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Antibiocotti LL-BO1208c sekd LL-B0O1208/3

Keksintd koskee kahta uutta bakteerin- ja kasvaimen-
vastaista ainetta, joita on merkitty LL-BO1208«(:ksi sekd
LL-B01208A3:ksi, sekd niiden tuottamista uuden mikro-orga-
nismin Streptoverticillium stramineumin tai sen mutanttien
kdymisen avulla.

LL-BO1208L ja LL-B012084 ovat bleomysiini/fleomysii-
niryhmdn uusia antibiootteja ja kasvaimenvastaisia aineita.
Katso esim. S.M. Hecht (julkaisija), Bleomycin: Chemical,
Biochemical and Biological Aspects, Springer-Verlag, New
York, 1979. LL—BOl208d.ja LL-B01208/3 eroavat muista tdmdn
ryhmdn j&senistd rakenteensa, kemaillisten ja fysikaalisten
ominaisuuksiensa sekd vaikutustensa suhteen tiettyihin
mikro-organismeihin ndhden. L&heisin, tunnettu yhdiste on
tallysomysiini A /M. Koniski et al., J. Antibiotics 30:

789 (1977)7, joka LL-B01208 :n tavoin sis&dltdd A-lysiinié.
Nédmd kaksi yhdistettd ovat bleomysiini/fleomysiiniryhméin

ainoat jdsenet, jotka sisdltdvdt tdtd tiettyd aminohappoa.

Kuitenkin tallysomysiini A eroaa huomattavasti LL-B01208f:sta

siind suhteessa, ettd tallysomysiini A sisdltdd spermidii-
nid sekd lisdsokeriosan ja lisdksi LL-B0l1208A3 kdsittdd pel-
kistetyn bitiatscolirengasjdrjestelmin.

Keksintd koskee uutta mikro-organismia Strepto-
verticillium stramineumia sek& sen mutantteja, jotka ovat
spontaaneja tai saatu aikaan tavanomaisen mutaatio- tai
vhdistelmitekniikan avulla. '

Keksint®d koskee kahta uutta bakteerin- tai kasvai-
menvastaista ainetta, joita on merkitty LL-B01208¢:ksi ja
LL—BOlZO%G:ksi, niiden tuottamista kdymisen avulla, mene-
telmid niiden takaisinsaamiseksi seka vidkevdimiseksi raa-
oista liuoksista sekd niiden valmistusmenetelmid. N&md
aineet kuuluvat keksinndn piiriin laimeissa muodoissa, raa-
koina vdkevditteind tai puhtaina, kiteisind aineina. Alem-
pana nimitys LL-B0O1208 tarkoittaa LL-B0O1208Q::n ja
LL-BO1208A:n seosta kaikissa suhteissa.
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Keksinndn mukaisilla yhdisteilld on seuraava vaa-

dittu rakenne:
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LL-B01208a: R = ~NHCHpCH2CNHjp
LL-BO12088: R = —NHCH2CHQCHZQHCHQCffX
¥
v NH

|
Z

jossa X, Y ja Z on kukin valittu rxyhmédstd, johon
kuuluvat hiili, typpi, happi sekd vety sekd ndiden yhdis-
telmdt ja jolloin X, Y ja Z yhdessd kdsittdvdt kaikkiaan
62 massayksikkod.

Edella esitetyt, vaaditut rakenteet perustuvat plas-

madesorptiomassaspektriin ja nopeiden atomien pommitus-
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massaspektriin, jotka antavat ndennidiset, lasketut mole-

kyyli-ionit, jotka ovat M' = m/e 1388 LL-B0O1208 :1lle seki
M+ = m/e 1472 LL-B01208 :1lle; liitteind olevissa kuvioissa
on esitetty kunkin yhdisteen infrapunaspektri (IR), ultra-
violettispektri (UV), protonin ydinmagneettinen resonanssi-

spektri ('H-NMR), C-13 hiilen ydinmagneettinen resonanssi-

spektri (13C-NMR) sekd elektronin tormidysmassaspektri (EIMS):

Kuvio I: LL—-B01208/3:n IR-spektri KBr:ssi

Kuvio IT: LL-BO120843:n 'H-NMR-spektri. 79,5 MHz
DZO:ssa, sisdinen TMS-vertailuarvo ekvivalenttinen

Kuvio TITT: LL-BOL2083:n ' >C-NMR-spektri. 20 MHz
DZO:ssa, sisdinen TMS-vertailuarvo ekvivalenttinen

Kuvio IV: LL~BO120843:n UV-spektri. 10 /ug/ml

HZO:ssa
Kuvio V: LL-BO1208(:n l3C—NMR—spektri. 20 MHz -

DZO:ssa, sisdinen TMS-vertailuarvo ekvivalenttinen

Ruvio VI: LL-B0O1208¢(:n '"H-NMR-spektri. 79,5 MHz
DZO:ssa, Sisdinen TMS-vertailuarvo ekvivalenttinen

Kuvio VII: LL-BO1208M3:n silyloidun metyyliglukosi-
din EIMS. Glukoosijohdannainen. 4,6 eV, ionildhteen lEmp&-
tila 250°C

Kuvio VIII: LL-B0O1208A3:n silyloidun metyyligluko-
sidin ETMS. Mannoosijohdannainen, 46 eV, ionilihteen 1&m-
p&tila 250°C.

Kuvio IX: Treoniinin N-trifluoriasetyyli-n-butyyli-
esterin EIMS. 46 eV, ionilihteen lamp&tila 250°C.

Kuvio X: f-alaniinin N-trifluoriasetyyli-n-butyyli-
esterin EIMS. 46 eV, ionilihteen lamp&tila 250°C.

Kuvio XI: 4—amino—3—hydroksi—2—metyylivaleriaana—
hapon N-trifluoriasetyyli-n-butyyliesterin EIMS. 46 eV,
ionilshteen lampdtila 250°C.

Kuvio XITI: 2,3-diaminopropionihapon N-trifluori-
asetyyli-n-butyyliesterin EIMS. 46 eV, ionildhteen lamps-
tila 250°C.

Kuvio XIII: f3-lysiinin N-trifluoriasetyyli-n-butyy-
liesterin EIMS. 46 eV, ionilihteen ldmpstila 250°C.



Taulukossa I on esitetty LL-BO12080:n ja LL-B0O1208/3:n
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" Taulukko I

LL-BO1208¢:n ja LL-BOl208A:n asetaattisuolojen

13

C-NMR-

Spektriena tdrkeiden huippujen kemialliset siirtymdt

. LL-BO1208& LL~B0O1208/3
182,3 182,5
178,8 178,8
178,6 178,6
177,5 177,5
173,3 173,5
173,1 173,3
172,7 173,1
170,4 170,3
170,2 -
169,0 169,0
166,6 166,6
165,9 165,9
164,7 164,6
159,2 159, 2
153,7 153,7
149,4 149,3
138,2 138,2
135,8 135,8
126,7 127,1
119,1 119,1
113,4 113,4

99,4 99,4
98,6 98,6
76,8 76,7
75,6 (x2) 75,6 (x2)
74,8 74,7
74,1 74,2
715, 71,5
70,4 70,4
69,6 69,6
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Taulukko I
LL-B01208X
69,2
68,5
68,3
66,0
62,2
61,5
60,9
60,2
58,3
53,8

48,7
48,3

43,9

.

41,4
39,8
38,7
37,9
34,2
34,0
24,4
20,1
16,0
13,1
12,0

a50,3 MHz spektrit, jotka on saatu D20:ssa, kemialliset

siirtymdt miljoonasosia suhteessa tetrametyylisilaaniin.

