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1400-80

Fremstilling af et hidtil ukendt glykopeptid-antibio-
tikum, benzvnt antibiotikum A/16686, eller farmaceutisk ac-
ceptable syreadditionssalte deraf, ved dyrkning af en hidtil
ukendt stamme af slagten Actinoplanes, benavnt Actinoplanes
sp. ATCC 33076 i narvarelse af assimilarbare kulstof- og ai-
trogenkilder og naringssalte og udvinding af antibiotiket fra
bide mediet og myceliemassen.

Dette antibiotikum er sarlig virksomt mod grampositive
mikroorganismer.

Antibiotikum A/16686 er et glycopeptidantibiotikum, der
bestir af en hovedkomponent som udger 70~80%, medens resten er
mindst to mindre komponenter.

Hydrokloridet af antibiotikum A/16686 har bl.a. fel-
gende egenskaber:

a) hvidt krystallinsk materiale med smp. 224-225%
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsméde
til fremstilling af et hidtil ukendt antibiotisk stof, der
arbitrert i nervaerende beskrivelse betegnes A/16686, eller
syreadditionssalte deraf. Fremgangsmaden bestdr ifglge op-
findelsen i at man dyrker den hidtil ubeskrevne mikroorga-
nismestamme Actinoplanes sp. ATCC 33076 under aerobe sub-
merse betingelser i et dyrkningsmedium indeholdende en as-
similerbar kilde til kulstof, en assimilerbar kilde til ni-
trogen og uorganiske salte, hvorpd man udvinder antibioti-
ket og om gnsket omdanner det til et farmaceutisk accepta-
belt syreadditionssalt deraf eller friggr antibiotiket i
basisk form fra et dannet syreadditionssalt deraf. Stoffet
og dets syreadditionssalte er egnet til anvendelse som an-
tibakterielt middel. )

Antibiotikum A/16686 er et glykopeptid-antibiotikum med
basisk karakter, der som navnt er i stand til at danne syre-

additionssalte.
For enkelthedens skyld bruges i narvaerende beskrivel-

se betegnelsen "antibiotikum A/16686" til antibiotiket bade
i form af antibiotikum A/16686 som fri base og i form af dets
fysiologisk acceptable syreadditionssalte.

Antibiotikum A/16686 inhiberer in vitro vaksten af
visse pathogene bakterier, navnlig grampositive sddanne. Des- -
uden giver parenteral indgift af antibiotikum A/16686 en hgj
grad af beskyttelse mod eksperimentelt fremkaldte infektioner
hos mus.

Som anfgrt foran vindes antibiotikum A/16686 ved dyrk-
ning af en hidtil ukendt stamme af slagten Actinoplanes. En
kultur af denne stamme, der isoleredes fra en jordprgve sam—
let ved Vaghalbod (Indien) er den 30. januar 1979 deponeret
hos den permanente kultursamling ATCC (American Type Culture
Collection), 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852,
USA, hvor den har fiet accessionsnummeret ATCC 33076.

Egenskaberne af Actionplanes sp. ATCC 33076 anfgres i
det f¢lgende.
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. Morfologi

10

15

Stammen vokser vel pd forskellige medier og har orange-
farvet substratmycelium. Den frembringer ikke pigment. Der
mangler altid luftmycelium. En mikroskopisk undersggelse af
det vegetative mycelium viser grenede hyfer med en diameter
p& ca. 1 u. Sporangier dannes sparsomt og kun pd kartoffel-

~agar, og de er kugledannede med meget uregelmessig overflade

og en diameter fra 5,0-9,0 u.Sporeafgivelse iagttages efter
brud pd sporangiumsveg. De subsfariske sporer er bevagelige

og har en diameter pd 1,0-1,5 p. Analyse af cellevagskomponen-
terne viser meso-diaminopimelinsyre og et sukkermgnster af

type D (Lechevalier et al., Chemical composition as a criterium
in the classification of Actinomycetes. Adv. Applied Micro-
biology, 14, 1971. Academic Press N.Y.).

Kulturkarakterer

Nedenstiende tabel I viser kulturkaraktererne for
Actinoplanes ATCC 33076 dyrket pa forskellige standardmedier

' ,foresléet'af Shirling og Gottlieb (Intern. J. System. Bact.

20

16, 313-340, 1966) og andre medier anbefalet af Waksman (The

Actinomycetes, bind II, The Williams and Wilkins Co. 1961).

Kulturkaraktererne bestemtes efter 6-14 dages inkubering ved
o

30°C.
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Tabel I

Nummeret pd nogle af kulturmedierne refererer til dem

der angives af Shirling og Gottlieb i Methods for characte-

rization of Streptomyces species - Intern. J. System. Bact.

16, 313-340, 1966.

