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Parannetut makrolidiantibiootit.

Tédma keksintd liittyy makrolidiantibiocotteihin,

erityisesti vhdisteisiin, jotka ovat samankaltaisia

kuin hyvin tunnettu terapeuttinen aine tylosiini

{ks, esim, Tetrahedron Letters, 2339 (1970)).

Huolimatta tylosiinin suuresta arvosta on ole- A
massa jatkuva tarve kehittdd uusia antibiootteja mm. huo-
mioon ottaen mahdollisuuden resistanttien kantojen
ilmaantumiseen. Edelleen, rakenteellinen muutos voi
johtaa muutoksiin aineelle herkkien mikro-organismien
valikoimassa. Valitettavasti tylosiininkaltaisten makroli-
dien rakenteen kemiallinen modifiointi on osoittautunut
d8rimméisen vaikeaksi, Esimerkiksi artikkelissa J. Org.
Chem. ~ 44 (12), 2050-2 (1979) on osoitus yvlitsepdisemidt-
tOmistd ongelmista, Jjotka sisdltyvdt tylosiinin mykino-
syyliglykosidisidoksen katkaisemiseen kemiallisin kei-
noin. Todéllakin on valtayva mddrd tapauksia, joissa tdmdn
alan tutkijat, jotka pyrkividt tutkimaan uusia rakenteita,
ovat ollieet pakbtettuja etsiméén uusia mikro-organismeja,
joko luonnossa esiintyvid tai kéinotekoisia, toivossa,
ettd niidenAkasvatus tuottaisi égmankaltaisia rakenteita.

' Kisiteltdvini olevan keksinnoén mukaan ‘nyt on ha-

vaittu, ettd makrolidit, joilla on kaava (I):

HO-CiHz—¢14

: o Chs 5 (1)
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10  3ja niistd johdetut farmaseuttisesti kidyttdkelpoiset este-
rit ja happoadditiosuolat inhiboivat patogeenisten
mikro-organismien kasvua.

Kun Q tarkeoittaa mykarocosi-sokeriyksikkda, _
kaavan (1) yhdiste on 20-dihydro-20-deoksi~23-demykino-
15 syylitylosiini (DH~DO-DMT) :

20 CHs
I1I1

| T
Ha H
O// \\O—E—CHa o-——j—CHa
25 L;:*-——O————*\\ | :>~0H

L

Kun Q tarkoittaa yetyd, kaavan (1) yhdiste an
20-dihydro-20-deoksi-5-O<mykaminosyylitylonolidi
(DH-DO-OMT) :
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Vaikka stereokemiallisia ominaisuuksia ei ole ilmaistu

-'edelld esitetyille rakenteille, yhdisteiden stereokemia

on identtinen tylosiinin sterokemiaan. Neutraalili sokeri
on mykaroosi ja aminosokeri on mykaminoosi.

Kuten edelld on esitetty, DH-DO-DMT ja DH-DO-OMT
inhiboivat el&dimille patogeenisten orgaanisten kasvua.
Tarkemmin ilmaistuna DH-DO-DMT ja DH-DO-OMT ovat bak-
teerikasvua estdvid aineita; jotka ovat aktiivisia

gram-positiivisia mikro-organismeja ja Mycoplasma =-lajeja

vastaan,

DH-DO-DMT:n asemissa 2', 4'', 3'', 23 ja 3 olevat
hydroksyyliryhmdt ja DH-DO-OMT:n asemissa 2', 4', 23 ja
3 olevat hydroksyyliryhmdt voidaan ester®idd, jolloin muo-
déstuu kdyttdkelpoisia asyyliesterijohdannaisia.
2'<4'-asemissa olevien hydroksyyliryhmien esterdinti on
helpointa. Tyypillisid estereitd ovat monokarboksyyli-
happojen esterit ja 2 - 18 hiiliatomia sisdltidvien
dikarboksyylihappojen hemiesterit.

DH-DO-DMT, DH-DO-OMT ja niiden asyyliesterijohdan-
naiset ovat emdksisid yhdisteitd, jotka happokdsittelyssd
mﬁuttuvat happoadditiosuoloiksi. Ndmd happoadditiosuolat
ovat myds osa tdatd keksintoi.
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Tdmd keksintd liittyy edelleen uuteen mikro-organis-

miin, joka on luokiteltu Streptomyces fradiae ~kannaksi,

ja menetelmddn tuottaa DH-DO-DMT ja DT-DO-OMT kasvatta-
malla tdtd mikrobikantaa nestemidisissid, aerobisissa
kasyatusolosuhteissa, kunnes merkittdvd mddrd antibi-
oottisia aktiivisuutta muodostuu. DH-DO-DMT ja DH-DO-OMT
voidaan uuttaa emdksiseksi tehdyn kasvuliuoksen suodok-
sesta polaarisilla orgaanisilla liuottimilla ja ne voi-
daan edelleen puhdistaa uutos-, kromatografia-ja/tai ki-
teytysmenetelmills,

Tdmg keksintd liittyy mySs menetelmddn valmistaa
DH-DO~OMT miedolla DH-DO-DMT:n happohydrolyysilla.

DH-DO-DMT;n (vapaa emds) ja DH-DO_OMT:n (vapaa
emds) infrapuna-absorptiospektrit kloroformissa mitat-

tuina esitetddn mukana olevissa seuraavissa liitteissi:

Kuva 1 - DH-DO-DMT
Kuva 2 = DH<-DO-OMT.

Seuraavat luvut kuvaavat DH+DO-DMT:n ja DH~DO-OMT:n
ominaisuuksia,

" DH-DO<DMT
DH-DO-DMT:n rakenne esitetddn kaavassa (1),
DH-DO-DMT on valkoinen likimddr&dinen, suhteellinen

alkuainekoostumus on seuraava: hiili, 63 %, vety, 9 %;

typpi, 2 %; happi, 26 %. DH-DO-DMT:n empiirinen kaava on

C38H65N012 ja sen molekyylipaino on noin 728 (727 md&dritet-
tynd kenttd-desorptio massaspektrometrilla).

