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Den foreliggende opfindelse angér en fremgangsmdde til fremstil-
ling af hidtil ukendte antibiotiske stoffer 89OA2 og/eller 89OA5
med den i krav 1 angivne almene formel eller farmaceutisk accep-
table salte deraf, hvilke forbindelser er effektive til at inhi-
bere veksten af forskellige gram-negative og gram-positive mikro-
organismer.

Opdagelsen af penicillinets bemerkelsesverdige antibiotiske egen-
skaber har stimuleret forskningen p& dette omrdde, hvorved der er
fundet mange andre vmrdifuide antibiotiske stoffer, s&som andre
penicilliner, cephalosporiner, streptomycin, bacitracin, tetra-
cycliner, chloramphenicol og erythromycinef. I almindelighed
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er dén antibakterielle aktivitet af hvert af disse antibiotiske
stoffer begrenset, siledes at visse klinisk vigtige pathogene bak-
terier ikke hxmmes. F.eks. er nogle principielt kun aktive over
for gram-positive bakterier. Erhvervet resistens under den omfat-
tende anvendelse af eksisterende antibiotiske stoffer til behand-
ling af bakterieinfektioner har endvidere forarsaget alvorlige
resistensproblemer.

Som fglge af manglerne ved de hidtil kendte antibiotiske stoffer
har man segt at finde andre antibiotika, som vil vere aktive over
for et sterre omrdde af pathogener samt over for resistente stam-

mer af smrlige mikroorganismer.

Under denne forskning har man opdaget antibiotiske stoffer til-
hgrende thienamycin-gruppen, hvortil de ifglge opfindelsen frem-
stillede antibiotiske stoffer herer. Fra beskrivelsen til dansk
patentanseggning nr. 5280/75 kendes sdledes en fremgangsmide til
fremstilling af det antibiotiske stof thienamycin med formlen

CH, ~CH(OH) \

T >-5-CH,CH,-NE,
o

ved dyrkning af en stamme af Streptomyces Cattleya. Fra beskrivel-
sen til dansk patentansggning nr. 4971/76 kendes en fremgangsmide
til fremstilling af antibiotikum 890Al og/eller antibiotikum

89OA3

, som er isomere forbindelser med formlen

0

"

l /// S—CHZ—CHZ-l\er--C--CH3
N

& :

CHB—CH(OH)

COCH

Ved dyrkning af en stamme af Streptomyces flavogriseus.

Det har nu vist sig, at stammer af arten Streptomyces flavogriseus
danner ovennzvnte hidtil ukendte antibiotiske stoffer 89OA2 og
89OA5; og fremgangsmdden ifglge opfindelsen er i overensstemmelse
hermed ejendommelig ved det i1 kravets kendetegnende del anferte.
Anvendelige stammer er deponeret uden restriktioner for tilgenge-
lighed i kultursamlingen tilherende Northern Regional Laboratories,
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Northern Utilization Research and Development Division, Agricultural
Research Service, U.S. Department of Agriculture, Peoria, I1l.

og er registreret under henholdsvis nr. NRRL 8139 og 8140. Strep-
tomyces flavogriseus NRRL 8139 og NRRL 8140 producerer begge anti-
biotika 89OA2 0g 890A5, som er isoleret 1 praktisk taget rep form
fra geringsvesken.

De morphologiske og dyrkningsmessige egenskaber for Streptomyces
flavogriseus NRRL 8139 fremgdr af efterfelgende tabel.

Morphologi - Sporophorer er forgrenede, lige til buede ksder af
sporer, danner totter. Kederne er mere end 10 sporer i lmngde.
Sporerne er sfmriske til ovale - 0,9 p X 1,2 n (970x).

Dyrkningsmessige egenskaber

Hvedemel agar
Vegetativ vekst - Bagside gullig tan, pergamentllgnende vekst;
Luftmycelium - Lysegrdt kantet med medium grat o
Opleseligt pigment - Intet. '
Czapek Dox agar ( saccharose nitrat agar)
Vegetativ vekst - Bagside brun kantet med merkebrun;
Luftmycelium - Medium gradt, flejlsagtigt;
Opleseligt pigment - Svag brunfarvning af medium.
Eg albumin agar
Vegetativ vekst - Bagside gullig tan kantet med brunt;
Luftmycelium - Medium grét blandet med gulllggrat (2dc) og gra—
gult (2db);
Opleseligt pigment - Lyst gullig tan.
Glycerol asparagin agar
Vegetativ vekst - Bagside gullig tan, flad, spredt;
Luftmycelium - Flgjlsagtig, lysegrét med sterk gullig tone til
grat (2dc);
Opleseligt pigment - Intet.
Uorganiske salte-stivelse agar
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Vegetativ vekst - Bagside - brun;
Luftmycelium - Medium grat, flgjlsagtigt;
Opleseligt pigment - Lyst gullig .tan.
Gzrekstrakt-dextrose + salte agar
Vegetativ vaekst - Bagside brun kantet med meget merkebrunt;
Luftmycelium - Megrkegradt blandet med lysegrdt, flejlsagtigt;
Opleseligt pigment - Intet.
Gmrekstrakt-maltekstrakt agar
Vegetativ vekst - Bagside-mgrkebrun:
Luftmycelium - Merkegrat, flejlsagtigt;
Opleseligt pigment - Intet.
Skummet mmzlk agar
Vegetativ vaekst - Tan;
Luftmycelium - Sparsomt, grdligt;
Opleseligt pigment - Svag brunfarvning af medium;
Hydrolyse af casein - God.
Lakmusmelk
Vegetativ vekst - Moderat vzkstring, merk tan;
Luftmycelium - Intet;
Farve - Purpur;rr
Koagulation og/eller peptonisation - Komplet peptonisation;
bliver alkalisk, pH = 8,2.
Skummet melk
Vegetativ vekst - Moderat vakstring, tan;
Luftmycelium - Intet;
Opizseligt pigment - Tan;
Koagulation og/eller peptonisation - Komplet peptonisation,
bliver alkalisk, pH = 8,0.
Tyrosin agar
Vegetativ vekst - Bagside merkebrun;
Luftmycelium - Merkegrat;
Oplgseligt pigment - Svag brunfarvning af medium;
Dekomponering af tyrosin - Ingen.
Pepton-Jjern-gerekstrakt agar
Vegetativ vekst - Tan;
Luftmycelium - Sparsomt, graligt;
Oplegseligt pigment - Intet;
Melanin - Intet;
HZS-produktion - Ingen.
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Neringsagar
Vegetativ vekst - Bagside lysegrélig brunkantet med merkere
gribrunt;
Luftmycelium - Lysegrét kantet med merkegrat;
Opleseligt pigment - Intet.
Nmringsstivelseagar
Vegetativ vekst - Tan kantet med grét
Luftmycelium - Medium grét kantet med merkegrat;
Opleseligt pigment - Intet;
Hydrolyse af stivelse - God
Neringsgelatineagar
Vegetativ vakst - Farveles kantet med merkegrat;
Luftmycelium - Grélig-hvidt;
Opleseligt pigment - Intet;
Smeltning af gelatine -~ God.
Kartoffelstykker
Vegetativ vekst - God vekst, kraftig rynket;
Luftmycelium - Grat til grenlig-grét;
Opleseligt pigment - Svag brunfarvning af medium.
Loefflers blodserum
Vegetativ vakst - cremefarvet;
Luftmycelium - Intet;
Oplegseligt pigment - Intet;
Smeltning - Ingen.
Gelatinestik
Vegetativ vekst - cremefarvet;
Luftmycelium - Intet;
Oplegseligt pigment - Intet;
Smeltning af gelatine - God.

Alle de ovenfor rapporterede observationer blev taget efter tre
ugers dyrkning ved 28° C, med mindre andet er anfert. pH-verdiérne:
af medierne, som anvendtes ved disse studier, var tilnmrmelsesvis . -
neutrale, nemlig pH = 6,8 - 7,2. De anvendte farvebetegnelser*er‘ o
i overensstemmelse med definitionerne i Color Harmony Manual, L.
udgave (1958), Container Corporation of America, Chicago, Illinois.

Streptomyces flavogriseus NRRL 8139 blev ogsé prevet for evnen til
at udnytte eller assimilere forskellige carbonhydrater. Til dette
form&l blev mikroorganismen dyrket p& et basalt syntetisk medium
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(Pridham and Gottlieb) indeholdende 1% af carbonhydratet ved 28° C
i tre uger. pH-verdien af de anvendte medier var tilnzrmelsesvis
neutral (6,8 - 7,2). Tabel I viser udnyttelsen af disse carbon-
hydratkilder af Streptomyces flavogriseus NRRL 8139, idet + angiver
god vekst, t darlig vekst og - ingen vekst pd det pdgmzldende car-
bonhydrat.

TABEL I
Glucose + Maltose +
Arabinose + Mannitol +
Cellulose -~ - Mannose +
Fructose + Raffinose -
Inositol - Rhamnose +
Lactose + Saccharose =

+

Xylose

Mzngden af vekst ved forskellige temperaturer og oxygenbehovet
af mikroorganismen er felgende:

Temperaturomrdde (Gerekstrakt-dextrose + saltagar);
28° C - God
37° C = God vegetativ vekst; ikke lufthyfer
50° C - Ingen vzkst
Oxygen-behov (Stikkultur i gerekstrakt-dextrose + saltagar);
Aerob

De morphologiske og dyrkningsmmssige egenskaber for Streptomyces
flavogriseus NRRL 8140 fremgdr af efterfelgende tabel.

Morphologi - Sporophorer er forgrenede, lige til buede kader af
sporer, danner totter. Kederne er mere end 10 sporer i lmngden.
Sporerne er sferiske til ovale - 0,9 px 1,2 p (970x).

Dyrkningsmessige egenskaber

Havremelagar
Vegetativ vakst - Bagside gullig tan kantet med merkebrunt;

Luftmycelium - Lysegrat kantet med medium grét;
Opleoseligt pigment - Intet.

Czapek Dox agar (saccharose nitrat agar)
Vegetativ vaekst - Bagside brun kantet med merkebrunt;



Luftmycelium - Medium grét, flejlsagtigt;
Opleseligt pigment - Intet.
Eg albumin agar
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Vegetativ vwkst - Bagside grélig ten med sektioner af kraftig

gullig tan;

Luftmycelium - Sektioner af medium grat, grélig hvidt og gullig

grét (2dc);
Opleseligt pigment - Meget lys tan.
Glycerol asparagin agar
Vegetativ vakst - Gullig tan;
Luftmycelium - Sparsomt, gréligt;
Opleseligt pigment - Intet.
Uorganiske salte-stivelse agar
Vegetativ vekst - Bagside gréligt cremefarvet;
Luftmycelium - Medium grét, flejlsagtigt;
Opleseligt pigment - Intet.
Gerekstrak-dextrose + salte agar
Vegetativ vmkst - Bagside - merkebrun;j

Luftmycelium - Merkegrét blandet med lysegrét, flejlsagtigt;

Opleseligt pigment - Intet.
Gerekstrakt-maltekstrakt agar

Vegetativ vekst - Bagside merkebrun;

Luftmycelium - Megrkegrdt, flgjlsagtigt;

Opleseligt pigment - Intet.
Pepton-jern-gerekstrakt agar

Vegetativ vekst - Tan;

Luftmycelium - Intet;

Oploseligt pigment - Intet;

Melanin - Intet;

HZS—produktion - Ingen.
Neringsagar

Vegetativ vekst - Lys tan;

Luftmycelium - Intet.

Oplegseligt pigment - Intet.
Neringsstivelseagar

Vegetativ vekst - Cremefarvet;

Luftmycelium - Intet;

Opleseligt pigment - Intet;

Hydrolyse af stivelse - God.



