkelys 10,0 g
Ardamine pH 5,0 &
NZ Amine E 5,0 g
Lihauute 3,0 g
MgSO . TH,0 0,5 g
Sereloosi 1,0 g
NazﬂPO4 0,190 g
KHZPO4 0,182 g
Caco3 0,5 ¢
Tislattu vesi 1000 ml
pH 7,0-7,2 '

Vdliaine §

Tomaattitahna 40,0 g
Kgurajauho 10,0 g

Sereloosi 10,0 g



23

57781

Maissinliotusliemi 5,0 g
Hivenaineseos 10,0 g
Tiglattu vesi 1000 ml
pH 6,8

Hivenaineseos

FeSO4.7H20 : 1000 mg
MnSO4.4H20 1000 mg
Cu012.2H20 25,0 mg
Ca012 100,0 mg
H2303 56,0 mg
(NH4)2M004.4H20 19,0 ng
ZnSO4.7H20 200,0 mg
Tislattu vesi 1000 ml
pE

Vidliaine 6
CPC teollinen modifioitu tdrkkelys

(tuottaja CPV Corp.) 40;0 g
Tiglaamon liukeneva aine 7,0 g
Autolysoitu hiiva (Ardamine pH,

tuottaja: Yeast Products Ine.) 5,0 g
CoClz.6H2O 50,0 mg
Tislattu vesi 1000 ml
PR 7,3

Fsimerkki 2

0,5 x 1,0 cm suuruinen silmukallinen yht4 esimerkissid 2 viliaineesta
3 valmistettua vinoviljelmii kiytetisn ymppé#mdin 250 ml:n tulpallisessa
Erlenmeyer-pullossa oleva 50 ml ymppiviliainetta n:o 4. Ymppipulloa ravis-
tellaan 1 piivi 27-28°C:ssa pydrivissd ravistuskojeessa kierrosluvulla 220
kierr./min. kiertoradan lépimitan ollessa 5 cm. Ymppipuldoa sHilytetdin
ritten 4°C:ssa, kunnes sitéd kiytetdlin. Pullon sisiltod kdytetdin ymppzs-
midn (5 % ymppi#) 20:ssi 250 ml:n tulpattomassa Erlenmeyer-pullossa oleva
40 ml vidliainetta n:o 2. 4 pdivdn inkuboinnin jilkeen 28°C:ssa pyori-
vissi ravistuskoneessa 220 kierr./minuutissa kiertoradan ollessa 5 em, 19
pullon sisdlts yhdistetdin. Yhdistetty, C-076-pitoinen ferementaatioliemi
suodatetaan, jolloin saadaan 500 ml suodosta ja 84 g huovastoa. 78 g huovas-
toa uutetaan 150 ml:lla asetonia sekoittaen 0,5 tunnin ajan, sitten suo-
datetaan. Suodatinkakku pestiin 50 ml:lla asetonia,ja suodos ja pesunesteet
yhdistetddn ja vikevdidiin 46,5 ml:ksi. 30 ml:aan vikevoitettid lisXtiin

laimeata kloorivetyhappoa pH:n sditidmiseksi 4:3in, ja sitten uutetaan

3 kertaa 30 ml:lla kloroformia. Uutteet kuivataan suodattamalla kuivan
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Infusorial Earth-kerroksen (Super-Cel) livitse, yhdistetd#n ja haihdu-
tetaan kuiviin tyhjdssi. 0ljym#inen C-076-jidnnds, joka painaa 91,4 mg,
livotetaan kloroformiin niin, etti saadaan 3 ml liuvosta, joka vastaa
1 %:ia viljelyliemen tilavuudesta. Tédllid talteenottomenetelmdlli saatu
C-076 on tiysin aktiivinen hiirien N.dubius-infektiota vastaan. Lisidksi
kloroformiuutolla saadaan tdysliemen 70-kertainen C-076-yhdisteen puhdis-
tustulos.

Esimerkki 3

Vaihe A

250 ml:n tulpalliseen Erlenmeyer-pulloon, joka sisédltdd 50 ml

viliainetta 7, ympitddn Streptomyces avermitilis MA-4680:a jHddytetys-
t4 pullosta. Inkuboidaan 24 tuntia 28°C:ssa pycriviassi ravistuskoneessa

kierrosnopeudella 160 kierr./minuutissa kiertoradan lidpimitan ollessa

5 em.
Viliaine 7T
Dekstroosi lg
CPC teollinen modifioitu
tirkkelys 10 g
Lihauute 38
¥MZ Amine E 58
Autolysoitu hiiva
(Ardamine pH) 5> 8
MgSO4.7H20 0,05 g
Na2HPO4 0,19 g
KHzPO4 0,182 g
Ca.CO3 0,5 g
Tislattu vesi 1000 ml
pH 7,0-7,2
Vaihe B

Kahteen 2 litran tulpalliseen Erlenmeyer-pulloon, jotka kumpikin
sigiltivdt 500 ml vdliainetta 7, ympdtlin 10 ml vaiheen A pullon sisiltdi.
Viliaineita inkuboidaan 24 tuntia 20°C: ssa pydrivéisss ravistuskoneessa kier-
rosnopeudella 160 kierr./minuutissa kiertoradan lipimitan ollessa 5 om.