Kulturmedium

- Kulturkarakter

Medium nr. 2 (g®rekstrakt—

maltagar)

Mediumrnr. 3 (havremels-

agar)

Medium nr. 4 (uorganiske

salte~stivelsesagar)

Medium nr. 5 (glycerol-

asparaginagar)

Medium nr. 6 (pepton-gar-
ekstrakt-jernagar)

Medium nr. 7 (tyrosinagar)
Havremelsagar (ifglge
Waksman)

Hickey og Tresners agar

Czapeks glukoseagar

rigelig vekst, rynket overflade,
lysebrun 12 H 12

sparsom vekst, tynd, lysorange
9 B 6

moderat vakst, skorpet overflade,

orange 11 L 12

sparsom vakst, hyalin

sparsom vakst, hyalin til lysebrun

sparsom vakst, glat overflade,
brun 5 D 11

rigelig vakst, rynket overflade,
orange til brun 12 C 10

rigelig vakst, skorpet overflade,

orange 11 G 8

moderat vakst, skorpet overflade,

orange 11 G 8
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Kulturmedium

Kulturkarakter

Glukose-asparaginagar

Neringsagar

‘Kartoffelagar

Bennets agar
Kalciummalatagar
Skummetmalksagar
Czapeks agar
Eg—agar
Pepton-glukoseagar
Agar

Loefflers serum

Kartoffel
Gelatine

Cellulose

sparsom vakst,
lysorange 11 F

moderat vakst,
orange 11 G 8

rigelig vakst,
ravfarvet-brun

rigelig vakst,
orange 11 C 8

moderat vakst,
lysorange 10 C

rigelig vakst,

orange 9 C 2

moderat vakst,
orange 10 D 7

moderat vakst,

skorpet overflade,
6

glat overflade,
rynket overflade,
12 E 10

rynket overflade,
glat overflade,

6

rynket overflade,

skorpet overflade,

glat overflade,

hyalin til lysorange

rigelig vakst,
orange 11 G 11

rynket overflade,

meget sparsom vakst, glat over-

flade, hyalin

meget sparsom vakst, glat over-

flade, orange
sparsom vakst,

sparsom vakst,

skorpet, lysebrun

lysorange,

meget sparsom vakst, tynd, hyalin

Udnyttelse af kulstofkilder

Tabel II viser udnyttelse af kulstofkilder undersggt i
overensstemmelse med Pridham og Gottliebs metode (J. Bact. 56,

107, 1948).
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II

Kulstofkilde

Udnyttelse

Inositol
Fruktose
Rhamnose
Mannitol
Xylose
Raffinose
Arabinose
Cellulose
Sakkarose
Glukose
Mannose
Laktose

Salicin

+ o+

+ + +

positiv udnyttelse

+
1]

ingen vakst

Fysiologiske egenskaber

149336

Tabel III viser de fysiologiske karakterer for stammen.

Tabel ITI
Prgve Resultat
Stivelseshydrolyse positiv
HZS—dannelse positiv
Tyrosinase-reaktion negativ
Kasein-hydrolyse positiv

Oplgseligggrelse af kalcium-
malat negativ
Gelatinesmeltning positiv
koagulering af lakmusmalk positiv
Peptonisering af lakmusmelk negativ
negativ

Nedbrydning af cellulose
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Til fremstilling af antibiotikum A/16686 dyrkes stam-
men Actinoplanes sp. ATCC 33076 under aerobe betingelser i et
vandigt neringsmedium indeholdende en assimilerbar kilde til
kulstof, en assimilerbar kilde til nitrogen og uorganiske
salte. Dette dyrkningsmedium kan vare et hvilket som helst
af et antal naringsmedier der sadvanligvis bruges ved garin-
ger, men visse medier foretrakkes. Sdledes er fx foretrukne
kulstofkilder glukose, fruktose, mannose, sakkarose og lignen-
de sukkerarter. Foretrukne nitrogenkilder er sojamel, pepton,
kgdekstrakt, gerekstrakt, trypton, aminosyrer og lignende kom-
plexe kilder. Blandt de uorganiske salte der kan inkorporeres
i dyrkningsmediet er de sadvanlige oplgselige salte med evne
til at give ioner af natrium, kalium, jern, zink og kobolt,
magnium, kalcium, ammonium, klorid, karbonat, sulfat, nitrat
og’desligé. Som regel fordyrkes den antibiotikumproducerende
stamme i en rystekolbe, hvorefter denne kultur bruges til at
pode krukkefermentorer til produktion af vaesentlige m@ngder
antibiotikum A/16686. Det medium der bruges til forkulturen
kan vare det samme som det der bruges til stgrre garinger,
men der kan ogsd bruges andre medier.

Den A/16686~producerende stamme kan dyrkes ved tempera=-
tuer mellem ca. 20°% og ca. 37% og dyrkes fortrinsvis ved en
temperatur pa omkring 28-30°.

Under garingen kan antibiotikumproduktionen fglges ved
at man undersgger prgver af garingssuppen eller af ekstrakter
af myceliefaststoffet for antibiotisk aktivitet.

Organismer der vides at varé fglsomme for antibiotikum
A/16686 er nyttige til dette formdl. En serlig nyttig prgve-
organisme er Sarcina lutea. Biobestemmelsen udfgres hensigts-
messigt ved agar—diffusionsmetoden pd agarplader. Maximal
produktion af antibiotisk aktivitet forekommer i almindelig-
hed mellem 3. og 5. dag. Det antibiotikum der frembringes un-
der garingen med stammen Actinoplanes sp. ATCC 33076 findes
b&de i garingsmediet og i myceliemassen. Udvinding af antibio-
tikum A/16686 kan derfor udfgres ved sarskilt ekstraktion af

“medium og mycelium.

