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) Antibiotische Substanz SF-2052 und Verfahren zu ihrer Herstellung.

67 Ein neues Antibiotikum, Substanz SF-2052, wird
hergestellt durch Ziichtung eines Mikroorganismus,
Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052, hinterlegt
unter FERM - P 4670 und ATCC No. 31570, oder Micro-
monospora sp. SF-2098, hinterlegt unter FERM -P 5073
und ATCC No. 31580, in einem fliissigen Kulturmedium
unter aeroben Bedingungen, und dieses Antibiotikum
kann aus der Kulturbrithe nach iiblichen Methoden iso-
liert werden und ist niitzlich als antibakterielles Mittel.
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PATENTANSPRUCHE

1. Antibiotische Substanz SF-2052 und ein pharmazeutisch
annehmbares Siureadditionssalz davon, dadurch gekennzeich-
net, dass die Substanz SF-2052 eine wasserldsliche basische
Verbindung mit antibakterieller Wirksamkeit ist, das Hydrochlo-
rid der Substanz SF-2052 in Form eines farblosen und amorphen
Pulvers vorliegt, welches unter neutralen bis sauren pH-Bedin-

gungen im wesentlichen stabil ist, aber unstabil unter alkalischen 10

pH-Bedingungen. keinen bestimmten Schmelzpunkt aufweist.
sondern sich bei oder annéihernd bei 170 °C allméhlich braun
verfirbt und bei 209 bis 210°C unter Schiumen zersetzt, eine
positive Reaktion mit Ninhydrin. Lemieux-Reagens und Greig-
Leaback-Reagens ergibt, aber negativ auf Sakaguchi-Reagens
und auf Silbernitrat reagiert, leicht loslich ist in Wasser, 16slich in
Methanol und unléslich in Athylacetat, Chloroform, Benzolund
Athylither, wobei das Hydrochlorid der Substanz SF-2052 ferner
dadurch gekennzeichnet ist, dass

a) es eine Elementaranalyse von C35.69%,H7,04%.N
11.80¢ aufweist,

b) keine charakteristischen Absorptionsspitzen bei 220nm bis
370nm im Ultraviolett-Absorptionsspekirum in wésseriger
Ldsung zeigt,

¢) ein Infrarot-Absorptionsspektrum in Kaliumbromid pellet-
tiert, wie in Fig. 1 dargestellt, aufweist,

d) ein Wasserstoff-Kernmagnetresonanz -Absorptionsspek-
trum in Deutero-Wasser, wie in Fig. 2 dargestellt, aufweist,

e) ein Kohlenstoff-Kernmagnetresonanz-Absorptionsspek-
trum in Deutero-Wasser, wie in Fig. 3 dargestellt, aufweist,

f) eine spezifische optische Drehung [a]*} = + 87°(c =1,
Wasser) in wésseriger Losung besitzt, und

g) einen einzigen Fleck bei Rf = 0,46 in einer Cellulose-
Diinnschichtchromatographie mit n-Propanol-Pyridin-Essig-
siiure-Wasser des Volumenverhdltnisses 15:10:3: 12 als
Entwicklungslésungsmittel und bei Rf = 0,09 in einer Papier-
chromatographie mit n-Butanol-Essigsdure-Wasser des Volu-
menverhiltnisses 2 : 1 : 1 als Enwicklungsldsungsmittel geméss
der steigenden Methode ergibt.

2. Substanz nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass sie das Hydrochlorid oder Sulfat der Substanz SF-2052 ist.

3. Verfahren zur Herstellung der Substanz SF-2052 nach
Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man

a) einen die Substanz SF-2052 erzeugenden Stamm von Acti-
nomycetes in einem wisserigen fliissigen Kulturmedium, welches
assimilierbare Kohlenstoff- und Stickstoffquellen enthilt, unter
aeroben Bedingungen, wihrend geniigend langer Zeit ziichtet,
um die Substanz SF-2052 im Kulturmedium zu erzeugen und
anzureichern, und

b) die Substanz SF-2052 aus dem Kulturmedium gewinnt.

4, Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Ziichtung bei einer Temperatur von 25 bis 37°C wéhrend
2 bis 10 Tagen erfolgt.

5. Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass die Substanz SF-2052 als Hydrochlorid aus der Kulturbriihe
von Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052 gewonnen wird.

6. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 3 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass als Actinomycetes-Stamm ein Stamm von
Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052, der unter der Num-
mer ATCC 31570 registriert ist, verwendet wird.

7. Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Actinomycetes-Stamm einen Stamm von Micromo-
nospora sp. SF-2098, der unter der ATCC-Nummer 31580
registriert ist. verwendet.

8. Verfahren nach Patentanspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die Ziichtung bei einer Temperatur von 25 bis 40°C wihrend
3 bis 10 Tagen erfolgt.

9.Verfahren nach Patentanspruch 7, dadurch gekennzeichnet,

(X%

dass die Substanz SF-2052 als Hydrochlorid aus der Kulturbriihe
von Micromonospora sp. SF-2098 gewonnen wird.
10. Anibakterielle Zusammensetzung, dadurch gekennzeich-

net, dass sie als aktiven Bestandteil eine antibakteriell wirksame
5 Menge von mindestens einem der pharmazeutisch annehmbaren

Siureadditionssalze der Substanz SF-2052 nach Patentanspruch

1, zusammen mit einem pharmazeutisch annehmbaren Triger fiir

den aktiven Bestandteil enthilt.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine neue antibioti-
sche Substanz, welche als Substanz SF-2052 bezeichnet wurde.
Die Erfindung bezieht sich ferner auf die Herstellung dieses

15 neuen Antibiotikums durch Ziichtung eines diese Substanz

erzeugenden Stammes von Actinomyceten, insbesondere eines
Stammes der Art Dactylosporangium oder der Art Micromono-
spora in einem Kulturmedium. Die Erfindung umfasst ferner
eine antibakteriell wirksame Zusammensetzung, welche die Sub-

20 stanz SF-2052 als aktiven Bestandteil enthalt.

Eine Anzahl niitzlicher Antibiotika werden aus der Kultur-
brithe verschiedener Stimme von Mikroorganismen erzeugt und
isoliert. In dem Bestreben, neue und niitzliche Antibiotika zu
entwicklen, welche wirksam sind gegen gramnegative und gram-

% positive Baktereien sowie gegen verschiedene Bakterienstdmme,

welche gegen bekannte Antibiotika resistent sind, wurde die
Fermentationsbriihe eines neuen Mikroorganismus, welcher
nunmehr als Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052
bezeichnet wird, untersucht. Als Resultat dieser Forschungsar-

30 pejten wurde gefunden, dass ein neues Antibiotikum erzeugt

wird durch Ziichten dieses neuen Organismus in einem Kultur-
medium, welches assimilierbare Néhrstoffe enthélt, unter aero-
ben Bedingungen. Es gelang ferner, dieses neue Antibiotikum
aus der Kulturbriihe zu isolieren, und es wurde als Substanz SF-

35 2052 bezeichnet. Die chemischen, physikalischen und biochemi-

schen Eigenschaften der Substanz SF-2052 wurden bestimmt.
Ausserdem wurde gefunden, dass dieses nene Antibiotikum auch
erzeugt wird durch Ziichtung eines Stammes eines anderen
neuen Mikroorganismus, welcher als Micromonsopora sp. SF-

40 2052 bezeichnet wurde.