(jatkoa)

LL-B01208/3

69,2
68,5
68,3
66,0
62,2
61,5
60,9
60,2
58,3
53,9
49,6
48,6
45,8
43,8
42,0
41,4
40,3
39,8
38,7
37,9
34,2
30,3
24,5
24,1
20,1
16,0
13,1
12,0

(x2)
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Keksinn®n mukaiset uudet aineet ovat orgaanisia
emiksii ja voivat tdten muodostaa happoadditiosuoloja mo-
nenlaisten orgaanisten ja epdorgaanisten suoloja muodos-
tavien reagenssien kanssa. Tdten happoadditiosuolat muo-
dostetaan sekoittamalla bakteerinvastaista vapaata emdstd,
joka on neutraalissa liuottimessa hapon kanssa, kuten esim.
rikki-, fosfori-, kloorivety—-, bromivety-, sulfamidi-,
sitruuna-, maleiini-, fumeeri~, viini-, etikka-, bentsoe-,
glukoni-, askorbiinihapon yms. kanssa. Keksinndén mukaiset
happoadditiosuclat ovat yleensd kiteisid kiinteitd aineita,
liukoisia veteen, metanoliin ja etanoliin, mutta ne ovat
liuvkenemattomia ei-polaarisiin orgaanisiin liuottimiin,
kuten esim. dietyylieetteriin, bentseeniin, tolueeniin
yms. Keksinndn tarkoituksia varten bakteerinvastaiset va=-
paat emdkset ovat ekvivalenttisia niiden farmaseuttisesti
hyvdksyttdvien, myrkyttdmien happoadditiosuclojen kanssa.

Uusia bakteerinvastaisia aineita LL-B01208& sekd
LL-1208/ muodostuu uuden Streptoverticillium stramineum sp.
nov. kannan kontrolloiduissa olosuhteissa suoritetun vil-
jelyn aikana. '

Tdmdn uuden antibioottia tuottavan mikro-organismin
tyypillinen kanta eristettiin ruchoa kasvavan maan nayt-
teestd, joka oli kerdtty Eteld-Dakotasta, ja kantaa sdi-
lytetddn Lederle Laboratories Divisionin viljelmdkokoelmas-
sa, American Cyanamid Company, Pearl River, New York 10965,
jossa sen viljelmdnumero on LL-B01208. TaAmidn uuden mikro-
organismin eldvd viljelmd on tallennettu Culture Collection
Laboratoryssa, Nothern Utilization Research and Development
Division, U.S. Department of Agriculture, Peoria, Illinois
61604 ja on liitetty sen pysyvddn kokoelmaan, jossa tdmén
mikro-organismin tulonumero on NRRL 12292,

Seuraavassa esitetddn mikro-organismin Streptover-
ticillium stramineumin tyypillisen kannan NRRL 12292 ylei-
nen kuvaus, joka perustuu havaittuihin, yleisiin ominai-
suuksiin. Havainnot on tehty organismin viljelyominaisuuk-
sien, fysiologisten ja morfologisten piirteiden perusteel-

la Shirlingin ja Gottliebin kuvaamien menetelmien
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rilla tuotetaan tummia pigmenttejd. Hiilildhteen hyvéksi-
kdyttd Pridhamin ja Gottliebin menetelmén mukaisesti,

J. Bacteriol. 56: 107-114 (1948) seuraavasti: adnitolin,
d-fruktoosin, glyserolin, i-inositolin, d-mannitolin,
d-mannoosin sekd dekstroosin hyvd hyvdksikdyttd; d-treke-
loosin selvd hyvdksikdyttd; el l-arabinoosin, d-galaktoo-

sin, laktoosin, d-meletsitoosin, d-melibioosin, d-raffi-

noosin, l-ramnoosin, salisiinin, sakkaroosin sekd@ d-ksyloo-

sin hyvaksikdyttod. Sietdd 7 % natriumkloridia, mutta ei

10 % natriumkloridia.
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Taulukko IV
Streptoverticillium straminium NRRL 12292:n hiilen-

ldhteen théksikéytté
Inkubointi: 10 pdivdd Lampdtila: 28°¢

Hiilenl&hde Hyvadksikdyttd Itididen muodostus
Adonitoli Hyvi Hyva ™
l-arabinoosi Ei : -
d~-galaktoosi Ei -
d-fruktoosi Hyva Vahdinen
Glyseroli Hyvd Erittdin v&hdinen
i-inositoli Hyva ~Ei
Laktoosi Ei -
d-mannitoli Hyva Ei
d-mannoosi Hyvd Hyv'aXX
d-melibiocosi Ei -
d-raffinoosi Ei o=
d-ramnoosi Ei -
Salisiini Ei -
Sakkaroosi Ei -
d-trehalaasi Selva Ei
d-ksyloosi Ei -
Dekstroosi Hyva Erittdin v&hdinen
d-meletsitoosi Ei ~
Negatiivinen kontrolli Ei -

*¥giilenldhteitd, jotka erityisesti tuovat esille itididen
varin

On selvdd, ettei termi Streptoverticillium strami-
nium rajoitu Streptoverticillium stramineum NRRL 12292:een
tai kantoihin, Jjotka t&8ysin vastaavat yl113d esitettyji kas-
vu~ ja mikroskooppisia ominaisuuksia, jotka ovat ainoastaan
annetut valaisevassa tarkoituksessa. Tdssd yhteydessid ku-
vattuun Streptoverticillium straminiumiin kuuluvat kaikki
Streptoverticillium stramineumin kannat, jotka tuottavat
antibiootteja LL-BO1208X sekd LL~B01208/3 tai niiden yhdis-
telmid ja joita el voi selvdsti erottaa Streptoverticillium
stramineum NRRL 12292:sta eikd sen aiaviljelmisté, joihin

sisdltyvdt sen mutantit sekd variantit. Termiin "mutantit"
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kuuluvat t&mdn organismin luonnolliset (spontaanit) mutan-
tit sekd indusoidut mutantit, jotka on aikaansaatu erilai-
sin tunnetuin mutageenisin toimenpitein, kuten esim. aset-
tamalla alttiiksi x-sddesdteitylle, UV-sdteitylle, typpisi-
nappikaasulle, antinofageille, nitrosamiineille yms. Halu-
taan ja on tarkoitus lukea mukaan my&s vdliset ja sisdiset
geneettiset yhdistelmdt, jotka on tuotettu tunnetuin ge-
neettisin menetelmin, kuten esim. konjugaation, transduk-
tion sekd genetiikan tekniikoiden avulla.

Kdyminen

Streptoverticillium stramineumin viljeleminen voi-
daan suorittaa monissa nestemdisissd elatusaineissa. Ela-
tusaineet, jotka ovat kdyttdkelpoisia tuotettaessa nditd
uusia bakreetinvastaisia aineita, ovat essimiloituva hii-
lenldhde, kuten esim. tdrkkelys, sokeri, melassi, glysero-
1i jne.; assimiloituva typen 1&hde, kuten esim. proteiini,
proteiinihydrolysaatti, polypeptidit, aminohapot, maissin
liuotusvesi jne.; sekd epidorgaaniset anionit ja kationit,
kuten esim. kahvin, natrium, ammonium, kalsium, sulfaatti,
karbonaatti, fosfaatti, kloridi jne. Hivenalkuaineet, kuten
esim. bvori, molybdeeni, kupari jne. lisdtddn elatusainee-
seen muiden aineosien epdpuhtauksina. Sdili6ét ja pullot
ilmastetaan puhaltamalla steriilid ilmaa kdymiselatusaineen
13pi tai pintaan. Lisdksi sdilididen ravistelu saadaan ai-
kaan mekaanisen siipirattaan avulla. Tarvittaessa saate-—
taan lisdtd vaahtoamisen estoainetta, kuten esim. lardi-
6ljyd tai silikoni-vaahdonestoainetta. f

Ympin valmistus

Streptoverticillium stramineiumin ravistelupullo-
ymppi valmistetaan ympp&dmdlld 100 ml:n erid steriilid,
nestemdistd elatusainetta 500 ml:n pulloissa giten, ettd
niihin raaputetaan tai pestdin itiditd viljelmi#n vinopinta-
agarilta. Seuraavassa on esimerkki ymppiin soveltuvasta

elatusaineesta.
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Maissitdrkkelystad 24 g

Dekstroosia 549

Hiivauutetta 549
® 1

Bacto~-tryptonia 549

Lihauutetta 3 g

Kalsiumkarbonaattia 4 g

. Vettd 1 000 ml:ksi
(lPeptoni, Difco-laboratorioiden, Detroit, Michigan, re-
kisterdity tavaramerkki)

N&itd pulloja inkuboidaan 23—350C:ssa, mieluummin
28°C:ssa ravistellen 22-26 tunnin ajan ja sitten niitd
kdytetddn ymppddmddn 12 litraa samaa steriilid elatusai-
netta pullossa, joka 28°C:ssa ilmastaen suoritetun 24 tun-
nin mittaisen inkuboinnin jdlkeen kdytetddn ympdttdessa
ymppisdilidon sijoitettua 300 litran erdd samaa elatusai-
netta. Tdtd ymppid inkuboidaan 28°C:gsa 24 tunnin ajan se-
koittaen siipirattaan avulla nopeuden ollessa 175 kierros-
ta minuutissa ja siten, ettd steriilid ilmaa virtaa 150
litraa minuutissa ja sitten se kdytetddn kdymissdilididen
ymppidykseen.