Neringsgelatine agar
Vegetativ vekst - Cremefarvet;
Luftmycelium - Intet;
Opleseligt pigment - Intet;
Smeltning af gelatine - God.
Gelatinestik
Vegetativ vekst - Tan;
Luftmycelium - Intet;
Opleseligt pigment - Intet;
Smeltning af gelatine - komplet.
Skummetmelk agar
Vegetativ vekst - Tan;
Luftmycelium - Intet;
Oplgseligt pigment - Intet;
Hydrolyse af casein - God.
Lakmusmselk
Vegetativ vekst - Tan vakstring;
Luftmycelium - Intet;
Farve - brunlig purpur;
Koagulation og/eller peptonisation - Komplet peptonisation,
bliver alkalisk, pH = 8,0.
Skummetmelk
Vegetativ vekst - Tan, moderat vekstring;
Luftmycelium - Intet;
Oploseligt pigment - Lysebrunt; _
Koagulation og/eller peptonisation - Komplet peptonisation,
. bliver alkalisk pH = 8,5.
Kartoffelstykker
Vegetativ vekst - God, tanfarvet;
Luftmycelium - Meget sparsomt, hvidligt;
Opleseligt pigment - Intet.
Loefflers blodserum
Vegetativ vekst - Cremefarvet;
Luftmycelium - Intet;
Oploseligt pigment - Intet;
Smeltning - Ingen.
Tyrosinagar
Vegetativ vekst -~ Tanj;
Luftmycelium - Intet;
Oploseligt pigment - Svag brunfarvning af mediet;
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Dekomponering af tyrosin - Meget svag.

Alle ovennmvnte observationer blev gjort efter tre ugers dyrkning
ved 28° C, medmindre andet er anfert. pH-verdien’af medierne var
tilnsrmelsesvis neutral, nemlig 6,8 - 7,2. De anvendte farvebeteg-
nelser er i overensstemmelse med definitionerne i Color Harmony
Manual, 4. udgave (1958), Container Corporation of America, Chicago,
I1linois.

Streptomyces flavogriseus NRRL 8140 blev ogsd prevet for evne til
at udnytte eller assimilere forskellige carbonhydrater. Til dette
form&l blev mikroorganismen dyrket i et basalt syntetisk medium

" (Pridham and Gottlieb) indeholdende 1% af carbonhydratet ved 28° G
i tre uger. pH-verdien af de anvendte medier var tilnsrmelsesvis
neutral (6,8 - 7,2). Tabel II viser udnyttelsen af disse carbon-.
hydratkilder af Streptomyces flavogriseus NRRL 8140, idet + angiver
god vxkst, : darlig vekst og - ingen vekst pd det plgmldende car-
bonhydrat.

TABEL IT

Glucose + Maltose +
Arabinose + Mannitol +
Cellulose - Mannose +
Fructose + Raffinose ¥
Inositol t Rhamnose +
Lactose + Saccharose <
Xylose +

Mzngden af vakst ved forskellige temperaturer og oxygenbehovet for
mikroorganismen fremgdr af felgende:

Temperaturomridde (Gerekstrakt-dextrose + saltagar);
28° C - God
37° C - Moderat vegetativ vekst, ikke lufthyfer
50° C - Ingen vaekst
Oxygen-behov (Stikkultur i gmrekstrakt-dextrose + saltagar);
Aerob
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Som carbonkilde i nm®ringsmediet anvendes i almindelighed carbonhy-
drater, sdsom f.eks. dextrose, glucose, fructose, maltose, saccha-
rose, xylose og mannitol, samt stivelse, f.eks. dextrin, korn, f.
eks. havre, rug, majsstivelse, majsmel og lignende, alene eller i
kombination. Den ngjagtige mmngde carbonhydratkilde i det anvendte
medium afhznger delvis af mediets gvrige bestanddele, men i al-
mindelighed er det hensigtsmessigt at anvende carbonhydrat i en
mengde mellem 1% og 6% efter vmgt af mediet. Disse carbonkilder
kan anvendes enkeltvis, eller flere sddanne carbonkilder kan for-
enes i mediet. I almindelighed kan benyttes mange proteinholdige
stoffer som nitrogenkilde ved gmringsprocessen. Egnede nitrogen-
kilder omfatter f.eks. gzrhydrolysater, primer ger, sojabgnnemel,
bomuldsfremel, hydrolysater af casein, majsstebeveske, distiller's
solubles eller tomatpasta. Kilderne for nitrogen, enten alene eller
i kombination, anvendes i mzngder mellem 0,2% og 6% efter vegt af
det vandige medium.

Blandt uorganiske nsringssalte, som kan forekomme i dyrkningsmedi-
et, er de smedvanlige salte, som kan give ioner af natrium, kalium,
ammonium, calcium, magnesium, phosphat, sulfat, chlorid og carbonat.
Ogsd spormetaller, sdsom cobalt, mangan'og Jjern, bor vere til stede.

Geringen udferes ved temperaturer mellem 20° og 37° C; for optima-
le resultater foretrmkkes det dog at udfere geringen ved tempera-
turer mellem 23° og 28° C. Begyndelses-pH-verdien af nzringsmediet
ved dyrkning af Streptomyces flavogriseus til fremstilling af
antibiotika 89OA2 og 89OA5 kan variere fra 6,0 til 8,0.

Selv om de antibiotiske stoffer 89OA2 0g 89OA5 produceres bade ved
overfladekulturer og neddykkede kulturer, udferes geringen i
neddykket tilstand.

Ved gaering i lille mélestok er det hensigtsmmssigt at pode et egnet
neringsmedium med den udvalgte kultur, som derefter overferes til
et produktionsmedium, hvorpd geringsprocessen bringes til at for-
1lgbe ved konstant temperatur pd ca. 28° C i et rysteapparat i flere

dage.

Geringen indledes i en steril kolbe af nzringsmedium ved et eller
flere podningstrin. Neringsmediet til podning kan vere enhver eg-
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net kombination af carbon- og nitrogenkilder. Podeflasken rystes
ved konstant temperatur ved ca. 28° C i en dag, eller indtil vek-
sten er tilfredsstillende, og en del af den dannede vekst anvendes
til podning enten af nmste podningstrin eller af produktionsmediet.
Hvis der anvendes flere podetrin, udvikles de i1 det vesentlige pé
samme mide, d.v.s. indholdet af kolben fra sidste podningstrin an-
vendes til podning af produktionsmediet. De podede kolber rystes
ved konstant temperatur i flere dage, og efter afslutningen af
dyrkningsperioden bliver kolbeindholdet centrifugeret eller filtre-~
ret.

Ved arbejde i stor mélestok foretrskkes det at udfere gmringen i
en egnet tank, der er udstyret med omrerer og luftningsorganer for
geringsmediet., Ved denne metode indferes nsringsmediet i en tank,
som steriliseres ved opvarmning til temperaturer op til 120° C.
Efter afkeling bliver det steriliserede medium podet med en forud
dyrket podekultur, og geringen bringes til at forlebe i et tidsrum
pd f.eks. 1 - 6 dage under omrgring og/eller luftning af nmrings-
mediet, medens temperaturen opretholdes ved 24° til 28° C. Denne
metode til fremstilling af antibiotika 890A2 0g 890A5 er smrlig
egnet til fremstilling af store mengder antiblotika.

Fysiske og kemiske egenskaber for antibiotika 89OA2 og 89OA5

Egenskaber af antiblotikum 89OA2

Antibiotikum 89OA2 er et surt stof, som bevmsger sig mod den posi-
tive pol ved elektroforese ved neutralt pH.

Natriumsaltet af antibiotikum 89OA2 er et hvidt pulver, som lyo-
philiseres fra vandig oplesning, og som er let opleseligt i vand.

Det ultraviolette absorptionsspektrum har maxima ved 308 og 228 nm
og et minimum ved 262 nm. E¥% ved 308 nm af natriumsaltet af anti-
biotikum 89OA2 i vand ved neutral pH er vurderet til sterre end
490, Forholdet mellem absorptionsverdierne, A308/A26O’ er 1,91,

og A308/A228 er 1,02 for de bedst opndede prever; tegn pd smd
mengder urenheder, som resterer i disse prever, antyder at forhol-
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dene kan vere en smule hojere for en preove af szrlig renhed.

Mere end 80% af absorptionen ved 308 nm kan fjernes ved omsatning
med hydroxylamin, og en tilsvarende formindskelse observeres ved
reaktion med cystein. Absorptionen ved 260 nm efter sddanne reak-
tioner forgges med ca. en fjerdedel af sterrelsen af A308-formind-
skelsen. Under betingelserne beskrevet i sektionen med overskriften
Bioforseg III til bestemmelse af HAEABOS—vardier viser reaktions-
kinetikken sig at vere af feorste orden med en halveringstid ved
stuetemperatur mellem 0,5 og 1,5 minutter.

I efterfolgende tabel er anfert 100 MHz-NMR-signaler for 89OA2-
natriumsalt i DZO i forhold til den interne standard, natrium-
2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat, i det efterfelgende anfert
som DSS; kemiske skift er angivet i ppm, og koblingskonstanten i
Hz; den tilsyneladende multiplicitet er anfert.

-1, 33 (4, J=6, CHB-CH); 2,07 (8, CHBC=O);

- 3,15 (m, C'CHz'C-)_; 3,69 (m, >CE'C=W;

~ 4,3 (SCHN og >=CH-OH), 6,09 og 7,12 (dubletter, J= 13 5,
S-CH=CH-N) .

Den antibiotiske aktivitet for 890A,, mdlt pd Vibrio percolans
ATCC 8461 som beskrevet i sektionen med overskriften Bioforseg I,
er ca. 180 enheder pr. HAEABOS'enhed

Egenskaber for antibiotikum 890Ag

Antiﬁiotikum,890A5 er et surt stof, som bevager sig mod den posi-
tive pol ved elektroforese ved neutral pH.

Natriumsaltet er et hvidt pulver, ndr det lyophiliseres af en
vandig oplesning.

Det ultraviolette absorptionsspektrum har maxima ved 308,5 og 228
m og et minimum ved 262 nm. E% ved 308,5 nm af en oplegsning af
natriumsaltet af antibiotikum 89OA5 i vand ved neutral pH er be-
demt til 490 for en ren prgve. Forholdet mellem absorptionerne
ABOS/A26O er 2,0, og forholdet A308/A228 er 1,3. Mere end 90% af
absorptionen ved 308 nm kan fjernes ved omsmtning med hydroxylamin,
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hvorved fas et produkt med foregget absorption ved 260 nm., Sterrel-
sen af A260—forzgelsen er ca. en fjerdedei af A308-formindskelsen.
Kinetikken af A308-formindskelsen under de beskrevne betingelser'
for m&ling af HAEA308 viser sig at vere af ferste orden, idet |
halveringstiden ved stuetemperatur ligger mellem 1 og 3 minutter.

Det cirkulsre dichroisme-spektrum af 89OA5 har et positivt maximum
ved 304 nmmed en specifik ellipticitet pd 7189 grader-ml pr. deci-
meter-gram, et nulpunkt for ellipticitet Ved 257,5 nm og et nega-
tivt minimum ved 220 nm med en specifik ellipticitet p& -21,218
grader-ml pr. decimeter-gram. Ved beregning af disse verdier blev
koncentrationen af 89OA5 bedemt ud fra absorptionen ved 308 nm
under anvendelse af en E¥%-verdi pd 490 ved den nzvnte bolgelangde.

I efterfolgende tabel er anfert 100 MHz-NMR-signaler for 890A5-
natriumsalt i DZO i forhold til den interme standard DSS; kemiske
skift er angivet i ppm, og koblingskonstanterne i Hz; de tilsyne-
ladende multipliciteter er angivet.

1,29 (4, J= 6.2, CH,-CH); 2,05 (8, CHyC=0);

3,09 (app. d af d, C-CH,~C); 3,41 (d af d, J= 5,0,
3,0, SCH-C=0); 4,16 (m,>CH-N og >CH-OH); 6,00 ’
og 7,11 (dubletter, J= 13 8, S-CH=CH-N).

Den antibiotiske aktivitet af 890A5, m&lt pa& vibrio percolaﬁé
ATCC 8461, er 12 enheder pr. HAEA, .-enhed. '

Massespektral-Analyse af 89OA2 og 89OA5

Massespektraldata for 89OA5 er opndet p& trimethylsilyl-derivater
fremgtillet af smmoniumsalte af det antibiotiske stof med bis-
trimethylsilyltrifluoracetamid i dimethylformamid} Omdannelse af « .
natriumsaltet af det antibiotiske stof til ammoniumsaltene udfsres.
ved anvendelse af ammoniumsaltet af en sur lonbytterharpiks.

Trimethyl-silylering af 89OA2 og 89OA5 resulterer i tre forskellige
derivater: et di- og et tri-methylsilyl-derivat (M.V. 456 og 528,
respektivt) og en lille mengde tetra-trimethylsilyl-derivat af et ..
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hydrolyseret produkt (M.V. 618), hvori B-lactam-ringen er &ben.