Ziel der vorliegenden Erfindung st die Beschaffung eines
neuen Antibiotikums, der Substanz SF-2052, welches niitzlich ist
als antibakterielles Mittel.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine neue

45 antibiotische Substanz, Substanz SF-2052, sowie ein pharmazeu-
tisch annehmbares Saureadditionssalz davon, welche Substanz
SF-2052 eine wasserlosliche, basische Verbindung mit antibakte-
rieller Wirksamkeit ist, und das Hydrochlorid der Substanz SF-
2052 in Form eines farblosen und amorphen Pulvers vorliegt,

50 welches im wesentlichen stabil ist unter neutralen bis sauren pH-

Bedingungen, aber instabil unter alkalischen pH-Bedingungen,
keinen bestimmten Schmelzpunkt aufweist, sondern sich allméh-
lich bei oder nahe bei 170°C verfirbt und sich bei 209 bis 210°C
unter Schiumen zersetzt, eine positive Reaktion auf Ninhydrin,
55 Lemieux-Reagens und Greig-Leaback-Reagens ergibt, aber
negativ auf Sakaguchi-Reagens und Silbernitrat reagiert, und
leicht 16slich ist in Wasser, 1dslich in Methanol und unldslich in
Athylacetat, Chloroform, Benzol und Athyléither, und wobei
dieses Hydrochlorid der Substanz SF-2052 weiterhin gekenn-
60 zeichnet ist durch:
a) die folgende Elementaranalyse : C35,69%,H7,04%.N
11.8 .,
b) das Fehlen charakteristischer Absorptionsspitzen bei
220nm bis 370nm im Ultraviolett-Absorptionsspektrum in wiis-
65 seriger Losung,
c)ein Infrarot-Absorptionsspektrum in Kaliumbromid pellet-
tiert entsprechend demjenigen in Fig. 1 der beiliegenden Zeich-
nungen,
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d) ein Wasserstoff-Kernmagnetresonanz-Absorptionsspek- praktisch unléslich in organischen Losungsmitteln, wie Chloro-
trum in Deutero-Wasser entsprechend demjenigen von Fig. 2der  form, Athylacetat, Hexan, Benzol, Athyldther usw.
beiliegenden Zeichnungen, 8. Stabilitit: verhiltnisméssig stabil unter sauren bis neutralen

¢) ein Kohlenstoff-Kernmagnetresonanz-Absorptionsspek- pH-Bedingungen, aber instabil unter alkalischen pH-Bedin-
trum in Deutero-Wasser im wesentlichen entsprechend demjeni- 5 gungen.
gen in Fig. 3 der beiliegenden Zeichnungen, 9. Rf -Werte in Cellulose-Diinnschichtchromatographie:

f) eine spezifische optische Drehung [a]}, = + 87°(c =1, a) Rf = 0,46 , wenn mit n-Propanol-Pyridin-Essigsiure-Wasser
Wasser) in wésseriger Losung, und (Volumenverhaltnis 15 : 10 : 3 : 12) entwickelt,

g) einen einzigen Flecken bei Rf = 0,46 in einer Cellulose- b) Rf=0,10, wenn mit n-Butanol-Essigsdure-Wasser (Volu-
Diinnschichtchromatographie mit n-Propanol-Pyridin-Essig- 10 menverhaltnis 2 : 1 : 1) entwickelt.
saure-Wasser (15: 10: 3: 12) als Entwicklungslésungsmittel und 10. Rf-Werte in der Papierchromatographie (nach der anstei-
bei Rf = 0,09in einer Papierchromatographie mit n-Butanol- genden Methode):

Essigsdure-Wasser (2: 1: 1) als Entwicklungslésungsmittel nach a) Rf = 0,40 , wenn mit n-Propanol-Pyridin-Essigsiure-Wasser
der aufsteigenden Methode. (Volumenverhéltnis 15 : 10 : 3 : 12) entwickelt,

Die oben erwéhnten, zur Identifizierung der neuen Substanz 15 b) Rf = 0,09, wenn mit n-Butanol-Essigsiure-Wasser (Volu-
verwendeten Lemieux-, Greig-Leaback- und Sakaguchi-Reagen-  menverhiltnis 2 : 1 : 1) entwickelt.

zien sind dem Fachmann bekannt und in der Literatur be- 11. Farbreaktionen : positiv auf Ninhydrin, Greig-Leaback-
schrieben. und Lemieux-Reagenzien; negativ auf Sakaguchi- und Silberni-
Sobeschreiben R.U. Lemieux et al. [Analytical Chemistry, 26,  trat-Reagenzien.
920-921 (1954)], dass mit einer schwach alkalischen (pH 7,2) 20 12. Kernmagnetresonanzspektra : Wasserstoff-Kernmagnet-
wiisserigen Lsung von Natriummetaperiodat und Kaliumper- resonanzspektrum des Hydrochlorides der Substanz SF-2052 in
manganat Kohlehydrate durch das Auftreten einer griinlich- Deuterium-Wasser (100 mHz, TMS- dusserer Standard ist in Fig.
gelben Farbung nachgewiesen werden kénnen. 2 der beiliegenden Zeichnungen dargestellt. Die Hauptsignale
Das Greig-Leaback-Reagens besteht einerseits auseiner wils-  wurden bei 1,34 ppm (d), 2,00 ppm (m), 3,16ppm (s),
serigen Kaliumhypochloritlosung, andererseits aus einem % 3,51ppm (s), 5,33 ppm (d) und 7,99 ppm (s) beobachtet. Das
Gemisch gleicher Teile einer geséttigten Losung von o-Toluidin Kohlenstoff- Kernmagnetresonanzspektrum des Hydrochlorides
in 2 %iger Essigsdure und einer 0,85 %igen wisserigen Kalium- der Substanz SF-2052 in Deuterium-Wasser (Dioxan —interner
iodidlosung. [C. G. Greigund D. H. Leaback Nature 188,310 Standard) ist in Fig. 3 dargestellt.
(1960)]. Es ermdglicht die Unterscheidung und den Nachweis 13. Spezifische optische Drehung : [o]*}, = + 87° (¢ = 1, H,0).
von Amino- und Iminoverbindungen. 30 Unter Beriicksichtigung der oben erwéhnten physikalischen
Das Sakaguchi-Reagens ergibt mit Arginin und anderen chemischen Eigenschaften des Hydrochlorides der Substanz SF-
Guanidinderivaten orange bis rote Farbungen. Das Reagens 2052 wird angenommen, dass die Substanz SF-2052 als freie Base

besteht einerseits aus einer 0,1 %igen Losung von 8-Hydroxychi-  durch die folgende Strukturformel dargestellt werden kann:
nolin, andererseits aus einer Losung von 0,2 ml Brom in 100m!

0.5NNaOH. [J. B. Jepson und J. Smith, Nature 172, 1100 s NH,  CHg

(1953); 177, 84 (1956)].

Die Substanz SF-2052 der vorliegenden Erfindung kannz.B. in CH NH
Form ihres Séureadditionssalzes mit einer pharmazeutisch ) 2
annehmbaren anorganischen Sdure, wie Salzséure, Bromwasser-
stoffséure, Schwefelsdure, Salpetersdure und Phosphorsdure, 40 0
oder mit einer pharmazeutisch annehmbaren organischen Sdure.,
wie Essigsdure, Zitronensiure, Benzoesdure, Ascorbinsédure
oder Apfelsdure, vorliegen.

Eigenschaften des Hydrochlorides der Substanz SF-2052 sind 0
im folgenden zusammengestelit: 45 , CH3

1. Aussehen : farblos, amorphes Pulver NH

2. Schmelzpunkt : kein bestimmter Schmelzpunkt. NH ||
Langsame Verfirbung zu braun erfolgt beim Erhitzen bei oder 2 co CH2 NHCH
nahe bei 170°C, gefolgt von einer Zersetzung von 209 bis 210°C
unter Schdumen. 50

3. Elementaranalyse : C 35.69%, H 7.04% . N 11,80%. In den beiliegenden Zeichnungen stellt:

4. Ultraviolett-Absorptionsspektrum : im Wellenlédngenbe- Fig. 1 eine Infrarot-Absorptionsspektrumskurve einer Probe
reich von 220nm bis 370nm ist keine charakteristische Absorp- des Hydrochlorides der Substanz SF-2052, pellettiert in Kalium-
tionsspitze zu beobachten. bromid,

5. Infrarot-Absorptionsspektrum : das Hydrochlorid der Sub- 55 Fig. 2 eine Kurve des Wasserstoff-Kernmagnetresonanz-
stanz SF-2052. in Kaliumbromid pellettiert, ergibt dasin Fig. 1 Absorptionsspektrums einer Probe des Hydrochlorides der Sub-
derbeiliegenden Zeichnungen dargestellte IR-Spektrum. Die stanz SF-2052 in Deuterium-Wasser bei 100 MHz, und
wichtigsten Absorptionsspitzen werden bei 2900 bis 3500, 1720, Fig. 3 eine Kurve des Kohlenstoff-Kernmagnetresonanz-
1640. 1510, 1120 und 1050cm™ beobachtet. Absorptionsspektrums einer Probe des Hydrochlorides der Sub-

6.Molekulargewicht : da die Substanz SF-2052 unter alkali- 60 stanz SF-2052 in Deuterium-Wasser bei 25 MHz dar.
schen pH-Bedingungen instabil ist, konnte die freie Base nichtin Die antibakterielle Wirksamkeit der erfindungsgeméssen Sub-

stabiler Form erhalten werden, und es war schwierig eine direkte  stanz SF-2052 (als Sulfat) zur Hemmung des Wachstums ver-
Bestimmung des Molekulargewichtes mit Hilfe der Massenspek-  schiedener Bakterien wurde nach einer Standard-Serienverdiin-
trometrie durchzufiihren. Aus dem Kohlenstoff-Kernmagnetre-  nungsmethode gepriift unter Verwendung von Herzinfusions-

sonanzspektrum und einigen anderen Daten wurde geschiitzt, 65 Agar als Inkubationsmedium. Die Inkubation erfolgte bei einer
dass die Substanz SF-2052 (freie Base) ein Molekulargewicht von  Temperatur von 37°C withrend 16 Stunden. Die minimalen
etwa 400 bis 450 autweist. hemmenden Konzentrationen (mcg/ml) des Sulfates der Sub-

