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Menetelmid makrolidin valmistamiseksi

Tamd keksintd koskee menetelmdd, jolla valmiste-

taan makrolidia 20-dihydro-20,23-dideoksitylonolidi, Jjos-—

ta seur

laktoni.

helld o

aavassa kdytetddn mukavuaussyistd nimitystd ty-

Tylaktonin rakennekaava 1 on:

I—CHz—CHs
os //o Qi\é/FOH

CHa:I14
CHs—CHz
i7

N

=

Se on kdyttdkelpoinen valmistettaessa sitd 1&-

levia asyylijohdannaisia, joiden rakennekaa-

va 2 on:

23 //. /5 1

CHa:I14 . t:)
CHa—C
fHo—hlz AN R
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jossa R ja R, = asyyliryhmd.

Rakennekaavoje 1 ja 2 mukaiset yhdisteet ovat
kdyttdkelpoisia vdliyhdisteitd, joista voidaan valmis-
taa l6—-jédsenisisd makrolidi-antibiootteja. Vaikka-
kaan mitdén stereckemiallisia merkkejd ei esiinny téssd
esitetyissd rakennekaavoissa, yvhdisteiden stereokemia
on identtinen tylosiinin stereokemian kanssa.

Tylaktonin 3- ja 5-hydroksyyliryhmdt voidaan es-
terdid&d, jolloin saadaan asyyliesterijohdannaisia k&-
sittelemdlld yhdistettd asylointiaineiden kanssa alan
tunnettuja menetelmid kdyttden. Tylaktonin asyylieste-
rijohdannaiset ovat kdyttokelpoisia vdliyhdisteind val-
mistettaessa uusia makrolidi-antibiootteija.

\ Tyypillisid asylointiaineita ovat orgaanisten
happojen anhydridit, haloidit (tavallisesti emdksen tai
muun happoa neutraloivan aineen yhteydessd) ja aktii-
viset esterit. Asylointi voidaan suorittaa myds kdyttd-
mdlld orgaanisen hapon ja vettd poistavan aineen kuten
N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin seosta. Asylointeja
voidaan suorittaa my®s entsymaattisesti kéyttéméllé
esimerkiksi sellaisia menetelmid, joita ovat selosta-
neet Okamoto ym., US-patentissa 4 092 473. Muodostuttu-
aan asyylijohdannaiset voidaan eristdd ja puhdistaa
tunnetuin menetelmin.

Johdannaisia voidaan valmistaa alalla yleises-
ti tunnetuin ester&intimenetelmin, kuten, esimerkiksi,
kdsittelemdlld yhdistettd stdkilmetrisen (tai hiukan
sitd suuremman) mddrdnkansaa asylointiainetta, kuten
asyylianhydridin kanssa, orgaanisessa liuottimessa
(esimerkiksi pyridfliinissd) noin OOC:n - noin huoneen
lampdtilan valilld olevassa lampdtilassa noin 1 - noin
24 tunnin ajan kunnes esterdityminen on p&dasiallisesti
tapahtunut tdydellisesti.

Esterijohdannainen voidaan eristdd reaktioseok-

sesta tavallisin menetelmin kuten uuttamalla, kromatogra-
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fioimalla ja kiteyttdm&llad.

Kayttokelpoisia estereitd ovat orgaanisten hap-
pojen mukaan luettuina l1-18-hiiliatomisten alifaattis-
ten, sykloalifaattisten, aryyli-, aralkyyli-, hetero-
syklisten karboksyyli-, sulfoni- ja alkoksikarbonihappo-
jen, ja epdorgaanisten happojen, kuten rikkihapon ja
fosforihapon esterit.