Verdierne for de vigtigste massespektrale fragmenter er givet

nedenfor:

. di-trimethylsilyl-derivat: 441; 229; 298 og 84;
tri-trimethylsilyl-derivat: 513; 371 og 156;
tetra-trimethylsilyl-derivat (kun signal med lav resolution
observeret): 618 og 603.

Antibiotika 890A, og 890A5 er isomere med molekylstrukturen:

0

CH ;~CH( OH) —— ;
' S-CH=CH—NH-C-CH3

Ve

COOH

Antibiotika 89OA2 og 89OA5 karakteriseres yderligere ved de fglgen-

de antibiotiske spektrum-profiler.

Proven til bestemmelse af den antibiotiske spektrum-profil for
antibiotikum 890A2 udferes ved metning af papirskiver med en dia-
meter pd 6,35 mm i en oplesning af antibiotikum. 890A, 1 5% methanol
ved en koncentration pd 5 pg/ml, luftterring af de mmttede papir-
skiver og anbringelsen af disse pd overfladen af 100 x 15 mm petri-
plader indeholdende 5 ml podet nzringsagar plus 0, 2% gerekstrakt.

Proven -til bestemmelse af den antibiotiske spektrum-profil for
antibiotikum 890A5 udferes ved anvendelse af en 0,015 ml drébe
af en,33/ug/ml vandig oplesning af det antibiotiske stof pd
overfladen af en 100 x 15 mm petriplade indeholdende 5 ml podet
neringsagar plus 0,2% gzrekstrakt. Resultaterne, udtrykt som
diameter i millimeter af inhiberingszonen, fremgdr af tabel

ITI. .

Spektrene for antibiotikum 89OA2 og 89OA5 er nesten ens, bortset
fra resistensen af 89OA5 mod en inaktivering med Difco penicilli-
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nase og med lactamase(r) produceret af en cephalosporin C-resis-
tent stamme af Vibrio percolans (MB-2566). Resultaterne angiver
ogsé, at antibiotikum 890A, er vesentligt mere aktivt end 89OA5.
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Antibiotikum 890A2 udviser in vivo aktivitetmod gram-negative og
gram-positive organismer og er derfor velegnet til bekzmpelse af
bakterieinfektioner pd dyr og mennesker. Ved bestemmelse af in
vivo aktiviteten opleses antibiotikum 890A2 i 0,15 M NaCl, 0,01l M
natriumphosphat, pH = 7,0, og fortyndes med vand til opndelse af
fem firdobbelte koncentrationer af lzgemiddel for afprevning.
Hvide schweiziske hunmus med en middelvegt pd 21 g blev inficeret
intraperitonealt med preveorganismen suspenderet i vesken. An-
tallet af injicerede organismer blev bestemt ved standard plade-
telling. P4 infektionstidspunktet og 6 timer senere blev nogle af
musene behandlet intraperitonealt med det antibiotiske stof. Fem
mus blev anvendt for hver koncentration af lmgemidlet. Yderligere
to mus, ikke inficerede, blev behandlet med det antibiotiske stof
til bestemmelse af, hvorvidt mzngden af injiceret stof var giftigt.
Kontroller pd fem mus hver med flere fortyndinger af den infice-
rede kultur blev benyttet ved hver preve for at beregne det antal
organismer, som var dgdelig for 50 % af de inficerede, ikke-be-
handlede mus (LDBO)' Denne beregning blev foretaget med overlevel-
sesdata den syvende dag efter infektion, pé hvilket tidspunkt
mengden af legemiddel, som beskytter 50 % af de inficerede mus

(ED5O) ogsé& blev beregnet.

Alle dyr, som blev inficeret pd denne médde og ikke blev behandlet
med antibiotikum, deode inden for 48 timer efter infektionen.
Effektiviteten af det antibiotiske stof 89OA2 med en aktivitet
P& 59 enheder/ml over for Salmonella schottmuellari MB-2837 frem-
gar af det efterfslgende:

a ED x doser
Enh/ml. Rute 50cnh.
59 ip 19

8] enh/ml er defineret under overskriften Bioforseg I.

- Antibiotika 8904, og 890A5 er verdifulde antibiotiske stoffer,
som er aktive over for forskellige gram-positive og gram-negative

_bakterier og derfor finder anvendelse i den humane og veteri-
nxre medicin. Forbindelserne anvendes alene eller i kom-

bination med hinanden som antibakterielt lzgemiddel for be-
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handling af infektioner fordrsaget af gram-positive eller gram-nega-
tive bakterier, f.eks. over for Staphylococcus aureus, Proteus mira-
bilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae og Salmonella schott-
muellari. De omhandlede antibakterielle stoffer kan ogsé anvendes
som tilsetningsmidler til dyrefoder, til konservering af foderstoffer .
og som desinfektionsmidler. F.eks. kan de anvendes i vandige przpa-
rater i koncentrationer fra 0,1 til 100 dele af antibiotikum pr.
milliondel oplesning eller fortrinsvis i koncentrationer fra 1 til
10 dele antibiotikum pr. million del oplesning for at edelagge og
inhibere veksten af skadelige bakterier pé medicinske og dentale
instrumenter og som baktericider til industriel anvendelse f.eks. i
vandholdige malinger og i industrivand til papirmeller til inhibe-
ring af veksten af de skadelige bakterier.

De antibiotiske stoffer, som fremstilles ved fremgangsméden ifelge.
opfindelsen, kan anvendes 1 forskellige farmaceutiske przparater

som eneste aktive bestanddel eller i kombination enten med et eller
flere antibiotiske stoffer eller med et eller flere farmakologisk
aktive stoffer. Som eksempel pd det ferstnzvnte kan nevnes et amino-
cyclitol-antibiotikum, sdsom gentamycin, der kan indferes for at for-
mindske fremkomsten af resistente organismer. Som eksempel pad sidst-
nevnte kan diphenoxylat og atropin kombineres i dosisform til behand-
ling af gastroenteritis. De antibiotiske stoffer kan anvendes 1 kap-
selform eller som tabletter, pulvere eller flydende oplesninger eller
som suspensioner eller eliksirer. De kan indgives oralt, topisk,
intravensst eller intramuskulert. Yderligere kan antibiotika 89OA2

0g 89OA5 anvendes i ‘indbyrdes kombination.

Dosissterrelsen afhsnger af sddanne forhold som patientens vegt,
infektionens art, indgiftsmdden og hyppigheden, idet den parente-
rale indgift foretrmkkes ved almindelige infektioner, medens den '
orale indgift foretrzkkes ved infektioner i fordzjelsesorganérhe.”

Ved behandling af bakterieinfektioner pé& mennesker indgives for-
bindelserne oralt eller parenteralt pé i‘og for sig kendt méde i
mengder fra 2 til 600 mg/kg/dag og fortrinsvis fra 5 til 100 mg/
kg/dag, fortrinsvis opdelt i flere doser, f.eks. tre til fire gange
daglig. De kan indgives i enhedsdoser, f.eks. 100, 330, 40O eller
1000 mg aktiv bestanddel med passende fysiologisk acceptaﬁlé bere-
medier eller fortyndingsmidler. Doserne har form af flydende pre-
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parater, sdsom oplesninger eller suspensioner, eller i fast
form,'sésom tabletter eller kapsler.

De ugiftige farmaceutisk acceptable salte af 89OA2 0og

89OA5, er f.eks. farmakologisk acceptable salte dannet

af uorganiske og organiske baser, herunder f.eks. metalsalte
afledt af alkalimetal~ eller Jordalkalimetalhydroxider, carbonater
eller bicarbonater, sdsom afledt af natrium, kalium, ammonium og
calcium, samt salte afledt af primsre, sekundzre eller tertiszre
aminer, s&som monoalkylaminer, dialkylaminer, trialkylaminer,
lavere alkanolaminer, di-lavere-alkanolaminer, lavere alkylendi-
aminer, N,N-diaralkyl-lavere-alkylendiaminer, aralkylaminer, amino-
substituerede lavere alkanoler, N,N-di-lavere alkylamino-substitu-
erede lavere alkanoler, amino-, polyaminoe= og guanidino-substitue-
rede lavere alkansyrer og nitrogen-holdige heterocycliske aminer.
Reprazsentative eksempler omfatter salte afledt af natriumhydroxid,
ammoniumhydroxid, natriumcarbonat, natriumbicarbonat, kaliumcarbo-
nat, kaliumhydroxid, calciumcarbonat, trimethylamin, triethylamin,
piperidin, N-ethylpiperidin, morpholin, quinin, lysin, protamin,
arginin, procain, ethanolamin, morphin, benzylamin, ethylendiamin,
N,N'-dibenzylethylendiamin, diethanolamin, piperazin, dimethyl-
aminoethanol, 2-amino-2-methyl-l-propanol, theophyllin og N-methyl-
glucamin.

Saltene af de omhandlede forbindelser fremstilles p& i og for sig
kendt mé&de. F.eks. kan monosaltene, sdsom mononatriumsaltet, f&s
ved behandling af et skvivalent natriumhydroxid med et zkvivalent
af produktet (I) i et egnet oplesningsmiddel. Ogsd blandede salte
med divalente kationer kan fremstilles ved at kombinere et mol af
en divalent base med et mol af produktet (I) plus et zkvivalent
af endnu en syre. I stedet kan salte f&s ved behandling af et
skvivalent af en base med en divalent kation, sésom calcium-
hydroxid, med et mkvivalent af produktet (I). Saltene er
farmakologisk acceptable ikke-giftige derivater, som kan anvendes
som aktiv bestanddel i passende enhedsdoser. Disse kan ogsd for-
enes med andre lsgemidler til fremstilling af preparater med et
bredt aktivitetsspektrum.

Geringsvesker indeholdende antibiotika 89OA? 0g 89OA5 frem-
stillet ved den beskrevne dyrkning har aktiviteter fra
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2 +il 170 enheder pr. ml, ndr de preves ved skive-diffusionspreven
under anvendelse af Vibrio percolans (ATCC 8461). De i disse ge-
ringsvesker indeholdte antibiotiske stoffer 89OA2 og 89OA5 kan
udvindes og renses p& flere méder. En sddan fremgangsmide omfatter
adsorption af antibiotika 89OA2 0g 89OA5 pad en sterkt basisk anion-
bytterharpiks. Typisk for s&ddanne stwmrkt basiske anionbytterhar-
pikser er s&danne, som har en styren-divinyl-benzen-matrix, f.eks.
polystyren-nuclesr kvaternsr ammonium-harpiks Dowex 1 x 2 (frem-
stillet af Dow Chemical Co., Midland, Michigan) pé& chlorid-cyclus.
Andre representative medlemmer af denne klasse af stsrkt basiske
ionbytterharpikser omfatter felgende: Duolite A-40, A-42, A-101,
A-102 og A-114 (fremstillet af Chemical Process Co., Redwood City,
California). Amberlite IRA-400, IRA-401 og IRA-410. I stedet kan
anvendes en svagt basisk anionbytterharpiks, s&som Amberlite IRA-
68. (Amberlite fremstilles af Rohm and Haas, Washington Square,
Philadelphia 5, Pennsylvania).

Det adsorberede antibiotikum elueres let fra anionbytterharpiksen
med saltoplesninger i 50 % (v/v) vandig methanol. Det s&ledes op-
nede eluat kan om gnsket renses yderligere ved andre rensnings-
procedurer. S&ledes kan eluatet renses ved inddampning og gemnnem-
ledning gennem en kolomne, der er pakket med en acrylester-polymer
af intermedismr polaritet, sdsom XAD-7 eller 8, eller gennem en
kolonne pakket med en polystyren, ikke-poler, hydrophob tvierbundet
divinyl-benzen-polymer, sésom XAD-1, 2 og L, fortrinsvis XAD-2.
(XAD-1, 2, 4, 7 og 8 fremstilles af Rohm and Haas, Washington
Square, Philadelphia 5, Pennsylvania). Ved denne proces sker en
delvis adskillelse af antibiotikum 830A, og 89OA5. Fraktioner med
hegjt indhold af 89OA2 og fraktioner med hejt indhold af 890A5 op-
samles hver for sig. Disse opsamlede fraktioner renses yderligere.