DH-DO-DMT:n, vapaana emdksend kloroformissa, infra-
puna-absorptiospektri esitetddn mukana olevassa piirrok-
sessa kuva 1. Havaittavat absorptiomaksimit esiintyvit
seuraayilla taajuuksilla (cmvl): 3676 (heikko), 3598
(heikko), 3470 (laaja. leved), 3010 (voimakas), 2974
(voimakas), 2938 (voimakas), 2925 (olka), 2880 (voimakas),
2799 (heikko), 2457 (heikko, leved), 1715 (voimakas), 1675

(keskivoimakas), 1629 (heikko), 1595 (hyvin voimakas),



1456 (voimakas), 1411 (voimakas), 1380 (voimakas),

1363 (olka), 1315 (yoimakas) 1273 (heikko), 1263 (olka),
1220 (heikko, leved), 1184 (voimakas, 1162 (voimakas),
1144 (heikko), 1117 (keskivoimakas), 1096 (olka), 1076
(voimakas/olka), 1050 (hyvin voimakas), 1015 (voimakas),

5 997 (keskivoimakas), 986 (keskivoimakas), 958 (keskivoima-
kas), 923 (keskivoimakas), 905 (keskivoimakas), 867 (heik-
ko), 842 (keskivoimakas), 720 (leved) ja 660 (heikko).

DH-DO-DMT:n ultraviolettiabsorptiospektri mitat-
tuna 95 % neutraalissa etanolissa antaa absorptioméksimin
aallonpituudella 283 nm (& 21.800).

10 DH-DO-DMT:n (vapaa emds) ominaiskiertokyky on
' 5
/,x/;“ ~46,3° (c 3,3, CH,OH).
DH-DO-0OMT

DH-DO-OMT on valkoinen, kiteinen, kiinted aine,
jonka sulamispiste on noin 214-217°C. DH-DO-OMT:n liki-
15 middrdinen, suhteellinen alkuainekoostumus on seuraava:
hiili, 64 %; vety, 9 %; typpi. 2,5 %; happi, 24,5 %.
DH-DO-OMT:n empiirinen kaava on C31H53NO9 ja sen molekyyli-
paino on noin 584 (583 mddritettynd kenttd-desorptio
massapektrometrilla).

20 DH-DO-OMT:n, vapaana emikseni kloroformissa,
infrapuna—absorptiospektri esitetdan mukana olevassa
piirroksessa, kuva 2. Havaittavat absorptiomaksimit
esiintyvdt seuraavilla taajuuksilla (cm_l): 3677 (hy-
vin heikko), 3601 (heikko), 3422 (leved), 3006 (voi-
25 makas), 2971 (voimakas), 2937 (voimakas), 2879 (voima-
kas), 2798 (heikko), 1714 (voimakas), 1677 (voimakas),
1627 (heikko), 1593 (hyvin voimakas), 1457 (voimakas),
1407 (heikko), 1382 (keskivoimakas), 1362 (olka), 1315
(keskivoimakas), 1269 (heikko), 1181 (hyvin voimakas),
30 1141 (heikko), 115 (heikko), 1079 ja 1058 (voimakas,
dupletti), 1008 (keskivoimakas), 983 (keskivoimakas), 923
(heikko), 903 (heikko), 865 (heikko), 835 (heikko), 712
(leved), 658 (heikko) ja 629 (heikko).

DH-DO-OMT:n ultraviolettiabsorptiospektri mitattuna
35 95 & neutraaliséa etanolissa antaa absortiomaksimin aal-
lonpituudella 282 nm ( £22,400).
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DH-DOOMT:n (vapaa emds) ominaiskiertokyky on seu-
25

raava" [/ / D = 7,35 (g 6,CH,OH) .

nanssi (NMR) tulokset mitattuna CDC1l

3
Taulukossa 1 esitetddn lH ydinmagneettinen reso-

3:ssa 360 MHz kdyttden

DH-DO-OMT:n vapaa emds -muodolle.

Asema

0 ~N o s W
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37
40
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61
NMe

Taulukko 1

360 MHz NMR tulokset DH-DO-OMT:1lle

d =*

2,0/2,5
3,7-3,85
1,64
3,7-3,85

naX®

NA

2,8
6,27
7,27
5,78
2,91
4,96
NA/1,64
0,96
1,05
1,49
0,89
1,18
1,82
3.7-3,85
4,31
3,55
2,40
3,08
3,22
1,31
2,51
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* ppm alakentédss& sisdisestd tetrametyylisilaani-
standardista

xx NA tarkoittaa ei-havaittu

DH-DO-DMT ja DH=-DO-OMT vapaina emdksind liukene -
vat veteen ja useimpiin polaarisiin orgaanisiin liuot-
timiin, sellaisiin kuin asetoni, metanoli, etanoli,
kloroformi, dimetyyliformamidi ja dimetyylisulfoksi.
DH-DO-DMT:n ja DH-DO-OMT:n happoadditiosuolat ovat
vesiliukoisempia kuin vapaat emé&kset.

'DH-DO-DMT ja DH-DO-OMT voidaan erottaa ohutkerros-
kromatografialla (TLC), DH-DO-DMT:n ja DH-DO-OMT:n
likimddrédiset Rf—arvot erddssd TLC-systeemissd esite-
tddn yhteenvetomuodossa Taulukossa 2. Havaitsemiseen k&y-
tettiin UV—absorptiota.