Ekstraktion af myceliemassen udfgres bedst med metanol,
men andre lavtkogende alkanoler og kloroform egner sig ogsa.
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Antibiotikum A/16686 udvindes som raprodukt fra ekstraktions;
oplgsningsmidlet ved rutineprocedurer. Analogt ekstraheres
ogsd mediet, fortrinsvis med n-butanol, og der vindes en yder-
ligere mangde rat antibiotikum A/16686 ved fazldning fra denne
oplgsning. Rensning af det rd antibiotikum A/16686 opnads der-
efter ved at man behandler det produkt der er udvundet fra
ekstraktions-oplgsningsmidlerne med en oplgsning af kloro-
form/®tanol/vand 4:7:2, hvorefter man fraskiller det dannede
olieagtige produkt og udhzlder det i vand. Denne behandling
bevirker stgrkning af produktet som udvindes ved filtrering
og renses yderligere ved sg¢gjlekromatografi pa silikagel under
eluering med en blanding af acetonitril og 0,01N HC1l 1:1.
Antibiotikum A/16686, som ved denne fremgangsmade udvindes i
form af hydrokloridet, udsaltes derefter ved kromatografering
pé& en tverbundet dextrangelkolonne.

Alle trin af den ovenfor beskrevne rensningsproces
overvidges ved tyndlagskromatografi med anvendelse af et passen-
de oplgsningsmiddelsystem sdsom et basisk oplgsningsmiddel-
system, fx n-propanol/n-butanol/N-ammoniumhydroxyd 2:3:4
(¢vre fase) eller metanol/10%s vandigt ammoniumacetat/10%s
ammoniumhydroxyd 10:9:1, hvori et hvilket som helst syreaddi-
tionssalt af antibiotikum A/16686 omdannes til den fri base.
Alle de foran navnte trin tager derfor sigte pa at isolere
rent antibiotikum A/16686, karakteriseret ved en serlig Rf-
vaerdi i det sarlige anvendte oplgsningsmiddelsystem.

Der kan'hensigtsmazssigt ogsd anvendes andre rensnings-—
metoder som indebarer konventionelle ekstraktions- og édsorb—
tionsprocedurer. Disse alternative metoder kan let udformes,
trin for trin, ved at man overvdger rensningens fremadskriden
ved tyndlagskromatografi som beskrevet foran. N&r man fglger
TLC-pletten for antibiotikum A/16686 med en given Rf-vardi
vil det siledes vare klart for den sagkyndige hvilke operatio-
ner der hensigtsmessigt kan udfgres for at isoleren rent an-
tibiotikum A/16686.

Eventuelt kan rent antibiotikum A/16686-hydroklorid,
vundet pad den mdde der er beskrevet foran, derefter omdannes
til den tilsvarende fri base eller til et andet fysiologisk

acceptabelt syreadditionssalt pd i og for sig sadvanlig made.
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Antibiotikum A/16686 er et antimikrobielt middel og

.det er sarlig aktivt mod. grampositive mikroorganismer. Ak-

tivitetspektret in vitro for antibiotikum A/16686 er vist
summarisk i nedenstiende tabel IV, hvor MIC stdr for mindste

inhiberende koncentration (i pg/ml).

Tabel IV

Organisme

MIC (ug/ml)
Antibiotikum A/16686

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus aureus ATCC 9144

Staphylococcus aureus Tour

Staphylococcus 10B Ciba

S.
S.
M.
S.

epidermidis ATCC 12228
saprophyticus NCTC 7292
flavus ATCC 10240

lutea ATCC 9341

Streptococcus pyogenes C 203 SKF 13400

Streptococcus pneumoniae Felton UC 41
Streptococcus faecalis ATCC 7080

foecium ATCC 10541
agalactiae ATCC 7077

‘mutans ATCC 27607

diphtheriae var.mitis ATCC 11051
xXerosis NCTC 9755

Bacillus subtilis ATCC 6633

B.
C.
P.
P.
P.

cereus var.mycoides ATCC 11778
perfringens ISS 30543

acnes ATCC 6919

acnes ATCC 6922

acnes ATCC 25746

0,16
0,16
0,31
0,08
0,08
0,16
0,016
0,02
0,01
0,05
0,31
0,08
0,02

0,08

0,31
0,02
0,062
0,08
0,16
0,4
0,8
0,4

Nedenstéende tabel V viser resultater af fors¢g hvor
antibiotikum A/16686 blev afprgvet mellem forskellige klinisk
isolerede stammer af Staphylococcus aureus, Streptococcus pyo-

genes, Streptococcus pneumoniae og Streptococcus faecalis.
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Organis

me

MIC (ug/ml) -
Antibiotikum A/16686

Staphylococcus aureus 54310 L 1096
aureus 54560/I L 1097
aureus 54635 L 1098

Streptococcus pyogenes

Strepto

Strepto

S. foec

pyogenes
pyogenes
pyogenes
pyogenes
pyogenes
pyogenes
pyogenes

L

coccus pneumoniae

pneumoniae

pneumoniae

coccus faecalis
faecalis
faecalis
faecalis
faecalis
faecalis
ium L 763

[ s N A e B v A

[ B s B v O I N

33

794
800
801
802
803
804
805

L 1055
L 1102
L 1174
768
876
922
949
965
1139

0,62
0,31
0,31
0,04
0,08
0,04
0,16
0,08
0,08
0,62
0,08
0,04
0,04
0,08
0,31
0,31
0,31

0,31

0,31
0,62
0,16

Antibiotikum A/16686 har ogsd vist sig at have en hgj

aktivitetsgrad in vivo mod forskellige pathogene organismer.
Effektiviteten af antibiotikum A/16686 ses let af nedenstdende
tabel VI, der giver EDSO—vardierne hos mus mod tre forskellige

mikroorganismer.