En metode til at opné yderligere renset antibiotikum 8904, 0g
89OA5 bestdr i anvendelsen af gel-filtrering gennem pquacrylamid—
gel med en poresterrelse, som udelukker molekyler med en molekyl-
vegt sterre end 1800, slsom Bio-Gel P-2 (fremstillet af Bio.Rad,
Richmond, California). Andre geler, sdsom Sephadex G-10, kan ogsé
anvendes til afsaltning.

Den foretrukne procedure, hvorved antibiotika 89OA2 0g 89OA5 kan
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fas af hzj'renhed-ud fra geringsveskerne, omfatter en centrifuge-
ring eller filtrering af vesken til fjernelse af faste stoffer;
en adsorption af filtratet p&d en anionbytterharpiks, sdsom Dowex-
1 x 2 p& chlorid-cyclus, og eluering med 3 & NaCl i 50 % (v/v)
vandig methanol, som bade koncentrerer og delvis renser de anti-
biotiske stoffer; passage over en kolonne af passende prapareret
XAD~-2, der tilbageholder de antibiotiske stoffer, hvorved

Dowex~1 x 2 eluatet renses og afsaltes. Yderligere vil anti-
biotikum 890A5 holdes mere tilbage end antibiotikum 89OA2, sédle-
des at de to antibiotika delvis adskilles. Fraktionerne med hgjt
indhold af 89OA2 0og 89OA5 samles og renses yderligere. Chromato~-
grafi pd en Dowex-1 x 2 minus 400 mesh harpiks under eluering med
natriumchlorid og/eller ammoniumchlorid i 50 % vandig methanol,
giver et produkt befriet for de fleste UV-absorberende urenheder
(ammoniumchlorid anvendes til at opnd nogen pufringskapacitet

i elueringsmidlet); og en afsaltning pd Bio-Gel P-2 eller Sephadex
G-10 fjerner hovedparten af saltet indfert ved Dowex-l1 x 2 chro-

matografi.

Nar veske med lav aktivitet behandles ved ovennmvnte brocedure,
kan slutmaterialet have en betydelig mengde (mere end 50%) af
tilbageverende urenheder. Disse urenheder kan reduceres ved endnu
en”cyclus af chromatografi pd Dowex-1 x 2, minus 400 mesh, med
eluering med en oplesning indeholdende natriumchlorid og 50% iso-
propaﬁol. Det er tilrddeligt ved isolering af antibiotisk stof
fra vesker med lav aktivitet at udfere endnu en chromatografi
med XAD-2, Derved opnds en yderligere rensning, fjernelse af
resterende salt og delvis adskillelse af antibiotikum 89OA2

fra 89OA5. 89OA5 eluerer senere end 89OA2, og de to kan

adskllles ved deres forskelllge forhold af bloakt1v1teﬁ til

HAE 308 S&danne fraktioner, som demonstrerer et forhold af bio-
aktivitet mod Vibrio percolans ATCC 8461 +til HAEA308 pd 180 bio-
aktivitetsenheder pr. HAEA308—enhed indeholder antibiotikum 89OA2,
og séddanne fraktioner, som udviser et forhold for biocaktivitet
mod Vibrio percolans ATCC 8461 til HAEA308 Pd 12 bioaktivitets-
enheder pr. HAEA308-enheder indeholder antibiotikum 890A5-

Ved rensning ved sojlechromatografi bliver i almindelighed kun
de fraktioner af de eluerede rumfang, som indeholder antibiotikum
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pd mindst 30% af renheden for den reneste fraktion, kombineret
til yderligere rensning. Kriterier for renhed er forholdet bio-
aktivitet/Azzo, A308/A26O og HAEABOS/AZZO; og, ved afsaltnings-
procedurer, ledningsevne. Ved hvert chromatografisk trin mdles
sdledes A220’ A26O’ A308 og bioaktiviteten af de plgeldende frak-
tioner. Om muligt méles ogsé HAEABOB’ og ved afsaltning méles
ledningsevnen. Kriterier for afgerelse af hvilke fraktioner, der
skal forenes i de efterfglgende operationer, kan reguleres noget
til opndelse af sterre udbytte p& bekostning af renheden eller
omvendt kan der opnds hgjere renhed pd bekostning af udbyttet.

T 1lsboratorieskala (mindre end 20 liter preverumfang) udferes

alle chromatografiske trin med undtagelse af XAD-2 chromatografien
i etkoldtmilje ved 2-5°C. XAD-2 chromatografi udferes ved stue-
temperatur, med mindre andet er angivet. pH-verdien af antibio-
tiske oplesninger, som skal opbevares, indstilles pd 7-8 ved
forsigtig tilsetning af fortyndet natriunhydroxidoplesning eller
saltsyre. Vandige oplesninger opbevares i koleskab eller for-
trinsvis i isvand, og 50% methanoloplesninger opbevares ved -20°C.

Ved rensning forud for et XAD-2 chromatografi indstilles 6p1@s+
ninger sedvanligvis til 25 /uM i EDTA ved tilsmtning af en '
1/4000 rumfeng af en oplesning af O,1 M Na,EDTA, som er neutra-
liseret til pH-verdi péd 7,0 ved tilsstning af natriumhydroxid
(0,1. M "neutral EDTA").

I det efterfglgende er vist et diagram over rensningsproceduren
for opnéelse af antibiotika 890A, og 89OA5.
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Prgveprocedure for Antibiotika 890A, og 89OA5

1. Bioforszg

En agar-plade skive-diffusionsmetode anvendes med enten Vibrio
percolans ATCC 8461 eller Salmonella gallinarum MB-1287 som
prove-organisme. En renset preve af antibiotikum 890A, anvendes
som standard., Antibiotikum 89OA:L fremstilles ved proceduren
nedenfor.

Plader indeholdende Vibrio percolans ATCC 8461 fremstilles pd
folgende made:

En lyophiliseret kultur af Vibrio percolans ATCC 8461 suspende-
res i 15 ml af et steriliseret medium indeholdende 8 g/liter
Difco nazringsveske og 2 g/liter gmrextrakt i destilleret vand
"neringsveske-gerextrakt" (i det efterfolgende betegnet NBYE).
Kulturen dyrkes i 18 timer i et roterende rysteapparat ved 28°C.
Denne kultur anvendes til podning af overfladen af skrékulturer
indeholdende 1,5% agar i NBYE, og de podede skrdkulturer dyrkes
i 18 timer ved 28°C og opbevares derpd i et keoleskab.

De afkglede skrdkulturer fremstilles ud fra en enkelt lyophiliseret
kultur og anvendes i op til fire uger fra fremstillingen pd felgende
méde: En podendl med podemateriale fra skrdkulturen dispergeres

i 50 ml1 NBYE indeholdt i en 250 ml Erlenmeyer kolbe. Kulturen
dyrkes i 18 timer i et roterende rysteapparat ved 28°C og for-
tyndes herefter til en koncentration, som giver 50% transmission
ved 660 nm. En 33,2 ml portion af denne fortyndede kultur smttes
+til 1 liter NBYE indeholdende 15 g agar og opretholdt ved 46°C.

Det podede agarholdige medium hzldes i 100 x 15 mm petriskile af
plast, 5 ml pr. skdl, afkeles og opretholdes ved 2-4°C i op til

fem dage forud for anvendelsen.

Plader indeholdende Salmonella gallinarum MB-1287 fremstilles pad
folgende mide:

Et tilsmeltet preovergr indeholdende celler af Salmonella gallinarum
MB-1287 i skummet m@lk, som er blevet frosset og lyophiliseret og




27 145504

tilsmeltet under vacuum, &bnes og podes i 15 ml hjerne-hjerte-
infussionsveske. Cellerne bringes til at vokse uden rystning
ved 37°C i 18 timer, og kulturen podes p& skrédkultur af 0,8%
BBL nmringsvaeske + 0,2% Difco gerextrakt + 1,5% agar. Efter
vekst i 18 timer ved 37°C overfores en podendl af kulturen fra
skrakulturen til en kolbe indeholdede 50 ml 0,8% nsringsveske +
0,2% gerextrakt. Kolben rystes i 18 timer, og 20 ml af denne
kultur podes i 1 liter 0,8% nmringsveske + 0,2% gerextrakt +
1,5% agar, som er steriliseret og afkelet til 48°C, Den podede
NBYE-agar haeldes straks i 100 x 15 mm petriékéle af plast, 5 ml
pr. skdl, og pladerne opretholdes ved 2-4°C indtil anvendelsen.

Skiver af filtrerpapir med en diameter pd 12,7 mm dyppes i oples-
ningen, som skal preves, og anbringes p& agarpladen. I stedet kan
skiverne vedes ved pdfering med en pipette af 1/10 ml af oples-
ningen pd en ter skive, som derefter anbringes pé& agarpladen.
Diameteren for inhiberingszonen méles efter en passende dyrkning
(9-18 timer ved 37°C for Salmonella gallinarum MB-1287 eller
12-24 timer ved 25°C for Vibrio percolans ATCC 8461). Om forng-
dent foretages fortynding af oplesningerne, som skal afpreves, i
0,05 M kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 "kaliumphosphatpuffer" (i det
efterfolgende omtalt som KPB), eller i afioniseret vand.

Beregninger af aktiviteten udferes p& felgende mdde: en hpldning
bestemmes ved md&ling af zonediametrene af en oplesning af anti-
biotikum 890A, eller 890A; og en firdobbelt fortynding (i KPB)

af denne oplesning. To skiver af hver koncentration preves péd en
enkelt plade, og den gennemsnitlige zonestorrelse ved hver kon- .
centration m&les. Heldningen er lig med halvdelen af forskellen
mellem middelzonesterrelserne. Aktiviteterne beregnes derefter
af folgende formel: Aktivitet (enh./ml) =

_ /tD—DS] log éj)
(Aktivitet af Standard) x fortynding x 10 T Tdning , hvor
D er middeldiameteren af zoner dannet af den ukendte, DS er middel-
diameteren af standardzonen, og "fortynding" er den grad, hvortil
den ukendte blev fortyndet feor preven. Hvis der ikke anvendes nogen
standard, antages D, at vere 25 mm, 0g (aktivitet af standard)
tages som 1 enhed/ml, ndr mdlingen udferes p& Vibrio percolans
ATCC 8461. Rent 890A, er defineret til en aktivitet p& 250 enheder
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pr. hydroxylamin-udslukkelig absorptionsenheder ved 300 nm,
anvendt som standard.

For preve pé Salmonella gallinarum MB-1287 plader bestemmes en
heldning p& samme mdde som for Vibrio percolans ATCC 8461 plader.
Nar der ikke anvendes nogen standard, beregnes kun relative akti-
viteter. Hvis ingen hazldning er m&lt, antages en verdi pd 2,3 mm,
Beregning af aktiviteten udferes som for Vibrio percolans ATCC
846}”przver.'Hvis ingen 890A1 standard anvendes, kan benyttes en
kontrol af penicillin G ved 250 /ug/ml for at verificere, at
sensitiviteten af organismen ligger i det normale omrdde.

Rystekolbeproduktion af antibiotikum 8904,

Et preversr af en lyophiliseret kultur afrstreptomyces flavogri-
seus NRRL 8140 &bnes separat, og indholdet suspenderes i et rer
indeholdende-1,5 ml sterilt medium A med folgende sammensztning:

Medium A

Gerekstrakt 10,0 g
Glucose ' 10,0 g
Mgsoh¢7H20' , 0,05 g
Phosphatpuffer - 2 ml
Destilleret H,O 1000 ml

2

Phosphatpufferoplesning

KHZPO4 ' 91,0 g

Destilleret'Hzo 1000 ml

Denne suspension anvendes til podning af en 250 ml triple-luftet
Erlenmeyer podekolbe med 54 ml podemedium B med folgende sammen-

setning:
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Medium B

Autolyseret ger (Ardamine +) 10,0 g

Glucose 10,0 g
MgSOh‘7H20 0,05 g
Phosphatpuffer 2 ml
Destilleret H,O 1000 ml

pH: indstilles til 6,5 med NaOH
+ Ardamine: Yeast Products Corporation

Phosphatpufferoplesning

KH,PO,, 91,0 g
NaZHP04 95,0 g
Destilleret HZO 1000 ml

Podekolben tilproppes med bomuld og rystes i 30 timer ved 28°¢ +
1°C i en gyrotorisk ryster ved 220 omdreJjninger pr. minut (50 mm
slaglengde).