Taulukko 2

Ohutkerroskromatog}:afiatulokseta’b
Yhdiste Rgarvo
DH-DO-OMT 0,53
DH-DO-DMT 0,64

dpdsorbenssi: E. Merck, Darmstadt - Silica Gel 60

bAjoliuos: etyyliasetaatti: dietyyliamiini (95:5).
' DH—DofoMT:nivalmistus

Tamd keksintd liittyy my®s menetelmddn valmistaa
DHvDO—OMT:ta_miedolla happohydrolyysilla DH-DO-DMT:std.
Miedon happohydrolyysin olosuhteet ovat tunnetut alan
teollisuudessa. Tarkoituksenmukaisia liuocksia, joiden pH
on noin tai sen alapuolella voidaan kdyttdd ldmpdtiloja
alueella noin 20°C - noin 100°C. Tarvittava reaktioaika
hydrolyysin suorittamiseksi vaihtelee riippuen reaktioseok-~

sen pH:sta ja kdytetystd ldmpdtilasta.
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 Korkeammilla pH-tasoilla reaktionopeus on hitaampi ja kor-

keammissa l&mpdtilassa reaktionopeus on nopeampi,
Reaktio suoritetaan kisittelem#llid DH-DO-DMT:td# laimealla
happoliuoksella ajan, joka on riittdvd aikaansaamaan
mykarosyyliryhmén irtoamisen, jolloin DH- DO-OMT muodostuu.
Vaihtoehtoisesti, ja joskus edullisesti, DH-DO-OMT
voidaan valmistaa kdsittelem&l1ld DH-DO-DMT:t& kasvuliuok-
sessa, Jjossa se oOn tuotettu, kdyttden lievdsti happamia
olosuhteita kuten edelld on kuvattu riittdvdn ajan
muuttamaan DH-DO-DMT:n DH~-DO-OMT:ksi. Tdten valmistettu
DH-DO-OMT voidaan eristdd kasvuliuoksesta tdssd kuvatuilla
tekniikoilla.

Esterijohdannaiset

DH-DO-DMT voidaan ester®didi asemissa 2', 4'', 3'',
23 ja 3 olevista hydroksyyliryhmistd tuottamaan asyyli-
esterijohdannaisia kdsittelemdlld sitd asyloivilla rea-
gensseilla kdyttden menetelmid, jotka ovat tunnettuja alan
teollisuudessa. DH-DO-OMT voidaan esterdidd asemissa
2', 4", 23 ja 3 olevista hydrolyysiryhmistd. Tyypillisiin
asylintireagensseihin kuuluvat anhydridit, halidit (taval-
lisesti emdksen tai muun happoa sitocavan aineen ldsn&ol-
lessa) ja aktiiviset orgaanisten happojen esterit.
Asylinti voidaan my8s suorittaa kdyttdmdlld seosta, jossa
on orgaanista happoa ja dehydratoivaa reagenssia kuten
N,N?’-disyloheksyylikarbodiimidid. Asyloinnit voidaan myOs
suorittaa entsymaattisesti, kuten Okamuoto_et al. ovat
kuvanneet U,S. patentissa 4,092,473. Sen jdlkeen, kun
asyylikohdannaiset on muodostettu, ne voidaan erottaa ja
puhdistéa tunnetuilla tekniikoilla.

Ester6inti asemissa 2' ja 4' olevissa hydroksyyli-

ryhmissd on helpoista. Tdten 2'-monoesterijohdannaisia

muodostuu DH-DO-DMT:n esterdinnissd selektiivisilld

esterfintimenetelmillsd, jotka ovat yleisesti tunnettuja
alan teollisuudessa, sellaisilla kuin esim. antibiootin
kdsittely stokibmetriselld m&drdlli (tai lievdlld ylimaa-

rdlld) asyloivaa reagenssia kuten asyylianhydridi, suun-
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nilleen huoneenlé&mpdtilassa noin 1 - noin 24 tunnin ajan,
kunnes esterdinti on kdytédnndllisesti katsoen tdydellinen,
Ndmd johdannaiset voidaan eristdd reaktioseoksesta k8yt-
tden vakiomenetelmid kuten uutos, kromatografia ja kitey-
tys. DH-DO-OMT:n esterdinti samanlaisissa olosuhteissa
tuottaa 2',4'-diesterijohdannaisia. DH-DO-OMT:n 2'-mono-
estereitd valmistetaan hydrolysoimalla vastaavia DH—DO¥
DMT:n 2'-monoestereitd kdyttden edelld kuvatunlaisia lie-
vdsti happamia olosuhteita. DH-DO-OMT:n 2',4'-diesteri-
seoksia valmistetaan sitten esterdimdlld DH-DO-OMT:n 2'-
monoestereitd edelld kuvatulla tavalla.

Kdyttokelpoisia estereitd muodostaviin orgaanisiin
happoihin kuuluvat alifaattiset, sykloalifaattiset, aryyli-,
aralkyyli-, heterosykliset karboksyyli-, sulfoni- ja al-
koksikarbonihapot, joissa on 2-18 hiiliatomia, ja vastaa-
viin epdorgaanisiin happoihin kuuluvat sellaiset kuin
rikki- ja fosforihapot.

Sopivia edistajia estereitd ovat ne, joita muodoste-
taan hapoista, kuten etikka-, kloorietikka-, propioni-,
voi-, isovaleriaana~, alkoksikarboni-, steariini-,
syklopropaanikarboksyyli~-, sykloheksaanikarboksyyli-,
beta- sykloheksyylipropioni-, l-adamantaanikarbocksyyli-,
bentsoe-, fenyylietikka-, fenoksietikka- manteli- ja
2-tienyylietikkahapoista ja alkyyli-, aryyli- ja aral-
kyylisulfonihapoista. Aryyli- ja aralkyylihapot voivat
vaihtoehtoisesti sisdltdd sellaisia substituentteja kuten
halogeeni, nitro, alempi alkoksi ja sen kaltaisia aromaatti-
sia yksik6itd. Sopiviin estereihin kuuluvat myds hemieste-
rit, jotka on muodostettu dikarboksyylihapoista kuten
meripihka-, omena-, fumaari-, maloni- ja ftaalihapot.