Tabel VI

Staphylococcus
aureus Tour

ED
Streptococcus

50

mg/kg, subkutant

Streptococcus

pyogenes C203 pneumoniae

IsM

Felton UC 41

A/16686

24,6

0,09

0,2
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Antibiotikum A/16686 har vist sig at have forholdsvis
lav toxicitet ved afprgvning pad forsggsdyr. Fx er LDSO-vardi-
en nir det antibiotiske stof indgives intraperitonealt hos
mus mellem ca. 500 og ca. 750 mg/kg.

Antibiotikum A/16686 skal derfor bruges som antibak-
terielt middel, og med denne anvendelse sigtes til alle in-
dustrielt anvendelige aspekter af en sddan anvendelse, her-
under inkorporering af antibiotikum A/16686 i farmaceutiske
preparater.

Sidanne farmaceutiske praparater, egnet til oral, lo-
kal eller parenteral administration, fremstilles pa de sad-~
vanlige mdder der er velkendt for de kyndige i farmaceutisk
teknik og videnskab. Eksempler p& sddanne praparater er be-
skrevet f£x i Remington's Pharmaceutical Sciences 15. udgave,
1975, Mack Publishing Co., Easton, Pennsylvania. Disse for-
mer omfatter tabletter, kapsler, pulvere, salver, flydende
opl¢sniﬁger, oplgsninger til injektion og lignende. Dosisen~
heden kan indeholde fra 0,5-99 og fortrinsvis fra 0,5-80%
af den virksomme bestanddel. Den daglige dosis mi bestemmes
under hensyn til en rzkke faktorer sésom legemsvagt, infek-
tionsorganismen, infektionens alvor og indgiftsmaden og -hyp-
pigheden.

Til mere fuldstazndigt at belyse fremgangsmaden ifglge
opfindelsen henvises til de efterfglgende eksempler.

Eksempel 1

Gering af stammen Actinoplanes sp. ATCC 33076
En kultur af Actinoplanes sp. ATCC 33076 dyrkes som
forkultur ved rystekolbedyrkning i et medium med fg¢lgende sam-

mensatning:
kgpdekstrakt 3 g/l
gerekstrakt 5 g/1
trypton 5 g/1
oplgselig stivelse 24 g/l
glukose : 1g/1
CaCo, ' 4 g/1

postevand 1 liter
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Kolberne rystes i ca. 96 timer ved 28-30°C og derefter
bruges forkulturen (1 liter) til podning af krukkefermentorer
der hver indeholder 10 liter af fglgende naringsmedium:

kgpdekstrakt 40 g
pepton 40 g
gaerekstrakt 10 g
natriumklorid 25 g
sojamel 100 g
glukose . 250 g
CaCO3 50 g
postevand 10 liter

Garingsportionerne inkuberes aerobt under omrgring
ved 28-30°C. Med mellemrum bestemmes den antibiotiske akti-
vitet mikrobiologisk ved agar-diffusionsmetoden med Sarcina
lutea som testorganisme. Den maximale aktivitet nds efter

72-120 timers garing.

Eksempel 2

Udvinding af antibiotikum A/16686

En fuld gzringssuppe (170 liter) fremstilles som be-
skrevet i eksempel 1 afkgles til 10°C og bringes til pH 3,5
ved hj=zlp af 18%s HCl. Det resulterende sure medium filteres
ved anvendelse af filterhjalp ("Clarcel Flow-Ma"), og mycelie-
kagen vaskes med vand. Derefter behandles det filtrerede me-

dium og myceliet videre hver for sig.

a) 30 liter metanol bruges til at ekstrahere myceliemas-
sen som efter filtrering ekstraheres pd ny med en blanding af
metanol og vand (30 liter metanol plus 5 liter vand). Det
udtgmte mycelium kasseres og de to metanolekstrakter koncen-
treres under vakuum ved en temperatur pad under 40°c for at

~give 6 liter vandigt koncentrat. Dette vandige koncentrat eks-

traheres med 3 portioner pd hver 10 liter n-butanol, og de
forenes og koncentreres til et ringe rumfang under vakuum.
Dette koncentrat sattes til petroleumszter og det re-
sulterende bundfald fraskilles ved dekantering og sattes til
en yderligere portion petroleumszter. Bundfaldet fraskilles ved
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filtrering og tgrres under vakuum ved stuetemperatur, hvorved
der vindes 80 g antibiotikum A/16686 som et rédmateriale med

"en MIC mod S. pneumoniae UC 41 p& 0,1 ug/ml.

b) Det filtrerede medium plus vaskevasker (165 liter) af-
kgles til 10% og reguleres til pH 3,5 ved tilsztning af

2,5 liter koncentreret HCl. Den vundne oplgsning ekstraheres
med 80 liter n-butanol og den organiske ekstrakt koncentreres
derefter under vakuum ved en temperatur pd under 35°C, hvor-
ved der fremkommer 6 liter butanolkoncentrat. Dette koncen-
trat sattes til petroleumsater og det vundne bundfald, der
fraskilles ved dekantering, sattes til en yderligere portion
petroleumsater. Det faste stof fraskilles ved filtrering og
tgrres under vakuum ved stuetemperatur, og der vindes 26,3 ¢
rdt antibiotikum A/16686 med en MIC mod S. pneumoniae UC 41
p& 0,8 ug/ml.