Vaihe C

756 litran ruostumattomasta teriksestd valmistettuun fermenttoriin,
joka sisiltdd 467 litraa viliainetta 8, lisdtddn 1 litra vaiheen B fermen-
tointiviliainetta sellaiseraan. Fermenttorie sekoitetaan 96 tuntia 28%C: ssa

kierrosnopeudella 130 kierr./minuutissa samalla johtaen ilmaa 28 1/min.
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Védliaine 8
Tomaattitahna 20 g/1
Primearihiiva N.F, 10 g/1
Tirkkelys, modifioitu, CPC 20 g/1
CoC1,.6H,0 5 mg/1
Polyglykoli 2000 0,321 ml/1
Tiglattu vesi QeS8
pH 7,2-7,4

Timin ajan kuluttua 15,5 1 kasvatuslienti suodatetaan ja C-076-pi-
toinen huovasto pestién vedelli. Mir#n huovaston (2,268 g) uuttamiseksi
gitid sekoitetaan yhdessid asetonin kanssa (3 1). Seos suodatetaan, suodos
vikevdidddin 1550 ml:ksi, ja pH sdfidetdln laimealla HCl:114 4,0:ksi. Témi
Liuos uutetaan 3 kertas saman suuruisilla tilavuuksilla kloroformia. Kloro-
formiuutteet kuivatean suodattamalla Infusorial Earth-kerroksen (Super-Cel)
ldvitse, ne yhdistetddin ja haihdutetaan kuiviin tyhjossd. J&&nndksend saa-
tu C-076-51jy painaa 5,12 g 3,3 mg on tiysin ektiivista hiirien N.dubius-
infektiota vastaan. |

4,69 g titi 81jyd liuotetaan 142 ml:asan kloroformia ja kromatogra-
foidaan pylvadlli, Jjoka sisiltdd 90 g kloroformin kanssa pakattua pii-
happogeelid. Pylvidin kehitys suoritetaan 1400 ml:lla kloroformia. Pylvis
eluoidaan sitten kloroformi/etanoliseoksella (49:1), ja 5 ml:n fraktioita
keritiin 145. Sitten pylvis eluoidaan kloroformi/etanoliseoksella (19:1),
ja keritiin fraktiot 146-226, 5 ml kukin, Fraktiot 49-72 yhdistetiin ja
baihdutetaan kuiviin, jolloin saadaan 200 mg 51jyi (A4). Fraktiot 79-184 yh-
distetdin ja haihdutetaan kuiviin, jolloin saadaan 291 mg 51ljyi (B).

400 /ug kumpaakin fraktiota on tdysin aktiivinen hiiren N.dubilus-infek-
tiota vastaan. Nimi kaksi fraktiota (A ja B) analysoidaan erikseen piihappo-
geelillsd ohutkerroskromatografialevyilld (Quanta/Gram QIF-levyt, saata-

vana firmasta Quanta/Gram Inc., Fairfield, New Jersey). Levyt kehitetiin
kloroformi/metanoliseoksella (19:1). Téplien ultraviolettiaktiivisuus ana-
lysoidaagn, ja kummankin fraktion yhdellid tdpléll# on C-076-yhdisteiden tyy-
pillinen UV-absorptio (katso taulukko I). Fraktion A tdplilld, jonka Rf on
0,83, ja fraktion B tdplilli, jonka Rf on 0,57, on tdllainen absorptio.
Edellinen vastaa C-076 A-yhdisteiti ja jilkimmiinen C-076-B-yhdisteiti.

198 mg ylli saatua 51jyi (A) kromatografoidaan kloroformipakatulla
piihappogeelilld (80 g), eluoidsan kloroformia/metanoliseoksella (199:1),
kunnes on koottu 520 ml, sitten kloroformi/metanoliseoksella (99:1), jolloin
kootaan aina 10 ml:n fraktioita. Fraktioista 630-720 ml saadaan 30,4 mg,
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fraktioista 730-950 ml 78,4 mg ja fraktioista 950-1040 ml 20 mg 51jy-
miisti ainetta. Fraktiot 1 ja 2 sistilsivdt C-076-A-komponentteja ja ne oli-
vat tdysin aktiivisia tasoilla 1,0, 0,5 Jja 0,25 mg niiti kokeiltaessa
hiirien N.dubius-infektiossa.

Fsimerkki 4

Valhe A

250 ml:n tulpalliseen Erlenmeyer-pulloon, joka sisdltdd 50 ml
viliainetta 8, ympdtdin jdldytetty pullollinen Streptomyces avermitilis
MA 4680. Inkuboidaan 28°C:g8a 24 tuntia pydrividesi ravistuskoneessa kier-
rosnopeudella 160 kierr./minuutissa kiertoradan ldpimitan ollessa 5 om.

Veihe B

2 litran tulpalliseen Erlenmeyer-pulloon, joka sisdltdi 500 ml
viliainetta 8, ympitd&in 10 ml vaiheen A pullon sisiltol., Viliainetta inku-
boidaan 28°C:sse 24 tuntia py8riviesi ravistuskoneessa kierrosnopeudella
160 kierr./minuutissa kiertoradan lHpimitan ollessa 5 cm.

Vaihe C

189 litran ruostumattomasta teriksestid valmistettuun Fermenttoriin,
joka sisyltii 160 litraa viliainetta 9, lisitdin 500 ml vaiheesta B saatua
yoppid. Fermenttorias inkuboidaan 24 tuntia 28°C:s8a sekoittaen 150 kierr./
minuutissa ja johtaen ilmaa 85 1/min.