Farmaseuttisesti kdyttdkelpoiset esterijohdannai-
set ovat valittu ryhm8. Muut esterijohdannaiset ovat kui-
tenkin kdyttokelpoisia vdliyvhdisteeni.

Suolat

DH-DO-DMT, DH-DO-OMT ja niiden tietylk johdannaiset
muodostavat happoadditiosuoloja. DH-DO-DMT:n ja DH-DO-OMT:n
ja niiden asyylijohdannaisten happoadditiosuolat ovat myOs

osa tdtd keksintBd. Sellaiset suolat ovat kdyttdkelpoisia
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esimerkiksi eristettdessd, puhdistettaessa ja kiteytet-
tiessi DH-DO-DMT;td, DH-DO=OMT;t& ja niiden asyylijoh-

dannaisia. Lisdksi suoloilla on parempi vesiliukoi-

- suus.

Sopivia edustajia suoloista ovat ne, joita muodos-
tetaan tavanomaisilla rektioilla sekd orgaanisten hap-
pojen ettd epiorgaanisten happojen kanssa, sellaisten
kuin esim. rikki-, suola-, fosfori-, etikka-, meripihka-,
sitruuna-, maito-, omena-, fumaari-, palmitiini-, koliini-,
pamoliini-, lima-, D-glutamiini-, g—kamfori— glutaari-,
glykoli-, ftaali~, viini-, muurahais-, lauriini-, stea-
riini, salisyyli-, metaanisulfoni-, bentseeni—sulfoni—,
sorbiini~, pikriini-, bentsoe-, kaneli- ja vastaavan
kaltaiset hapot.

Farmaseuttisesti kdyttdkelpoiset happoadditiosuolat
ovat erityisen valittu ryhmd t&mdn keksinndn suoloja.
Farmaseuttisesﬁi kdyttdkelpoisia suoloja ovat ne, joita
voidaan kdyttdd turvallisesti ja tehokkaasti ldmmin-
veristen eldinten léékitykseén.

DH-DO~-DMT :n ja.DH—DO—OMT:n valmistus S.fradiae:n

“ayulla

DH-DO-DMT ja DH-DO-OMT valmistetaan kasvattamalla

‘ Streptomyces fradiae antaa, sellaista kuin S. fradie

ATCC 31733, joka tuottaa nditd yhdisteitd nestemdisissd
aerobisissa olosuhteissa sopivassa kasvatusliuoksessa,

kunnes huomattava antibioottinen aktiivisuus saavutetaan.

" Streptomyces fradiae ATCC 31733 kannan kasvattamiseen

kdytetty kasvuliuos voi olla mikd tahansa lukuisista
kasyvuliuoksista, Tuotantotaloudelliselta kannalta, opti-
maalinen tuotto ja tuotteen eristdmisen helppous, kui-
tenkin tietyt kasvuliuokset ovat suositumpia. Tdten esi-

merkiksi valittuihin hiilil&hteisiin tehdasmittakaavai-

sessa kasvatuksessa kuuluvat hiilihydraatit kuten dekstriini,

glukoosi, tdrkkelys ja maissijauho, ja ©ljyt kuten soijadljy.
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Valittuihin typpil&hteisiin kuuluvat maissijauho, soija-
jauho, kalajauho, aminohapot ja ndiden kaltaiset aineet,
Ravinteisiin kuuluvina epdorgaanisina suoloina, joita voi-
daan kasvuliuokseen sisdllyttdd, kdytetddn tavanomaisia
liukoisia suoloja, jotka voivat tuottaa rautaa, kaliumia,
natriumia, magnesiumia, kalsiumia, ammonium-ioneja,
klooria, karbonaattia, sulfaattia, nitraattia ja ndiden
kaltaisia ioneja.

valttdmdttémid hivenaineita, jotka ovat tarpeelli-

"sia organismin kasvulle ja kehittymiselle pitdd my®&s sisédl-

lyttdd kasvuliuokseen, Sellaisia hivenaineita tavallisesti
esiintyy epdpuhtautena muissa kasvuliuoksen rakenneosissa,
sellaisia md&8rid, jotka ovat riittdvid tyydyttdmddn orga-
nismin kasvuvaatimukset. Voi olla vdlttimitdntd lisdtd

pienid mddrid (ts. 0,2 ml/L) vaahdonestoainetta kuten

"polypropyleeniglykolia (M.p. noin 2000) tehdasmittakaavai-

seen kasvatusliuokseen, jos vaahtoaminen muodostuu ongel-
maksi.

' Tuotettaessa huomattavia mddrid DH-DO-DMT tai
DH-DO-OMT liuoksessa tapahtuva aerobinen tankkikasvatus
on edullista. Pienid mddrid DH-DO-DMT tai DH-DO-OMT voidaan
saada ravistelupullokasvatuksella. Johtuen lagajasta.anti—
bioottituotanno ssa, joka tavallisesti liittyy suurten
tankkien ymprpgykseen itidmuotoisella organismilla, on edul-
lista kdyttdd kasvuvaiheessa olevaa ymppid. Kasvuvaiheessa
oleva ymppi valmistetaan ymppdidmilld pieni kasvuliuostila-
vuus organismin itidmuodolla tai rihmamaisilla fragmen-
teilla, jolloin muodostuu nuori, aktiivisesti kasvava
organismiviljelmd. Kasvuvaiheessa oleva ymppi sitten siir-
retddn suurempaan tankkiin. Kasvuvaiheessa olevan ympin
muodostamiseen kdytetty kasvuliuos voi olla sama kuin
mitd kdytetddn suurempiin kasvatuksiin, mutta myds muita

kasvuliuoksia voidaan kdyttdd.
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S.fradiae_ ATCC 31733 kantaa voidaan kasvattaa
lampttiloissa y&lilld noin 10°C - noin 40°C, Optimianti-
bioottituotanto oscittautuu tapahtuyan ldmpOtiloissa noin
28°C.