Ekéempel 3

———— ———————

Rensning af antibiotikum A/16686
47,7 g rat antibiotikum A/16686 vundet i eksempel 2 a)

‘behandles med 1,4 liter af en blanding af kloroform/atanol/

vand 4:7:2 (rumfang), og det derved dannede olieagtige pro-
dukt skilles fra oplgsningen ved dekantering. Yderligere 70 ml
af ovennazvnte blanding sattes herefter til det olieagtige pro-
dukt og adskillelsen gentages. Ved behandling af det olieag-
tige produkt med 440 ml vand stgrkner det, og det fraskilles

ved centrifugering og filtrering.

a) Det faste stof som fraskilles suspenderes i 170 ml vand,
oplgses ved tilsatning af 400 ml metanol og filtreres. Deref-
ter afdampés oplgsningsmidlerne under vakuum ved tilsztning

af n—butanol ved en temperatur der aldrig er hgjere end 35°C,
og der opnds et butanolkoncentrat pa ca. 50 ml. Ved tilsatning
af 500 ml diztyleter danner der sig et bundfald som fraskilles
ved filtrgring 6g tgrres under vakuum ved stuetemperatur, hvor-
ved der vindes 1,012 g temmelig rent antibiotikum A/16686 med
en MIC over for S. pyogenes p& 0,025 pg/ml. Det pé& denne made



10

15

20

25

30

35

148336

13

vundne, temmelig rene antibiotikum A/16686 underkastes der-
efter fgplgende rensningsprocesser: '

1,58 g af navnte antibiotikum A/16686, karakteriseret
ved en MIC mod S. pyogenes p& 0,025 ug/ml, oplgses i acetoni- '
tril/vand l:1 og.den resulterende oplgsning anbringes pa en
kolonne indeholdende 430 g silikagel 60 ("Merck" 0,06-0,2 mm),
prazpareret i samme blanding. Kolonnen fremkaldes ved at man -
fgrst bruger samme blanding af acetonitril o§ vand og opsamler
70 fraktioner pd hver 20 ml, og derefter eluerer med en blan-
ding af lige rumfang acetonitril og N/100 HCI, hvoraf man op-
samler yderligere 290 fraktioner pd hver 20 ml. Elueringen af
kolonnen overvages ved tyndlagskromatografi pa 60 Fogy silika-
gelplader og ved bedgmmelse af fraktionerne mod Sarcina lutea.
Fraktionerne nr. 130 til 265 forenes og oplgsningsmidlerne:
afdampés under vakuum med n-butanol, hvorved der vindes et
n—buténolkoncentfat pé& 20 ml. Dette residualrumfang udhazldes .
i en stor mazngde atyleter og det dannede bundfald fraskilles
ved filtrering og tgrres under vakuum ved stuetemperatur over
P 05, hvorved der vindes 1,015 g antibiotikum A/16686.

0,67 g af denne substans oplgses i 24 ml vand og 76 ml

2

‘metanol. Den resulterende oplgsning anbringes pa en 3,0 x

62,0 cm stor kolonne indeholdende 220 g "Sephadex" LH-20,
prapareret i metanol/vand 7:3 (rumfang). Kolonnen fremkaldes
ved samme blanding under opsamling af fraktioner pa 10 ml.
Fraktionerne nr. 24 til 32 forenes 0g oplgsningsmidlerne af-
dampes under vakuum ved en temperatur pa under 35°C med n-bu-
tanol til et residual-butanolrumfang pd ca. 10 ml; Denne op--
lgsning sattes til atylzter for at udfelde. det ¢gnskede rene.
antibiotikum A/16686. Bundfaldet fraskilles ved filtrering,
vaskes med atylater og tgrres under vakuum over P205 ved stue-
temperatur, og der vindes 0,26 g rent antibiotikum A/l6686.

b) Filtratet strippes under vakuum ved en temperatur pa
under 35°C ved tilsatning af n-butanol til frembringelse af
et n-butanolkoncentrat pd 50 ml. Ved tilsatning af pétroleums-
@ter danner der sig et bundfald som fraskilles ved filtrering
og tgrres under vakuum ved stuetemperatur, hvorved der frem-
kommer 42,9 g delvis renset antibiotikum A/16686, kendetegnet
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ved en MIC-verdi mod Streptococcus pyogenes pa 0,2 ug/ml.
Dette antibiotiske stof suspenderes i 2,5 liter vand og op~
l¢sés ved tilsatning af 1N NaOH indtil pH 7. Derefter ekstra-
heres den dannede vandige oplgsning med 3 portioner pé& hver

5 liter n-butanol, og efter at vare blevet vasket med vand

" koncentreres denne organiske fase til 200 ml under vakuum

ved en temperatur pa under 35%C.