7. Loslichkeit : leicht 1oslich in Wasser, 16slichin Methanolund  stanz SF-2052 sind in der folgenden Tabelle I zusammengestellt.
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Tabelle I

Antibakterielles Spektrum der Substanz SF-2052 (Sulfat)

Test-Mikroorganismen MIC. * (mcg/ml)

Bacillus subtillis PCI-219 1,56
Staphylococcus aureus 209P 3,12
Sarcina lutea 0,78
Escherichia coli 12,5
Escherichia coli B 6,25
Escherichia coli K-12-R 3,12
Klebsiella pneumonia 3,12
Proteus vulgaris 1,56
Pseudomonas aeruginosa 100
Mycobacterium smegmatis 607 Km-R 100
Mycobacterium smegmatis 607 Sm-R 1,56

* MIC = minimale inhibierende Konzentration.

Aus den Resultaten der obigen Tabelle List klar ersichtlich, dass
die erfindungsgemasse Substanz SF-2052 eine hohe antibakte-
rielle Wirksamkeit sowohl gegen gram- negative wie gegen gram-
positive Bakterien aufweist.

Die Substanz SF-2052, welche die oben erwihnten chemi-
schen, physikalischen und biologischen Eigenschaften zeigt, ist
mit keiner der bekannten Substanzen, wie sie in der Literatur des
Standes der Technik erwihnt sind, identisch, und ist offensicht-
lich eine neue Substanz.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein
Verfahren zur Herstellung der Substanz SF-2052, welches
dadurch gekennzeichnet ist, dass man

a) einen die Substanz SF-2052 erzeugenden Stamm von Acti-
nomyceten, insbesondere einen Stamm von Dactylosporangium

matsuzakiense SF-2052, in einem wisserigen fliissigen Kulturme- %

dium, welches assimilierbare Kohlenstoff- und Stickstoffquelien
enthilt, unter aeroben Bedingungen wihrend geniigend langer
Zeit ziichtet, um die Substanz SF-2052 im Kulturmedium zu
erzeugen und anzureichern, und

b) die Substanz SF-2052 aus der Kultur gewinnt.

Der die Substanz SF-2052 erzeugende Mikroorganismus, der
Stamm Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052, welcher mit
Vorteil verwendet werden kann, wurde aus einer Bodenprobe
isoliert, welche im Inagami-Schrein bei Matsuzaki-cho, Kamo-
gun, Prifektur Shizuoka, Japan, im Februar 1977 gesammelt
wurde. Die Isolierung des Stammes SF-2052 erfolgte durch
Inkubierung einer wisserigen Suspension dieser Bodenprobe auf

25

einem isolierenden Kulturmedium, welches 0,2 % 16sliche
Stirke, 0,04 % Ammoniumsulfat, 0,02 % Dikaliumphosphat,
0,02% Magnesiumsulfat, 0,04 % Calciumcarbonat und 1,5%
Agar enthielt (pH nicht eingestellt) bei 28°C wéhrend 30 Tagen.
Dieser Stamm SF-2052 wurde in der 6ffentlichen japanischen
Sammlung des «Fermentation Research Institute», Agency of
Industrial Science and Industry, Inage, Chiba-City, Japan (wel-
ches nun umgezogen ist nach Yatabe-cho, Tsukuba-gun, Préfek-
tur Ibaragi, Japan), unter der Nummer FERM - P 4670 depo-
niert, und wurde ferner am 26. September 1979 in der Sammlung
des American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive,
Rockville, Maryland 20852, USA, unter der Nummer ATCC-
31570 hinterlegt.

Der Stamm SF-2052 weist die folgenden mikrobiologischen
Eigenschaften auf. Die Beobachtungen erfolgten geméss dem
Verfahren von E. B. Shirlingund D. Gottlieb, beschriebenim
«International Journal of Systematic Bacteriology», 16, Seiten
313 bis 340 (1966).

L. Morphologische Beobachtungen

Die Substratmycelien sind sehr wellig mit reichlichen Verzwei-
gungen gewachsen und weisen einen Durchmesser von 0,5 bis 0,6
Mikron auf. Sowoh! auf Agar-Medium wie auf fliissigen Medien
wurde iiblicherweise keine Fragmentation des Substrat-Myce-
liums beobachtet.

In den meisten Fillen wurden keine Luftmycelien beobachtet,
und sie werden daher als nicht-gebildet betrachtet. Das Substrat-
Mycelium des Stammes SF-2052 tragt Sporangien, einzeln oder
in Biischeln, auf der Oberflache des Agar-Mediums. Das Sporan-
gium wird verhiltnismissig reichlich auf Starke-Agarmedium,
jedoch schwach auf Gylcerin-Asparagin-Agar-, Tyrosin-Agar-
und Hafermehl-Agar-Medien gebildet. Das Sporangium ist von
fingerartiger Form und weist eine Grosse von 0,9 bis 1,4 Mikron
x4,0bis 6,0 Mikron auf. Jedes Sporangium enthalt iiblicherweise
eine einzige Reihe von drei Sporen. Die meisten Sporen sind von
zylindrischer oder ovaler Form, und die Oberflachenstruktur der
Sporenist glatt. Jede Spore weist eine Grosse von 0,8 bis 1,3
Mikronx 1,1 bis 1,6 Mikron auf. Wenn die Sporenz.B. in einem
wisserigen Bodenextrakt suspendiert werden und wahrend 15 bis
30 Minuten stehen gelassen werden, zeigen sie eine Bewegung.

1I. Ziichtungscharakteristiken auf verschiedenen Kulturme-
dien:

Die Ziichtungscharakteristiken des Stammes SF-2052 sind in
der Tabelle IT unten zusammengestellt. In dieser Tabelle beru-

_ hendiein Klammern angefiihrten Farbbezeichnungen auf dem

4 Standard der Color Harmony Manual of Container Corporation
of America. Die Inkubation erfolgte bei 28°C und die Beobach-
tung nach einer Inkubationszeit von 21 Tagen.

10

1

n

20

30

40

Tabelle IT

Kulturmedium Wachstum und Farbe Luft-Myce-  18sliches Pig-
lium ment

Saccharose-Nitrat-Agar iibliches Wachstum, bernsteinfarbig kein kein
bis schwach orange [31c]

Glocose-Asparagin-Agar tibliches Wachstum, kein kein
rétlich-orange [4pc]

Glycerin-Asparagin-Agar schwaches diinnes Wachstum, kein kein
schwach mellonengelb [3ea]

Stdrke-Agar iibliches bis gutes Wachstum, kein kein

rotlich-orange [4pc]
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Kulturmedium Wachstum und Farbe Luft-Myce-  loshches Pig-
lium ment
Hafermehl-Agar iibliches Wachstum, orange kein kein
[41c bis 5nc]
Hefeextrakt-Malz- tibliches Wachstum, schrumpfig, bernsteinfarbig kein kein
extrakt-Agar bis hellbraun [31c bis 4ng]
Tyrosin-Agar gutes Wachstum, schwach gréulich-orange kein braunlich-
bis hellbraun [41c bis 4ng] rosa
Nahr-Agar sehr schwaches Wachstum, kein kein
schwach-orange
Bennet-Agar iibliches bis gutes Wachstum, kein kein
rotlich-orange [4pc bis Spc]
Calciummalat-Agar schwaches bis iibliches Wachstum, kein kein
hellorange [3ga bis 4 ga]
IIL. Physiologische Eigenschaften %0 Kohlenstoffquelle Wachstum
1. Wachstumstemperaturbereich: Der Stamm SF-2052 wichst
in einem Temperaturbereich von 15 bis 40°C auf einem Stirke- D-Mannit T +4+
Agar-Medium. Die optimale Wachstumstemperatur liegt in I-Tonosit +
einem Bereich von 25 bis 37°C. Rhamnose 4+
2. Verfliissigung von Gelatine: Keine Verflissigung trittein 35 §accharose e
bei einer Inkubation bei 26°C wihrend 21 Tagen. Raffinose +
3. Hydrolyse von Stéirke: Positiv (bei einer Inkubation bei28°C  kein Zusatz +
wihrend 21 Tagen).
4. Reduktion von Nitrat: Negativ (bei einer Inkubation bei
28°C wihrend 21 Tagen). 40

5. Koagulation von entrahmter Milch: Negativ (bei einer
Inkubation bei 28°C wihrend 21 Tagen).

6. Peptonisierung von entrahmter Milch: Negativ (bei einer
Inkubation bei 28°C wihrend 21 Tagen).

7. Bildung von Melanoidpigment: Negativ.

IV. Verwendung der Kohlenstoffquellen:

Die Untersuchung erfolgte mit einer Inkubation bei 28°C in

einem Inkubationsmedium der folgenden Zusammensetzung: °

[ Hefeextrakt (Difco) S5g

| Calciumcarbonat 1lg
Agar (Difco) 15¢g
destilliertes Wasser 1000 ml.