Kuten on tavanomaista aerobisille, nestemiisille
kasvatusprosesseille, steriilid ilmaa kuplitetaan kasvu-
liuoksen 1l&dpi. Tehokkaan antibiottituotannon saamiseksi
ilman prosentuaalisen kyll&dstysasteen tankkituotannossa
tulisi olla noin 30 % tai sen yldpuolella (28OC:ssa ja
1 atm paineessa)., _

Antibiottituotantoa voidaan seurata kasvatuksen
aikana testaamalla kasvuliuosnidytteitd organismeilla,
joiden tunnetaan olevan herkkii ndille antibiooteille.

Erds kdyttdkelpoinen koeorganismi on Staphylococcus

’\au;eus ATCC 9144. Koe suoritetaan kdyttbkelpoisesti so-

veltaen automaattista turbidometrista menetelm&&.
Lis#ksi voidaan antibiottituotantoa seurata helposti
korkean suorituskyvyn nestekromatografialla (HPLC) kidyt-
tden UV-detektoria.

DH-DO-DMT tai DH-DO-OMT tuotannon jdlkeen neste-
mdisissa aerobisissa kasvatusolosuhteissa, ne voidaan
erottaa kasvuliuoksesta teollisuudessa tunnetuilla mene-
telmilld. DH-DO-DMT:n tai DH-DO~-OMT:n erottaminen suo—v
ritetaan alkuvaiheessa kasvuliuoksen suodatuksella.
Suodatettu kasvuliuos voidaan sitten edelleen puhdistaa
tuottamaan halutun antibiootin. Lukuisia eri menetelmiéd
voildaan kdyttdd tdssd puhdistuksessa. Valittu menetelmd
suodatetun kasvuliuoksen puhdistamiseksi sisdltdd liuoksen
pH:n sddtdmisen noin arvoon 9; kasvuliuoksen uuttamisen
sopivalla liuottimella kuten etyyliasetaatti, amyyli-
asetaatti tai metyyli-isobutyyliketoni; orgaanisen faasin
uuttamisen happamella vesiliuoksella; ja antibiootin
saostamisen tekemidlld vesiuute emiksiseksi. Jatkopuhdistus
sisdltdd uutoksen sekd kromatografisten ja/tai saostamis-

menetelmien kdytdn.
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Uusi-mikro-organismi, joka tuottaa SH-DO=DMT ja
DH-DO-OMT, saatiin tylosiinia tuottavasta Streptomyces

fradiae kannasta kemiallisella mutageneesilla. Uusi mikro-
organismi tuottaa vain minimaalisia madrid tylosiinia,
mutta tuottaa pddkomponentteina DH<DO-DMT ja DH-DO-OMT
suunnilleen yhtd suurissa md&rin.

Uusi DH-DO-DMT:ta ja DH-DO-OMT:ta tuottava

mikro-organismi luokitellaan myds Streptomyces fradiae

kannaksi. Uuden mikro~organismin viljelmd annettiin ja
liitettiin osaksi varastoviljelmdkokoelmaa The American
Type Culture Collection, 1230 Parklawn Drive, Rockville,
Maryland 20852, lokakuun 16, pnd 1980, josta se on yleisdn
saatavissa mddritysnumerolia ATCC 31733,

Kuten tapahtuu muillakin organismeilla; Streptomyces
fradiae ATCC 31733 kannan ominaisuudet ovat alttiita

vaihteluille. Esimerkiksi keinotekoisia variaatioita ja
mutantteja ATCC 31733 kannasta voidaan saada kdsittelemdl-
la sitd erilaisilla tunnetuilla fysikaalisilla ja kemialli-
silla mutageeneilla kuten ultraviolettisidteilld. X-sdteilld,
gamma-sdteilld ja N-metyyli-N'-nitro-N-nitroguanidiinilla.
Kaikkia luonnollisia ja keinotekoisia variaatioita,

mutantteja, ja rekombinaatteja Streptomyces fradiae ATCC

31733 kannasta, joilla on jdljelld ominaisuus tuottaa
DH-DO-OMT ja/tai DH-DO-OMT, voidaan kdyttdd tdssd keksinndssad.
DH-DO -DMT ja DH-DO-OMT inhiboivat patogeenisten
bakteerien kasvua, erityisesti gram-positiivisia bakteereja
ja‘Mypgplasma‘ lajeja. Taulukossa 3 esitetddn yhteenvetona

pienimm&t inhiboivat pitoisuudet (Minimal Inhibitory Con-

centrations, MIC) middritettyind vakio agar-laimennusko-
keilla, joissa DH~-DO-DMT ja DH-DO-OMT (vapaina emdksind)
inhiboivat tiettyjd bakteereija.
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Taulukko 3

DH-DO-DMT:n ja DH-DO-OMT:n in wvitro aktiivisuus-

Organismi

DH-DO-DMT DH-DO-OMT,

MIC

(ug/ml)

Staphylococcus aureus
NRRL B313

Staphylococcus aureus V4l

Staphylococcus aureus X400

Staphylococcus aureus S13E

Staphylococcus epidermidis EPIL

Staphylococcus epidermidis EPI2

Streptococcus pyogenes C203

Streptococcus pneumoniae
Park 1

Streptococcus faecium
ATCC 9790

Streptococcus SP: ryhmd D
9960

 Haemophilus influenzae C.L.