Ved tilsatning af distylater til koncentratet danner
der sig et bundfald som filtreres og tgrres under vakuum ved
stuetemperatur. Det tgrrede produkt oplgses i IGd ml af det
¢vre lag af en blanding af n-propanol/n-butanol/1N ammonium-
hydroxyd 2:3:4 (rumfang). Den resulterende oplgsning anbrin-
ges p& en 100 cm hgj kolonne med en diameter pad 7,5 cm og in-
deholdende 1,7 kg silikagel 60 ("Merck" 0,06-0,2 mm), tilbe-
redt i ovennavnte opl@sningsmiddelblanding. Kolonnen fremkal-
des ved hjzlp af samme blanding under opsamling af fraktioner
pd 300 ml. Elueringen af kolonnen overvages ved tyndlagskro-
matografi. Fraktionerne nr. 21 til 26 forenes og strippes
under vakuum ved en temperatur p& under 35°C med n-butanol,
hvorved der fremkommer et n-butanolkoncentrat pd 50 ml. Ved
tilsatning af distyleter danner der sig et bundfald som fra-
skilles ved filtrering, vaskes med diatylater og tgrres under
vakuum over P205 ved stuetemperatur. Der vindes et udbytte pa
1,875 g temmelig rent antibiotikum A/16686, som derefter ren-
ses yderligere p& samme mdde som beskrevet foran under a).

Antibiotikum A/16686 er i form af hydrokloridet et
hvidt krystallinsk materiale som er svagt hygroskopisk og som
smelter ved 224-226°C. Det er meget oplgseligt i vand og di-
metylformamid, oplgseligt i metanol, =:tanol, propanol og buta-
nol, men uoplgseligt i ztylater, petroleumsater og benzen.
Element®ranalyse af antibiotikum A/16686-hydroklorid, i for-
vejen tgrret ved 140°C under en inert atmosfare, viser fglgen—
de tilnermede procentuelle sammensatning, fremkommet som gen-
nemsnit af flere analyser: kulstof 51,73%, hydrogen 6,34%,
nitrogen 9,96%, klor (totalindhold) 5,84%, kloridioner 4,74%,
rest 1%. Det infrargde spektrum i nujol er vist pd fig. 1.
Fgplgende absorptionsmaxima er konstateret:3290-3070, 2930 og
2860 (nujol), 1765, 1630, 1510, 1455, 1375 (nujol), 1230,
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1175, 1130, 1065, 1030, 1015, 980, 840 og 820 cm-l.
Det ultraviolette absorptionsspektrum ses i fig. 2
og har fglgende absorptionsmaxima:

1% 1%

a) i metanol 232 nm (E1cm = 178) og 265 nm (E]:%m = 107);
b) i metanol indeholdende 0,1N HCl: 231 nm (Elcm = 167)
og 270 nm (E1° = 96); ,

c) i metanol indeholdende 0,1N NaOH: 250 nm (BS = 232)

og 295 nm (skulder);
a) i metanol indeholdende pH 7,38 puffer: 231 mm (EE =
167) og 270 nm (Eo_ = 96) .

De ultraviolette absorptionsspektre blev konstateret
ved hjalp af et "Beckmann" DK-2 spektrofotometer.

Antibiotikum A/16686-hydroklorid har en optisk drej-
ning, [al2?, pa +49,7° (c = 0,43% i DMF).

Antibiotikum A/16686 udviser fglgende karakteristiske
reaktioner: o

ninhydrin (3%s atanolisk oplgsning) negativ

ninhydrin (3%s atanolisk oplgsning +

natriumacetat) positiv

1% FeCl, - 1% K Fe(CN) ¢ (vandig
opldsning) positiv (grgn)

Molisch's reaktion positiv
Fehling's reaktion -negativ
Biuret-reaktion positiv
Anthron-reaktion positiv
Millon's reaktion negativ
Koncentreret H2804 negativ
Vandigt KMnO4 positiv

Rf-vardierne for antibiotikum A/16686 ved papirkroma-
tografi med forskellige elueringssystemer og Staphylococcus
aureus ATCC 6538 som organisme til opdagelsen anfgres i fgl-

gende tabel.
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Tabel VII

Kromatografisk opf@rsel af antibiotikum A/16686 ("Whatman"
nr. 1 papir; nedadlgbende kromatografering, Rm 40 cm, mangder:
20 ug af forbindelsen oplgst i vandig metanol (2 mg/ml)).

Elueringssystem Rf-verdi

1) n-butanol mzttet med SOrensens puffer

PH 6,0 0,00
2) n-butanol mettet med vand indeholdende 2%

p~toluensulfonsyre 0,00
3) n-butanol mettet med vand indeholdende 2%

ammoniumhydroxyd 0,00
4) Sérensens puffer, pH 6,0, mzttet med n-
" butanol 0,05
5) n-butanol/metanol/vand 4:1:2 0,43
6) @tylacetat mettet med vand 0,00
7) n-butanol/eddikesyre/vand 2:1:1 0,52
8) n-butanol/pyridin/vand 4:3:7 0,87

Rf-vardierne for antibiotikum A/16686 i forskellige
tyndlags~-kromatografisystemer er anfgrt i tabel VIII. Betin-
gelserne var fglgende: Rm: ca. 140 mm. Mengder: 2-5 pl af en
oplgsning (1 mg/ml) af forbindelsen i acetonitril/vand 1:1.
Synligggrelse: a) bioautografering pa agarplader podet med
Bacillus subtilis ATCC 6633; b) karbonisering ved opvarmning
med a-naftol-svovlsyre; c) joddamp; d) klor-toluidin-reagens;
e) UV-lys ved 254 nm.