Esimerkkejad sopivista esterelstd ovat esterit,

jotka ovat sellaisten happojen kuten muurahaishapon,

etikkahapon, kloorietikkahapon, propionihapon, voiha-

pon, isovaleriaanahapon, glukuronihapon, alkoksikarbo-
nihapon, steariinihapon, syklopropaanikarboksyylihapon,
sykloheksaanikarboksyylihapon, #-sykloheksyylipropioni-
hapon, l-adamantaanikarboksyylihapon, bensoehapon,
fenyylietikkahapon, fenoksietikkahapon, mantelihapon

ja 2-tienyylietikkahapon, ja alkyyli- aryyli- ja aral-
kyylisulfonihappojen, joiden aryyli- ja aralkyylihappo-
jen aromaattisessa osassa on valinnaisesti sellaisia
substituentteja kuten halogeeni, nitro, pienalkoksi ja
ndiden kaltaisia substituentteja, johdannaisia. Sopivia
estereitd ovat myOs puoliesterit, Jjotka ovat dikarbok-
syylihappojen kuten meripihkahapon, maleiinihapon, fu-
maarihapon, malonihapon ja ftaalihapon johdannaisia.

Tylaktonia voidaan valmistaa viljelem&dll&d

Streptomyces fradiae-lajia, Jjoka tuottaa tatd yhdis-

tetti pinnanalaisissa aerobisissa olosuhteissa sopivas-
sa elatusaineessa kunnes haluttw yhdistettd on muodostu-
nut riittdvd mdara.

Streptomyces fradiae'n kasvattamiseen kdytetta-
vd elatusaine voi olla mikd tahansa lukuisista elatus-
aineista. Tuotannon taloudellisuuden, edullisimman saan-
non ja tuotteen eristdmisen helppouden kannalta tietyt
elatusaineet ovat, kuitenkin, ensisijaisia. T&ten, esi-
merkiksi, ensisijaisia hiilildhteitd suurimittakaavai-

sessa kdymisprosessissa ovat hiilihydraatit kuten
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dekstriini, glukoosi, tdrkkelys, ja maissijauho ja 6ljyt
kuten soijapaputljy. Ensisijaisia typpildhteitd ovat
maissijauho, soijapapujauho, kalajauhe, aminohapot ja
ndiden kaltaiset aineet. Ravitsevista epdorgaanisista
suoloista, joita voidaan sekoittaa elatusaineisiin,

ovat tavanomaiset liukenevat suolat, jotka pystyvédt
tuottamaan rauta-, kalium-, natrium-, magnesium-, kal-
sium-, ammonium-, kloridi-, karbonaatti-, sulfaatti-,
nitraatti- ja ndiden kaltaisia ioneja.

Elatusaineeseen on sisdllytettdvd myds oleelli-
sia hivenalkuaineita, jotka ovat vadlttdmdttomid organis-
min kasvun ja kehittymisen kannalta. Sellaisia hivenal-
kuaineita esiintyy yleisesti epdpuhtauksina muissa
elatusaineen aineksissa riittdvin m8&rin tyydyttdmidan
organismin kasvun edellYtykset. Jos kuohuminen tuottaa
huolia voi olla vdlttdmdténtd, ettd suurimittakaavai-
sen kdymisen yhteydess&d elatusaineeseen lis&dtddn pienid
mddrid (s.o. 0,2 ml/l) vaahtoamista estdvdi ainetta
kuten esim. polypropyleeniglykolia (molekyylipaino
noin 2000). |

Huomattavien tylaktoni-md8&drien valmistamiseen
suositellaan k&@ymisreaktion suorittamista pinnan-alai-
sena aerobisena kdymisend altaissa. Pienid tylaktonimdd-
rida voidaan saada ravistuspullo-viljelmdnd. Johtuen val-
mistuksen hitaudesta, jota esiintyy yleisesti istutet-
taessa suuriin altaisiin organismin itidmuotoa, suosi-
tellaankdytettdvdksi vegetatiivista istutetta. Vegeta-
tiivista istutetta valmistetaan istuttamalla pieneen
tilavuusméddrddn elatusainetta organismin itidmuotoa
tai huovastopalasia, Jjolloin saadaan organismin tuo-
retta, aktiivisesti lisd&ntyvdd viljelmdd. Vegetatiivi-
nen istute siirrefddn sitten suurempaan altaaseen. Vege-
tatiiviseen istutukseen kdytettdvd elatusaine voi olla
samaa, jota kdytetddn suuremmissa altaissa tapahtuvaan
kdyttdmiseen, joskin muitakin elatusaineita voidaan

kayttads.
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Tamén keksinndn menetelmd on tunnettu siitd, ettd
siind viljelld&n uutta mikro-organismia, jota on saatu
tylosiinia tuottavan Streptomyces fradiae-lajin kemialli-
sen muunnoksen avulla. Uusi mikro-organismi tuottaa ai-
noastaan minimaalisia mddrid tylosiinia, mutta tuottaa
pddkomponenttina tylaktonia.