Haemophilus influenzae 76

Shigella sonnei N9

Escherichia coli N10

Escherichia coli EC14

Escherichia coli TEM

Klebsiella pneumoniae X26

Klebsiella pneumoniae KAE

128
128
>128
64
128
64
>128

>128

>128

>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128
>128

mwmbmhb

16

16
16
16

>128

>128
>128
64

>128



15

DH-DQ-OMT inhiboi my®ds tiettyjid anerobisia bak-
teereja., Taulukossa 4 esitetdin yhteenvetona MIC“pitOi?
suudet, joissa Dﬁ~DOeOMT inhiboi nditd bakteereja. MIC-
pitoisuudet mddritettiin kdyttden vakio agar-laimennus-

koetta ja lukemalla loppupiste 24 tunnin kuluttua.

Taulukko 4

DH-DO-OMT:N in vitro aktiivisuus anaerobisten bakteerien

suhteen .

Organismi ; MIC (ug/ml)
Clostridium difficile 2994 2
Clostridium perfringens 81 2
Clostridium septicum 1128 - 2
Eubacterium aerofaciens 1235 2
Peptococcus

asaccharolyticus 1302 >8
Peptococcus prevoti 1281 >8
Peptostreptococcus

anaerobius 1428 >8
Peptostreptococcus

intermedius 1264 >8
Propionibacterium acnes 79 2
Bacteroides fragilis 111 >8
Bacteroides fragilis 1877 >8
Bacteroides fragilis 1936B >3
Bacteroides

thetalotaomicron 1438 >8
Bacteroides\ ‘
‘melaninogenicus 1856/28 >8
Bacteroides

melaninogenicus 2736 >8
Bacteroides vulgatis 1211 >8
Bacteroides ccrrodens 1874 >8
Fusobacterium symbiosum 1470 >8

Fusobacterium
" necrophorun 60543
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DH-DO=OMT inhiboi my&s Chlamydia trachomatis_

\\\\\ <

mikrobia, joka on kasyvatettu soluyiljelmdssd, MIC-pitoi-
suuden ollessa O,SZum/ml. Lisdksi DH-DO=OMT inhiboi
Mycqglasma lajeja. Esimerkiksi DH-DO=OMT:n MIC-pitoisuus

oli 12,5/ug/ml sekd M. gallisepticum’in ettd M.synoviae'n

suhteen.

DH-DO-OMT om osoittanut in vivo mikrobikasvua es-
tdvadd aktiivisuutta kokeellisten bakteeri-infektioiden
suhteen., Annettaessa kaksi annosta testiyhdistettd hii-
rille, joille oli aiheutettu kokeellisia infektioita,
mddritettiin havaittu aktiivisuus EDSO—arvona (Effective
ROse, tehokas annostus mg/kg, joka parantaa 50 % koe-eldi-.
mistd: ks, Warren Wick et al., J. Bacteriol. 81, 233-235
(1961)) . Havaitut ED.,-arvot DH-DO-OMT:lle (vapaa emds)

. 50
esitetddn Taulukossa 5.
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Td&médn keksinndn makrolidit kdytetidin tavallisesti
terapeuttisiin tarkoituksiin léakeaineseosten muodossa,
joissa aktiivinen aineosa sidotaan yhteen tai useampaan
ei-toksiseen kantajaan. Sellaisten formulaatioiden ja

kantajien luonne on tavanomainen ja on hyvin tunnettu

edistyksellisessi alan teollisuudessa.

Vaikka DH-DO-DMT:118 ja sen johdannaisilla on jon-
kin verran bakteerikasvua estavds aktiivisuutta, kdyte-
tddn nditd yhdisteitd parhaiten vastaavien DH-DO-OMT-yh-
disteiden vdlivhdisteind.

' DH-DO-OMT:td, sen asyyliesterijohdannaisia ja_
niiden happoadditiosuoloja voidaan myOs kdyttdd pinta-
desinfiointiaineina,; Liuokset, joissa on niin v&hdn kuin
0,01 %'painostaan nditd yhdisteitd, ovat kdyttdkelpoisia
desinfektiointitarkoituksiin. Sellaiset liuokset, jotka
haluttaessa sisdltdvdt myds detergenttid tai muita puhdis-
tusaineita, ovat kdyttdkelpoisia desinfektoitaessa koh-
teita ja pintoja, Jjoissa steriiliolosuhteiden ylldpito on
tarkedd.

Tdmén keksinndn sis&dllén tdydellisemmiksi kuvaami-
seksi esitetdin seuraavat esimerkit:

Esimerkki 1

_A.DH-DO-DMT:n ja DH—DO—OMTﬁn ravistelqpullokasvatus

Lyofilisoitu Streptomyces fradiae ATCC 31733 pel-

letti dispersoitiin 1-2 Ml:aan steriloitua vettd. Osa
tdstd liuoksesta (0,5 ml) kdytettiin ymppddmddn kasvuliuos

(150 ml}, jonka koostumus oli seuraava:

Aineosa . Maara (%)
Fermentoitua maissiliuosta 1,0

(corn steep liquor)

Hiivauute 0,5
Soijarouhe 0,5
CcaCo 0,3
Soijadljy (raakadljy) 0,45
Deionisoitu vesi 97,25
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Vaihtoehtoisesti kasyuvaiheessa oleva viljelmd

8. fradiae ATCC 31 733 kantaa,joka oli varastoitu 1 ml

tilavuuksina nestemdisessd typessd, sulatettiin nopeasti
ja kdytettiin ymppddmddn kasvuliuos, Ympadttyada kasvu-
livosta inkuboitiin 500 ml Erlenmeyer-pullossa 29°C:ssa
noin 48 tunnin ajan suljetussa laatikkoravistelijassa
kdyttden kierroslukua 300 rpm,.