System 1) til 7): Silikagel 60 F254’plader ("Merck") ;
synligggrelse a, e; b, ¢, 4, e.

System 8) og 9): Silikagel 60 F254 silaniseret ("Merck");
synligggrelse e.

System 10) og 11): Cellulose F plader ("Merck"); synlig-
ggrelse a.
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Tabel VIII

Elueringssystem (rumfangsforhold) Rf-verdi
1) n-propanol/n-butanol/N ammoniumhydroxyd

2:3:4 (¢vre fase) 0,15
2) n-butanol/eddikesyre/vand 4:2:5 0,61
3) n-butanol/ztanol/0,1N saltsyre 0,61
4) kloroform/ztanol/10%s eddikesyre 4:7:2 0,00
5) n-butanol/eddikesyre/vand 4:1:5 0,17
6) metanol/10%s vandigs ammoniumacetat/10%s

ammoniumhydroxyd 10:9:1 0,52
7) n-butanol/pyridin/vand/eddikesyre 6:4:3:1 0,45
8) metanol/10%s vandigt ammoniumacetat/10%s

ammoniumhydroxyd 10:9:1 0,11
9) 0,25M vandigt NaH2P04/acetonitril 1:1 0,68
10) metanol/10%s vandigt ammoniumacetat 1l:1 0,65
11) n-butanol/eddikesyre/vand 4:2:5 0,77

Som bestemt ved hgjpalidelige kromatografiteknikker
bestdr antibiotikum A/16686, isoleret og renset som beskreVet
i eksempel 3, af en hovedkomponent som andrager 70-80%, mens
de resterende 30-20% kan tilskrives mindst to mindre komponen-
ter.

Antibiotikum A/16686-hydroklorid, isoleret som beskre-
vet i de foregdende eksempler, er hydrokloridet af et klorhol-
digt basisk glykopeptid som afviger fra antibiotika hgrende
den klassiske glykopeptidgruppe ved at indeholde klor og 1
arten af dets aminosyrekomponenter. Aminosyreanalyse af anti-
biotikum A/16686 efter sur hydrolyse i 6N saltsyre ved 110°C
6 timer viste ved hjzlp af en aminosyre-autoanalysator, til-
stedevarelse af fglgende aminosyrer: ornitin (118 ng/mg =
0,58 uM/mg), asparaginsyre (29,2 pg/mg = 0,22 uM/mg), treonin
(68 ng/mg = 0,57 uM/mg), glycin (25 ug/mg = 0,33 uM/mg),
alanin (29 ug/mg = 0,32 pM/mg), leucin (41 ug/mg = 0,31 pM/mg)
og fenylalanin (42 ug/mg = 0,25 uM/mg) .

Der opdagedes yderligere fire toppe ved anvendelse af
kolonnen til neutrale og sure aminosyrer. To af disse fire
aminosyrer blev identificeret ved hjzlp af gaskromatografi-
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massespektrometri efter omdannelse til deres tilsvarende me-
tylester-trifluoracetylderivater, og de blev tilskrevet fgl-
gende strukturer:

OH OH c1

CH-NH,

|
COOH I COOH ~ II

CH-NH

5 Eksempel 4

Isolering af den fri base

Ved behandling af en oplgsning af 0,05 g antibiotikum
A/16686-hydroklorid i 3 ml vand og 8 ml @tanol med 2 ml 1,2-
epoxybutan danner der sig et bundfald som efter henstden ved

10 en lav temperatur i 1 dggn fraskilles ved centrifugering,
vaskes med atanol og tgrres over P205 under vakuum ved stue-
temperatur, hvorved der vindes 0,016 g af den tilsvarende fri
base.

Behandling af denne fri basiske form af antibiotikum

15 A/16686 med en farmaceutisk acceptabel, uorganisk eller orga-
nisk syre fgrer til dannelse af det tilsvarende syreadditions-
salt. Eksempler pd farmaceutisk acceptable syrer er ugiftige
syrer som egner sig til dannelse af terapeutisk anvendelige
salte og som i og for sig kendes i teknikken, fx saltsyre,

20 brombrintesyre, svovlsyre, fosforsyre, salpetersyre, vinsyre,
eddikesyre, ravsyre, melkesyre, glutaminsyre og metansulfon-

syre.
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Patentkrayv

1. Fremgangsmidde til fremstilling af antibiotikum A/16686
i form af den fri base eller et fysiologisk acceptabelt syre-
additionssalt deraf, hvilket antibiotikum i form af hydroklo-
ridet har fglgende egenskaber:

A) er et hvidt krystallinsk materiale med smp. 224~ 226° C,
B) er letoplgseligt i vand og dimetylformamid, oplgseligt
i metanol, @tanol, propanol og butanol og uoplgseligt i atyl-
ater, petroleumsater og benzen,

C) har tilnzrmelsesvis den elementazre sammensztning
51,73% C, 6,34% H, 9,96% N, 5,84% Cl (ialt), 4,74% Cl-ion og
1% rest,