Die Resultate der Untersuchung sind in der folgenden Tabelle
IIT zusammengestellt.

Tabelle IIT

Kohlenstoffquelle Wachstum
D-Glucose +++
D-Xylose +++
D-Fructose ++
L-Arabinose +++

V. Chemische Zusammensetzung der Zellwand:
Die chemische Zusammensetzung der Zellwand und der gan-
zen Zelle des Stammes SF-2052 wurde analysiert nach der
45 Methode von T. Yamaguchi, J. Bact., 89, Seiten 444 bis 453
(1965); der Methode von B. Becker und Mitarbeiter, Appl.
Microbiol., 12, Seiten 421 bis 423 (1964) oder der Methode von
M. P. Lechevalier, J. Lab. Clin. Med., 71, Seiten 934 bis 944
(1968).
50

Aufgrund der derart erhaltenen analytischen Resultate wurde
gefunden, dass der Stamm SF-2052 zum Zellwandtypus IT gehért,
weil seine Zellwand Hydroxydiamino-pimelinséure und Glycin

55 enthélt. Ferner gehort sein Ganzzellenzuckermuster zum Typus
Aoder D, da das Hydrolysat der ganzen Zelle Xylose und
Galactose zusammen mit einer Spur von Arabinose enthilt.

In Anbetracht der oben erwihnten Eigenschaften des Stam-

60 mes SF-2052 wird angenommen, dass der Stamm SF-2052 ein
Stamm ist, welcher zur Gattung Dactylosporangium unter den
Actinomycetalen geh6rt. Von den Arten der Gattung Dactylo-
sporangium aurantiacum und Dactylosporangium thailandense
(J. E. Thiemann und Mitarbeiter, Arch. Mikrobiol., 58, Seiten

65 42 bis 52 (1967) und »Bergey’s Manual of Determinative Bacte-
riology», 8. Ausgabe, 1974). Ein Vergleich des Stammes SE-2052
mit diesen bekannten Arten ist in der folgenden Tabelle [V
zusammengestellt.
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Tabelle IV

Eigenschaften Stamm SF-2052 D. aurantiacum D. thailandense
Wachstum auf Glucose-Asparagin- tibliches Wachstum, tibliches Wachstum, tibliches Wachstum,
Agar-Medium rotlich-orange weiss hellorange
Bildung von Sporangium auf Calcium- kein reichlich reichlich
malat-Agar-Medium ;
Wachstum auf Nihr-Agar-Medium sehr schwaches sehr gutes Wachs- gutes Wachstum,

Wachstum, hellorange  tum, weiss orange
Frzeugung von 19slichem Pigment kein kein rotlich-braun
auf Hickey und Tresner-Agar-Medium
Wachstum auf Kartoffelstempel kein Wachstum sehr schwaches Wachs-  sehr schwaches Wachs-

tum, hellorange tum, rotlich-braun

Verfliissigung von Gelatine negativ negativ positiv
Reduktion von Nitrat negativ positiv negativ
Peptonisierung von entrahmter 7 negativ positiv positiv
Milch -
Verwertung von Raffinose nicht verwertet” verwertet™ gut verwertet”

Anmerkung zu Tabelle IV:

*1: Auf dem Inkubationsmedium, welches von J. E. Thiemannin

«Arch. Mikrobiol.», 58, Seiten 42 bis 52 (1967) beschrieben
1st.
*2: Aufeinem Inkubationsmedium wie unter '1, welches aber
zusitzlich noch Vitamine enthielt.
*3: Auf Hefeextrakt-Calciumcarbonat-Agar-Medium. Der
Stamm SF-2052 wuchs nicht auf den Medien "1 und 2.
Der Stamm SF-2052 ist mit keinem der bekannten Arten der
Gattung Dactylosporangium tibereinstimmend und der Stamm
SF-2052 wird daher zurecht als neue Art angenommen und
bezeichnet als Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052.
Ausserdem gelang die Isolierung eines neuen Mikroorganis-
mus aus einer, in Choshi-City, Prafektur Chiba, Japan, gesam-

als FERM-P 5073 oder ATCCNo. 31580 in einem wésserigen
fliissigen Kulturmedium, welches assimilierbare Kohlenstoff-
und Stickstoffquellen enthélt, unter aeroben Bedingungen wih-
rend geniigend langer Zeit ziichtet, um die Substanz SF-2052im

% Kulturmedium zu erzeugen und anzureichern, und

b)die Substanz SF-2052 aus der Kultur gewinnt.

Der Stamm SF-2098 weist die folgenden mikrobiologischen
Eigenschaften auf:

1. Morphologische Beobachtungen:

Dieser Stamm SF-2098 bildet kein Luftmycelium auf verschie-
denen Agar-Kulturmedien, welche iiblicherweise zur Inkubation
von Actinomycetes-Stdmmen verwendet werden. Die mikrosko-
pische Untersuchung des Stammes SF-2098, welcher in einem
fliissigen Kulturmedium inkubiert wurde, zeigt, dass Substrat-

melten Bodenprobe, und dieser neueMikroorganismus wurde als 45 mycelium mit Asten wichst, und dass jeweils eine Spore an

Stamm SF-2098 bezeichnet. Dieser Stamm SF-2098 wurde als zu

den Actinomycetales gehtrend gefunden und zwar zur Art
Micromonospora. Dieser Stamm SF-2098 wurde in der 6ffentli-
chen Sammlung des «Fermentation Research Institute», wie
oben erwihnt, unter der Nummer FERM-P 5073 hinterlegt und
ebenfalls in der American Type Culture Collection, unter der
ATCC-No. 31580 am 16. Oktober1979 eingetragen. Es wurde
gefunden. dass dieser Stamm Micromonospora sp. SE-2098 die
erfindungsgemdsse Substanz SF-2052 erzeugt.

Eine weitere Ausfithrungsform des Verfahrens zur Herstel-
lung der Substanz SF-2052 ist daher dadurch gekennzeichnet,
dass man

a) einen Stamm von Micromonospora sp. SF-2098, identifiziert

verschiedenen Stellen des Substratmyceliums gebildet wird.
Unter dem Elektronen-Mikroskop wurde beobachtet, dass die
Spore anndhernd kugelférmig ist und eine Grosse von 1,0 bis
1,3 Mikron im Durchmesser aufweist und die Sporenoberfliche

30 stumpfe Dornen trigt.

1I. Ziichtungscharakteristiken auf verschiedenen Kulturme-
dien:

Die Kulturbedingungen des Stammes SF-2098, welcher auf
verschiedenen Kulturmedien bei 28°C wéhrend 15 bis 20 Tagen

55 inkubiert wurde, wurden beobachtet, und diese Beobachtungen

sind in der folgenden Tabelle V zusammengestellt. Die Farban-
gaben in Klammern basieren auf dem Standard des Color
Harmony Manual of Container Corporation of America.