Halvtreds 250 ml ikke-luftede koniske produktionskolber, hver inde-
holdende 40 ml produktionsmedium C, podes med 1 ml .
vesken fra hovedkolben. Produktionskolben tilproppes med vat.

Medium C

Tomatpasta 20,0 g

Primer ger 10,0 g

Dextrin (Amidex) 20,0 g

00012.6H20 5,0 mg
Destilleret H,O 1000 ml

2

pH: indstilles til 7,2-7,4 med NaOH

Efter podring dyrkes produktionskolberne ved 28°c + 1% under
omrystning i en gyrotorisk ryster ved 220 omdrejninger pr. minut
(50 mm slaglengde) i 3 dage. Kolberne preves for aktivitet over for
standard Vibrio percolans ATCC 8461 preveplader ved hjelp af 12,7
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mm przveskiver,depet i centrifﬁgeret geringsvaeskeprever. Prover
blev fortyndet med 0,05 M phosphatpuffer, pH = 7,4. Resultaterne
er angivet i det efterfeolgende:

Dyrkningens varighed, timer 72
pH 6,4
Vibrio percolans

(1/100 fortynding) preve 23 mm
890 preve, enh./ml . 103

De 890A enheder/ml bestemmes som angivet i sektionen under over-
skriften "II. Preveprocedure for bestemmelse af 890 pregveenheder".

Hele gzringsvasken centrifugeres i 200 ml portioner i polycarbonat-
flasker ved 9000 omdrejninger pr. minut i 15 minutter til opnael-
se af 1600 ml forenet veske med en aktivitet p& 104 enh./ml. Her-
til settes 0,5 ml 0,1 M neutral EDTA.

Den centrifugerede geringsveske adsorberes pd en Dowex-1 x 2 (c1-),
50-100 mesh kolonne, dimensioner af laget 3,8 x 22 cm, ved en strem-
ningshastighed p& 6 til 20 ml/min. Kolonnen skylles med 100 ml af-
ioniseret vand og elueres med 1 liter afioniseret vand indeholden-
de 50 g natriumchlorid, 0,02 M Tris HCl-puffer, pH = 7,0 og 25 PM
neutralt EDTA, ved en stremningshastighed p& 6 ml/min. Der opsamles
fraktioner pd 10 ml.

Antibiotikum 8904, fremkommer i fraktionerne 13 til 81 med et maxi-
fmum i fraktionerne 25 til 33, talt fra ferste pafering af salteluat.
Fraktionerne 24 til 41 med det hejeste forhold for bioaktivitet/A220
forenes til yderligere forarbejdning. De forenede fraktioner har

i alt 29.000 enheder eller 17% af den péferte bioaktivitet.

Dowex-eluatet koncentreres til 10 ml, pH verdien indstilles pé 6,5
med fortyndet saltsyre, og koncentratet péferes en kolonne af XAD-
2, dimensioner af laget 3,3 x 36 cm, som forud er vasket med 2 liter
af hver af 60% vandig acetone, afioniseret vand og 5% (w/v) natrium-
chlorid i afioniseret vand. Proven elueres med afioniseret vand

med en stremningshastighed pd 6 ml/min. Fraktioner pd 40 til 260 ml
opéamles. Den antibiotiske aktivitet fremkommer i fraktionerne
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6 til 14, der strmkker sig fra 220 til 2560 ml elueret rumfang.
Maximum forekommer i fraktionerne 9 og 10, der strzkker sig fra

370 til 590 ml elueret rumfang. Fraktionerne 9 til 12, svarende til
370 til 1060 ml elueret rumfang, har det hegjeste forhold HAEA}OO/
A220’ og disse forenes til yderligere forarbejdning. Disse fraktio-
ner har 36.600 enheder, svarende til 126% af den tilsyneladende
paferte aktivitet. ‘

De forenede fraktioner 9 til 12 inddampes til 100 ml, og koncentra-
tet paferes en kolonne af Dowex-1 x 4 (Cl-), minus 400 mesh, di-.
mensioner af laget 2,2 x 41 cm, ved en stremningshastighed p& 2 ml/
min. Kolonnen skylles med 60 ml afioniseret vand og elueres med

% liter 0,07 M NaCl + 0,005 M NH4C1 + 00,0001 M NH3 i afioniseret vand
ved en stremningshastighed p& 2 ml/min. Der opsamles fraktioner pd
10,8 ml, begyndende fra den ferste pdfering af eluent.

Hovedtoppen af antibiotikum 89OA1 findes 1 fraktionerne 181 til 217
med et maximum i fraktion 198. Fraktionerne 186 til 210, indehol-
dende i alt 114 absorptionsenheder ved 300 nm, opsamles.

De samlede fraktioner inddampes til 4,0 ml, og pH verdien indstilles
pé& 7,3 ved tilsetning af 16 pliter 1 M NaOH. Koncentratet paferes

en kolonne af Bio-Gel P-2, 200-400 mesh, dimensioner af laget 2,15
x 70 cm, og det vaskes med 3 x 1 ml afioniseret vand og elueres

med afioniseret vand ved 0,96 ml/min. Der opsamles fraktioner pé
3,85 ml.

Hovedtoppen af antibiotikum 89OA1 fremkommer i fraktionerne 24 til
L4 med et maximum ved fraktionerne 33 og 34. Fraktionerne 27 til 38,
der har det hejeste forhold ABOO/A245’ forenes til lyophilisering.
Disse forenede fraktioner har i alt 72 AEOo—enheder. :

For at udfere lyophiliseringen inddampes de koncentrerede fraktioner
til 3,0 ml, og pH verdien af koncentratet indstilles p& 7,5 ved
tilsetning af 10 Pliter 0,1 M NaOH. Preven opdeles i to fraktioner

pd hver 1,50 ml, og portionerne hurtigfryses separat og lyophiliseres
fra 14 ml glasampuller med skrueldg. Hver preve indeholder 1,73 mg

89OA1 svarende til 35,8 A300-enheder.
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II. Prgveprocedure for bestemmelse af "890 preveenheder"

En konventionel agarpladeskive—diffusionsmetode anvendes med
Vibrio percolans ATCC 8461 som preveorganisme. Cephaloridin
anvendes som standard. Plader indeholdende Vibrio percolans
ATCC 8461 fremstilles pd folgende mdde. En kultur af Vibrio
percolans ATCC 8461 inkuberes i en neringsveske-gerextrakt i
18 timer i et roterende rysteapparat ved 28°C og fortyndes der-
efter til en tmthed p& 60% transmission ved 660 nm. En 33,2 ml
portion af denne fortyndede kultur sazttes til 1 liter af et
medium sammensat af nmringsagar + 0,2% gerextrakt opretholdt
ved 46°C. Det podede agarholdige medium heldes i 100 x 15 mm
 petriskdle af plast, 10 ml pr. skdl, afkgles og opretholdes ved
2-40°C i op til fem dage forud for anvendelsen.

Koncentrationen af cephaloridin, som er mkvivalent med 1 enhed/ml
af 890A bestemmes ved preve pd plader fremstillet som ovenfor an-
givet, men indeholdende 5 ml podet medium pr. plade pad felgende
mdde. Fire koncentrationer af cephaloridin udger standarden -
3,12, 6,25, 12,5 og 25 mcg pr. ml med 12,5 mcg pr. ml som refe-

. -penceoplesning. Zonediametrene pd en 5 ml plade for standarden

er feolgende:

Konc.r(mcg/ml) Zone-diameter (mm)
3,12 16,8
6,25 22,3
12,5 . 25,0
25 29,6

En enhed defineres som mzngden af antibiotisk stof pr. ml, der
producerer en 25 mm inhiberihgszone p& en 5 ml plade som beskrevet
i ovennzvnte sektion I. Ved denne preve betragtes derfor en koncen-
tration p& 12,5 mcg pr. ml cephaloridin som zkvivalent med 1 enhed
890A pr. ml. Da hzldningen af linien for cephaloridin er 4,0, ud-
fores beregninger af aktiviteten af en preve ved hjzlp af en hzld-
ning pd 4,0. '
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ITI. Hydroxylamin-reaktion

Begge antibiotika 890A2 og 890A5 reagerer med hydroxylamin og pro-
ducerer et stof med sterkt formindsket absorption ved 308 nm. Dette
giver basis for en kvantitativ preove af antibiotika 89OA2 0g 89OA5.

Oplegsningen, som skal preves, indstilles pa 0,05 M kaliumphosphat,

pH = 7,4 ved tilsetning af 1/20 rumfang af en oplesning indehol-
dende 0,8 M K,HPO, og 0,2 M KH,PO,. Ti 1/100 rumfang af 1 M hydroxyl-
aminhydrochlorid tilssttes, og absorptionen ved 308 nm méles med
intervallet p& 1/2 til 2 minutter. Reaktionen udferes ved stue-
temperatur. Kinetisk reaktion af ferste orden antages, og en halve-
ringstid er bedemt for absorptionsformindskelsen i lebet af de
forste 10 minutter. Ud fra denne halveringstid er der beregnet den
tid, efter hvilken ingen yderligere absorptionsformindskelse vil
kunne iagttages, og observationerne fortszttes ud over den tid.

Hvis der ikke iagttages nogen formindskelse ud over denne tid,
bliver den totale absorptionsformindskelse (korrigeret for for-
tyndingseffekt og absorption af hydroxylaminen) taget som
"Hydroxylamin-udslukkelig absorption ved 308 nm (HAEA308)". Hvis
absorptionsformindskelse iagttages efter demne tid, beregnes ster-
relsen af baggrundsabsorptionsformindskelsen, og den iagttagne
formindskelse p& dette tidspunkt korrigeres for baggrundsformindskel-
se, idet man antager, at baggrundsformindskelsen er linesr med tiden.

Den korrigerede verdi angives derefter som HAEABOS’

Verdien for HEAEBOB-enheder er lig med HAEA308 multipliceret med
rumfanget i ml.

Fremgangsméden ifglge opfindelsen skal i det efterfelgende illustre-
res nermere ved hjelp af nogle udferelseseksempler.

EKSEMPEL 1

Produktion af blanding indeholdende Ahtihiotika 8904, og 890A5

Et preversr af lyophiliseret kultur af Streptomyces flavogriseus
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NRRL 8139 &bnes aseptisk, bg indholdet suspenderes i et rer indehol-
dende 0,8 ml steril Davis-salt-oplgsning med folgende sammenset-

ning:

Davis-salte

Natriumcitrat 0,5 &
K,HPO,, 7,0 8
KH,PO,, 3,0 g
(NH4)2804 1,0 g
MgSOh . 7H20 : 0,1¢g
Destilleret H20 1000 ml

Denne suspension anvendes til at pode 4 skrdkulturer af sterilt
medium A med fglgende sammensztning:

‘Medium A

Dextrose 10,0 g
Pepton ] 5,0 g
Gerextrakt 3,0 g
NaCl : 12,705 g
“KC1 ' _ 0,72 g
'FeSOQ(NH4)2804-6H20 0,0351 g
.MgClZ'GHZO 5,32 g
CaClz-ZHZO , 0,728 g
Destilleret HZO 1000 ml

PH = 7,4 (for sterilisation)
Agar 25,0 g

De podede skrékulturer dyrkes i 1 uge ved 27-28°C og opretholdes
ved 4-6°C indtil anvendelsen 10 dage senere. En halv portion af
overfladevaksten af en af disse skrakulturer anvendes til podning
af luftede 250 ml koniske kolber indeholdende 50 ml medium B med

folgende sammensztning:
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Medium B

Ger-autolysat (TArdamine) 10,0 g
Glucose 10,0 g
Phosphatpuffer ® 2,0 ml
MgSOA'7H20 50 nmg
Destilleret HZO _ 1000 ml

pH: indstilles p& 6,5 med HC1 eller NaOH
*Ardamine: Yeast Products Corporation

xPhosphatpufferoplzsning

KH PO, 91,0 g
Na,HPO,, 95,0 g
Destilleret H20 1000 nl

Tre podekolber podes for at give tilstrekkeligt podemateriale til

tolv 2-liters produktkolber, som anvendtes til denne portion. Pode-
kolberne rystes i 1 dag ved 28°C i et rysteapparat ved 220 omdr;/

min. (50 mm slaglengde). Kolberne fjernedes fra rysteren og op-

bevaredes i en dag ved 4°C. Indholdet af disse podekolber'aﬁvendes
til podning af tolv 2 liter ikke-luftede koniske produktionskolber
(7 ml podemateriale pr. kolbe) indeholdende 250 ml af produktions-
medium C med feolgende sammensztning: ' v