Tdtd inkuboitua kasvuliuosta (0,5 ml) kdytet-
tiin ymppddmddn 7 ml tuotantokasvuliuosta, Jjonka

koostumus o0li seuraava:

oo

Aineosa Mddrd (%)
Juurikasmelassi
Maissijauho
Kalajauho
Maissigluteeni
NaCl '

-8

(NH ).
CaCéB2
Soijadljy (raakadljy)
Deionisoitu vesi

HPO4

WwONMNORFRWVWWOWUO

HWOOOOOHN
(o)}

L R T T U T L T 3

[Ne]

Ymdttyd kasvuliuosta inkuboitiin 50 ml pullossa
29°C:ssa noin 6 pdivdd suljetussa laatikkoravistelijassa
kdyttden kierrosnopeutta 300 rpm.

'B. DH-DO-DMT:n ja DH-DO-OMT:n tankkikasvatus

Suurten yppitilavuuksien saamiseksi 1200 ml inkuboi-
tua kasvuliuosta, joka oli valmistettu samankaltaisesti

kuin mitd sektiossa A kuvattiin, k3ytettiin ymppaamdan
(946 litraa)
(1136 litraa)

tatiivistd kasvuliuosta, jonka koostumus oli seursava:

250 gallonaa X toisen vaiheen vege-

Aineosa M&dra (%) _
Fermentoitu maissiliuos 1,0
Soijajauho 0,5
Hiivauute 0,5
CaCO3 0,3
S0ijadljy (raakadlijy) 0,5
Lesitiini (raakalesitiini) 0,015
Vesi 97,185

pH sdddettiin 8,5 :ksi 50 % NaOH-liuoksella.

3.785 litraa
4.5435 litraa

xX) 1 U.S. gallona
1 lmp gallona
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Titen toisen vaiheen kasvuliuosta inkuboitiin

(1325 litraa)X , . .
350 gallonan (1590 litraa) tankissa noin 48 tuntia

280C:ssa kdyttden asianmukaista ilmastusta ja ravistelua.

Tdten valmistettu, inkuboitu toisen vaiheen kasvu-

. X
livos (144 gallonaa, zgi iitizi; kd3ytettiin ymppddmddn

(3785 litraa)¥ i _
1000 gallonaa (4543,5 litraa) steriilid tuotantokasvu

livosta, jonka koostumus oli seuraava:

Aineosa Mddrd (%)
Kalajauho 0,875
Maissijauho 1,5
Maissigluteeni 0,875
CaCO3 0,2
NaCl 0,1
(NH4) HPO4 0,04
Juuri%asmelassi 2,0
Soijadljy (raakadlijy)3,0
Lesitiini 0,09

pH sdddettiin 7.2:ksi 50 % NaOH-liuoksella.

Ympéty§ kasvuliuoksen annettiin kasvaa 1600 gallonan
(6056 litraa) . _ vt On. i
(7270 litraa) tankissa 8 9 pdivdd 28 7C:n lampdtilassa.
Kasvuliuosta ilmastettiin steriililld ilmalla liuenneen
happitason pitdmiseksi v&lill&d noin 30-50 % ja kasvutasoa
sekoitettiin tavanomaisilla sekoittimilla noin 250 rpm,.

Esimerkki 2

DH-DO-DMT:n ja DH-DO-OMT:n erottaminen

Koko kasvuliuos (38 L), joka oli valmistettu E i-
merkissd 1, sektio B, kuvatulla tavalla, suodatettiin
kdyttden suodatuspesuainetta. Huovastomainen kakku pestiin
vedelld ja suodos ja peéuliuos (30 L) sd&ddettiin pH-arvoon
9,1 10 % NaOH-liuoksella. Saatua liuosta uutettiin kah-
desti etyyliasetaatilla (15 L ja 5,5 L). Etyyliasetaatti-
uutteet yhdistettiin ja yhdistettyd liuosta uutettiin
9 L:1la ja sitten 3 L:lla laimeaa fosforihappoliuosta
(vesiliuos, jonka pH oli sdddetty arvoon 4,1 lisddmdlli
28 & H3PO4), Yhdistettyjd vesiuutteita (8,8 L), joiden
PH oli sdddetty arvoon 9,2 NaOH:1la, uutettiin kahdesti
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kloroformilla (2 L kummallakin kerralla). Kloroformi-
uutteet kuivattiin ja 32 g kiintedd ainetta saatiin,

Osa tdstd materiaalista (5 g) liuotettiin etyyli-
asetaattiin ja kdsiteltiin k&yttden kuusivaiheista
vastavirtahajontamenetelmdd etyyliasetaatilla ja 0,5 M
fosfaattipuskurilla, pH 6,1, tuottamaan 2,5 g DH-DO-~OMT.
Toinen kuusivaiheinen menetelmd pH:ssa 5,5 tuotti lisdksi
0,1 g DH~DO-OMT, DH-DO-OMT kiteytettiin kuivasta ase-

~tonista,

NSmid menetelmit tuottivat my®s 1,42 g epdpuhdasta
DH-DO-DMT, DH=DO~DMT:n puhdistamiseksi kdytettiin vasta-
virtasysteemid, joka muodostui etyyliasetaatti:heptaani
(1:2) orgaanisesta faasista ja 0,5 M fosfaattipusku-
rista pH 6,2, vesifaasina. Kuusi vaihetta aikaansaivat
osittaisen DH-DO-DMT:n erottumisen. DH-DO-DMT kitey-
tettiin metanolin vesiluoksesta. Puhdistettuna DH-DO-
DMT:td saatiin 400 mg 1 g:sta raakamateriaalia.