Tabelle V
Kulturmedium Wachstum und Farbe losliches Pigment
Saccharose-Nitrat-Agar iibliches bis gutes Wachstum, erhéht, kein

orange [41a bis 4na]
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Kulturmedium

Wachstum und Farbe

l6stiches Pigment

Glucose-Asparagin-Agar sehr schwaches Wachstum, farblos kein
Glycerin-Asparagin-Agar schwaches Wachstum, gelblich-braun [3ie] und spiter kein
Umschlag auf olive bis grau [1% ge]
Stirke-Agar iibliches Wachstum, bernsteinfarbig [31c] und spiter kein
Ubergang zu dunkeloliv [1% pn]
Hefeextrakt-Malzextrakt- iibliches bis gutes Wachstum, hell kein
Agar oliv-grau [1% i bis 1% ig]
Hafermehl-Agar tibliches Wachstum, bernsteinfarbig [31c] und kein
spater Ubergang zu oliv-grau [1% ig]
Tyrosin-Agar schwaches Wachstum, bernsteinfarbig bis kein
gelblich-braun [31c bis 3ie]
Nihr-Agar schwaches Wachstum, schwach kein
gelblich-braun [3gc]
Bennet-Agar iibliches Wachstum, nass, bernsteinfarbig [31c] kein
Calciummalat-Agar schwaches Wachstum, hell oliv-grau [1/2 ge] kein
III. Physiologische Eigenschaften: 36 Kohlenstoffquelle Wachstum
1. Wachstumstemperaturbereich: Der Stamm SF-2098 wéichst ~ ———
in einem Temperaturbereich von 15 bis 45°C. Glycerin +
2. Verfliissigung von Gelatine: Positiv (inkubiert bei 20°C L-Arabinose +
wihrend 21 Tagen) D-Mannit +
3. Hydrolyse von Stirke: Positiv (inkubiert bei 28°C wihrend 3 I-Innosit +
14 Tagen). Saccharose +++
4. Wirkungen auf entrahmte Milch: Positiv auf Peptonisierung ~ a-Melibiose +
und Koagulation von entrahmter Milch (inkubiert bei 28°C Raffinose +
wihrend 21 Tagen). Rhamnose +

5. Bildung von Melanoidpigment: Negativ.

6. Reduktion von Nitrat: Negativ (inkubiert bei 28°C wihrend
14 Tagen).

7. NaCl-Toleranz (untersucht gemdss der Methode aus
«Intern. J. Syst. Bacteriol.», 21, Seite 240 (1971)): Gutes Wachs-
tum bei0 bis 1,5%, schwaches Wachstum bei 3 bis 4%, kein
Wachstum bei iiber 5%.

1V. Auswertung von Kohlenstoffquellen:

Die Untersuchung erfolgte unter Inkubation bei 28°Cin einem
Inkubationsmedium der folgenden Zusammensetzung:

Hefeextrakt (Difco) 0,5%
Calciumcarbonat 0,1%
Bacto-Agar (Difco) 1,5%
destilliertes Wasser Rest.

Die Resultate der Untersuchungsind in der folgenden Tabelle
VI zusammengestellt.

Tabelle VI
Kohlenstoffquelle Wachstum
Kein Zusatz +
D-Glucose +++
D-Fructose ++
D-Xylose +++

40

V. Chemische Zusammensetzung der Zellwand
Die chemische Zusammensetzung der Zellwand des Stammes
SF-2098 wurde analysiert nach der Methode von B. Beckerund

45 Mitarbeiter, beschrieben in «Appl. Microbiol.», 13, Seite 236
(1965). Aus den derart erhaltenen analytischen Resultaten
wurde gefunden, dass die Zellwand Hydroxydiamino-pimelin-
sdure enthélt.

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften des Stammes

50 SF-2098 hat insbesondere unter Beriicksichtigung , dass der
Stamm SF-2098 kein Luftmycelium auf Agarmedien bildet, dass
der Stamm SF-2098 ein mesophiles Actinomycetes ist, welcher
einzelne Sporen auf dem Substrat-Mycelium zeigt, und dass die
Zellwand Hydroxydiamino-pimelinsdure enthélt, wurde

55 geschlossen, dass der Stamm SF-2098 der Gattung Micromono-
spora zugehort. Entsprechend wurde der Stamm SF-2098 als
Micromonospora sp. SF-2098 bezeichnet.

Der die Substanz SF-2052 erzeugende Stamm, insbesondere
der Stamm Dactylosporangium matsuzakiense SF-2052 oder der

0 Stamm Micromonospora sp. SF-2098 kann fiir den vorliegenden
Gebrauch in bekannter Weise in einem Kulturmedium geziichtet
werden, welches Néhrstoffquellen enthilt, die durch iibliche
Mikroorganismen assimilierbar sind. Zu diesem Zweck kénnen
alle bekannten Nahrstoffe, welche iiblicherweise fiir die Ziich-

65 tung von bekannten Stimmen der Actinomyceten verwendet
wurden, eingesetzt werden. Beispiele der Néhrmittelquellen
umfassen Glucose, Glyerin, Saccharose, Stirke, Dextrin, Malto-
sesirup, Melassen und Soyabohnenol als Kohlenstoffquelle sowie
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Sovabohnenmehl, Weizenembryonen, Fleischextrakt, Pepton,
Hefeextrakt getrockneter Hefe, Maiseinweichfliissigkeit, Baum-
wollsamenmehl, Ammonimsulfat und Natriumnitrat als Stick-
stoffquelle. Falls erforderlich konnen anorganische Salze, wie
Calciumcarbonat, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Kabaltchlo-
rid. Phosphate und dergleichen zugesetzt werden. Ferner kénnen
organische oder anorganische Materialien, welche das Wachs-
tum des verwendeten Stammes SF-2052 oder SF-2098 begiinsti-
gen und die Erzeugung der Substanz SF-2052 fordern, in das
Kulturmedium einverleibt wiirden.

Als Ziichtungsmethoden, welche hierbei angewandt werden
koénnen, werden die fliissige Ziichtung und insbesondere die
fliissige Ziichtung unter submersen Bedingungen, im allgemei-
nen am meisten bevorzugt, wie dies bei der Herstellung bekann-
ter Antibiotika auch zutrifft. Im vorliegenden Verfahren wird die
Ziichtung unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Der Stamm
SF-2052 kann mit Vorteil bei einer Temperatur von 25 bis 37°C
und insbesondere bei einer Temperatur von 28 bis 32°Cinkubiert
werden. Unter diesen Bedingungen erreicht die Erzeugung der
Substanz SF-2052 in der Kulturbriihe ein Maximum am Ende von
2 bis 10 Tagen Inkubation entweder in einer Schiittelkultur oder
in einer Tankkultur. Der Stamm SF-2098 kann mit Vorteil bei
einer Temperatur von 25 bis 40°C und iiblicherweise bei einer
Temperatur in der Ndhe von 30°C inkubiert werden. Das Inkuba-
tionsmedium wird vorzugsweise bei einem neutralen oder
schwach alkalischen pH-Wert gehalten. Wenn der Stamm SF-
2098 in einer Fliissigziichtungsmethode inkubiert wird, erreicht
die Erzeugung und Anreicherung der Substanz SF-2052 in der
Kulturbriihe iiblicherweise ein Maximumin 3 bis 10 Tagen
Inkubation.

Zur Priifung der erfindungsgemass hergestellten Substanz SF-
2052 kann die folgende Methode angewandt werden: Es wird ein
Untersuchungs-Kulturmedium verwendet, welches0,5 % Poly-
pepton, 0,3 % Rindfleischextrakt und 1,5 % Agar (pH 7,0)
enthilt, verwendet, und der Bacillus subtillis PCI-219 wird als
Testmikroorganismus verwendet. In dieser Methode kann bei
einer Konzentration von 50meg/ml bis 10mcg/ml der Substanz
SF-2052 das Verhiltnis zwischen dem Logarithmus der Konzen-
tration und dem Durchmesser der Inhibitionszone linear aufge-
zeichnet werden, wobei die Inhibitionszone von 21,2 bis 12,8mm
erhalten wird, wie sie durch iibliche Papierscheibenplattenver-
fahren bestimmt wird.

Die erfindungsgemésse Substanz SF-2052 ist ein wasserlosli-
ches basisches Antibiotikum. Wenn sie durch Ziichtung des
Stammes SF-2052 oder SF-2098 erhalten wird, ist sie hauptséch-
lich in der fliissigen Phase der Kulturbriihe enthalten und kann
aus der Kultur durch Verwertung der physico-chemischen Eigen-
schaften der Substanz SF-2052 gewonnen werden. Die Gewin-
nung und Reinigung der Substanz SF-2052 kann nach chromato-
graphischen Verfahren unter Verwendung eines synthetischen
adsorbierenden Harzes, wie z.B. «Amberlite» XAD-2 (ein syn-
thetisches Adsorptionsharz, bestehend aus einem mikropordsen
Copolymer von Styrol und Divinylbenzol, ein Produkt der Rohm
& Haas Co., USA) und «Diaion» HP-20 (ein synthetisches
Adsorptionsharz bestehend aus einem mikropordsen Copolymer
aus Styrol und Divinylbenzol, ein Produkt der Mitsubishi Kasei
Co.. Japan) oder eines Gelfiltrationsmittels, wie «Sephadex»
G-10 (ein Gelfiltrationsmittel bestehend aus mit Epichlorhydrin
vernetztem Dextran, ein Produkt der Pharmacia Co., Schweden)
und «Sephadex» LH-20 (ein Gel bestehend aus einem Derivat
von Dextransulfat, ein Produkt von Pharmacia Co., Schweden),
oder eines Kationenaustauscherharzes, wie «Amberlites IRC-50
oder «Amberlite» CG-50 (ein schwach saures Kationenaustau-
scherharz, bestehend aus einem Copolymer von Methacrylsdure
und Divinylbenzol, ein Produkt von Rohm & Haas Co., USA)
und «CM-Sephadex» (ein Gelfiltrationsmittel, hergestellt aus
einem carboxymethylsubstituierten vernetzten Dextrangel, ein
Produkt von Pharmacia Co., Schweden) erfolgen. Das folgende