Medium C

Tomatpasta 20,0 g
Primer ger 10,0 g
Dextrin (Amidex) 20,0 g
Afioniseret HZO 1000 ml

pH-verdien indstilles pd 7,3 ved hjelp af
natriumhydroxid
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Efter podning dyrkes produktionskoblerne ved 24°C under omryst-
ning i et rysteapparat ved 220 omdr./min. (50 mm slaglzngde) i

fire dage og fem timer. Efter dette tidsrum indhgstes kolberne

og materialet preves for aktivitet ved hjelp af standard Salmonella
gallinarum MB 1287 og Vibrio percolans ATCC 8461 forsegsplader

under anvendelse af 12,7 mm preveskiver dyppet i de centrifugérede
veskeprover. Resultaterne er anfert i efterfslgende tabel:

Prove pd dyrkningsvaske

Dyrkningens varighed (timer) 101
pH 7,1
Salmonella gallinarum

(mm zone) 31
Vibrio percolans

(mm zone) 43

Geringsvesken centrifugeres. Til det klare centrifugat, 2,2 liter
ved pH = 6,8, szttes 22 mg (ethylendinitrilo)tetraeddikesyre, og
pH—vardlen indstilles p& 7,2. Det s&ledes indstillede centrifugat
adsorberes pad 150 ml Dowex 1 x 2 harpiks pd Cl -cyclus ved 15 ml/-
min., idet aflgbsstremmen opsamles som én fraktion. Adsorbatet
vaskes med 150 ml afioniseret vand indeholdende 10 /ug/ml (ethylen-
dinitrilo)tetraeddikesyre og vaskes derefter med 5% natriumchlorid-
oplosning indeholdende 10 /ug/ml (ethylendinitrilo)tetraeddike-
syre, idet der opsamles 5 x 75 ml fraktioner.

Den 5% natriumchlorid-elueringsoplesning efterfeglges af en 60 ml
fortrengningsvask med afioniseret vand, hvorefter ‘antibiotika
890A2 og 890A; elueres med 90% (v/v) methanol; 3% ammoniumchlorid
(w/v/); 10% vand (v/v) indeholdende 10 /ug/ml (ethylendinitrilo)~
tetraeddikesyre, idet der opsamles 5 x 75 ml fraktioner. Frak-
tionerne pregvedes over for Vibrio percolans, ATCC 8461, og resul-
taterne er anfert nedenfor som procent af udgangs-bioaktivitet:

Fraktion Udbytte
Tilforsel 100%
Afleb 0
Vandfortrengningsvask 1%

MeOH/NH401 eluat-fraktioner
1 til 3 249%
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EKSEMPEL 2

Rystekolbe-produktion af antibiotikum 890A,

Et rer af lyophiliseret kultur af Streptomyces flavogriseus NRRL 8139
&bnes aseptisk, og indholdet suspenderes i et rer indeholdende 0,8

ml sterile Davis—salte med felgende sammensatning:

Davis-salte

Natriumcitrat 0,5 g
KZHP04 7,0 g
KHZPOQ 3,0 g
(NH4)2804 1,0 g
Mg804~7H20 0,1 g
Destilieret H20 1000 ml

Denne suspension anvendes til podning af fire skrdkulturer af
sterilt medium A med fglgende sammensstning:

Medium A

Glycerol 20,0 g
Primer gsr 5,0 g
Fiskemel 15,0 g
Destilleret HZO 1000 ml -
Agar 20,0 g

pH: indstilles p& 7,2 med NaOH

De podede skrékulturer dyrkes i en uge ved 27-28°C og opbevares
derefter ved 4-6°C indtil anvendelsen (ikke lmngere end 21 dage).

En 1/3 portion af vaksten fra en skrdkultur anvendes til podning
af en luftet 250 ml konisk kolbe. Ialt fire skrdkulturer anvendes
til podning af tolv kolber. Hver kolbe indeholdende 50 ml medium
B har felgende sammensztning:
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Medium B

Ger-autolysat (tArdamine) 10,0 g
Glucose 10,0 g
‘Phosphatpuffer™ 2,0 ml
‘,Mg804.7H20 50,0 mg
DestilleretHZO 1000 ml

pH: indstilles til 6,5 med HC1l eller NaOH
*Ardamine: Yeast Products Corporation

XPhosphatpuffer-oplzsning

KH2P04 91,0 g
Na,HPO,, 95,0 g
Destilleret H20 1000 ml

Podekolberne rystes i en dag ved 27-28°C i et rysteapparat ved
220 omdr./min. (50 mm slaglzngde). Kolberne og indholdet opbe-
varedes stationzrt i en dag ved 4°C.

Fireogfyrre 2 liters koniske produktionskolber, hver indeholdende
200 ml medium C, podes med 8 ml pr. kolbe af veksten af podekol-
berne. Medium C har foglgende sammensztning:

Medium C

Tomatpasta 20,0 g
Primer ger 10,0 g
Dextrin (Amidex) 20,0 g
CoC12-6H20 5,0 mg
Destilleret HZO 1000 ml

pH: indstilles p& 7,2-7,4 med NaOH

Efter podning dyrkes produktionskolberne ved 24°C under opryst-
ning pad et rysteapparat ved 212 omdr./min. (50 mm slaglengde) i
fire dage og fem timer. Kolberne indhgstes og preves for aktivitet
under anvendelse af standard Salmonella gallinarum MB 1287 og
Vibrio percolans ATCC 8461 preveplader med 12,7 mm proveskiver
dyppet i centrifugerede veskeprover. Prgverne fortyndes om ngd-
vendigt med 0,02 M phosphatpuffer, pH = 7,0. Resultaterne er
folgende:
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Dyrkningens varighed (timer) 101
pH 7,2
Salmonella gallinarum
(mm zone) 35
Vibrio percolans 1/10
dil (mm zone) 25
890 preve-enhed 121

Talt 7,0 1 af den samlede gmringsveske fra denne gering afkeles
£il 3°C og centrifugeres i 200 ml portioner ved 9000 omdr. /min.
i 15 minutter hver. Til den forenede ovenstéende vasske settes
1,7 m1 0,1 M neutralt EDTA, og portionen opretholdes ved 3 °C.

Ovennzvnte gering gentages under identiske betingelser med den
#ndring, at de fireogfyrre 2 liter koniske kolber podes med 7 ml
pr. kolbe med vakst fra podekolberne. pH-vmfdien og proveresul-
taterne er fglgende:

Dyrkningens varighed (timer) 101
pH 7,3
Salmonella gallinarum
(mm zone) 38
Vibrio percolans 1/10
dil (mm zone) 27
890 preve-enh. - 92,8

Ialt 7,4 1 af den samlede geringsveske fra denne gering afkoles
til 3°C og centrifugeres i 200 ml portioner ved 9000 omdr,/min.
i 15 minutter hver. Til den forenede ovenstdende vaske smttes
1,8 ml 0,1 M neutralt EDTA. Den ovenstdende vaske fra de centri-
fugerede gmringsvesker, stammende fra de to overnnzvnte geringer
i dette eksempel, forenes til et totalt rumfang péd 13 1 og en
aktivitet pad 80 enheder/ml ved preve pd Vibrio percolans ATCC
8461, :

Den forenede vaske fores gennem en kolonne af Dowex-1 x 2 (c17),
50-100 mesh, med lagdimensioner 4,7 cm x 50 cm, ved en strem-
‘ningshastighed p& 60 ml pr. minut. Kolonnen vaskes med 1 liter
afioniseret vand og elueres med 5 liter 5% (w/v) natriumchlorid-
oplesning indeholdende 0,01 M Tris-HCl-puffer, pH=7,0, og 25 M
neutral EDTA, ved en stremningshastighed p& 50 ml pr. minut.
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Kolonnen vaskes med 500 ml afioniseret vand, og antibiotika 890A,
og 890A5 elueres med 2 liter 3% natriumchlorid + 0,01 M tris-HCL,
pH=7,0, + 25 /uM neutral EDTA i 50% methanol ved en stremnings-
hastighed p& 40 ml/minut. Fraktioner pd 220 ml opsamles.

Den antibiotiske aktivitet, bedemt ved en preve pd Salmonella
gallinarum MB 1287, viser sig i fraktionerne 4 til 8 med et maximum
i fraktion 5. Fraktionerne 4 til 8 indeholder 9% af den oprinde-
lige i geringsvesken tilstedeverende aktivitet.

Fraktionerne 4 til 7 forenes, inddampes til 150 ml ved rotations-
fordampning under reduceret tryk og fortyndes til 250 ml ved til-
seztning af 200 ml afioniseret vand. Proven paferes en kolonne

(5 cm X 25 cm) af XAD-2, som var vasket forud med 3 liter hver

af 30% (¥/v) acetone, afioniseret vand og 5% (w/v) natriumchlorid.
Kolonnen elueres med 500 ml afioniseret vand ved 20 ml/min. efter-
fulgt af 500 ml 60% (v/v) vandig acetone. Fraktioner p& hver 160 ml
opsamles. Antibiotisk aktivitet, bestemt ved preven pd Salmonella
gallinarum MB 1287, ses 1 fraktionerne 1 til 5 med et maximum ved
fraktionerne 3 og 4.

Fraktion 4, den forste acetoneholdige fraktion, inddampes til 10 ml
under reduceret tryk og fortyndes med 90 ml afioniseret vand. Denne
preve padferes en kolonne (5 cm x 25 cm) XAD-2, som var vasket for-
ud med 3 liter hver af 60% (v/v) acetone, afioniseret vand og

5% (w/v) natriumchlorid. Kolomnen elueres med afioniseret vand

med en stromningshastighed p& 20 ml pr. minut. Der opsamles frak-
tioner fra 140 til 190 ml. Antibiotisk aktivitet, bestemt ved
proven pad Salmonella gallinarum MB 1287, pavises i fraktionerne

2 til 7 med et maximum i fraktion 4. Fraktionerne 3, 4 og 5 for-
enes og sattes til fraktion 3 fra den i det foregdende afsnit be-
skrevne XAD-kolonne. De forenede fraktioner indeholder 26 400 bio-
prove-enheder, bestemt ved preve pd Vibrio percolans ATCC 8461,

lig med 2,5% af udgangsaktiviteten.

De forenede XAD-2 fraktioner 3 fra ferste XAD-kolonne og fraktionerne
3,4 og 5 fra den anden XAD-kolonne inddampes under reduceret tryk '
til 25 ml, og derpd tilsmttes 25 ml afioniseret vand, og 50 ml
methanol tilszttes. Den methanoliske oplesning adsorberes pad en
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kolonne (2,15 x 26,4 cm) af Dowex-1l x 4 (Cl ), minus 400 mesh,
som er indstillet p& ligevegt med 50% vandig methanol (v/v).
Kolonnen elueres med 1,44 liter 0,07 M natriumchlorid + 0,00S'M
ammoniumchlorid + 0,0001 M ammoniak i 50% methanol ved en strem-
ningshastighed p& 2 ml pr. minut. Fraktioner péd 12,1 ml opsamles.
Elueringen fortsettes med 2 liter 0,08 M natriumchlorid + 0,005 M
ammoniumchlorid + 0,0001 M ammoniak i 50% methanol, idet der op-
samles fraktioner pd hver 11,7 ml.

En top for UV absorption ved 300 nm pavises i fraktionerne 138
il 162 med et maximum i fraktionerne 149-150. Absorptionen ved
305 nm observeres som udslukkelig i en grad pad 77% ved reaktion
med L-cystein ved et neutralt pH. Fraktionerne 145 til 155, inde-
holdende antibiotikum 890A,, opsamles og inddampes til 2,4 ml,
indeholdende ialt 70,5 ABOO-enheder.