Viliaine 9

Dekstroosi 1 g/1
Maissitirkkelys 10 g/1
Lihauute 3 g/l
Autolysoitu hiiva (Ardamine pH) 5 g/1
MgSO0,,. TH,0 ' 0,05 g/1
NaZHPO4 0,10 g/1
KH,PO,, 0,182 g/1
Caco, 0,5 &/1
Tislattu vesi q.8.

PR 7,0-7,2 ¢
Vaihe D

756 litran ruostumattomasta teriksesti valmistettuun fermenttoriin,
joka sisiltii 467 1 viliainetta 6, lisitddén 43 1 vaiheesta C saatua ymp-
pid. Fermenttoria inkuboidaan 144 tuntia 28°C:ssa sekoittaen 130 kierr./min.

Vaihe E

Témin ajan kuluttua koko liemi suodatetaan, C-076-pitoinen suo-
datinkakku pestién vedelld. Suodatinkakku lietetdln 120 litraan asetonia,
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gekoitetaan 30 minuuttia, sitten suodatetaan ja kiinted aine pestddn 30
litralla asetonia. Asetonipesunesteet yhdistetdén ja haihdutetaan alen-
netussa paineessa 40 litraksi. Vikevditteen pH silidetdin laimealla kloo-
rivetyhapolla 4,0:ksi., Vikevdite uutetaan 3 kertas . samankokoigilla klorofor-
mitilavuuksilla. Kloroformiuutbeet kuivataan suodattamalla kuivan Infusorial
Farth-kerroksen (Super-Cel) livitse. Uutteiden mentyd Super-Cel-kerroksen
livitse ne yhdistet#ln. Yhdistetyt uutteet vdkevoidélin alennetussa pai-
neessa 4 litraksi. Kloroformividkevdite suodatetaan ja eluoidaan kloro-
formilla 2,4 kg piihappogeelii kloroformissa sisiltividssd pylvidissd,

joIToin kootaan 8 3,5 litran fraktiota. Sitten pylvés eluoidaan klo-
roformi/metanoliseoksella (49:1), jolloin kootaan jédlleen 8 3,5 litran
fraktiote (fraktiot 9-16). Fraktio n:o 3 haihdutetaan kuiviin, jolloin saa-
daan 76 g 51jymdisti ainetta, joka sislltd# huomattavan miirén C-076=-yhdis-
teiti.

97 % titd ainetta liuotetaan 685 ml:aan metyleenikloridia ja kro-
matografoidaan 800 g:lle piihappoa (Mallinckrodt Chemical Co., 100 mesh,
seulottu uudelleen 80 meshin seulalla). Pylvis (14pimitta 7,62 em, kor-
keus 36 cﬁ) kehiteti#n noin 7,5 litralla metyleenikloridi/bentseeniseosta
(7:3) ja senjdlkeen 2,25 litralla 5 % isopropanolia siséltdvii metyleeniklo-
ridi/bentseeniseosta (7:3). 5 % isopropanolia sisdltévilld metyleeniklo-
ridi/bentseeniseoksella eluoitu fraktio, joka sisiéltdd vahvasti virillisen
vyShykkeen, sisiltdi olennaisesti kaiken C-0T6-materiaalin, kuten ohut-
kerroskromatografian avulla (esimerkissﬁ 5 kuvatulla tavalla) mégdritettiin,
Timi fraktio (500 ml) haihdutetaan ja kromatografoidaan uudelleen 105 g:lle
piihappogeelis metyleenikloridissa (pylvi#n ldpimitta 3,7 cm, korkeus 18 cm).
Pylvés kehitetddn 100 ml:n annoksilla metyleenikloridia, jotka sisiltivit
5, 10 ja 20 % eetterii. Eluoimalla edelleen 20 % eetterii sisiltividlld me-
tyleenikloridilla saadaan 2 vdrillist# vythykettd. Nididen vyShykkeiden vd-
11114 olevat fraktiot sisiltdvdt kiytdinnsllisesti katsoen kaiken C-076-
materiaalin, kuten ohutkerroskromatografialla voidaan todeta.

C-076-pitoinen fraktio kromatografoidaan uudelleen 59 g:lla pii-
happogeelisi (pylvd#n l#pimitta 3,7 cm ja korkeus 11 cm) metyleeniklori-
dissa. Pylviis kehitetdsin 10 % eetterii sisiltivilli metyleenikloridilla.
Engsimmiisen aineksen alettua eluoitua keritiin 70 ml:n fraktio ja senjélkeen
26 kxpl 5-6 ml:n fraktioita. Fraktiot 3-26 yhdistetdin, jolloin saadaan 1,35 g
materiaslias, joka analysoidaan ohutkerroskromatografialla (piihappogeelilevyt,
Analtech GF 254, kehitys 5 % isopropanolia sipiltivilld metyleenikloridilla).
Yhdiste, jonka Rf on tissi systeemissd 0,28, on C-076 Al.
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Pylvis eluoidaan sitten 20 % eetterii sisiltiviélld metylee-
nikloridilla (200 ml) ja senjdlkeen 50 % eetterid sisiltividlli metylee-
nikloridilla (800 ml). T&lléin eluoituu pieni méliri C-076 Al/A2-seosta
ja sitten kaikki C-076 A2, C-076 A2-fraktion kokonaishaihdutusjdénnds
on 800 mg.