Sdilidkdyminen

Seuraavassa esitetddn elatusaine, joka soveltuu

LL-BO12080:n ja -A:n tuottamiseen kdymissdilidissd.

Lardidljy 30 kg
. ®2

Pharmamedia 15 kg
Maissin liuotusneste 15 kg
Ammoniumsul faatti 4,5 kg
Sinkkisulfaattiheptahydraatti 45 kg
Kalsiumkarbonaatti 6 kg
Vettd 1 500 litraksi

(2Puuvillansiemen61jy, josta rasva on poistettu, rekiste-
roity tavaramerkki, jonka on toimittanut Trader's Protein
Div. of Trader's 0il Mill, Ft. Worth, Texas)

Kukin s8ilid ympdtddn 3-10 %:1la y1l1ld kuvatulla ta-
valla valmistettua ymppid. Ilmastuksen mddrd on 750 litraa
ilmaa minuutissa ja seosta sekoitetaan siipirattaan avulla

nopeudella 100 kierrosta minuutissa. Lampdtila pidetdé&n
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24-35°C:ssa. Kdymistd jatketaan 80-120 tunnin ajan, jonka
kuluttua massa kootaan.

LL-BO1208:n erist&dminen

Valvotuissa olosuhteissa, joita edelld on kuvattu,
suoritetun kdymisen aikana Streptoverticilloium stramineum
sp. nov. tuottaa antibicottia LL-B/1208 (mddritelty seok-
seksi, jossa on LL~BO1208:a ja LL-BO1208/A:a missd tahansa
suhteissa). Td&md antibiootti LL-B01208 saatetaan eristdd
seuraavasti (kaikki alla kuvatut vaiheet suoritetaan 5-
3OOC:ssa, mieluummin 20—250C:ssa, jollei ole toisin mai-
nittu) :

Kdyminen suoritetaan yl1ld kuvatulla tavalla ja koottu
seos suodatetaan solujen pirstaleiden poistamiseksi. Sit-
ten antibicotti LL-B0O1208 kootaan ja puhdistetaan tavan-
omaisin menetelmin, jotka ovat tuttuja tutkimustydhdn pe-
rehtyneille, kuten esim. adsorptio-, pylvds-, kationi-,
ohutlevykromatografian tai valikoivan saostamisen avulla.

LL-B01208:n parempana pidetty puhdistus- ja kerdys-
menetelmd kdsittdd kootun massan suodoksen pH:n sddddn
noin 7,0 = 7,5:ksi sekd mainitun sucdoksen adsorboinnin
kationinvaihtajaan, mikd suoritetaan annoksittain. Sopivia
kationinvaihtajia ovat heikosti happamet aineet, joilla
on-avoin.rakenne, kuten esim. CM-Sephadex C—25(Na+), kar-
boksimetyyliselluloosa tai Amberlite IRC-50“. CM-
SephadeXCDZS(Na+):a pidetd&n parempana. Adsorboitunut
LL-B01208 eluoidaan kiyttiden suurta konsentraatiota suolaa,
jolla on suuri ionivahvuus, kuten esim. 7-14 %'natriumklo-
ridia (mieluummin noin 8 %) tai noin 7-14 % kaliumkloridia
(mieluummin noin 8 %). 8 % natriumkloridia pidetd&n parem~
pana. Sitten suola poistetaan tavanomaisin keinoin, joita
kdytetddn vesiliukoisten aineiden sucolanpoistoon, kuten
esim. adsorptiokromatografian, suurpaineliuoskromatografian
tai hartsiseoksella suoritetun kromatografian avulla. Edul-
linen suclanpoistomenetelmd on adsorptiockromatografia.
Antibiocotin suola adsorboidaan sopivaan adsorbenttiin,
kuten esim. Amberlite = XAD-2:een, rakeiseen hiileen,
AmberliteCDXAD—4:een tai AmberliteC)XAD—7:één. Amberliteép—
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XAD-2 on parempana pidetty adsorbentti. Vdlitilan suola
poistetaan pesemdlld vedelld ja sitten LL-B0O1208 eluoidaan
liuoksella, jossa on suhteessa 10:90 - 30:70 (tilavuus/
tilavuus) suolatonta vettd: neutraalia, polaarista, veteen
sekoittuvaa liuotinta, kKkuten esim. etanolia, metanolia,
asetonia jne. Mieluummin kdytetd&n suhteessa 30:70 vesi:
metanoli (tilavuus/tilavuus)-liuosta.

Ndin saadusta suolattomasta antibiootti LL-B01208:n
eluaatista poistetaan liuotin tyhjdsséd, ja se kylmdkuiva-
taan varastointia wvarten.

Haluttaessa LL-B0l1208 saatetaan erottaa aineosikseen
LL-B0O1208c:ksi sekd LL-BO12084:ksi tavanomaisin menetelmin,
kuten esim. pylvds-, adsorptio-, kationi-, ohutlevykroma-
tografian tai valikoivan saostuksen avulla. Edulliset
LL-BO1208a:n ja LL-BO1208/43:n erottamismenetelmit edelld
saadusta LL-B01208-seoksesta ovat seuraavat: '

LL-BO1208&:n ja LL-B0O1208A:n eristéminen

Y11& kuvattu LL-B0O1208:n suolaton eluentti tai mai-
nitun eluentin kylmdkuivattu osa veteen liuotettuna ad-
sorboidaan kationihartsiin. Esimerkkejd sopivista kationi-
hartseista ovat sellaiset, jotka ovat heikosti happamia ja
joilla on avoin rakenne, kuten esim. CM-Sephadex 25(Na+)
(edullinen), karboksimetyyliselluloosa, Amberlite IRC-50
@a") ® tai amperiite 1cr-72®. sitten antibicotti LL-
B0128 erotetaan komponenteikseen LL-B0O1208¢. sekd LL-
B01208/3 kromatografian avulla kdyttdm&lla sopivaa korkeaa
ionivahvuutta - lineaarista suolagradienttia. Sopivien gra-
dienttien esimerkkeijd ovat esim. 0,1M - 2M ammoniumasetaat-
ti (0,1M - 1M edullinen), o,1M ~ 1M ammoniumformiaatti tai
1-7 % natriumkloridi. Ndistd 0,1M - 1M ammoniumasetaatti
on edullisin. Eluaatin jakeita tarkastellaan antibiootin
ldsndolon suhteen kdyttden tavanomaisia, tunnettuja mene-
telmid, kuten esim. valonabsorption mddrittdmistd 290 nm:ssd
sekd biologisen aktiivisuuden madrittdmistd. LL-BO1l208& elu-
oituu ensin alemmassa suolakonsentraatiossa; sitd seuraa
LL-B0O1208/3 suuremmassa suolakonsentraatiossa. Kunkin anti-
biocotin aktiiviset jakeet yhdistetddn.
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Edullisimmassa menetelmdssid komponentit LL-B01208&
ja LL-B01208/3 eristetdén kromatografian avulla kdyttden
erillisid gradientteja. Tdssd menetelmdssd eristetddn LL-
BO1208&K LL-BO1208/:sta kehittdmdlld kromatogrammi CM-

R25(Na+):ssa kdvttden 0,1M - 0,4M ammoniumase-

Sephadex
taattigradienttia ja kootaan aincastaan LL-BO1208&. LL-
BOl1208/ eristetddn erottamalla se LL-B0O1208:sta CM-
Sephadex N 25(Na') :n avulla kéyttden 0,1 - 1,0M ammonium-
asetaattigradienttia ja ainoastaan LL-B01208/3 kootaan.