Tédmd keksintd koskee mySs uutta tylakotnia tuot-
tavaa mikro-organismia. Uusi mikro-organismi on luoki-
teltavissa myds Streptomyce fradiae-lajina. T&mdn mikro-
organismin viljelmdd on talletettu ja liitetty osana
varastoviljelmdkokoelmaan laitoksessa Northern Regional
Research Center, Agicultural Research, North Central
Region, 1815 North University Street, Peoria, Illinois,
61604, josta sitd on yleisdn saatavissa liit@nt&nume-
rolla NRRL 12188. |

Kuten on asian laita muidenkin organismien yhtey-
dessd, Streptomyces fradiae NRRL 12188:n ominaispiirteet
ovat alttiit muunnoksille. Esimerkiksi NRRL 12188-lajin
rekombinaatioita, mutantteja tai variantteja voidaan
saada késitteieméllé sitd erilaisilla tunnetuilla fysi-
kaalisilla ja kemiallisilla mutageeneilla, kuten ultra-
violettivalolla, rontgensdteilld, gammasdteilld,ja N-
metyyli-N'-nitro-N-nitrosoguanidiinilla. Kaikki Strepto-
myces frafiae NRRL 12188:n luonnolliset ja indusoidut
variantit, mutantit ja rekombinaatiot, jotka sdilyttd-
vat tylaktoni-tuotannon ominaispiirteet, muodostavat
osat tédstd keksinnbstd.

Lajia S.fradiae NRRL 12188 voidaan kasvattaa
ldmpotilojen ollessa vdlilld noin 10° - noin 40°c. Ty-
laktonia nadyttdd muodostuvan edullisimmin la8mpdtilojen
ollessa suunnilleen 28°C.

Kuten aerobisten pinnanalaisten viljelymenetel-
mien yvhteydessd on yleistd, steriilin ilman annetaan
kuplia elatusaineen ldpi. Jotta antibiootin muodostumi-
nen on tehokasta, allastuotannossa ilman kyllédstysprosen-
tin tin tulisi ollanoin 30 % tai suurempi (28°C:ssa ja

vhden ilmakehdn paineessa).
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Tylaktonin muodostumista voidaan seurata kdymi-
sen ailkana koestamalla elatusainendytteitad, kdyttd&mdl-
134 suuritehoista nestekromatografiaa UV-ilmaisin systee-
min kanssa [Eatso, esimerkiksi, J.H. Kennedy, J.Chromato-
grafic Science, 16, 492-495 (1978/.

Pinnanalaisissa aerobisissa kdymisolosuhteissa
muodostumisensa jdlkeen tylaktoni volidaan ottaa talteen
elatusaineesta kdymisalalla kdytetyin menetelmin. Koska
tylaktonin liukoisuus veteen on rajoittunutta, se ei
ehkd liukene kokonaisuudessaan elatusaineeseen, jossa
sitd tuotetaan. Tylaktonin talteenotto voidaan, tdstéd
johtuen, suorittaa 1) uuttamalla kdymisliemi tai 2)
suodattamalla kidymisliemi jau&ttamalla sek&@ suodatettu
liemi ettd huovastokakku. Uutosprosesseissa voidaan
kdyttdd erilaisia menetelmid. Ensisijaisena suodatetun
kéymisliemen puhdistusmenetelmdnd on liemen uuttami-
nen (tavallisestl pH:ta sddtdmiattd) sopivalla liuottimel-
la kuten amyyliasetaatilla tail petrolieetterilld, orgaa-
nisen faasin konsentroiminen vakuumissa, jolloin saa-
daan kiteitd tai 6ljyd. Jos saadaan 0l1jyd, se voidaan
puhdistaa adsorptiokromatografiaa kdyttden.