[
<

Verfahren ist wirksam zur Gewinnung der Substanz SF-2052 aus

der Kulturbriihe. So wird die Kulturbriihe, welche die Substanz

SF-2052 enthilt, von den festen Bestandteilen durch Filtrieren

oder Zentrifugieren befreit, und das erhaltene Briihenfiltrat wird
5 mit «Diaion» HP-20 -Harz (ein synthetisches Adsorptionsharz,
ein Produkt der Mitsubishi Kasei Co. . Japan) zur Adsorption der
aktiven Substanz behandelt, und die aktive Substanz sodann aus
dem Harz eluiert durch Entwickeln mit 50 %igem wisserigem
Aceton (Wasser-Aceton-Gemisch, Volumenverhéltnis 1:1), (pH
nicht eingestellt) und 50 %igem wisserigem Aceton (pH2,0
eingestellt mit Salzsdure) als Eluierungsmittel entwickelt und das
erhaltene Eluat unter vermindertem Druck konzentriert, wobei
das Hydrochlorid der Substanz SF-2052 als rohes pulverformiges
Produkt erhalten wird.

Dieses rohe Produkt wird sodann mit Hilfe einer Sdulen-
chromatographie unter Verwendung von «CM-Sephadex»

(H* -Form), «CM-Sephadex» (Na* -Form) und/oder Aktivkohle
in solcher Kombination, dass ein hochgereinigtes Produkt der
Substanz SF-2052 als Hydrochlorid erhalten wird, gereinigt. Da
die Substanz SF-2052 als freie Base sehrinstabil ist unter
alkalischen Bedingungen, ist es schwierig, ein reines Produkt
dieser Substanz als freie Base zu erhalten. Esist daher wichtig,
die Gewinnung und Reinigung der Substanz SF-2052 immer
unter neutralen oder sauren Bedingungen durchzufiihren, und es
wird empfohlen, eine schwach saure wésserige Losung der
Substanz SF-2052in einer Schlussstufe der Gewinnung und
Isolierung gefrierzutrocknen, um die Substanz SF-2052 in Form
ihres Hydrochlorides oder Sulfates als farbloses amorphes Pulver
zu erhalten.

Wenn die Substanz SF-2052 aus der Kulturbriihe des Stammes
SF-2052 gewonnen werden soll,ist es zweckmassig und wirksam,
die Kulturbriihe zuerst durch Zusatz von Salzsaure auf pH 2,0
einzustellen, die Kulturbrithe sodann mit Hilfe einer Filterhilfe,
wie z. B. Diatomeenerde, zu filtrieren, um den Myceliumkuchen
und alle anderen festen Bestandteile aus der Kulturbriihe zu
entfernen und das Briihenfiltrat sodann durch eine Séule von
«Amberlite» IRC-50 (Na™* -Form) zu filtrieren zwecks Adsorp-
tion der aktiven Substanz, gefolgt von der Eluierung der Harz-
sdure mit 0,4 N Salzsdure. Das erhaltene Eluat wird mit wésseri-
gem Natriumhydroxid neutralisiert und anschliessend mit Aktiv-
kohle entsalzt. Die derart entsalzte Lésung wird weiter durch
Séaulenchromatographie unter Verwendung von «CM-
Sephadex», Aktivkohle und/oder «Sephadex» LH-20 gereinigt,
um ein hochgereinigtes Produkt des Hydrochlorides des Sub-

4 stanz SF-2052 zu erhalten.

Zur Bestimmung der akuten Toxizitét des Sulfates der Sub-
stanz SF-2052 wurde dieses intravenos als Losung in isotonischer
wisseriger Losung von Natriumchlorid verschiedenen Gruppen
von Méusen injiziert. Es wurde geschitzt, dass die Substanz SF-

30 2052 als Sulfat einen LD<g-Wert von 350 mg/kg bei intravendser

Injektion an Mausen aufweist und somit praktisch nicht toxisch

ist. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist

daher eine antibakterielle Zusammensetzung, welche als aktiven

Bestandteil eine antibakteriell wirksame Menge von mindestens
35 einem der pharmazeutisch annehmbaren Séureadditionssalze

der Substanz SF-2052 zusammen mit einem pharmazeutisch

annehmbaren fliissigen oder festen Trager enthilt. Der Gehalt

an diesem aktiven Bestandteil in der antibakteriellen Zusam-

mensetzung kann im Bereich von 5 bis 50 Gewichtsprozent der
% Zusammensetzung liegen.

Die erfindungsgemasse antibakterielle Zusammensetzung
kann zu einer wisserigen Losung, welche 0,01 bis 0,1 Gewichts-
prozent des Sdureadditionssalzes der Substanz SF-2052 enthilt,
verarbeitet werden, welche niitzlich ist zum Sterilisieren von

65 chirurgischem Material und Instrumenten sowie anderen Appa-
raten und Stellen, welche steril gehalten werden sollen. Ausser-
dem kann die erfindungsgemésse antibakterielle Zusammenset-
zung zu iiblichen oral verabreichbaren Formen, wie Tabletten,

1
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Kapseln, Pulver, Losungen und Suspensionen verarbeitet wer-
den, entweder durch Vermischen einer gewissen Menge des
pharmazeutisch annehmbaren Sdureadditionssalzes der Sub-
stanz SF-2052 der vorliegenden Erfindung mit einem iiblichen
pharmazeutisch annehmbaren festen Trager, wie Stirke, Saccha-
rose, Talk und Calciumcarbonat, oder durch Aufldsen oder
Suspendieren dieses Salzes in einem pharmazeutisch annehmba-
ren fliissigen Tréiger, wie z. B Athanol oder Wasser. Das Verhilt-
nis der aktiven Substanz gemdss der vorliegenden Erfindung zum
festen oder fliissigen Tréger kann je nach der Form des oral
verabreichbaren Préparates gewéhlt werden und liegt iiblicher-
weise in einem Gewichtsverhaltnis von 1:1 bis 1:100.

Die antibakterielle Zusammensetzung der vorliegenden Erfin-
dung kann auch zuinjizierbaren Losungen oder Suspensionen
verarbeitet werden und durch Auflésen oder Suspendieren der
aktiven Substanz in einer entsprechenden Konzentration zwi-
schen 0,1 bis 10 Gewichtsprozent in eine physiologische Koch-
salzlésung oder ein anderes pharmazeutisch annehmbares fliissi-
ges Vehikel, wie z. B. Ringer-Lésung, mit oder ohne Zusatz
eines geeigneten Dispergiermittels. Die derart erhaltene injizier-
bare Lésung oder Suspension kann z. B. intravends, intramusku-
lér oder intraperitoneal injiziert werden.

Esistzu beachten, dass die tatséchlich verwendete bevorzugte
Dosis an aktiver Substanz der vorliegenden Erfindung variieren
kann, je nach der jeweiligen Zusammensetzung des Priparates,
der Artder Verabreichung und der jeweils zu behandelnden
Krankheit. Zahireiche Faktoren, welche die Wirkung des Heil-
mittels der vorliegenden Erfindung modifizieren, werden vom
Fachmann in Betracht gezogen, z. B. das Alter, des Kérperge-
wicht, das Geschlecht, die Diit, die Verabreichungszeit, der
Verabreichungsweg, die Geschwindigkeit der Ausscheidung,
Arzneimittelkombinationen, Reaktionsempfindlichkeiten und
schwere Erkrankung. Im allgemeinen werden etwa 0,5 mg/kg bis
etwa 100mg/kg der aktiven Verbindung pro Tag an erwachsene
Personen verabreicht. Optimale Dosen fiir den jeweiligen
Zustand eines Patienten kdnnen durch die Fachleute sicherge-
stellt werden unter Verwendung iiblicher Dosierungsbestim-
mungstests unter Berticksichtigung der obigen Richtlinien und
der bereits vorhandenen Erfahrungen, wie sie durch die Bestim-
mung geeigneter Dosierungen fiir zuvor bekannte antibakterielle
Mittel erhalten wurden.

Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die folgenden
Beispiele néher beschrieben.