LL-BO1208a:n ja LL-B01208/%:n puhdistaminen

Eristdmisen jdlkeen antibiootit LL-BO1208& sekd
LL-B01208/3 saatetaan puhdistaa tavanomaisin keinoin, kuten
esim. adsorboimalla Amberlite XAD~2I2:een ja eluoimalla
siitd yll&d kuvatulla tavalla.

Edullinen joko antibiootin LL-B0O1208¢:n tai LL-
BO12084:n eristysmenetelmé on seuraava: suclagradienttielu-
aatin sopivat Jjakeet yhdistetddn ja kompleksia muodostavaa
ainetta lisdtddn riittdvd md&rd antibioottikompleksin muo-
dostamiseksi. Esimerkkejd sopivista kompleksin muodostavista
aineista ovat aineet, jotka muodostavat liukenemattomia
sulfideja ja jotka voivat muodostaa kompleksin antibiootin
kanssa stabiileilla pH-alueilla, kuten esim. kupari(2)-
asetaatti, kobolttiasetaatti tai sinkkiasetaatti. Kupari (2)-
ioni on edullinen aine. Kompleksin muodostavan aineen tar-
vittava mddrd voidaan helposti madrittdd tunnetulla taval-
la. Antibiocottikompleksista poistetaan suola edelld kuva-
tulla tavalla ja suolaton antibiootti-metallikompleksi vd-
kevdidddn tyhjdssd sekd kylmdkuivataan, jolloin saadaan
sininen kiinted aine. Tdmd kiinted aine liuotetaan neutraa-
liin, polaariseen, veteen sekoittuvaan liuottimeen, kuten
esim. tanoliin, metanoliin tai asetoniin. Siihen lis#tdidn
yhtd suuri tilavuus samaa liuotinta, joka on kylldstetty
antibiocottikompleksin hajottamiseen soveltuvalla yhdisteel-
14, kuten esim. rikkivedylld. Lis&td8n pieni mddrd kirkas-
tavaa ainetta, esim. aktiivihiiltd, piimaata, alumiiniok-
sidia tai silikageelid ja seosta sekoitetaan noin 5-30 mi-

nuuttia, mieluummin noin 15 minuuttia ja sitten se suoda-
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tetaan. Suodos laimennetaan 1/4 - 2 tilavuudella (edulli-
sesti noin 1/3 tilavuudella) vettd ja se vdkevdidddn tyh-
jéssa, 25—500C:ssa (edullisesti noin 350C:Ssa), vesija-
keeksi, joka sitten suodatetaan erittdin hienon suodatti-
men, esim. Nalgenen & padllystimittdmén membraanisuodatti-
men (plain membrane filter) l&pi, jonka huokoskoko on 0,20
mikronia; Pall UltiporeI{—membraanisuodattimien tai PyrexR
suppiloiden l&pi, joissa on erittdin hieno- tai hienohuo-
koiset levyt (edullinen) sekd kylmdkuivataan.

Nditd bakteerienvastaisia aineita verrataan in vitro
kdyttdmdlla erilaisia gram-positiivisia ja gram-negatiivi-
sia bakteereita standardi agarlaimennusmenetelmdssd. Tulok=-
set on ilmoitettu pienimpinid inhiboivina konsentraatioina
{mcg) /ul/ml taulukossa V. Bakteerienvastaiset aineet ei-
vdt olleet aktiivisia Pseudomonas-, Enterocorcus—-sukuja
eivdtkd anaerobisia bakteereita kohtaan 128 /ug/ml:n tai

pienempind konsentraatioina.
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Bakteerienvastaiset aineet LL-BO1208& ja LL-
B01208/3 ovat myds in vivo aktiivisia erilaisia orxganismeja
kohtaan. Ndmd uudet bakteerinvastaiset aineet ovat tdten
erittdin kdytttkelpoisia terapeuttisina aineina nisdkkdi-
den bakteeri-infektioita hoidettaessa.

Ndiden uusien bakteerinvastaisten aineiden kdaytto-
kelpoisuutta havainnollistaa niiden kyky hillitd hiiren
systeemisid letaalisia infektioita. Ndilld uusilla yhdis-
teilld in vivo on korkea aktiivisuus Klebsiella pneumoniaeta
sekd Escherichia colia 311 kohtaan, kun niitd annetaan vk-
sinkertaisina annoksina ihon alle Charles River CD-1 naa-
raspuolisille hiirille, jotka kukin painavat 20 * 2 g ja
jotka on infektoitu vatsaontelonsisdisesti letaalisella
annoksella nditd bakteereita, jotka ovat viiden tunnin TSB-
viljelmdstd tryptikaasi-soija-elatusaineeseen (TSB) val-
mistetussa laimennuksessa. Taulukko VI esittdd LL-B0O1208¢(:n

ja -/A:n aktiivisuuden in vivo nditd bakteereita kohtaan.
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Bakteerinvastaisen toimintansa lisdksi ndmd aineet
ovat tehokkaita ldmminveristen eldinten kasvaimien kaswvua
tukahdutettaessa, kuten seuraavien testien tulokset osoit-
tavat. _

Aktiivisuus hiiren Blé tummasolukasvainta vastaan

Koiraspuoliset hiiret (BDFl) rokotetaan ihon alle
0,5 ml:1la 10-%:ista Bl6. tummasolukasvaimen homogenaattia
pdivdnd nolla. Koeyhdisteet annetaan vatsaontelonsisdisesti
kdyttden ilmoitettuja annoksia kasvaimen istuttamisen j&l-
keigind pdivind 1-9. Kasvaimen koko mitataan pdivdnd 13
positiivisena vasteena, jonka ilmaisee 58-%:inen tai sité
suurempi kasvaimen koon inhiboituminen kontrolleihin ver-

rattuna. Kokeen tulokset kdyvdt ilmi taulukosta VII.
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Kasvaimen kasvun inhiboinnin lisdksi ndmd aineet
lisddvdt elinaikaa ldmminverisilld eldimilld, joilla on Bl16
tummasolukasvain. Taulukossa VIII esitetd&n ylld kuvatun
menetelmdn mukaisesti suoritetun kokeen tulokset, joissa

elinidn piteneminen 25 %:1la tai sitd enemmid3n on katsottu

merkittdvaksi.
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Aktiivisuus hiirelld esiintyvdd Lewisin keuhkosyd-
pdd vastaan.

Hiirelle (BDFl) annetaan ihon alle 0,5 ml 10-%:ista
kasvaimien homogenaattia. Koeyhdisteitd annetaan vatsaonte-
loon ilmoitetut annokset kasvaimen istuttamisen jdlkeisind
pdivind 1-9. Kasvaimien koko mitataan pdivdnd 13 positii-
visena vasteena, jonka ilmaisen 58-%:inen tai sitd suurempi
kasvaimen koon inhiboituminen kontrolleihin verrattuna.

Kokeen tulokset kdyvidt ilmi taulukossa IX.
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Sen lisdksi, ettd ndmd aineet inhiboivat kasvaimen
kasvua, ndmd aineet lisdavdt myds elinaikaa ldmminverisil-
14 eldimill&d, jotka kantavat Lewisin keuhkosydpdd. Taulu-
kossa X esitetddn ylld kuvatulla menetelmdlld suoritetun
kokeen tulokset, joissa elinidn piteneminen 25 %:1la tai

enemmdn on katsottu merkittdvidksi.
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Keksint®4d kuvataan yksityiskohtaisemmin seuraavien

erityisesimerkkien avulla.