Rakennekaavojen 1 ja 2 mukaiset yhdisteet ovat
kdyttdkelpoisia vdliyhdisteind,joista voidaan valmistaa
makrolidi-antibiootteja. Esimerkiksi tylaktoni (1) voi-
daan biokonvertoida tylosiiniksi lisddmdlla se biokon-
vertoivan mikro-organismin kasvuviljelmdidn. Biokonver-
toiva mikro-organismi voi olla Streptomyces fradiae-
lajia, joka joko tuottaa itse tylosiinia tai pystyy
tuottamaan tylosiinia, paitsi ettd se on suojattuna
tyloktonin muodostuksessa.

Lajia, joka pystyy tuottamaan tylosiinia, paitsi
ettd se on suojattuna tylaktonin muodostuksessa, voi-
daan saada kdsittelemdlld tylosiinia tuottavaa lajia
matageenilla ja seulomalla elavdt organismit eroon

niistd, jotka eivdt pysty tuottamaan tylosiinia. El&vét
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7
organismit, jotka eivdt pysty tuottamaan tylosiinia,
seulotaan edelleen jotta saataisiin md&ritetyksi,
mitka lajit eivdt pysty myOskdédn tuottamaan tylaktonia.
Nam& lajit identifioidaanlis&&dm&lld valittuja eldvid
organismeja sisdltéviin pieniin ravistuspullo-viljel-
miin tylaktonia jotta saataisiin mdaritetyksi pystyvat-
k6 ne tuottamaan tylosiinia.

Streptomyces fradiae-lajit NRRL 2702 ja NRRL 2703
ovat esimerkkejd Streptomyces-lajeista, jotka pystyvét
tuottamaan tylosiinia. Tyypillinen mutageeni, jota voi-
daan kdyttdd wvalittujen lajien saamiseksi, on N-metyy-
li-N'-nitro-nitrosoguanidiini.

Rakennevaan 1 mukainen yhdiste on erityisen
kdyttdkelpoinen valmistettaessa merkittyjd yhdisteitd
aineenvaihtotutkimuksia varten. Merkitsemdlld joko ‘
tylaktoni-osa tai lisdtyt sekoeriryhmdt, tylosiinin ai-
neenvaihdunnailinen kulkutie voidaan saada selville.

Tdman keksinndn menetelmin valaisemiseksi t&dydel-
lisemmin esitetddn seuraavat esimerkit:

Esimerkki 1

A, Tylaktonin ravistuspullo-kdyminen

Streptomyces fradiae NRRL 12188:n kylmdkuivattu
rae dispergoitiin 1-2 ml:aan steriloitua vettd. 0Osaa
tdstd liuoksesta (0,5 ml) kdytettiin vegetatiivisen
elastusaineen (150 ml)istuttamiseen, jonka koostumus

oli seuraava:

Aineosa Mddrd (%)
Maissiliotusneste 1,0
Hiivauute 0,5
Soijapapu-~rouhe 0,5
CaCO3 0,3
Soijapapudljy (raakaa) 0,45
Deionoitu vesi 97,25

Vaihtoehtoisena menetelmdnd S.fradiae NRRL 12122:n
vegetatiivista viljelmdd, jota oli sdilytetty, 1 ml:n

tilavuisena, nestemdisessd typessd, sulatettiin nopeasti



ja sitd kdytettiin vegetatiivisen elatusaineen istutta-
miseen. Istutettua vegetatiivista elatusainetta haudottiin
500 ml:n Erlenmeyer-pullossa 29°C:ssa noin 48 tuntia sul-

jetussa tdristimessd nopeuden ollessa noin 300 kierr. /min.
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Tdtd haudottua vegetatiivista elatusainetta
(0,5 ml) kdytettiin 7 ml:n tuotanto-elatusaine-erdn

istuttamiseen, jonka koostumus oli seuraava:

Aineosa : Madra (%)
Juurikasmelassi 2,0
Maissijauho 1,5
Kalajauhe 0,9
Maissigluteeni 0,9
NacCl 0,1
(NH,) ,HPO, 0,04
CaCO3 0,2
Soijapaputljy (raakaa) 3,0
Deionoitu vesi 91,36

Istutettua kdymiselatusainetta haudottiin
50 ml:n pullossa 29°C:ssa 6 pdividi suljetussa tiristi-
messd nopeuden ollessa 300 kierr./min.