Fdelleen eluoimalla 5 % isopropanolia sisdltivilld metyleeniklo-
ridilla saadaan C-076 Bl-absorption perusteella. C-076 Bl:114 ja A2:lla on
sangen samanlaiset Rf-arvot ohutkerroskromatografiasesa piihappogeelilld
(Analtech GF 254) 5 % isopropanolia sisdltévii metyleenikloridia kdytet-
tiessi. Némi komponentit voidaan kuitenkin selvisti erottaa kéytettiessid
samoilla levyilli kehittémiseen 15 % isopropanolia sisiltivii heksaania.

Koko C-076 Al-fraktio viedi¥in 14:1le piihappogeelilevylle (Anal-
tech HF 254, 20 x 20 cm, kerrospaksuus 500 /u). Levyt kehitet#in 10 %
isopropanolia sis#ltévidlld heksaanilla. Vydhyke, joka sisdltédid C-076 Al:n,
poistetaan levyistd, uutetaan eetterilld, haihdutetaan ja viedddn jdlleen
6 levylle ja kehitet#sin 5 kertaa 5 % isopropanolia siedltd#villéd heksaa-
nilla. C-076 Al poistetaan jdlleen levyiltd ja kromatografoidaan uudelleen,
kehitetdln puhtaalla eetterilld, jolloin saadaan olennaisen puhdasta
C-076~Al, Timin ndytteen IR- ja NMR-spektrit on esitetty kuvioissa 1 ja
5 sekid taulukossa II.

C-076 A2-fraktio kromatografoidaan 10:114 piihappogeelilevyllid
(Analtech HF 254), kehitet#éin 5 kertaa 15 % isopropanolia sisiltdvdllid
heksaanilla, jolloin saadaan olennaisen puhdasta C-076 A2-yhdistetti.
Tamin ndytteen IR- ja NMR-spektrit on esitetty kuvioissa 2 ja 6 sekd
taulukossa II.

C-076 Bl-fraktio kromatografoidaan 2 levyll¥ (samat kuin ylli)

15 % isopropanolia sisiltivills heksaanilla, jolloin saadaan 55 mg olen-
naisen puhdasta C-076 Bl-yhdistettd. Timén n&ytteen NMR-gpektri on esi-
tetty kuviossa 7 ja taulukossa II.

Esimerkki 5

Esimerkissi 4 kuvattu fermentointi toistetaan kahdesti, ja ela-
tusliemet yhdistetdin kokonaisuudessaan. Yhdistetyn liemen kdsittely suo-
ritetaan esimerkissi 4 kuvatulla tavalla, jolloin saadean 3,3 1 kloroformi-
uutetta, joka sisiltdi 60 mg/ml kuive-ainetta, Jja jonka C-076-pitoisuus
on ohutkerroskromatografian mukaan 0,5 %.

3 1itras titd kloroformiuutetta kromatografoidaan 2400 gtlla pii-
happogeelii (Davidson Grade 62) kloroformissa. Pylvéis 9,5 x 122 cm) kehi-
tetsdn 8:1la 3800 ml:n annoksella kloroformia (fraktiot 1-8) ja sitten
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8:1le 3800 ml:n annoksella kloroformi/metanoliseosta (49:1, fraktiot 9-16).
Yksittdiset fraktiot analysoidaan ohutkerroskromatografialla (piihappo-
geelilevyt, Quanta/Gram QIF), kehitys kloroformi/metanolilla 19:1. Frak-
tiot 9-11, 12-13 ja 14 haihdutetaan kukin kuiviin, jolloin saadaan frak-
tioista 9-11 6,63 kiintediti ainetta, joka sisiltéi C-076 A-komponentteja,
fraktioista 12-13 24,91 g kiinte#itd ainetta, joka sisiltdd C-076 B-kompo-
nentteja, ja fraktiosta 14 4,71 g kiintedtd ainetta, joka sisiltii C-076
B-komponentteja.

Fraktioiden 12-14 materiaali (29,62 g) yhdistetidn, liuotetaan
100 ml:aan metyleenikloridia Jja kromatografoidaan 400 g:lla piihappogeelid
(Davidson Grade 62) metyleenikloridissa. Pylvde eluoidaan 1500 ml:lla mety-
leenikloridi/2-propanoliseosta (99:1), 1500 ml:lla metyleenikloridi/2-pro-
panolia (49:1), 2000 ml:1lla metyleenikloridi/2-propanoclia (19:1) ja 1000 ml=
1la metyleenikloridi/2-propanoclia (9:1). Eluenttitilavuuksista 5500-6000 ml
(2,56 g) ja 6000-6500 ml (5,03 g) saadut haihdutusjéénnakset lihotetaan
25 mlsaan metyleenikloridia ja kromatografoidaan 60 g:lla piihappogeelil
heksaanissa. Esiajot suoritetaan 70 ml:lla heksaania ja 100 ml:lla hek~
saani/dietyylieetteriseosta (4:1) ja pylvds kehitet#dn sitten 600 ml:lla
heksaani/dietyylieetteriseosta kerften 200 ml:n fraktioita, ja lopuksi
eluoidaan 700 ml:lla eetterid keriten 100 ml:n fraktioita. Eluenttitilavuuk-
sista 400-600 ml saadaan 2,035 g C-076 Bl-pitoista kiintedti ainetta, tila-
vuuksista 600~1100 saadaan 0,881 g C-076 Bl/B2-komponentteja sisiltividi kiin-
teditd ainetta, ja tilavuuksista 1100-1500 ml saadaan 0,381 g C-076 B2-pitois-
ta kiintedtd ainetta.