" Esimerkki 1

Rokotevalmiste

Rokotteen viAliaine valmistettiin seuraavan kaavioin-

nin mukaisesti:

- Maissitdrkkelysta
Dekstroosia
Hiivauutetta
BactOG§~tryptonia
Lihauutetta
Kalsiumkarbonaattia
Vettd

W n e
g g 9 g g g

1 000 ml:ksi

Y114 esitetyn steriilin vdliaineen, jota oli 100 ml

500 ml:n pullossa, ymppdykseen kdytettiin Streptoverti-

cillium stramineum NRRL 12292:n agar-

vinopinnalta pestyjd

tai raaputettuja itiditd. Pullot pantiin py&rdravistelijaan,

ja niitd ravisteltiin voimakkaasti 28

©C:gsa 24 tunnin ajan.

Syntyvd ymppi sii-rettiin 12 litran vetoiseen pulloon, jo-

ka sisdlsi samaa steriilid vdliainetta ja sitd inkuboitiin

24 tunnin ajan 28°C:ssa samalla ilmastaen. Saatua elatus-

ainetta kdytettiin samaa steriilid mediumia sisdltdvédn 300

litran vetoisen sd8i)lidn ymppddmiseen

ja inkuboitiin sitten

24 tunnin ajan samanaikaisesti sekoittaen siipirattaan

nopeudella 175 kierrosta minuutissa s
lin ilman avulla, jonka virtausnopeus
tissa ja tdten tuotettiin sdilidymppi

Esimerkki 2

Kdyminen

ekd ilmastaen sterii-

oli 150 litraa minuu-

Valmistettiin kdymiselatusaine seuraavan kaavioin-

nin mukaisesti:
Lardidljy
Pharmamedia
Maissin liuvotusneste
Ammoniumsulfaatti
Sinkkisulfaatti-heptahydraatti
Kalsiumkarbonaatti
Vettd

30 kg
15 kg
15 kg
4,5 kg
45 kg
6 kg
1 500 litraksi
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Tdtd kdymiselatusainetta steriloitiin 120°C:ssa 60
minuutin ajan ja sitten ympdttiin 150 litralla esimerkin 1
mukaan valmistettua sdilidymppid. Kdyminen suoritettiin
280C:ssa kdyttden vaahdonestoaineena Hodag™=FD82:a (sililoni
vaahdonestoaine, Hbdag Chemical Corp.:n, Skokie, Illinois,
rekisterdity tavaramerkki). Tlmastuksen mddrd oli 750 lit-
raa steriilid ilmaa minuutissa. Seosta ravistettiin siipi-
rattaan avulla, jonka nopeus oli 100 kierrosta minuutissa.
Noin 87 tunnin pituisen k&ymisajan pddtyttyd massa koottiin.

Esimerkki 3

LL-BO1208d:n ja MA:n alustava eristdminen

Kdyminen suoritettiin esimerkissd 2 kuvatulla ta-
valla. 1 500 1 koottua massaa vhdistettiin 3 %:n (paino/
tilavuus) kanssa Celite~512:a (piimaa, suodatuksen apu-
aine, Johns-Manville Sales Co:n, Englewood Cliff, N.J.,
rekisterdity tavaramerkki) sekd suodatettiin laatta- 3ja
kehyspuristimen 1ldpi. Puristuskakku pestiin 150 litralla
vettd ja pesuvesi sekd suodos yhdistettiin. pH oli 7,1 ei-
kd s88t6d halutulle pH~alueelle 7,0 - 7,5 tarvittu. Anti-
biocotit adsorboitiin erissi CM-Sephadex®c-25:een (Na't)
(karboksyloitu dekstraani ioninvaihtoaine, Pharmacia Fine
Chemicals Div. of Pharmasia, Inc.:n, Piscataway, N.J.
rekisterdity tavaramerkki). Hartsia sekoitettiin 1 1/2 tun-
nin ajan, sitten sen annettiin laskeutua kahden tunnin
ajan ja supernatantti poistettiin lapon avulla ja heitet-
tiin pois. Hartsi pestiin annoksittain 3-5 kertaa vedelld
ja lietettiin sitten laskeutuneen hartsin 1/2 tilavuuteen
8 %:ista natriumkloridiliuvosta. Seosta sekoitettiin 10 mi-
nuutin ajan, sitten se siirrettiin suureen pylvaddseen
(00,4572 x 0,588 m), joka oli valmistettu ruostumattomasta
terdksestd. "Erdsuola"-("back salt") effluentti koottiin
pylvddstd maanvetovoiman aikaansaaman virtauksen avulla.
Kun liuoksen pinta pylvddssd hartsin yldpuolella saavutti
hartsin yldpinnan, sydtettiin pylvddseen tuoretta 8-%:ista
natriumkloridiliuosta. Koottiin 20 litran suuruiset Jjakeet.
Aktiiviset jakeet mddritettiin eldinkokeiden avulla. Namd,

natriumkloridieluutiosta saadut aktiiviset jakeet sucda-
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tettiin Amberlite()XAD—Z (synteettinen, polymeerinen, ioni-
ton adsorbenssi, Rohm and Haasin, Philadelphia, Pa., re-
kisterdity tavaramerkki) -hartsin 1l&dpi, joka oli 10,2 x
152,4 m:n suuruisessa pylvddssd ja pakatun kolonnin tila-
vaus oli 5 litraa. Tdmd hartsi pestiin ionittomalla vedel-
14 ja jakeet koottiin 1-4 litraksi, jotka oli yhdistetty.
Sitten hartsi eluoitiin seoksella, jossa oli 70 % metano-
lia::30 % suolatonta vettd ja jakeet koottiin neljdn lit-
ran suuruisiksi yksikdiksi, jotka oli yhdistetty. Kukin
ndistd yhdistetyistd jakeista vdkevditiin erikseen ja kyl-
makuivattiin.

Esimerkki 4

LL-B01208/43:n _eristdminen

CM—SephadexGaC—ZS (Na+)—pylvaéssé kromatografoitiin
9,0 g:n erd kylmdkuivattua ainetta, joka oli saatu esimer-
kin 3 mukaisen, kuormitetun Amberlite]RXAD—2—hartsipylvaﬁn
vhdistetyistid vesieluentiojakeista. Kiinted aine liuotet-
tiin veteen ja sen annettiin imeytyd pylvdidseen. Aine pes-
tiin sitten pylvddseen veden avulla ja pylvds kehitettiin
gradientin avulla, joaa oli 0,IM - 1,0M ammoniumasetaattia.
Koottiin sarja pylvaédn jakeita, joiden tilavuus oli 75 ml
ja Jjoita tarkasteltiin UV-absorption avulla 202 nm:ssa
kdyttden laimennusta 1:20 sekd bicautografian avulla. Yh-
distettiin jakeet 74-83, lisdttiin 200 mg kupariasetaattia
ja yhdistetyistd jakeista poistettiin suolat 300 ml:1lla
Amberlite™~XAD-2-hartsia, jolloin saatiin 1 548 mg sinista
kiinte#d ainetta. 600 mg:n erd tdtd kiinte4dd ainetta liuo-
tettiin 75 ml:aan metanolia. Lis&dttiin 75 ml:n erd meta-
nolia, joka oli kylldstetty rikkivedylld, yhdessd pienen
erdn kanssa aktiivihiiltd ja seosta sekoitettiin 15 minuu-
tin ajan. Tdmd suspensio suodatettiin. Suodos laimennettiin
50 ml:1la vettd ja se vidkevoitiin tyhjdssd vesijakeeksi,
joka sitten suodatettiin erittdin hienon suodattimen 1l&pi.
Tdmd suodos kylmdkuivattiin, jolloin se antoi 398 mg LL-
B01208A:a, jolla oli seuraavat ominaisuudet:

Mikroanalyysi: C 44,82 H 6,50 N 15,41 S 3,94

Ominaiskiertokyky AX]SS +17 % 2
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LL-B01208/3:n absorptiospektri on kuvion I mukainen;
protonin magneettinen resonanssispektri on esitetty kuvios-
sa II; Cl3—ydinmagneettinen resonanssispektri on kuvion IIT
mukainen; ja ultraviolettiabsorptiospektri on esitetty ku-
viossa 1V, kaikki piirrokset ovat liitteina.