Den koncentrerede preve padferes en kolonne (2,2 x 70 cm) af Bio-
Gel P-2, 200-400 mesh, som er vasket med 1 liter afioniseret
vand. Preven henstilles til afdrypning til lagets niveau, og
remanensen vaskes med 2 skylninger p& hver 1 ml afioniseret vand.
Kolonnen elueres med afioniseret vand med en hastighed pad 1 ml
pr. minut. Fraktioner p& 2 til 3,5 ml opsamles. o

Hovedtoppen for absorption ved 308 nm pé&vises i fraktionerne 64
til 72, umiddelbart forud for og ikke fuldstendig adskilt fra
natriumchloridet. Fraktionerne 66 og 67 forenes, indeholdende
27 absorptionsenheder af antibiotikum 89OA2 ved 308 nm og fra.
29 til 43 mg natriumchlorid (bedemt ved ledningsevnen). Disse
forenede fraktioner inddampes til 1,5 ml under reduceret tryk
og lyophiliseres til opndelse af 43,7 mg faste stoffer.

EXSEMPEL 3

Prgparation af antibiotika 89OA2 og 89OA5

Et reor af lyophiliseret kultur af Streptomyces.flavogriseusNRRL8139
&bnes aseptisk og indholdet suspenderes 1 et rer indeholdende 0,8 ml
sterile Davis salte med folgende sammensstning:
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Davis—sélte

Natriumcitrat , 0,5 g
K2H304 : 7,0 g
KH,PO,, 3,0 g
(NH4)2504 , 1,0 g
,MgSOA,7H20 7 0,1 ¢
Destilleret H20 : : 1000 ml

Denne suspension anvendes til podning af fire skrédkulturer af
medium A med felgende sammensztning:

. Medium A
Glycerol - 20,0 g
Primer ger : 5,0 g
Fiskemel 15,0 g
Destilleret H,0 1000 ml
Agar ' 20,0 g

pH: indstilles pd 7,2 med NaOH

De podede skrédkulturer dyrkes i en uge ved 27-28°C og opbevares ved
4-6°C, indtil de anvendes (ikke lmngere end 21 dage). '

10 m1 af medium B med fzlgende sammenszitning:

Medium B

Ger-autolysat (TArdamine) 10,0 g
Glucose : 10,0 g
Phosphatpuffer * 2,0 ml
Mg304-7H20 50 mg
Destilleret HZO 1000 mi

pH: indstilles p& 6,5 med HC1l eller NaOH

*Ardamine: Yeast Products Corporation

. ¥pposphatpufferoplesning

KHéPo4 ' : 91,0 g
Na,HPO,, 95,0 g
Destilleret H20 , 1000 ml
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overfores aseptisk til en af disse skrédkulturer, sporene og
luftmycelium skrabes over i suspensionen, og 3,3 ml af denne
suspension anvendes til podning af 2 liter luftede koniske kol-
ber indeholdende 500 ml medium B. Denne podekolbe rystes ved
28°C i et rysteapparat ved 160 omdr./minut (50 mm slaglangde)

i 36 timer, i hvilket tidsrum veksten er tilfredsstillende.

Vxksten fra disse podekolber anvéndes til podning af en 189 liter
podetank af rustfrit stdl indeholdende 160 liter medium B. Denne
tank drives ved 28 °C under en omreringshastighed pa 150 omdr./
min, og en luftstrem pd 85 liter pr. minut i o4 timer. Anti-
skummemiddel, polyglycol 2000 (Dow Chemical Corp.), anvendes om
nedvendigt, men hejst i en mengde pé 0,1%. Der gennemfores fol-
gende pH-bestemmelse: |

Alder, timer 0 12
pH 693 6135

43 liter af veksten i denne podetank anvendes til podning af en
756 liter geringstank af rustfrit stdl indeholdende 467 liter -
medium C med felgende sammensmtning:

Medium C

Tomatpasta 20,0 g
Primsr ger 10,0 g
Dextrin (Amidex) 20,0 g
CoClZ-6H20 5,0 mg
Destilleret H20 1000 ml

pH: indstilles p& 7,2-7,4 med NaOH

Denne tank drives ved 25°C under en omrgringshastighed pd& 250 liter
pr. minut i 92 timer. Mere antiskummemiddel, polyglycol 2000, til-
settes om nedvendigt, men hejst i en mengde p& 0,1%. Antibakterielle
prever udferes pd Salmonella gallinarum MB 1287, Vibrio percolans
ATCC 8461, og felgende data opnés:
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Alder, timer: -0 12 24 36 48 60 72 84 92
pH , 6,6 6,7 6,65 6,3 6,0 6,4 6,15 6,5 6,5
MB-1287 mm - == = 8 --19 26 28 32
ATCC 8461 mm (1-10) -- -- § --21 24 26 30
890A enh./ml NA NA 6,8 13,5 24,9 24,3

890A-enheder/ml bestemmes som angivet i sektionen med overskriften
"II. Progveprocedure for bestemmelse af 890 preveenheder".

470 liter veske afkoles til 5°C og centrifugeres gennem en Titan
P-9 centrifuge. 22 kg Celite sattes til 378 liter fracentrifuge-
ret veske, og suspensionen filtreres gennem en Shriver 46 cm
filterpresse. 34k liter filtrat adsorberes til kolonnen indehol-
dende 26,5 liter Dowex~l x 2 (Cl™), 50-100 mesh, og kolonnen
vaskes med 37,8 liter afioniseret vand efterfulgt af 114 liter
5% natriumchlorid + 0,01 M Tris-HCl puffer, pH = 7,0 + 25 }JM
neutralt EDTA i afioniseret vand. Efter en yderligere vask med
18,7 liter afioniseret vand elueres antibiotika 8904, og 890A5
med 95 liter 3% natriumchlorid + 0,01 M Tris-HCl puffer, pH = 7,0
+ 25 /uM neutralt EDTA i 50% (v/v) vandig methanol. 18,7 liter
fraktioner opsamles.

Den antibiotiske aktivitet bestemmes ved preve over for Salmonella
gallinarum MB 1287 og pdvises i fraktionerne 1 til 5 med et maximum
i fraktion 3. Fraktionerne 2 og 3 indeholdende 10,9% af aktiviteten
i den péferte geringsveske forenes og inddampes til 7,6 liter

under reduceret tryk. Den koncentrerede pregve fortyndes med 30
liter afioniseret vand og inddampes igen til 7,6 liter under
reduceret tryk til fjernelse af resterende methanol.

De 7,6 liter koncentrat péferes en kolonne indeholdende 37,8 liter
XAD-2, som forud er vasket med 190 liter 60% vandig acetone efter-
fulgt af 190 liter afioniseret vand og 190 liter 5% natriumchlorid-
oplesning. Kolonnen elueres med 142 liter afioniseret vand. Tre
fraktioner pd hver 9,5 liter efterfulgt af seks fraktioner pé

19 liter opsamles. Aktiviteten bestemt ved prove pd Salmonella
gallinarum MB 1287 plader pdvises i fraktionerne 1 til 6 med maximal
aktivitet i fraktion 2. Fraktionerne 2 til 5, indeholdende 64% af
den aktivitet, som pafertes XAD-kolonnen eller 520 000 enheder, op-

samles.
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Fraktionerne 2 til 5 inddampes til 120 ml ved inddampning under
reduceret tryk. pH-verdien indstilles pé& 6,5, og koncentratet
paferes en kolonne (7 x 50 cm) XAD-2, som er vasket med 8 liter
60% vandig acetone efterfulgt af 4 liter afioniseret vand og 8
liter 5% natriumchlorid i afioniseret vand. Preven henstilles til
afdrypning til lagets niveau, og kolonnen skylles med tre 20 ml
portioner afioniseret vand, idet der henstilles hver gang til
afdrypning. Det antibiotiske stof eluerés'med 6 liter afionise-
ret vand med en stremningshastighed pd 40 ml pr. minut. Otte
fraktioner p& 200 ml efterfulgt af elleve fraktioner pd 400 ml
opsamles. Den antibiotiske aktivitet, bestemt ved przvé med
Salmonella gallinarum MB 1287 plader, pavises i fraktionerne 3
til 18 med et maximum af aktivitet i fraktion 8.

Fraktion 8 til 12 med det hejeste forhold af bioaktivitet/Azzb
og med 225 000 bioaktivitetsenheder, bestemmes ved en preve over
for Salmonella gallinarum MB 1287 og forenes for yderligere behand-

ling. ' v . 5

De forenede fraktioner inddampes under reduceret tryk til 50 ml,
og 50 ml methanol tilsettes. Preven piferes en kolonne af Dowex-1""
x 4 (C17), minus 400 mesh, lagdimensioner 2,2 x 40 cm, som for-
ud er vasket med 50% methanol. Kolonnen elueres med 2 liter.

0,07 M natriumchlorid + 0,005 M ammoniumchlorid + 0, 0001 M ammoniak
i 50% vandigt methanol med en stremningshastighed pd 2 ml pr.
minut. Der opsamles fraktioner pd 12 ml.

To ulige toppe af biocaktivitet, bestemt ved preve over for Sal-
monella gallinarum MB 1287 iagttages i aflebet, svarende til-to
toppe af materialet med et absorptionsmaximum ved 308 nm. Hoved-
parten af absorptionen ved 308 nm i begge toppe er udslukkelig
ved reaktion med hydroxylamin.

Den ferste top, indeholdende 89OA2, pdvises i fraktionerne 98 til
136, og den anden top, indeholdende 89OA5, pévises i fraktionerne
136 til 158, Fraktionerne 112 til 130 forenes til opndelse af
8904, Dowex-koncentrat, og fraktionerne 138 til 148 forenes til
opndelse af 89OA5 Dowex-koncentrat. 89OA2~portionen renses yder=- .
ligere ved afsaltning pd Sephadex G-10.
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Fraktionerne 112 til 130 indeholdende 89OA2 inddampes under reduce-
ret tryk til 5,5 ml, og koncentratet pafsres en kolonne (2,15 x 70 cm)
Sephadex G-10 og elueres med afioniseret vand ved en stromningshas-
tighed pd 1 ml pr. minut. Der opsamles fraktioner pd hver 2,85 ml.
Bioaktiviteteh bestemt ved preve over for Salmonella gallinarum

MB 1287 fpemkommer i fraktionerne 60 til 98. Fraktionerme 78 til 90
har det hejeste forhold Azoa/Apgos 08 disse samles til lyophilise-
ring. pH-verdien af de samlede fraktioner er 4,1, og der indstilles
til 7,8 ved tilsatningraf 8 /ul 1 M ammoniak. Portionen indeholder
52 A308—enheder med et forhold A308/A26O pd 0,76, hvilket viser

en vesentlig nedbrydning af det antibiotiske stof under demne pro-
cedure.

De samlede fraktioner 78 til 90 inddampes til 1,69 ml under redu-
ceret_tryk; To 0,1 ml pregver udtages og lyophiliseres separat i

smé& koniske reakﬁionéampuller af glas. Resten lyophiliseres i

en 14 ml med skrueldg forsynet ampul af glas, hvorved opnéds 1,29 mg
faste stoffer indeholdende 890A,.

EKSEMPEL 4

Praparétigﬁ af890A5

Et rer af lyophiliseret kultur af Streptomyces flavogriseus NRRL 8139
dbnes aseptisk, og indholdet suspenderes i et rer indeholdende 0,8 ml
sterile Davis-salte med fglgende sammensmtning:

Davis -salte

Natriumcitrat 0,5 g
KZHPou' : 7,0 g
KH2P04 : _ 3,0 g
(NHA)ZSOA 1,0 g
'MgSOA-7H20 - 0,1 g
Destilleret H20 1000 ml

Denne suspension anvendes til podning af fire skrdkulturer af
medium A med folgende sammensetning:
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Medium A
Glycerol 20,0 g
Primer gar 5,0 g
Fiskemel 15,0 g
Destilleret H20 1000 ml
Agar 20,0 g

pH: indstilles til 7,2 med NaOH

De podede skrékulturer dyrkes i 1 uge ved 27-28 °C og opbevares
derefter ved 4-6 °C indtil anvendelsen (ikke langere end 21 dage).