B. Tylaktonin allas-kdyminen

Suuremman istutetilavuuserdn saamiseksi 60 ml
hauvdottua vegetatiivista elatusainetta, Jjota oli val-
mistettu samalla tavalla kuin on selostettu osassa A,
kdytettiin 38 litran suuruisen toisen vaiheen vegeta-
tiivisen kasvuelatusaine-erdn isuttamiseen, jonka

koostumus oli seuraava:

Aineosa Mdara (%)
Maissiliotusneste 1,0
Soijapapujauho 0,5
Hiivauute 0,5
CaCO3 0,3
Soijapapudljy (raakaa) 0,5
Lesitiini (raakaa) 0,015
Vesi 97,185
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pH sdddettiin arvoon 8,5 50-%:sella NaOH-liuoksel-
la.

Tatd toisen vaiheen vegetatiivista elatusainetta
haudottiin 68 litran altaassa noin 47 tuntia 29°C:ssa.

Ndin valmistettua toisen vaiheen elatusainetta
(4 litraa) kd8ytettiin 40 litran steriilin tuotantoela-

tusaine-erdn istuttamiseen, jonka koostumus oli seuraa-

va:

Aineosa Madra (%)
Kalajauhe 0,92
Maissijauho 1,57
Maissigluteeni 0,92
CaCO,4 0,21
NaCl ) 0,10
(NH4)2HPO4 0,04
Juurikasmelassi 2,10
Soijapapudljy (raakaa) 3,15
Lesitiini 0,09
Vesi 90,90

pH s&dddettiin arvoon 7,2 50-%:sella NaOH-liuok-
sella.

Istutetun tuotantoelatusaineen annettiin kdydd
68 litran altaassa noin 5 pdivdid 28%°C:n ldmpdtilassa.

Kadymiselatusainetta ilmastettiin steriililld ilmalla

oo

liuenneen hapen mddrdn pitdmiseksi v&1ill& noin 30-50
ja sitd sekoitettiin tavallisin sekoittimin nopeudel-
la nein 300 kierr./min.

Esimerkki 2

Tylaktonin eristdminen

Esimerkissd 1 selostetulla tavalla saatu kdymis-

liemi (1600 1), suodatettiin suodatusapuainetta kdyttd-

en ( 3 ¢ Hyflo Supercel, piimaata, Johns Manville Corp.).

Suodoksen pH s&d&dettiin arvoon noin 9 lisddmdlla 2-pro-~-
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senttista natriumhydroksidia. Suodos uutettiin amyyli-
asetaatilla (400 1). Amyyliasetaatti-uute (jolla on
suuri optinen tiheyslukema kohdalla 282 mnm, mutta jolla
ei ole lainkaan mikrobien vastaista vaikutusta) konsent-
roitiin vakuumissa, jolloin saatiin &1ljyd. 0ljy liuotet-—
tiin benseeniin (5 1). Benseeniliuos kromatografioi-
tiin silikageelikolonnissa (5,25 x 36 tuumaa) (Grace,
grade 62, Davison Chemical Co), joka oli pakattu ben-
seenilld. Eluointia seurattiin silikageeli—ohutkerros—‘
kromatografiaa k&dyttden, kdyttdmdlld liuotinsysteemid
benseeni: etyyliasetaatti (3:2) ja osoittamiseen vake-
vdddrikkihappo-suihketta. Kolonni eluoitiin ensin
benseehillé lipoidiainesten poistamiseksi, sitten
benseeni: etyyliasetaatti-seoksella (9:1) tylaktonin
eroittamiseksi ja eristdmiseksi. Tylaktonia sisdltdvat
fraktiot yvhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin vakuu-
missa. Tylaktoni kiteytettiin benseeni-heksaani-seokses-
ta tai kuumasta heksaanista, jolloin saatiin noin 2 g
tuotetta, sp. 162-163°C.