Esimerkki 5

LL-B0Ol12080:n eristdminen

Esimerkin 3 mukaan tdytetyistd AmberliteC)XAD—Z—

hartsipylvdistd saaduista yhdistetyistd vesi- ja yhdiste-
tyistd metanolieluutiojakeista sekd esimerkissid 2 kuvatuis-
ta kdymisistd saatujen kylmikuivattuljen valmisteiden sar-—
jat, kaikkiaan 5,552 g, yhdistettiin ja liuotettiin
150 ml:aan vettd. Liuoksen annettiin suodattua CM-Sepha-
dexC)-ZS (Na+)-pylvééseen, jonka koko oli 4,5 x 70 cm. Pyl-
vds kehitettiin sitten gradientilla, jossa oli 0,1M - 0,4M
ammoniumasetaattia. Noin 40 ml:n suuruiset jakeet koottiin
ja niitd tarkastettiin LL-BOl208¢:n ladsndolon suhteen si-
ten, ettd optinen tiheys luettiin 202 nm:ssd vedelld suo-
ritetun 2l-kertaisen laimennuksen jdlkeen. Yhdistettiin
jakeet 62-71 ja niistd poistettiin suolat adsorboimalla ne
Amberlite@§XAD—2—pylvaéseen ja elioimalla siitd esimerkis-
sd 4 kuvatulla tavalla. Eluaatit kylmdkuivattiin, jolloin
saatiin 387 mg kiintedd ainetta. Tdmd kiinted aine liuotet-
tiin 100 ml:aan metanolia, joka oli kylldstetty rikkive-
dylld. Liuosta sekoitettiin pienen exrdn kanssa aktiivihiil-
td 20 minuutin ajan, se suodatettiin, siitd poistettiin
liuotin ja se kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 303 mg LL-
B0O1208 :a, jolla oli seuraavat ominaisuudet:

Mikroanalyysi: C 43,18 H 5,74 N 15,47 S 3,39

Ominaiskiertokyky MB/5> = +19

LL-B0O1208&:n C13~ydinmagneettinen resonanssispektri
on kuvion V kaltainen ja protonin magneettinen resonanssi-
spektri on esitetty kuviossa VI, molemmat piirrokset ovat

liitteina.
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Esimerkki 6
LL-B/12080:n ja LL-B01208A:n silyloidun metyyliglu-

kosidin kaasukromatografinen/massaspektri

Yhden mg:n erdd LL-B01208/4:a, joka oli yhdessd ml:ssa

1,5M metanolia sisdltdvdd kloorivetyd, kuumennettiin sul-
jetussa lasiampullissa neljdn tunnin ajan 110°C:ssa. Meta-
noyylisaatti siirrettiin yhden ml:n vetoiseen, suipennet-
tuun pulloon, jossa oli Teflon™ (Dupont Co., Wilmington,
Del.)-pddllysteinen kumitiiviste, ja hapan metanoli pois-
tettiin typpivirrassa hiukan l&8mmittden ja sen jdlkeen

/

(trimetyylisilyyli-imidatsolia, trimetyylisilyloimisainet-

kylmdkuivattiin 16 tunnin ajan, 100 ,u:n erd Tri-Sil "Z"
ta, Pierce Chemical Co.:n, Rockford, I 11, rekisterdity
tavaramerkki) lisdttiin kylmdkuivattuun j&d&nndkseen ja ta-

médn seoksen annettiin seisoa huoneen ldmpdtilassa 30 mi-

.nuutin ajan, ennen kuin se ruiskutettiin kaasukromatogra-

fia-alaitteeseen. LL-BO12080(:n silyloitu metyyliglukosidi
valmistettiin samalla tavalla. Kullekin suoritettiin kaa-
sukromatografinen/massaspektri-analyysi seuraavasti:

Kolonni: 3 % OV-17 (pddasiallisesti 50:50 metyyli:
fenyylisilikonia, Ohi Valley Chemicalsin, Marietta, Ohio,
rekisterdity tavaramerkki) 100/120 GCQ:n pinnalla /GAS
CROM Q (silanoitu, aktivoitu piimaa-kantaja-aine, Applied
Science Laboratories, Inc.:n, State College, PA., rekis-
terdity tavaramerkki)/ (1,822 m x 2 mm).

Ohjelma: 140-280°C, 60°C minuutissa.

Helium (kantajakaasu). 30 ml minuutissa} vety: 30 ml
minuutissa; ilma: 30 ml minuutissa.

Detektorin limp&tila: 275°C.

Injektorin l&mp&tila: 218°cC.

Piirturipaperin nopeﬁs: 1/4 tuumaa (0,635 cm) mi-
nuutissa.

Laite: Varian CH-7 massaspektrometri.

Bleomysiinisulfaatin, tsorbamysiinin (zorbamycin),
mannoosin ja glukoosin ndytteet ké&dsiteltiin tarkalleen

samalla tavalla.
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Massaspektrin antamien tietojen perusteella LL-
B012080t:n ja LL-BO1208/:n silyloitu metyyliglukosidi sisdl-
t34 johdannaisen, joka on identtinen bleomysiinin silyloi-

dusta metyyliglukosidista saadun guloosijohdannaisen kanssa:

QTMS
TMSOH9C ~ ,77/\/0CH3
OTMS
0TMS

Retenticaika 4,6 minuuttia; G.C. intensiteetti 1,2
volttia; laskettu molekyylipaino 482; G.C./MS. LL-B0O1208/3:1le
kuten liitteiden kuviossa II on esitetty. |

Samalla menetelmdlld on LL-BO1208x:n ja LL-B01208/3:n
osoitettu sisdltdvdn mannoosijohdannaisen, joka on ident-
tinen ﬁannoosin silyloidun metyyliglukosidin kanssa:

8

CH30 CHpOTMS
N\ | 0TMS
B/ OTMS
TMS

Retentiocaika 5,4 minuuttia; G.C. intensiteetti 3,3
volttia; laskettu molekyylipaino 482; G.C./Mfsf LL-
BO120843:1le, kuten liitteiden kuviossa VIII on esitetty.

Esimerkki 7 |

LL-B/1208&:n ja LL-B01208A:n happohydrolyysin avulla

gsaatujen aminohappojen N-trifluoriasetyyli-n-butyyliesterei-

den kaasukromatografi/massaspektri

3 mg:n erd LL-B0120843:a, joka oli 3 ml:ssa 6N suola-
happoa, kuumennettiin 24 tunnin ajan 110°%:ssa. Happojddn-
nds pestiin useita kertoja vedelld pydrdhaihduttajassa yli-
mddrdisen suolahapon poistamiseksi ja sitten se sijoitet-

tiin suurvakuumiin 16 tunnin ajaksi.
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N-trifluoriasetyyli-n-butyyliesterin valmistusmene-
telmd oli oleellisesti Panadey et al.:n esitt&mid menetelmd
J.A.C.S. 99 (26); 8469-8483 (joulukuu 21, 1977). 0,5 ml:n
erd hapan butanolia (2,4 ml asetyylikloridia 10 ml:ssa
n-butanolia) lisdttiin happohydrolyysituotteeseen ja seosta
kuumennettiin 30 minuutin ajan 100 % ZOC;ssa suljetussa
lasiampullissa. T&mi puolijohdannainen sijoitettiin suur-
vakuumiin 16 tunniksi. Kylmdkuivattuun puolijohdannaiseen
lisdttiin yhden ml:n erd metvleenikloridia ja 0,5 ml tri-
fluorietikkahappoanhydridid ja seosta kuumennettiin viiden
minuutin ajan 150 % 2°C:ssa. Johdos jadhdytettiin 0°C:seen
typen alla ja j&dljelle jddnyt liuvotin poistettiin tarkasti.
Lisdttiin tuoretta metyleenikloridia, jotta lopulliseksi
konsentraatioksi saatiin 1 %. LL-BOl208&:n N-trifluori-
asetyyli-n-butyyliesteri valmistettiin samalla tavalla.