Beispiel 1

1. Inkubation des Stammes SF-2052

Es wurde eine Stammkultur von Dactylosporangium matsuza-
kiense SF-2052 (identifiziert als FERM-P 4670 oder ATCC No.
31570), und ein sterilisiertes Impfkulturmedium, welches 2,0 %
Glucose, 0,5 % Pepton, 0,2 % Fleischextrakt, 0,3 % Hefeextrakt,
0.2 % Soyabohnenmehl und 0,1 % Calciumcarbonat enthielt
(pH 7,0 vor der Sterilisierung) wurde fiir die Inkubation ver-
wendet.

Fiinf bis sechs Osen voll der oben genannten Stammkultur
wurden in 20ml des oben genannten Impfkulturmediums in
einem 100 m! -Erlenmeyer-Kolben geimpft, gefolgt von der
Inkubation bei 28°C wihrend 6 Tagen, um eine erste Impfkultur
zuergeben. Die Herstellung dieser ersten Impfkultur erfolgte in
zehn Kolben. Total 200ml der ersten Impfkultur wurde in
20ml-Portionen in zehn Erlenmeyer-Kolben von 500 ml Fas-
sungsvermdgen einverleibt, von denen jedes 80ml des oben
genannten Impfkulturmediums enthielt, gefolgt von der Inkuba-
tion bei 28°C wihrend 72 Stunden.

Auf diese Weise wurde die zweite Impfkultur erhalten, und
diese wurde weiter in 5 ml-Portionen in hundertfiinfzig Erlen-
meyer-Kolben von 500ml Fassungsvermégen, von denen jeder
80ml eines Produktionskulturmediums enthielt, inokuliert. Das
verwendete Produktionskulturmedium enthielt 4,0 % Glucose,
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1,0%Pepton, 0,4 % Fleischextrakt, 0,6 % Hefeextrakt, 0,4 %
Soyabohnenmehl und 0,2 % Calciumcarbonat, d.h. es enthielt
jede Nahrstoffkomponente in doppelter Menge im Vergleich zu
derjenigen in den oben genannten Impfkulturmedien. Die Ziich-

5 tung erfolgte bei 28°C wihrend 6 Tagen nach einer iiblichen
Schiittelkulturmethode.

Nach der Ziichtung wurde die Kulturbriihe einer kontinuierli-
chen Zentrifugierung unter Verwendung eines Gefrierzentrifu-
gators (hergestellt von Tommy Company, Japan) unterworfen,

10 wobei 10 Liter Briihenfiltrat in etwa 2 Stunden Zentrifugierarbeit
erhalten wurden.

2. Gewinnung der Substanz SF-2052

Das oben erhaltene Brithenfiltrat (10 Liter) wurde durch eine
Siule von 750m] «Diaion» PH-20 (ein synthetisches Adsorp-

15 tionsharz, hergestellt von Mitsubishi Kasei Co., Japan) zur
Absorption der aktiven Substanz hindurchgefiihrt. Die Harz-
sdule wurde mit 3 Liter Wasser gefolgt und anschliessend mit
1,8 Liter 50 %iges Aceton (pH nicht eingestellt) und anschlies-
send mit 1,8 Liter 50 %igem wiisserigem Aceton (pH 2,0, einge-

20 stellt mit HCI) eluiert. Auf diese Weise wurde die Substanz SF-
2052 aus der Harzkolonne eluiert. Das Eluat wurde in 1,8 Liter-
Fraktionen gesammelt.

Die aktiven Fraktionen (total 3,6 Liter), welche die Substanz
SF-2052 enthielten, wurden unter vermindertem Druck auf ein

% Kleineres Volumen konzentriert durch Abdestillieren des Ace-
tons. Das erhaltene Konzentrat wurde stehen gelassen und spiter
filtriert, um den ausgeschiedenen Niederschlag zu entfernen.
Das Filtrat wurde sodann durch eine Siule aus 300 ml «CM-
Sephadex» C-25 (H* -Form) (ein Gelfilterhilfsmittel , hergestellt

30 yon Pharmacia Co., Schweden) zur Adsorption der aktiven
Substanz hindurchgeleitet.

Die «<CM-Sephadex» - Sdule wurde mit 1,0 Liter 0,1 M
wiisserigem Natriumchlorid, mit 1,0 Liter 0,2 M wiésserigem
Natriumchlorid und schliesslich mit 3 Liter 0,4 M wiisserigem

35 Natriumchlorid gewaschen, gefolgt von der Eluierung mit 0,6 M
wisserigem Natriumchlorid. Das Eluat wurde in 18 ml-Fraktio-
nen gesammelt, und die aktive Substanz wurde in den Fraktionen
No. 26 bis 92 eluiert.

Die aktiven Fraktionen wurden durch eine S4ule aus 200ml

40 Chromatographie-Aktivkohle (ein Produkt von Wako Junyaku
Co., Japan) geleitet zur Adsorption der aktiven Substanz, und
die Kohlensiule wurde sodann mit 900ml Wasser gewaschen und
anschliessend mit 1,2 Liter 50 %igem wiisserigem Aceton (pH
nicht eingestellt) und dann mit 600 ml 50 %igem wisserigem

45 Aceton (pH 2,0 eingestellt mit HCI) eluiert. Das Eluat wurde in
1800ml-Fraktionen gesammelt und die aktive Fraktion (total
1800ml), welche die eluierte Substanz SF-2052 enthielt (total
1,8 Liter) wurden vereint und die vereinte Lésung unter vermin-
dertem Druck konzentriert. Die konzentrierte Losung wurde

50 gefriergetrocknet und ergab 170 mg eines rohen, weissgefirbten
pulverigen Produktes (Reinheit ca. 20 %) der Substanz SF-2052
als Hydrochlorid.

3. Reinigung

Das rohe Produktpulver (170 mg) der Substanz SF-2052 (HCI),

55 welches im obigen Verfahren (2) von Beispiel 1 erhalten worden
war, wurde in 5ml Wasser aufgenommen und die erhaltene
wiisserige Losung wurde durch eine Saule aus 180ml «Cm-
Sephadex» C-25 (Na* -Form) gefiihrt, welche zuvormit 0,1 M
wisserigem Natriumchlorid imprigniert worden war. Diese

60 «CM-Sephadex» -Sdule wurde mit 2 Liter 0,5 M wiésserigem

Natriumchlorid eluiert, gefolgt von der Entwicklung mit 1,0 M

wisserigem Natriumchlorid, Der Ausschluss wurde in 18 ml-

Fraktionen gesammelt, und die aktiven Fraktionen No. 8 bis 20,

welche die eluierte Substanz SF-2052 enthielten, wurden vereint.
Die aktiven Fraktionen (total 220 ml) wurden durch eine Siule

aus40ml Chromatographie-Aktivkohle zwecks Adsorption der
aktiven Substanz geleitet. Die Kohlensédule wurde sodann mit

250m1 Wasser gewaschen, gefolgt von Eluierung mit 200 ml

65
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50 Gzigem wisserigem Aceton (pH nicht eingestellt) und dann
mit 200ml 50 Seigem wisserigem Aceton (pH 2,0) um die aktive
Substanz aus der Siule zu eluieren. Das Eluat wurde in

400 ml-Fraktionen gesammelt und die aktive Fraktion (total

400 m]) wurde unter vermindertem Druck konzentriert. Die
konzentrierte Losung wurde gefriergetrocknet, und ergab 26 mg
des Hydrochlorides der Substanz SF-2052 als farbloses Pulver,
welches rein war.

4. Bildung des Sulfates der Substanz SF-2052
Das farblose Pulver (26mg) des reinen Hydrochlorides der
Substanz SF-2052. erhalten in der obigen Stufe (3) wurde in 10ml

Wasser aufgenommen und die erhaltene Losung durch eine Sule
von 10ml eines stark basischen Anionenaustauscherharzes, nim-

lich «Amberlite» IRA-400 (Sulfatform) (ein Produkt von Rohm
& Haas Co., USA) gefiihrt. Der Ausfluss aus der Harzsdule
wurde konzentriert und gefriergetrocknet und ergab 30mg des
Sulfates der Substanz SF-2052 als farbloses Pulver. Dieses Pro-
dukt zeigte einen Zersetzungspunkt oberhalb 220°C.