C-076 Bl/B2-komponenttiseos liuvotetaan sitten 4,2 ml:aan metanoli/
vesiseosta (4:1) ja kromatografoidaan C18 Porasil-pylv#ill¥ (Bondapak-37-

75 mikronia) samassa liuottimessa. Kiytetty kiinteisfaasikorkeapainepylvis
(polaarisemmat komponentit eluoituvet ensin) on 1,2 m korkea ja 16 mm lipi-
mittainen, ja eluointi suoritetaan nopeudella 800 ml/tunti keriten 21,3 ml:n
fraktioita. C-076-yhdisteet havaitaan monitorin avulla fraktioiden UV-ab-
sorptiosta. C-076 B2 saadaan fraktioista 24-37 ja C-076 Bl-frekticista 51-
70, jolloin saadun B2:n mi#ér# on 195,4 mg ja Bl:n midri 137 mg.

Kumpikin niélyte kromatografoidaan sitten erikseen 4 g:1lla piihappo-
geelii (Davidson Grade 62) metyleenikloridissa. Pylvddt eluoidean 35 ml:lla
metyleenikloridi/metanoliseosta (9:1). Kummastakin pylvidsti saadut eluentin
viimeiget 20 ml kootaan ja haihdutetaan kuiviin, jolloin saadaan vastaa-
vasti 155,3 mg C-076 B2-yhdistettd ja 90 mg C-076 Bl-yhdistettd.
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Sitten 50 mg C-076 Bl-komponenttia ja 100 mg C-076 B2-komponenttia
kromatografoidaan preparatiivisilla piihappogeelilevyilld (Analtech HF
254), kehitetisn 12 % isopropanolia sisiltivilli heksaanilla ja sitten
eetterills, jolloin saadaan olennaisen puhtaat C-076 Bl- Ja C-076-B2-
komponentit. Niin saatujen C-076 Bl:n ja C-076 B2:n IR-spektrit on esi-
tetty kuvioissa 3 ja 4. Saadun C-076 B2:n NMR-spektri on esitetty ku-
viossa 8,

Egimerkki 6

250 ml:n tulpalliseen Erlenmeyer-pulloon, joka sis#lt#i 50 ml seu-
raavae viliainetta

Laktoosi 2,0 %
Tislaamon liukeneva aine 1,5 %
Autolysoitu hiiva, Ardamine pH 0,5 %
pH ennen sterilointia 7,0

ympidtdin Streptomyces avermitilis MA 4848-kantaa sisgltivd Jaddytetty pul-
lollisella ja inkuboidaan pySrivissi ravistuskoneessa kierrosnopeudells
150 kierr./minuutissa 28°C:ssa 24 tuntia.

10 m1 yll1i saﬁtua fermentointividliainetta kiytetdlin ymppiamiin
500 ml samas viliainetta 2 litran tulpallisessa Erlenmeyer-pullossa. Fer-
mentointiviliainetta inkuboidaan sitten pySriviesi ravistuskoneessa kier-~
rosncpeudella 150 kierr./minuutissa 28°C=ssa 24 tuntia.

Kaikki edelld saatu vdliaine kiytetiin ymppiimdin 467 litraa vili-
ainetta 756 litran ruostumattomasta terHiksesti valmistetussa fermenttorissa.
V&lieineen koostumus:

Laktoosi 2,0%
Tiglaamon liukeneva aine 1,5 %
Autolysoitu hiiva, Ardamine pH 0,5 %
Polyglykoli 2000 0,32 ml/1
PH ennen sterilointia 7,0

Fermentointiviliainetta inkuboidaan 28°C:ssa 40 tuntia johtaen
ilmaa 283 1/min. ja sekoittaen nopeudella 130 kierr./min.

230 1 yll& saatua vdliainetta kiytet#in ymppédmdn 4310 1 vidli-
ainetta 5670 litran ruostumattomasta teriksestd valmistetussa fermentto-
rissa. Viliaineen koostumus on seuraava:

Dektroosi 4,5 %

Peptonisoitu maito 2,4 %
Autolysoitu hiiva, Ardamine pH 0,25 %
Polyglykoli 2000 2,5 ml/1

PH ennen sterilointia 7,0
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Fermentointia jatketaan 144 tuntia 26°C:ssa puhaltaen ilmaa 1,5 m3/
min. ja sekoittamella kierrosnopeudella 120 kierr./min.

Fermentointiliemi suodatetaan, ja suodatinkakku pestiin noin
550 litralla vettd, suodos ja pesunesteet hyljéitddn. Suodatinkakku sekoi-
tetaan noin 1500 litraan asetonia, ja noin tunnin sekoituksen jilkeen suo-
datetaan. Suodatinkakku pestiin noin 150 litralla asetonia ja 40 litralla
deionoitua vettd, jolloin saadsan noin 2000 litraa uutetta.

Edelld oleva fermentointi ja uutto toistetaan samassa mittakaavassa,
jolloin saadaan uusi 2000 1l:n erd asetoniuutetta, joka yhdistetiin ensim-
miisen uutteen kanssa, ja yhdistetty uute haihdutetaan noin 800 litraksi.
Vikevéitteen pH sdddetéisin vikevilli kloorivetyhapolla noin 4,7:4in, ja
siihen lis#t&d&dn noin 800 1 metyleenikloridia. Yhdistettyji liuottimia se-
koitetaan noin 4 tuntia, sitten ne erotetaan. Vesikerrokseen lisitdiin j&l-
leen 800 1 metyleenikloridia,ja sekoitetaan noin 4 tuntia. Kerrokset ero-
tetean, ja kumpaakin metyleenikloridiuutetta kisitelld#in erikseen 10 kg:lla
Super-Celii ja suodatetaan. Kumpikin uute haihdutetaan yhteistilavuuteen
noin 60 1.