LL~BO1208c:n ja LL-BO1208/3:n kaasukromatografinen/
massaspektrianalyysi suoritettiin seuraavasti:

Kolonni: 3 & 0OV-17 GCO:s8a (100-120 meshiid)
(1,8288 m x 2 mm).

Ohjelma: 80-280°c, 8°C minuutissa.

Heliumin virtaus: 33 ml minuutissa.

Detektorin lampdtila: 277°C.

Injektorin limpdtila: 215°C.

Piirturipaperin nopeus: 1/4 tuumaa (0,635 cm) mi-
nuutissa.

Laite: Varian CH-7 massaspektrometri.

f-alaniinin, DL-treoniinin, streptotrisiinin ja
bleomysiinisulfaatin ndytteet kdsiteltiin tdsmdlleen sa-
malla tavalla.

LL-BO1208&:n ja —/3:n happohydrolyysin avulla saatu-
jen ja N-trifluoriasetyyli-n-butyyliestereind ilmaistujen
aminohappojen massaspektritutkimukset sisdlt8vdt seuraavaa:

Treoniinijohdannaiset:
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CF.,-C-NH-CH-C-0-C H

3

42

0
) 479
(;,H“CH3
0
'
C=0
'
CF3

G.C.

Retentioaika 4,4 minuuttia;

volttia; laskettu molekyylipaino 367;

intensiteetti 8,0

G.C./M.S. LL-

B0O1208A:11le esitetty liitteiden kuviossa IX.

fA-alaniinijohdannainen:

0

O

CF..~C-NH-CH..~CH, -C-0—C H

3

2

2

Retenticaika 6,3 minuuttia;

G.C.

4

9

intensiteetti 6,2

volttia; laskettu molekyylipaino 241; G.C./M.S. LL-
B01208A3:1le esitetty liitteiden kuviossa X.

4-amino-3-hydroksi-2-metyylivaleriaanahappojohdan-

nainen:

3

NH

C=0

CF

3

CH

3

Retentiocaika 7,6 minuuttiaj;

1
CH.,-CH-CH~CH~C-0-C
1 \J

4

G.C.

H

9

intensiteetti

volttia; laskettu molekyylipaino 395; G.C./M.S. LL-
B01208/3:11le esitetty liitteiden kuviossa XI.

2,3~-diaminopropionihappojohdannainen:

CH,-CH-C-0-C,H

2
NH NH

1 '
C=0 C=0

) 1
CF3 CF

3

0O

4

9
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Retentioaika 9,4 minuuttia; G.C. intensiteetti yksi
voltti; laskettu molekyylipaino 352; G.C./M.S. LL-
BO1208A:1le esitetty liitteiden kuviossa XII.

f3-amino—/3- (4-amino-6-karboksi-5-metyylipyrinidi-

nyyli)propionihappojohdannainen:
ﬁ .
CH7COC4Hg

HCNHCCF

N/\\N
Hngl\\Tfﬁj\gOCQHg

CHj

' Retenticaika 10 minuuttia; G.C. intensiteetti 6,6
volttia; laskettu molekyylipaino 448.
Lisdksi LL-BO1208A sisdltdd A-lysiinijohdannaisen:

0 0
CFB—C~NH—CH2—CH2-CH2—§H-CH2—C—O—C4H9
NH
C=0
1
CF3

Retenticaika 15,6 minuuttia; G.C. intensiteetti 8,1
volttia; laskettu mglekyylipaino 394; G.C./M.S. kuten on
esitetty liitteiden kuviossa XITI.
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Patenttivaatimukset:

1. Antibiootti LL-B0Ol1208X, tunnettu sii-
td, ettd oleellisesti puhtaalla muodolla on seuraavat, mer-
kittavdt hiili-13 ydinmagneettisen resonanssispektrin ke-
mialliset siirtymdt miljoonasosina suhteessa tetrametyyli-
silaanin absorptioon: .

182,3 169,0 126,7 71,5 60,9 38,7

178,8 166,6 119,1 70,4 60,2 37,9
178,6 165,9 113,4 69,6 58,3 34,2
177,5 164,7 99,4 69,2 53,8 34,0
173,3 159,2 98,6 68,5 48,7 24,4
173,1 153,7 76,8 68,3 48,3 20,1
172,7 149,4 75,6 66,0 43,9 16,0
170,4 138,2 74,8 62,2 41,4 13,1
170,2 135,8 74,1 61,5 39,8 12,0,

sekd sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvét happoadditiosuo-
lat.

2., Patenttivaatimuksen 1 mukainen antibiootti,
tunnettu siitd, ettd suurin piirtein puhtaalla
muodolla on:

a) optinen kiertokyky /@]SS +19;

b) seuraavat alkuaineanalyysin mukaiset mddrdt %:na:
C 43,18, H 5,47, N 15,47, S 3,39;

c) luon£eenomainen hiili-13 ydinmagneettinen reso-
nanssispektri oleellisesti kuviossa V esitetyn spektrin
kaltainen;

d) hydrolyysisaannot aminohappoija, joihin sisdltyvit
treoniini, A-alaniini, 4-amino-3-hydroksi-2-metyylivaleri-
aanahappo, 2,3-diaminopropionihappo sekd fB-amino-/[- (4-
amino-6~karboksi-5-metyylipyrimidin-2-yyli)propionihappo;
sekd e) metanolyysisaannot guloosia ja mannoosia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen antibiootti,
tunnettu siitd, ettd oleellisesti puhtaan muodon
luonteenomainen protonin magneettinen resonanssispektri on

oleellisesti kuviossa VI esitetyn spektrin kaltainen.

~
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4. Antibiootti LIL-B012084, tunmnettu sii-
td, ettd oleellisesti puhtaalla muodolla on seuraavat,
merkittdvédt hiili-13 ydinmagneettisen resonanssispektrin
kemialliset siirtyﬁét miljoonasosina suhteessa tetrametyy-
lisilaanin absorptioon:

182,5 159,2 74,7 60,2 37,9

178,8 153,7 74,2 58,3 34,2

178,6 149,3 71,5 53,9 30,3

177,5 138,2 70,4 49,6 24,5

173,5 135,9 69,6 48,6 24,1
173,3 127,1 69,2 45,8 20,1
173,1 119,1 68,5 43,8 16,0
170,3 113,4 68,3 42,0 13,1
169,0 99,4 66,0 41,4 12,0
166,6 98,6 62,2 40,3
165,9 76,7 61,5 39,8
164,6 75,6 60,9 38,7

ja sen farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt, myrkyttdmdt suolat.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen antibiootti,
tunnettu siitd, ettd oleellisesti puhtaalla muo-
dolla on:

a) optinen kiertokyky 42735 +17 * 2;

b) seuraavat alkuaineanalyysin mukaiset middrdt %:na:
c 44,82, H 6,50, N 15,41, S 3,94; _

¢) luonteenomainen hiili-13 ydinmagneettinen reso-
nanssispektri oleellisesti kuviossa III esitet&n kaltainen;

d) hydrolyysisaannot aminohappoja, joihin sisdltyy
treoniini, fA-alaniini, 4-amino-3-hydroksi-2-metyylivaleri-
aanahappo, 2,3-diaminopropionihappo, 3-lysiini sekd A-ami-
no—3- (4-amino-6-karboksi-5-metyylipyrimidin-2~yyli)pro-
pionihappo; ja

e) metaneolyysin saannot glukoosi ja mannoosi,

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen antibiootti,
tunnettu siitd, ettd oleellisesti puhtaan muodon
infrapuna-absorptiospektri on oleellisesti kuviossa I esi-

tetyn spektrin kaltainen, luonteenomainen ultravioletti-
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spektri on oleellisesti kuviossa IV esitetyn spektrin kal-
tainen ja luonteenomainen protonin magneettinen resonans-
sispektri on oleellisesti, kuten kuviossa II on esitetty.