Tylaktoni on valkeata kiintedtd ainetta, joka
kiteytyy heksaanista tai etyyliasetaatti-heksaani-seok-
sesta ja joka sulaa noin 162-163°C:ssa. Sen prosenttuaa-
linen alkuainekokoomus on suunnilleen seuraava: '
hiili, 70 %; vety, 9,7 %; happi, 20,3 %. Sen empiiri-
nen kaava on C23H38O5 ja molekyylipaino noin 394.

Tylaktonin infrapuna-adsorptiospektri klorofor-
missa on esitetty oheisessa piirroksessa. Havaittavia
adsorptio-maksimeja ilmenee seuraavilla taajuuksilla
(cm-l): 3534 (keskivahva), 2924 (vahva), 2398 (heikko),
2353 (heikko), 1709 (hyvin wvahva), 1678 (hyvin vahva),
1626 (kapea), 1592 (hyvin vahva), 1458 (vahva), 1441
(olka), 1404 (vsahva), 1379 (kapea), 1316 (vahva), 1284
(keskivahva), 1181 (hyvin vahva), 1143 (vahva), 1103
(keskivahva), 1078 (keskivahva), 1049 (hyvin kapea),
1025 (keskivahva), 984 (hyvin vahva), 958 (vahva),
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923 (keskivahva), 911 (olka), 859 (kapea), 868 (keski-
vahva), 840 (keskivahva), 820 (hyvin kapea) ja 661 (ka-
pea) .

Tylaktonin ultravioletti-absorptio (UV)-spekt-

rissd neutraalissa etanolissa ndkyy absorptiomaksimi
18

kohdalla noin 282 nm (E = 560).
1 cm
Tylaktonin ominaiskierto on seuraava:
372> -55,23° (¢ 1, CH,O0H).

Tylaktonin elektrometrinen titraus 66-%:sessa
dimetyyliformamidin vesiliuocksessa osoittaa, ettéd
siind ei ole titrattavia ryhmia.

Tylaktoni on lahes liukenematon veteen, mutta
liukenee orgaanisiin liuvottimiin kuten asetoniin, meta-
noliin, etanoliin, dimetyyliformamidiin, kloroformiin,
dietyylieetteriin, petrolieetteriin, benseeniin ja dime-
tyylisulfoksidiin.

Tylaktoni voidaan eroittaa tylosiinista silika-
geeli-ohutkerros-kromatografiaa kidyttden. Osoittamiseen
voidaan kédyttdd rikkihappo-suihketta, joko vdkevand
tai laimennettuna (50 %). T&td osoitussysteemid kidytettd-
essd8 tylaktoni ndkyy aluksi keltaisena ~ ruskeana té&p-
lam&. Jos kromatografioinnissa kdytetddn silikageeli-
levyjd, joissa on fluoresoiva tausta. UV-osoittaminen
on tarkoituksenmukainen. Tylaktonin likimd&r&iset Rf-
arvot on koottu taulukkoon 1.

Taulukko 1

Iylaktonina ohutkerros-kromatograafinen toteaminen

Rf-arvo
Yhdiste AP B
Tylaktoni 0,50 0,62
Tylosiini 0,0 0,0

Yviliaine: silikageeli

bLiuotin: A

B

benseeni:etyyliasetaatti (4:1)

f

benseeni: etyyliasetaatti (3:2).
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Esimerkki 3

3,5-di-0-asetyylitylaktoni

Tylaktonia (200 mg), jota oli valmistettu
esimerkissd 2 selostetulla tavalla, liuotettiin pyri-
diiniin (4 ml). Lisdttiin etikkahappoanhydridida (4 ml).
Saadun seoksen annettiin olla paikoillaan huoneen lam-
pdtilassa 16 tuntia ja sen jdlkeen se haihdutettiin
kuiviin vakuumissa. Jddnndkseenlis&dttiin metanolia
(5 ml); liuosta ldmmitettiin 1/2 tuntia 60°%:ssa ja sen
jdlkeen se haihdutettiin kuiviin vakuumissa, jolloin
saatiin 3,5-di-0-asetyylilaktonia. T&midn yhdisteen Re-
arvo on noin 0,59 silikageelilld ohutkerros-kromatograa-
fisesti mddritettynd benseeni:etyyliasetaatti (4:1) liuo-
tinsysteemid kdyttden. ?ylaktonin Rg on tdssd liuotin-
systeemissd noin 0,3.