Esimerkki 7

Edellisesti esimerkisti saatu 60 1 C-076-pitoista metyleenikloridi-
livosta haihdutetaan kuiviin tyhjdssi, Jd&nndkseen lisdtdln 60 1 metanolia
Ja sitten haihdutetaan kuiviin. Timi suoritetaan 3 kertaa kaiken metyleeni-
kloridin poistamiseksi. Lopullisen metanoclivikevéitteen tilavuus on noin
36 1. Metanoliliuos saa seistd y&n yli, ja sitten se suodatetaan. Suodatin-
kakku pestd&n 40 litralla uutta metznolia ja metanolisuodokset ja pesu=
nesteet yhdistetdfin. Metanoliliuokseen viediin 95 1 etyleeniglykolia ja 130 1
heptaania. 2-kerroksista liuosta sekoitetaan:5 minuuttia, ja alempi kerros
(etyleeniglykoli ja metanoli) erotetaan. Heptaaniliuos restiin seoksella,
Jossa on 20 1 etyleeniglykolia ja 6,3 1 metanoclia. 5 minuutin sekoittamisen
Jdlkeen alempi kerros erotetaan ja yhdisteti#n ensimmiiseen etyleeniglykoli-
metanoliuutteeseen. Etyleeniglykoli/metanoliuutteeseen lisdtdin samansuurui-
nen vesimiird (noin 150 1), joka sisflti¥ 79 g NaOl/l. T4im& liuos uutetaan
150 litralla etyylieetteriy sekoittaen 5 minuuttia. Eetterikerros pegtddn
75 litralla vettd (1/2 tilavuutta) ja sekoitetaan 5 minuuttia, minkd j&l-
keen kerrokset erotetaan. Tém# toimenpide toistetaan viel¥ 2 kertaa (1loppu-
vesi sis¥lt#d 20 g NaCl/l), jolloin ssadaan 110 litran lopullinen eetteri-
kerrostilavuus. Eetterikerros vikevsidddn tyhjSesi mahdollisimman pieneen ti-
lavuuteen, jolloin vdkevdinnin aikana limp&tila pidetdéin 25°C:n alapuolella.
Jéadnnbkseen lisdtd4n 40 1 metyleenikloridia, ja liuos haihdutetaan kuiviin.
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Timi toistetaan, ja lopullinen jad&nnds hailhdutetaan tyhjossid SOOC:ssa
kuiviin.

Egimerkki 8

30 em ldpimittaiseen pylvidseen vieddin metyleenikloridissa 34 kg:n
kerros aktivoitua aluminiumoksidia ja sitten 34 kg:n kerros aktiivihiiltd.
Edellisesti esimerkisti saatu jddnnds liuotetaan metyleenikloridiin 34 1lit-
raksi, ja liuos viedddin pylvidseen ja eluoidaan 34 litralla metyleeniklo-
ridia, Némi fraktiot hyljitddn. Sitten pylviddlle viedddn 3 % isopropanolia
sisiltivi metyleenikloridi (20,8 1 isopropanolia ja 660 1 metyleenikloridia)
ja eluoidaan noin 200 litran fraktioita. Yhdistetyt isopropanoli-metyleeni-
kloridifraktiot haihdutetaan tyhjossi noin 20 litran tilavuuteen haude-
lidmpétilan ollessa 60°C. Hauteen limpstila lasketaan noin 45°C=seen, ja uute
haihdutetaan kuiviin tyhjossd. JHinndse livotetaan seokseen, jossa on 10
osaa metyleenikloridia, 10 oeaa heksaania ja 1 osa metanolia, 15 litran
kokonaistilavuudeksi. Tdm# liuos viediin suoraan Sephadex LH-20-pylvilseen
seuraavassa esimerkissi.

Esimerkki 9

30 cm lipimittaiseen pylviiseen viedi#in metanolissa 36 kg Sephadex
LH-20 (saatavana firmasta Pharmacia Fine Chemicals, 800 Centennial Avenue,
Piscataway, New Jersey 08854), ja pylvids pestilin liuottimella, jossa on 10
osaa metyleenikloridia,,l0 osaa heksaania ja 1 osa metanolia. Esimerkin 8
C-076-1liucksen 1/4 viedH#in pylviiseen ja pylvie elucidaan nopeudella 250
ml/min. Kaksi 20 litran esifraktiota kerHtd#in ja hyl#tHdn, sitten keridtdin
20 2 litran C-076-yhdisteits siséiltivii fraktiota ja sitten vield yksi 20 1lit-
ran jidlkifraktio, joka hyljatdén. Fraktioissa 1-8 on C-076 A-yhdisteitd ja
fraktioissa 9-20 C-076 B-yhdisteitd.