Beispiel 2

Das aus der Kultivationsstufe (1) von Beispiel 1 erhaltene
Briihenfiltrat (10 Liter) wurde durch eine Séule aus 800ml eines
synthetischen adsorbierenden Harzes, «Diaion» HP-20 (ein Pro-
dukt von Mitsubishi Kasei Co. , Japan) zwecks Adsorption der
aktiven Substanz gefiihrt. Die Harzsdule wurde mit4 Liter
Wasser gewaschen und anschliessend mit 50 %igem wisserigem
Aceton (pH 4,0) eluiert, wobei das Eluat in 500 ml-Fraktionen
gesammelt wurde. Die Fraktionen No. 2 bis 6 enthielten die
eluierte aktive Substanz und diese aktive Fraktionen wurden
vereint und unter vermindertem Druck konzentriert, um das
Aceton abzudestillieren.

Die konzentrierte Losung wurde stehen gelassen und
anschliessend filtriert, um den ausgeschiedenen Niederschlag zu
entfernen.Das Filtrat wurde durch eine Siule aus 250ml eines
Kationenaustauscherharzes « Amberlite» IRC-50 (Na* -Form)
(ein Produkt von Rohm & Haas Co., USA). Die Harzsaule
wurde anschliessend mit 2 Liter Wasser gewaschenund mit 0,1 N
Salzsdure eluiert. Das Eluat wurde in 18 ml-Fraktionen gesam-
melt, und die aktive Substanz wurde in den Fraktionen No. 240
bis 336 eluiert. Diese aktiven Fraktionen wurden vereint und
durch eine Siule von 150ml eines Anionenaustauscherharzes,
«Amberlite» IR-45 (OH -Form) zur Neutralisation gefiihrt.

Die Lésung (pH 5,4), welche aus der Saule ausfloss, wurde in
eine Siule aus 80 ml Chromatographie-Aktivkohle zwecks
Adsorption der aktiven Substanz verbracht und die Kohlensaule
wurde sodann mit 400 ml Wasser gewaschen und anschliessend
mit 300ml 50 %igem wisserigem Aceton (pH nicht eingestellt)
und dann mit 300ml 50 %igem wisserigem Aceton (pH 2,4,
eingestellt mit HCI) eluiert, um die aktive Substanz aus der
Harzsdule zu desorbieren.

Die derart erhaltene vereinte aktive Losung (total 600ml)
wurde unter vermindertem Druck konzentriert und gefrierge-
trocknet, um 260 mg des Hydrochlorides der Substanz SF-2052
als schwach gelblich gefdrbtes rohes Pulver (Reinheit : 16 %) zu
erhalten.

Beispiel 3

1. Inkubation des Stammes SF-2052

Eine Stamm-Kultur des Micromonospora sp SF-2098 (1dent1f1—
ziert als FERM-P 5073 oder ATCC No. 31580) wurde verwendet,
und ein sterilisiertes Impfkulturmedium, welches 2,0 % Glocose.
0.5 % Pepton. 0,2 % Fleischextrakt, 0,3 % Hefeextrakt, 0.2 %
Soyabohnenmehl und 0,1 % Kaliumcarbonat enthielt (pH nicht
vor der Sterilisation eingestellt) wurde fiir die Inkubation ver-
wendet.

35
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10

Drei bis vier Oesen voll der oben genannten Stamm-Kultur
wurden in 20ml des genannten Impfkulturmediums in einem
Erlenmeyer-Kolben von 100m] Fassungsvermdgen eingeimpft,
gefolgt von der Inkubation bei 28°C wihrend 4 Tagen, um eine

5 Impfkultur zu erhalten. Die Herstellung der Impfkultur erfolgte
in zwanzig Kolben.

Die derart erhaltene Impfkultur (total 400ml) wurde in
4ml-Portionen in hundert Erlenmeyer-Kolben von 500ml Fas-
sungsvermdgen gegeben, von denen jeder 80ml eines Produk-
tionskulturmediums enthielt, welches sterilisiert war. Dieses
Produktionskulturmedium enthielt 4 % Maltosesirup, 0,3 %
Soyabohnendl, 0,5 % 16sliches pflanzliches Protein, 1,0 % Baum-
wollsamenmehl, 0,001 % Ferrosulfat, 0,0001 % Kobaltchlorid
15 und 0,2 % Calciumcarbonat (pH 7,0 vor der Sterilisatioin). Die

Inkubation erfolgte bei 28°C wihrend 2 Tagen nach einer iibli-

chen Schiittelkulturmethode.

10

Nach der Inkubation wurde die Kulturbriihe durch Zusatz von
6N Salzsdure auf pH 2,0 eingestellt und anschliessend mit
Diatomeenerde als Filterhilfe filtriert, wobei etwa 7,0 Liter des
Briihenfiltrates erhalten wurden.

20

2. Gewinnung der Substanz SF-2052

Dasin der obigen Stufe (1) erhaltene Brithenfiltrat (7 Liter)
wurde durch eine Siule aus 220ml eines Kationenaustauscher-
harzes, «Amberlite» IRC-50 (Na* -Form) (ein Produkt von
Rohm & Haas Co., USA) zwecks Adsorption der aktiven
Substanz geleitet.

Die Harzsdule wurde mit 1 Liter Wasser gewaschen und
anschliessend mit 0,4 N Salzsiure eluiert. Das Eluat wurde in
250 ml-Fraktionen gesammelt und die aktive Substanz wurde in
den Fraktionen No. 2 bis 5 eluiert. Diese aktiven Fraktionen
wurden vereint und durch Zusatz von 0,2 N wésserigem Natrium-
hydroxid auf pH 4 bis 6 eingestellt, und anschliessend durch eine
Siule aus 150ml Aktivkohle zwecks Adsorption der aktiven
Substanz gefiihrt. Die Kolensiule wurde mit 500ml Wasser
gewaschen und anschliessend mit 400ml 50 %igem wsserigem
Aceton (pH nicht eingestellt) und dann mit 400ml 50 %igem
wisserigem Aceton (pH 2,2) eluiert, um die aktive Substanz aus
der Kohlensiule zu desorbieren. Die aktiven Fraktionen des
Eluates wurden vereint (total 800 mi) und unter vermindertem
Druck konzentriert durch Abdestillieren des Acetons.

Die derart erhaltene konzentrierte Losung wurde durch eine
Séule aus 200 m! «CM-Sephadex» C-25 (ein Produkt von Pharma-
cia Co., Schweden) geleitet zur Adsorption der aktiven Substanz.

Die «CM-Sephadex» -Sdule wurde mit 1 Liter 0,3 M wisseri-
gem Natriumchlorid und anschliessend mit 1 Liter 0,5 M wisseri-
gem Natriumchlorid gewaschen, gefolgt von der Eluierung mit
0,5 M wisserigem Natriumchlorid. Das Eluat wurde in 20ml-
Fraktionen gesammelt und die aktiven Fraktionen No. 102 bis
172, welche die eluierte Substanz SF-2052 enthielten, wurden
vereint. Die aktive Losung wurde sodann durch eine Siule von
50ml Chromatographie-Aktivkohle (ein Produkt der Wako-
Junyaku Co., Japan) geleitet zwecks Absorption der aktiven
Substanz. Diese Kohlenséule wurde mit 200ml Wasser gewa-
schen und anschliessend mit 200 ml S0 %igem wisserigem Aceton
(pH nicht eingestellt) und dann mit 200 ml 50 %igem wésserigem
Aceton (pH 2,0 eingestellt mit HCI) eluiert, wobei die aktive
Substanz in guter Ausbeute eluiert wurde.

[~}

65  Die vereinten aktiven Fraktionen (total 800 ml) wurden unter

vermindertem Druck konzentriert und gefriergetrocknet, wobei
124 mg eines rohen, weissgefirbten Pulvers (Reinheit: 20%) des
Hydrochlorides der Substanz SF-2052 erhalten wurden.



Von diesem rohen Pulver wurden 120mg in 4ml 50 %igem
wisserigem Methanol (d.h. Wasser-Methanol im Volumenver-
héltnis 1:1) aufgenommen und die erhaltene Losung durch eine
Sédule aus 330 ml «Sephadex» LH-20 (ein Produkt von Pharmacia
Co., Schweden) gefiihrt, welche zuvor mit 90 %igem wésserigem
Methanol (d.h. Wasser-Methanol im Volumenverhdltnis 1:9) gut
gewaschen worden war. Diese Saule wurde mit 90 %igem wisse-

1 645 385

rigem Methanol entwickelt und das Eluat wurde in 12 mi-Fraktio-
nen gesammelt. Die aktive Substanz wurde in den Fraktionen
No. 12 bis 16 eluiert. Die vereinten aktiven Fraktionen (total
60ml) wurden unter vermindertem Druck konzentriert und

5 gefriergetrocknet, wobei 20mg des Hydrochlorides der Substanz
SF-2052 als farbloses und pulveriges reines Produkt erhalten
wurden.

M
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