’ 7. Menetelmi antibiootti LL-B0O1208a:n, antibiocotti
LL-BO1208A:n tai niiden seosten valmistamiseksi, t un -
nettu siitd, ettd siihen sisdltyy organismia Strepto-
verticillium stramineumin tai sen mutanttien aerobinen
kdyminen nestemdisessd elatusaineessa, joka sisdltdd assi-
miloituvia hiilen, typen tai epdorgaanisten suolojen ldh-
teitd, kunnes huomattava antibiootin aktiivisuus on muo-
dogtunut mainittuun elatusaineeseen ja sitten antibiootti
otetaan siitd talteen.

8. Mikro-organismi Streptoverticillium stramineumin
sp. nov. biologisesti puhdas viljelmd, jossa on NRRL 12292:n
identifiointiominaisuudet, t unnet t u siitd, ettid
mainittu viljelmd voi tuottaa eristettdvid mddrid antibi-
ootti LL-B01208A:a ja LL~BO1208A:a kdymisen avulla vesipi-
toisessa elatusainéessa, joka sisdltdd assimiloituvia hii-
len, typen sekd epdorgaanisten aineiden ldhteitd.

9. Mikro-organismi Streptoverticillium stramineumin

sp. nov. biologisesti puhdas viljelmd, jolla on NRRL 12292:n
identifiointiominaisuudet, tunne t tu siitd, ettd
mainittu viljelmd voi tuottaa antibiocotti LIL-B01208X:a
eristettdvid mddrid kdymisen avulla vesipitoisessa elatus-
aineessa, Jjoka sisdltdd assimiloituvia hiilen, typen ja
epdorgaanisten aineiden ldhteitd. |

10. Mikro-organismi Streptoverticillium stramineum
sp. nov, NRRL 12292:n puhdas viljelmd, tunnet tu

siitd, ettd mainittu viljelmd voi tuottaa antibiootti LL-
B0O1208 :a eristettdvid mddrid vesipitoisessa elatusainees-
sa suoritettavan kdymisen avulla elatusaineen sisdltéessd
assimiloituvia hiilen, typen sekd epdorgaanisten aineiden
ldhteiti.
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Patentkrav

1. Antibiotikum LL-BO1208¢{, k &nne teck -
n a t didrav, att den vdsentligen rena formen uppvisar
nedanst8ende tydliga nukledrmagnetiska kemiska skiftnin-
gar i resonansspektret for kol-13 i ppm i fdrhallande till

absorptionen av tetrametylsilan

182,3 . 169,0Q 126,7 71,5 60,9 38,7
178,8 166,6 119,1 70,4 60,2 37,9
178,6 165,9 113,4 69,6 58,3 34,2
177,5 le4,7 99,4 69,2 53,8 34,0
173,3 159,2 98,6 68,5 48,7 24,4
173,1 153,7 76,8 68,3 48,3 20,1
172,7 149,4 75,6 66,0 43,9 16,0
170,4 138,2 74,8 62,2 41,4 . 13,1
170,2 135,8 74,1 61,5 39,8 12,0

och de farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalten ddrav.

2. Antibiotikum enligt patentkravet 1, k & nn e -
t ecknat didrav, att den vdsentligen rena formen har

a) en optisk rotation Z5¢7§5 av +19;

b) en elementaranalys (i procent) av ca. C, 43,18;
H, 5,47; N, 15,48; S, 3,39;

c) ett karakteristiskt nukledrmagnetiskt resonans-
spektrum for kol-13 vidsentligen sasom visats i figur V; och

d) vid hydrolys avger aminosyror, vilka inkluderar
treonin, /4-alanin, 4-amino-3-hydroxi-2-metylvaleriansyra,
2,3-diaminopropionsyra, ochd-amino- 3~ (4~amino~6-karboxi-
5-metylpyrimidin-2-yl)pr opionsyra; och

e) vid metanolys avger gulos och mannos.

3. Antibiotikum enligt patentkravet 2, k 8 n -
netecknat dirav, att den vidsentligen rena formen
har ett karakteristiskt protonmagnetiskt resonansspektrum
vidsentligen sasom visats i fig. VI.

4. Aktibiotikum LL-BO1208 4, k &nneteck-

n a t ddrav, att den vdsentligen rena formen uppvisar
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nedanstiende tydliga nukledrmagnetiska kemiska skiftningar
i resonansspektrer £8r kol-13 i ppm i f&rhallande till

absorptionen av tetrametylsilan

182,5 159, 2 74,7 60, 2 37,9
178,8 153,7 74,2 58,3 14,2
178,6 149,3 71,5 53,9 30,3
177,5 138, 2 70,4 49,6 24,5
173,5 .  135,9 69,6 48,6 24,1
173,3 127,1 69,2 45,8 20,1
173,1 119,1 68,5 43,8 16,0
170, 3 113,4 68,3 42,0 13,1
169,0 99,4 66,0 41,4 12,0
166,6 98, 6 62,2 40,3

165,09 76,7 61,5 39,8

le4d,6 75,6 60,9 38,7

och de farmaceutiskt godtagbara, giftfria salten darav.

5. Antibiotikum englit patentkravet 4, k anne -
tecknat dirav, att den vidsentligen rena formen har

a) en optisk rotation [B{]gs av +17 ¥ 2;

b) en elementaranalys (i procent) av ca. C, 44,82;
H, 6,50; N, 15,41; s, 3,94;

c) ett karakteristiskt nukledrmagnetiskt resonans-
spektrum fdr kol=13 vdsentligen sasom visats i fig. III; och

d} vid hydrolys avger aminosyror som inkluderar treo-
nin,/@—alanin, 4~amino—-3-hydroxi-2-metylvaleriansyra, 2,3-
diamino-propionsyra, /A-lysin och #-amino- (3- (4-amino-6-
karboxi—S—metylpyrimidin—2—yl)propionsyra; och

e) vid metanolys avger gulos och mannos.

6. Antibiotikum enligt patetnkravet 5, k &nn e -
t ecknat ddrav, att den vadsentligen rena formen har
ett karakteristiskt infrardtt absorptionsspektrum vdsentli-
gen sasom visats i1 fig. IV, .och ett karakteristiskt proton-
magnetiskt resonansspektrum vadsentligen sasom visats i
fig. IT.
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7. Fdrfarande f£6r framstdllning av antibiotikum
LL-BO1208¢(, antibiotikum LL—B0120845 eller blandningar
dirav, k & nnetecknat ddrav, att det omfattar
aerobisk fermentering av organismen Streptoverticillium
stramineum eller mutanter ddrav i ett viatskemedium, vil-
ket innehdller assimilerbara k&llor for kol, kvdve och
oorganiska salt, tills vdsentlig antibiotisk aktivitet
férlidnas det ndmnda mediet, varefter antibiotikumet tillvara-
tages.

8. Biologiskt ren kultur av mikroorganismen Strepto-
verticillium stramineum sp.nov. med identifieringskarakte-—
ristiken NRRL 12292, k dnnetecknad ddrav, att
den nidmnda kulturen f&rmar producera antibiotika LL-BO1208&X
och LL—BOl20&6 i tillvaratagbara mdngder vid fermentering
i ett vattenhaltigt ndringsmedium, vilket innehdller assimi-
lerbara kéllor av kol, kvdve och oorganiska substanser.

9. Biologiskt ren kultur av mikroorganismen Strepto-
verticillium stramineum sp. nov. med identifieringskarakte-
ristiken NRRL 12292, k dnne tecknad dirav, att
den nimnda kulturen férmdr producera antibiotikum LL-B012080
i tillvaratagbara mdngder vid fermentering i ett vattenhal-
tigt ndringsmedium, vilket innehaller assimilerbara kédllor
av kol, kvdve och oorganiska substanser.

10. Biologiskt ren kultur av mikroorganismen Strep-
toverticillium stramineum sp. nov. NRRL 12292, k & nn e -
tecknad dirav, att den nimnda kulturen fé6rmdr produ-
cera antibiotikum LL-B01208¢ i tillvaratagbara mdngder vid
fermentering i ett vattenhaltigt ndringsmedium, vilket
innehdller assimilerbara kdllor av kol, kvdve och oorganiska

substanser.
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