Egimerkki 10

Egimerkin 9 menetelmi toistetaan samasgsa mittakaavassa vield 3 ker-
taa, ja kaikki C-076 B-pitoiset fraktiot (fraktiot 9-20) yhdistetdin ja
haihdutetaan kuiviin, jolloin saadaan 818 g raakaa C-076 B-komponentti-
seosta. Niytteessd on 55 % C-076 Bl- ja 39 % C=076 B2-yhdistetti. 680,5 g
t5t4 n¥ytetti liuotetaan 2 litrean metyleenikloridia, ja liuos pannaan 22
litran kolmikaulapySropohjakolviin, ja siihen lis#t#in 13,6 1 metanolia.
Metyleenikloridi poistetaan tislaamalla. LisHti#n 13,6 1 etyleeniglykolia
samalla kun metanoli tislataan pois alennetussa paineessa. Tislausnopeus
pidetiin sellaisena, etti liuoksen lémpitila el alita 65°C:ta. Xun etylee-
niglykolin lisdiys on piittynyt, liuos jJHZhdytetddn 5°C:seen ja pidetddn
giini 16 tuntia. Kiteet suodatetaan ja pesti¥n 1 litralla kylmdéd etyleeni-
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glykolia. Kiteet liuvotetaan sitten jilleen 2 litraan metyleenikloridia, ja
livos pannaan 22 litran kolmikaulapydrépohjakolviin. Y1li kuvattu menet-
tely toistetaan kaksi kertaa. Ensimmiiselli kerralla kdytetddn sekd meta-
nolia ettd etyleeniglykolia 12,5 1 kumpaakin ja toisella kerralla kumpaakin
13,6 1. Lopuksi saadut kiteet pest#in 1 litralla kylmdd etyleeniglykolia

Ja 1 litralla vetti. Kiteet liuotetaan 4 litraan bentseenii Ja kuivatean
suodattamalla natriumsulfaattikerroksen livitse. Bentseeniliuos vikevii-
d88n 2 litraksl ja lyofilisoidaan, jolloin saadaan 24,1 g valkeata jauhet-
ta, joka sisiltdi 98 % C-076 Bl- ja 1 % C-076 B2-komponenttia.

Kahdesta ensimmiisesti kiteytyksesti saadut emiliuokget (22 1) yh-
disteté&in ja laimennetaan 22 litralla vett#. Vesiliuokset uutetaan 60 lit-
ralla tolueenia ja sitten jélleen 15 litralla tolueenia. Tolueeniuutteet
pestdin 48 litralla vetti. Orgaaninen faasi suodatetaan Super-Cel-kerroksen
ldvitee jiinndsveden poistamiseksi ja haihdutetaan, jolloin saadaan 336 g
kiintedtd ainetta, joka sisdltd#f 79 % C-076 B2- ja 16 % C-076 Bl-yhdistetti.

Egimerkki 11

Esimerkin 9 neljiistd Sephadex LH-20-pylvidsti saadut fraktiot 1-8,
jotka sisdltivit C-076 A-yhdisteitd, yhdistetdtn. Seoksen korkeapaine-
nestekromatografia-analyysilld séadaan selville, etti seos sisiltid 252 g
C-07é A2a, 16 g A2b, 94 g Ala ja 24 & Alb-yhdistettid. Materiasali liuotetaan
livotinsysteemiin heksaani:tolueeni:metanoli (6:1:1), ja liuvos vieddin
Sephadex LH-20-pylviddseen, jolla on samat mitat kuin esimerkissd 9. Frak-
tioita kootaan 250 ml/min., 20 litran esifraktio hylatédin, Fdelleen
eluoimalla saadaan vield 2 20 litran esifraktiota, jotka myds hylétdén
50 4 litran C-076-pitoista fraktioté. FPraktiot 3-8 sisHltivit pidasiassa
C-076 Al-komponentteja (40,2 g Ala ja 6,7 g Alb), ja fraktiot 29-36 sistl-
tdvdt C-076 A2-yhdisteiti (117,2 g A2a ja 7,35 g A2b). Fraktiot 9-28 sisil-
tidvit C-076 Al- ja A2-yhdisteiden seosta.

Egimerkki 12

150 g:n C-076 Bl-ni#yte esimerkisti 10 liuotetaan 3 litraar liuvotin-
seosta heksaani:tolueeni:metanoli (3:1:1). Livos viedisn ylli olevassa

seoksessa Sephadex LH-20-pylviiseen (pylviin dimensiot ovat samat kuin esi-
merkissd 9), ja fraktioita kootaan 250 ml/min. Aluksi kootaan 2 20 litran
annosta liuotinseosta, jotka hyldtdén sitten 10 litran esifraktio, joka
hylatd8n. Timdn jidlkeen saadaan 30 2 litran fraktiota, jotka sisdltidvit
C-076-yhdisteitd. Fraktiot 1-13 ja 25-30 hyl&tddn, Fraktiot 14-16 yhdiste-
téd8n, ja ne sisdltdvit 80 g C-0T76-yhdistetts péddasiassa Bla:ta. Fraktiot 22-
24 yhdistetdsn ja ne (6,7 g) sisdltévit pHiasiassa C-076 Blb:t4. Fraktiot
17-21 sisiltivit COT6 Bla:n Jja Blb:n seosta.
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Y1148 saadut fraktiot 17-21 yhdistetdidn, vikevoididdn ja vieddén
sitten Sephadex LH-20-pylvidiseen samassa liuvotinsysteemissd kuin ylli.
Otetaan 3 20 litran esifraktiota, jotka hyljdtddn. Sitten kerdtdidn
C-076-pitoisia fraktiota seuraavasti 5 2 litran fraktiota (fraktiot 1-5),
20 1 litran fraktiota (fraktiot 6-25) ja 10 2 litran fraktiota (fraktiot
26-35). Fraktiot 1-15 hyljitdin, fraktiot 16-21 sisdltivit 13,5 g C-076
Bla:ta ja 0,4 g C-076 Blb:ti, fraktiot 22-26 sisiltidvit 44 g C-076 Bla:ta
ja 0,13 g C-076 Blb:td. Fraktiot 27-30 sisiltivit 10,2 g C-076 Blaita
ja 0,8 g C-076 Blb:ti.