Esimerkki‘B

‘DH—DO-OMT:niValmistaminen DH-DO-DMT:std

DH-DO-DMT, joka oli valmistettu esimerkissd 2 ku-

vatulla tavalla, liuotettiin laimeaan suolahappoliuok-

seen (suolahappoa lisdttiin vesiliuokseen kunnes pH oli 1,8).

uloksena olevan liuoksen annettiin seistd 24 tuntia
huoneenlédmpttilassa, minkd jdlkeen sen pH sdddettiin
9,0:ksi NaOH-lisdkselld., Tdtd emdksista liuosta uutettiin
etyyliasetaatilla. dikloorimetaanilla tai kloroformilia.
Uute kuivattiin ja haihdutettiin vakuumissa tuottamaan
DH-DO-OMT, |

Esimerkki 4

Vaihtoehtoinen DH-DO-OMT:n valmistus
DH-DO-OMT valmistettiin DH-DO-DMT:std kdsittelemdalld

DH-DO-DMT:t&d kasvuliuoksessa, jossa se tuotettiin, laime-

alla hapolla kuten on kuvattu esimerkissd 3. DH-DO-OMT:n
eristd@minen suoritettiin menetelmdlld, joka oli samanlainen

kuin esimerkissd 2 kuvattu menetelmd.
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Patenttivaatimukset

1, Lddkeaineseos, t unne t t u siitd, ettd

~se sisdltdd aktiivisena aineosana makrolidin, jolla on

kaava (1): o ﬁ

aN

8 H
o
CHz—e \r"{‘H2-CH3 . |
¢ p (1)
HO—CHz—T// “Q\r// \\\\
CHa—CHz—s L 5 0OH
NN LD
¢ \\ T “
,9-CHa
. N
\ éHs aQ
Jjossa Q on vety tai
?H
2 /0 OR{JH‘}

4 .
A +—0OH
N

iHs
tai siitd johdetun farmaseuttisesti kdyttdkelpoisen
esterin tai happoadditiosuolan, liitettyvnd yhteen tai
useampaan ei-toksiseen kantajaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 muakainen lddkeaineseos,
tunnettusiitd, ettd aktiivisena aineosana on
20~dihydro-20~-deoksi-23~-demykinosyylitylosiini.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen ldikeainreseos,
tunnet tusiiti, ettd aktiivisena ainecosana on
20-dihydro-20~decksi~5-0O~-mykaminosyylitylonolidi.

4. Missd tahansa patenttivaatimuksista 1 - 3 midri-
tellyn kaavan (i) muotoisen makrolidin valmistusmene-
telmd, t u nnet tu siitd, ettd menetelmddn sisdltyy

(a) bakteerin Streptomyces fradiae ATCC 31 733 tai
siitd johdetun mutantin tai rekembinaniin kasvatus kasvu-

livoksessa, joka sisdltdd imeytymiskykyisiid hiili-, typpi-
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ja epdorgaanisia suolaldjteitd, nestemdisissd aero-
bisissa kasyvuolosuhteissa kunnes huomattava mddrd anti-
biottista aktiivisuutta muodostuu; tai

(b] mykarosyyliryhmdn irrottaminen kaavan (i) mu-
kaisesta, patenttivaatimuksessa 1 mddritellystd |
makrolidista, jossa Q ei ole vety,kdyttden mietoa
hydrolyysia, kaavan (1] mukaisen makrolidin tuottami-
seksi, jossa Q on vety;ja (c) vaihtoehtoisesti esterin
tai suolan muodostaminen mistd tahansa kaavan (1) mukai-
sesta makrolidista, joka on muodostetﬁu edelld kohdan
(a]l tai (b) mukaisella menetelmdlli.

5. Stergg}omyces fradiae ATCC 31 733.

6. Kasyulivos, tunne t tu siitd, ettd
siihen sisdltyy Streptomyces fradiae ATCC 31 733 ja
imeytymiskykyiset hiili-, typpi~ ja epdorgaaniset
suolaldhteet,
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Patentkrav;:

1. Ldkemedelskomposition, k & nne <

tecknad didrav att den som aktiv ingrediens om-
fattar en makrolid med formeln (I)

|
.'ﬁ/i\\yﬁHa
AN

CH3~1 ' ' H=2-CHs (1)
[} 1y
HO—CHz—i// vk\ // \\\
CHa~CHz—e

\\ // ’_e—°‘ Y3
g N

—y
R LHB 00
vari Q dr vate eller ‘ _
?H
S ——CH
N
° LAl
. .
o
iHa 7

gllef en farmaceutiskt godtagbar ester eller ett dito

syraadditionssalt ddrav, i forening med en eller flera
giftfria birare.

2. Likemedelskomposition enligt patentkrévet 1, »
kdnnetecknad dirav att den aktiva ingrediensen
dr 20-dihydro-20-deoxi-23-demycinosyltylosin.

' 3.Ldkemedelskomposition enligt patentkravet 1,
kd8nnetecknadd étt den aktiva ingrediensen &r
20-dihydro-20-deoxi-5-0O-mycaminosyltylonolid.

4 .Forfarande fOr framstdllning av en makrolid med
formeln (I) enligt nadgot av patentkraver 1-3, k d nn e -
t ecknad dirav, att det omfattar (a) odlande av
Streptomyces fradiae ATCC 31 733, elier en
en rekombination dérqv i ett kulturmedium som jnnehaller
assimilexrbara kallox for kol,

matant eller

kvdve och oorganiska salt
j .
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under indrdnkta aerobiska jdsningsfdrhdllanden till en
vidsentlig mdngd ay antibiotisk aktivitet producerats,
eller (b) spjdlkande ey mycarosylgruppen fran en makrolid
med den i patentkravet 1 definierade formeln (I), vari
Q ej &r vdte, genom svag hydrolys, f£&r erhdllande av en
makrolid med formeln (1), vari Q &r vdte; och (c¢) even-
tullt f6restrande eller salifierande‘av nédgon makrolid
med formeln (I), vilken bildats genom fdrfarandet i steg
(a) eller (b). _

5, Streptomyces fradiae ATCC 31 733.

6, Kluturmedium, k d nne t e c kn a d, att

det omfattar Streptomyces fradiae ATCC 31 733 och assi-

" milerbara kdller for kol, kvidve och oorganiska salt.
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