Esimerkit 4-7

3,5-di-0~propionyylitylaktonia valmistettiin esi-
merkin 3 menettelytavan mukaisesti, kdyttd@mdlla kui-
tenkin propionihappoanhyhridid.

3,5-di-0-isovaleryylitylaktonia valmistettiin
esimerkin 3 menettelytavan mukaisesti, kdyttdmdlla
kuitenkin isovaleriaanahappoanhydridid.

3,S;di—O—bensoyylilaktonia valmistettiin esimer-
kin 3 menettelytavan mukaisesti, kdyttdmd@lld kuitenkin
bensoehappoanhydiridié.

3,5-di-0-(n-butyryyli) tylaktonia valmistettiin
esimerkin 3 menettelytavan mukaisesti,k@yttamalla
kuitenkin g—voihappdanhydridié.

Esimerkki 8

QYloosin valmistaminen tylaktonista

Streptomyces fradiae-lajia, joka oli ennen tuot-
tanut tylosiinia, mutta joka oli blckeerattuna makro-
lidirenkaan sulkeutuessa, kdytettiin esimerkissa 1,
osassa A selostetun menetelmdn mukaisesti. k&ytetyn

ldmpotilan ollessa kuitenkin 28°C. Kidymisliemeen lisdt-
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tiin 48 tunnin kuluttua istutuksesta tylakotnia. Kay-
misen annettiin sitten jatkua kunnes tylosiinia oli
muodostunut riittdvasti, so. vield noin kolmen pdivan
ajan. Tylosiinin ldsndolo mddritettiin koestamalla
elatusliemindytteitd organismeja vastaan, joiden on
tiedetty olevan herkkid tylosiinille. Erds kdyttOkelpoi-
nen koeorganismi on Staphylococcus aureus ATCC 9144.
Biom&ddritys on mukava suorittaa automaattisella sameus-
mittausmenetelmdllad, ohutkerros-kromatografiaa tai suu-
ritehoista nestekromatografiaa kdyttden ja kdyttamdlla

toteamiseen UV-sdteillytysta.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmad tylaktonin, tai sen esterﬁghdan—
naisen valmistamiseksi, t unne t tu siitd, ettd
menetelmidssd viljellddn Streptomyces fradiae NRRI 12188,
tai sen tylaktonia tuottavaa mutanttia tai rekombinaa-
tiota, elatusaineessa, joka sisdltdd assimiloitumis-
kykyisid l&htdaineita,joissa on hiiltd,typped ja epd-
orgaanisia suoloja, pinnanalaisissa aerobisissa kdymis-
olosuhteissa tylaktonin tuottamiseksi, mik&d jidlkeen
seuraa, valinnaisesti, esterdinti.

| 2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnet tu siitd, ettd siind viljelld&dn Strepto-
myces fradiae NRRL 12188.

3.Streptomyces fradiae NRRL 12188.

4. Elatusaine, tunnet tu siitd, ettd se
sisdltdd Streptomyces fradiae NRRL 12188 ja assimi-
loitumiskykyisid ldhtbaineita, joissa on hiiltd, typped

ja epdorgaanisia suocloja.
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Patentkrav:

1. Forfarande for framstdllning av tylakton,
eller ett esterderivat ddrav, k @& nne tecknat
ddrav, att man odlar Streptomyces fradiae NRRL 12188,
eller en tylaktonproducerande mutant eller rekombina-
tion darav, 1 ett kulturmedium som innehaller assimiler-
bara kdllor av kol, kvdve och oorganiska salt under
indrdnkta aerobiska jdsningsfoérhallanden for produ-
cerande av tylakton, varefter eventuellt fOresteras.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n n e-
tecknat darav, att man odlar Streptomyces
fradiae NRRL 12188.

4. Kulturmedium, kidnnetecknat dédrav,
att det omfattar Streptomyces fradiae NRRL 12188 och

assimilerbara k&llor av kol, kvédve och oorganiska salt.
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