Egimerkki 13

Kaikkien kahdeksan C-076-komponentin seos kromatografoidaan kor-

keapainenestekromatografiapylvaillsi (4 mm x 30 em), joka on tdytetty

10 /u :n Bondapak C 18 piihappogeelillyi (Waters Assosiates Inc., Maple Street,
Milford, Massachusetts O1757). Eluointi suoritetaan vakioldmpstilassa 40 c
metanoli/vesiseoksella 85:15 (v/v). Virtausnopeudella 1,2 ml/min. saadaan
kaikki 8 yhdistetti erilleen, ja eluutiotilavuudet, jotka mainituissa vakio-
olosuhteissa ovat yhdisteille tyypilliset, ovat seuraavat:

Eluutiotilavuus (Ve) ml

Cc-076 B,b 5,90
C-076 B,a 6,52
C-076 A,b 7,12
C-076 A,a 7,88
C-076 Db 8,36
C-076 Ba 9,60
C-076 A;b 10,24
C-076 Aja 11,38

C-076 "b"-komponenttien erotus vastaavista "a"-komponenteista suo-
ritetaan kiyttien esim. korkeapainenestekromatografiaa. C-076 Ala:n ja
Alb:n seos, jossa arvion mukaan on 30 /ug C-076 Alb:ti, liuotetaan

30 /ulzaan absoluuttista metanolia, ja liuos viedZ8n 3 x 250 mm suuruiseen
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korkeapainenestekromatografiapylvifiseen, joka sisdltiid Spherisordb 5 micron
ODS-hartsia (Spectra Physics). Pylvis eluoidaan metanoli/vesiseoksella
85:15 0,15 ml/min. Eluutiota seurataan mittaamalla eluentin UV-absorptio,
ja eri komponentit kootaan UV-monitorin poistoaukon kautta. Saadaan 30 /ug
C=076 Alb-komponenttia, joka analysoidaan massaspektrometrilli., Tiamén

niytteen massaspektri on esitetty taulukon III toisessa sarakkeegsa.
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Patenttivaatimus:

Menetelmi antihelminttisesti vaikuttavien C-076-yhdisteiden "avermectins"
valmistamiseksi, joilla on kaava

—CH

Rs

jossa R on o{-L-oleandrosyyli-ofL-oleandrosyyliryhméi, jolla on keave

CH CH
3
| e
HO \k’ 0
CH3O CH3

katkoviiva esitt#id yksinkertaista tail kaksoissidosta, R, on hydroksi, joka on

l&snd vain silloin, kun katkoviive tarkoittas yksinkertaista sidosta, R2 on propyy-—
1i tai butyyli ja Ry on metoksi tai hydroksi, tunn et tu siitd, ettd viljel-
14sn serobisesti C-076~yhdisteité tuottavaa Streptomyces avermitilis-kantaa

ATCC 31267 ATCC 31271 tai ATCC 31272 vesipitoisessa ravintovéliaineessa, joka si-
sdltdd hiilen ja typen assimiloituvia léhteitd ja eplorgaasnisia suoloja, lémpdtila-
v41il14 noin 20-40°C jfdFarvossa noin 5,0-9,0, C-0T6-yhdisteet otetaan talteen,
edullisesti suodattasmslla fermentointivéliaine, uuttamalla huovasto veden kanssa
sekoittuvalla orgaanisella liuottimella, haihduttamalla orgasaninen liuotin ja

uuttamalla jédnnds veden kanssa sekoittumattomella orgaanisella liuottimella.
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Patentkrav:

Férfarande f8r framstéllning av,aptihelmintiskt verkande

C-0T76~-foreningar "avermectins" med formeln

R
1
!
CH )
3 z
. R-0  ° //L %o 2y] CHs
f3 \\/\ 0] 25 R,
0
CH///
3 h L
N
I OH
O ~——CH,
Rs

ddr R &r en ¢K-L-o1eandrosyl-er-oleandrosylgrupp med formeln

CH CH

HO >‘—“ 0

Ch

den streckade linjen betecknar en enkel- eller dubbelbindning, R1 ar
hydroxi, som dr ndrvarande endast d& den streckade linjen avser en
enkelbindning, R2 dr propyl eller butyl och R3 dr metoxi eller hyd-
roxi, kdnnetecknat dirav, att en C-076-fbreningar
producerande stam av Streptomyces avermitilis aerobiskt odlas i ett
ATCC 31267 ATCC 31271 eller ATCC 31272 vattenhaltigt n&ringsmedium,
som innehdller assimilerbara kol~ och kvivekidllor samt oorganiska
salter, i ett temperaturomrdde av ca. 20-40°C och vid ett pH-varde
av ca. 5,0-9,0, C-076-fbreningarna utvinns, féretréddesvis genom
filtrering av fermenteringsmedlet, extraktion av myceliet med ett
med vatten blandbart organiskt l&sningsmedel, avdunstning av det
organiska l8sningsmedlet och genom extraktion av resten med ett med

vatten oblandbart organiskt losningsmedel
Viitejulkaisuja—Anfdrda publikationer

Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 3 950 360 (C 07 D 313/00).
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