D) Infrargdt absorptionsspektrum i nujol som vist i fig. 1
og med fplgende konstaterbare absorptionsmaxima: 3290-3070,
2930 og 2860 (nujol), 1765, 1630, 1510, 1455, 1375 (nujol),
1230, 1175, 1130, 1065, 1030, 1015, 980, 840 og 820 cm-l,

E) ultraviolet absorptionsspektrum som vist i fig. 2 og
med fglgende absorptionsmaxima:
a) i metanol: 232 nm (El%m = 178) og 265 nm (E = 107),
b) i metanol indeholdende 0,1N HCl: 231 nm 1%m 167)
og 270 nm (Elcm = 96),
c) i metanol indeholdende 0,1N NaOH: 250 nm (Elcm 232)
og 295 nm (skulder), og
d) i metanol 1ndeholde pH 7,38 puffer 231 nm (Elcm =
167) og 270 nm (Elcm = 96),
F) optisk drejning [a] = +49,7° (¢ = 0,43% i DMF),
G) fglgende karakterlstlske reaktioner:
ninhydrin (3% etanolisk oplgsning) negativ
ninhydrin ( do
+ natriumacetat) positiv
13 FeCl3 - 1% K3Fe(CN)6 positiv
(grgn)
Molish positiv
Fehling negativ
Biuret : positiv

Anthron positiv
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fglgende papirkromatografi-vardier pd "Whatman" nr. 1

1) n-butanol mattet med Sorensen puffer pH 6,0 0,00
2) n-butanol mattet med vand med 2% p-toluensul-

fonsyre 0,00
3) n-butanol mattet med vand med 2% ammonium-

hydroxyd 0,00
4) Sbrensen puffer, pH 6,0, mzttet med n-butanol 0,05
5) n-butanol/metanol/vand 4:1:2 0,43
6) atylacetat mazttet med vand 0,00
7) n-butanol/eddikesyre/vand 2:1:1 0,52
8) n-butanol/pyridin/vand 4:3:7 0,87
I) fglgende Rf-verdier ved forskellige tyndlagskromatogra-
fisystemer:
1) n-propanol/n-butanol/N ammoniumhydroxyd 2:3:4

(pvre fase) 0,15
2) n-butanol/eddikesyre/vand 4:2:5 0,61
3) n-butanol/ztanol/0,1N saltsyre 0,61
4) kloroform/=ztanol/10%s eddikesyre 4:7:2 0,00
5) n-butanol/eddikesyre/vand 4:1:5 0,17
6) metanol/10%s vandigt ammoniumacetat/10%s ammo-

niumhydroxyd 10:9:1 0,52
7) n-butanol/pyridin/vand/eddikesyre 6:4:3:1 0,45
8) metanol/10%s vandigt ammoniumacetat/10%s

ammoniumhydroxyd 10:9:1 0,11
9) 0,25M vandigt NaH2P04/acetonitril 1:1 0,68
10) metanol/10%s vandigt ammoniumacetat 1l:1 0,65
11) n-butanol/eddikesyre/vand 4:2:5 0,77

1) til 7) pé& silikagel 60 F,54 Plader; 8), 9) pé silikagel

60 F

J)

2

54 silaniseret og 10), 11) pd cellulose F plader,

aminosyreanalyse efter sur hydrolyse i 6N saltsyre ved

110°C i 6 timer visende mindst fglgende genkendte aminosyrer:

ornitin, asparaginsyre, treonin, glycin, alanin, leucin, fenyl-

alanin, p-hydroxyfenylglycin og hydroxy, klor-substitueret fe-

nylglycin,
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kendetegnet ved at man dyrker mikroorganismestam-
men Actinoplanes sp. ATCC 33076 under aerobe submerse betin-
gelser i et dyrkningsmedium indeholdende en assimilerbar kil-
de til kulstof, en assimilerbar kilde til nitrogen og uorga-

niske salte, hvorpd man udvinder antibiotiket og om ¢n=-
sket omdanner det til et farmaceutisk acceptabelt syreaddi-

tionssalt deraf eller friggr antibiotiket i basisk form fra
et dannet syreadditionssalt deraf.

2. Fremgangsmidde ifglge krav 1, k end e tegne t

ved at man udvinder antibiotiket ved ekstraktion af dyrknings-
mediet og af myceliet, hver for sig, med et organisk oplgs-
ningsmiddel udvalgt blandt lavtkogende alkanoler og kloroform,
behandler det antibiotiske stof udvundet fra ekstraktionsop-
lgsningsmidlerne med en blanding af kloroform/atanol/vand
4:7:2, udhalder det derved udskilt@ olieagtige produkt i vand,
fraskiller det stgrknede produkt og renser det yderligere ved
sgjlekromatografi p& silikagel under elueringmed en blanding
af lige dele acetonitril og 0,01N HC1l, hvorved antibiotikum
A/16686-hydroklorid udvindes, der derpd om gnsket udsaltes
ved kromatografering pa en tvarbundet dextrangel-kolonne,
hvorpd antibiotikum A/16686~hydroklorid om ¢gnsket omdannes
til den tilsvarende fri base eller til et andet fysiologisk
acceptabelt syreadditionssalt pa i og for sig kendt méde.

Fremdragne publikationer:
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