10 ml medium B med folgende sammensatning:

Medium B

Gar-autolysat (*Ardamine) 10,0 g
Glucose 10,0 g
Phosphatpuffer * 2,0 ml
MgSO4.7H20 50 mg
Destilleret HZO 1000 ml

pH: indstilles til 6,5 med HCl eller NaOH

*Ardamine: Yeast Products Corporation

* Phosphatpuffer-oplesning

KH, PO, 91,0 g
NazHPO4 95,0 g
Destilleret H20 1000 ml

overfores aseptisk til en af disse skrakulturer, sporerne og luft-
myceliet skrabes over i suspensionen, og denne suspension anven-
des til podning af tre 2 liter luftede koniske kolber indeholdende

500 ml medium B i en mengde pd 3,3 ml pr. kolbe. Disse podekolber
rystes ved 28 °C i et rysteapparat ved 160 omdr./min. (50 mm slag-
langde) i 36 timer, efter hvilket tidsrum vaksten er tilfredsstil-

lende.

500 ml vaksten fra disse podede kolber anvendes til podning af

en 189 liter podetank af rustfrit stdl indeholdende 160 liter
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medium B. Denne tank drives ved 28 °C med en omrgringshastighed
p& 150 omdr./min. og en luftstrem pd 85 liter pr. minut i 24
timer. Der anvendes et antiskummemiddel, polyglycol 2000 (Dow
Chemical Corp.) om ngdvendigt, men hejst i en mengde P& 0,1%.
Der udfegres folgende pH-bestemmelser:

Alder, timer 0 24
pH 6,1 5’6

4% liter af dyrkningsmediet i denne podetarnk anvendes til podning
af en 756 liter geringsbeholder af rustfrit stdl indeholdende
460 liter medium C, der har felgende sammensztning:

Medium C

Tomatpasta 20,0 g
Primzr gz=r 10,0 g
Dextrin (Amidex) 20,0 g
CoClZ'6H20 5,0 mg
Destilleret H20 1000 ml

pH: indstilles p& 7,2-7,4 med NaOH,

som er steriliseret 60 minutter ved 120°C. Denne tank drives ved
25°C med en omrystningshastighed pd 160 omdr./min. og en luft-
strem pd 283 liter pr. minut i 144 timer. Mere antiskummemiddel,
polyglycol 2000, tilszttes om nedvendigt, dog i en mzngde Pa
hejst 0,1%. Antibakterielle'przver udferes pd Salmonella galli-
narum MB 1287. Vibrio percolans ATCC 8461 med felgende data:

Alder i timer

pH 6,2 6,2 6,3 7,0 7:3 797 8’2
MB 1287 mm T 26,5 28 33,5 32,5 31,5
MB 1272 mm (1-10 dil.) = 0 21,5 26,5 35 31,5 33

890A enh./ml - NA 6,4 16,5 16,7 22,5 19,5

De 890A enh./ml bestemmes som angivet i sektionen med overskriften
"II. Preveprocedure for bestemmelse af "890 preveenheder'.

387 liter geringsveske afkeles til 5°C og centrifugeres gennem en
Titan P-9 centrifuge. 18 liter Celite sw®ttes til 290 liter af den
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centrifugerede veske, og suspensionen filtreres gennem en Shriver
45 cm filterpresse. 234 liter af filtratet adsorberes til en.kolonne
indeholdende 27 liter Dowex-1 x 2 (C17), 16-100 mesh, og kolonnen
vaskes med 38 liter afioniseret vand efterfulgt af 114 liter 5%
natriumchlorid + 0,01 M Tris-HCl-puffer, pH = 7,0 + 25 M neu-

tralt EDTA.

Efter endnu en vask med 19 liter afioniseret vand eluerers antibio-
ka 89OA2 og 89OA5 med 133 liter 3% natriumchlorid + 0,01 M tris-
HC1l, pH = 7,0 + 25/uM netralt EDTA i 50% methanol. Fraktioner pd
hver 19 liter opsamles.

Bioaktiviteten, bestemt ved preve over for Salmonella gallinarum
MB 1287, fremkommer i fraktionerne 1 til 7 med et maximum i frak-

tion 3.

Fraktionerne 3 til 7 indeholdende 18% af den péferte aktivitet
koncentreres under reduceret tryk til 9,5 liter, og koncentratet
pafores en kolonne indeholdende 38 liter XAD-2, som forud er vasket
med 380 ml af hver af 60% (v/v) vandig acetone, afioniseret vand og
5% natriumchlorid i afioniseret vand. Antibiotika 8904, og 890A5
elueres med 133 liter 25 /uM neutralt EDTA i afioniseret vand.

En fraktion p& 19 liter efterfulgt af 4 fraktioner p& 9,5 liter

og 4 fraktioner p& 19 liter opsamles. Bioaktiviteten, bestemt

ved preve over for Salmonella gallinarum MB 1287, fremkommer i frak-

tionerne 3 til 9 med et maximum i fraktion 4. .

Fraktionerne 3 til 6 indeholdende 18% af aktiviteten af filtreret
veeske forenes og inddampes under recuceret tryk til 122 ml, og
koncentratet indstilles pd en pH-verdi p& 6,45 ved tilsstning af

5 ml 1 M saltsyre. Koncentratet pdferes en kolonne (7,9 x 60 cm)
af XAD-2, som forud er vasket med 16 liter af hver af 60% vandig
acetone, afioniseret vand og 5% natriumchlorid i afioniseret vand.
abtibiotika 89OA2 0g 89OA5 elueres med 8 liter afioniseret vand
med en stremningshastighed p& 50 ml pr. minut. Fraktioner pa 200
til 1000 ml opsamles.

Bioaktiviteten, bestemt ved pregve over for Salmonella gallinarum
MB 1287, fremkommer i fraktionerne 5 til 20, der er fra 1900 til
7700 ml elueret rumfang. Verdierne for A,,, 0g HAEA304 mé&les lige-
ledes p& fraktionerne 9 til 20. Fraktionerne 9 til 12 har 261 til
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286 bioaktivitetsenheder pr. HAEA,,,-enhed, og fraktionerne 1§

til 20 har 23-28 enheder/HAEABoh-enhed, og fraktionerne 13 til 16
har mellemliggende verdier, hvilket viser en vesentlig separation
af antibiotika 89OA2 0g 89OA5 p& denne kolonne. Fraktionerne 15
til 19, indeholdende hovedparten af 89OA5, opsamles til yderligere
rensning. '

De opsamlede fraktioner 15 til 19 inddampes under reduceret tryk
+til 250 ml. Til koncentratet szttes 250 ml methanol, og preven pafo-
res ved en stremningshastighed pd& 2 ml pr. minut pd en kolonne

(3,4 x 50 cm) Dowex-1 x 4 (Cl-) minus 400 mesh, som var vasket med
50% methanol. Kolomnen elueres med 8 liter 0,1M NaCl + 0,005 M NHQCI-
+ 0,000IM NH3 i 50% methanol med en stremningshastighed p& 2 ml per
minut. Der opsamles fraktioner pad 10 ml.

Antibiotikum 89OA5 elueres i fraktioner 505 til 605 med et maximum
i fraktion 550. Fraktionerne 520 til 580 samles, og en 300 ml
portion heraf inddampes til 4 ml under reduceret tryk. Til kon-
centratet smttes 6 ml methanol og 25 /ul 1 M NaOH til opndelse af
en endelig pH verdi pad 7,3.

Det siledes indstillede koncentrat paferes en kolomne (2,2 x 70 cm)
af Sephadex G-10, som er indstillet pd ligevegt med 0,02 mM NH3 i
50% methanol. Kolonnen elueres med 0,02 mM NH3 i 50% methanol med
en strgmningshastighed p4 1 ml pr. minut. :

89OA5 elueres. i fraktionerne 38 til 88 med et maximum i fraktioner-
ne 39 og 40. Fraktionerne 40 til 68 forenes, og pH indstilles

fra 6,3 til 6,8 med 1 M NaOH. De opsamlede fraktioner 40 til 68
inddampes til & ml under reduceret tryk, og 80 /ul af 1 M NaOH til-
settes under inddampning til opretholdelse af pH pa mellem 7,0

og 7,3. Til de dannede 4 ml koncentrat settes 20 /ul 1 M NaOH,
hvorved pH-vardien blev 7,4.

Koncentratet renses yderligere ved pdfering péd en kolonne (3,4 x
46 cm) Dowex-50 x 2 (Na+), 200-400 mesh, som er vasket med 4 liter
0,2 mM NaOH efterfulgt af 800 ml afioniseret vand. Det antibiotiske
stof elueres med afioniseret vand med en stremningshastighed pé

4,1 ml pr. minut. Der opsamles fraktioner pd 8,2 ml.
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Antibiotiket fremkommer 1 fraktionerne 22 til 27 med et maximum 1
ktion 23. Fraktionerne 23 til 25 opsamles, og de indeholder 152

—enheder med et forhold A308/A260 p& 2,00. Ledningsmélingerne
/umol NaCl i de opsamlede fraktioner.

fra

A
308
angiver tilstedevarelsen af 70

En 4 ml portion af de opsamlede Dowex-50 fraktioner 23-25 omdannes
til ammonium-formen ved gennemledning over en kolonne (0,7 em x

12 cm) Dowex-50 x 2 (NH4+), 200-400 mesh, som er vasket i 100 ml
0,1 mM NH3 efterfulgt af 10 ml afioniseret vand. Prgven elueres med
afioniseret vand, idet der opsamles fraktioner p& 1 til 2 ml. Alle
fraktioner med A308 storre end 1 forenes til opndelse af i alt 6 ml
med A308 = 30. Denne preve inddampes under reduceret tryk til
0,725 ml og to 50 pl portioner pipetteres separat i 2 koniske o,5 ml
reaktions-ampuler og lyophiliseres. '

Trimethyl-silylering af antibiotika 89OA5 resulterer i 3 forskellige
derivater: et di- og et tri-methylsilyl-derivat (molvegt henholdsvis
456 og 528) og en lille mangde af et tetra-trimethylsilyl-derivat

af et hydrolyseret produkt (molvagt 618), hvor B-lactam-ringen er
dbnet.

Verdierne for de vigtigste massespektrale fragmenter er angivet i
det efterfelgende:

di-trimethylsilyl-derivat: 441; 299; 298 og 84
tri-trimethylsilyl-derivat: 513; 371 og 156;
tetra-trimethylsilyl-derivat (kun signal med lav resolution obser-
veret): 618 og 603.

En 18,6 ml portion af de samlede Dowex-50 fraktioner 23-25 inddampes
til 3 ml under reduceret tryk, og en 1,96 ml portion frysés 0g
lyophiliseres i en 14 ml glas-ampul til opndelse af 2,73 mg fas-

te stoffer indeholdende en blanding af antibiotikum~89OA5 0g
natriumchlorid. Da ledningsevnen af fraktionerne 23-25 angiver,

at 45% af de faste stoffer bestod af natriuméhlorid, kan E% af

490 ved 308 nm beregnes for en saltfri preve af 89OA5 ud fra et
observeret E% af 272. De 1,0 ml rest fra 3,0 ml koncentrat lyophili-
seres separat for NMR analyse.
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I det efterfolgende er angivet 100 MHz-NMR-signaler for 89OA5 na-
triumsalt 1 D20 i forhold til den internationale standard DSS;
kemiske skift er angivet i ppm og koblingskonstanten i Hz; den til-
syneladende multiplicitet er angivet.

1,29 (4, J=6,2, CI;IB—CH); 2,05 (s, CH3C=O); 3,09 (app. 4 af d,

C-CH,~C); 3,41 (d af 4, J=5,0, 3,0, CH-C=0); 4,16 (m, MCH-N og
>CH-OH); 6,00 og 7,11 (dubletter, J=13,8, S-CH=CH-N).

Patentkravwv:

1. Fremgangsméde til fremstilling af det antibiotiske stof
*89OA2 og/eller det antibiotiske stof 89OA5 med formlen

CHBCH( OH)\i

SQCH=CH—NH-CO—CH3

— N.
6% COOH

hvor antiblotikum 890A, og 890A5 er isomere forbindelser, eller
farmaceutisk acceptable salte deraf, kendetegnet ved,
at en stamme af Streptomyces flavogriseus dyrkes i et vandigt
ngringsmedium indeholdende assimilerbare kilder for carbon, ni-
trogen og uorganiske salte under neddykkede aerobe betingelser,
hvorefter det eller de antibiotiske stoffer udvindes, om gnsket

-1 form af salte.

2. Fremgangsméde ifelge kravl, kendetegnet ved,
at miquorganismen er Streptomyces flavogriseus NRRL 8139.

Fremdragne publikationer:

Langkjer Kebenhavi
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