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Makrolidiantibiootit

Tdmd keksintd liittyy makrolidiantibiootteihin,
erityisesti hyvin tunnetun terapeuttisen aineen tylo-
siinin kaltaisiin yhdisteisiin (ks. esim. Tetrahedron
Letters, 2339 (1970)).

Huolimatta tylosiinin suuresta merkityksestd on
kuitenkin olemassa jatkuva tarve kehittdd uusia anti-
biootteija, inter alia, huomioonottaen mahdollisuus re-
sigtanttien kantojen ilmaantuﬁiseen. Edelleen, rakenteel-
linen muunnos voi johtaa muutoksiin herkkien mikro-orga-
nismién luettelossa. Valitettavasti tylosiinin kaltais-
ten makrolidien rakenteen kemiallinen muuttaminen on
ogsoittautunut ddrimmdisen vaikeaksi. Esimerkiksi artik-
kelissa J. Org. Chem. 44(12), 2050-2 (1979) esitetddn
ongelmia, jotka liittyvat tylosiinin mycinosyyli-glyko-—
sidi-sidoksen katkaisemiseen kemiallisin menetelmin.
Todellakin, ylivoimaisessa enemmistdssd esitetyistd ta-
pauksista ovat té@man alueen tutkijat selvittdessddn
uusia rakenteita olleet pakotettuja tutkimaan uusia
mikro-organismeja, joko luonnossa esiintyvid tai syn-
teettisid, toivossa, ettd niiden kasvatus tuottaisi 1&—
hekkdisid rakenteita.

Patentinhakijat ovat nyt keksineet, ettd tylosii-
nin kaltaisia yhdisteitd voidaan valmistaa viljelemdlld
tiettyjd Streptomyces fradiae kantoja submersisti aero-
bisissa olosuhteissa.

Kidsiteltdvidnd olevan keksinndn mukaan kasvatukses-
sa muodostuu uusi makrolidiantibiocotti, jolla on kaavan

(I) mukainen rakenne:
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nissd Q on -CHO tai -CH,OH ja Y on hydroksyyli- tai
mycarosyylioksiryhmd; tai siitd johdettu suocla tai es-
teri.

Kaavan (I) mukaiset yhdisteet ovat 2"'-0-demetyy-
limacrosiini, josta jdljempdnd kdytetddn merkintdd "de-

metyylimacrosiini eli DOMM" ja jolla on kaavan (II)
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DOMM: in dihydrojohdannainen, ts. 20-dihydro-2"'-0-
demetyyli-macrosiini, josta jdljempdnd kdytetddn mer-—
kintda "dihydro-DOMM" ja jolla on kaavan (III) mukai-
nen rakenne:

1

i/’\\—CHa

i
HaC\ CHavn/ T—CHE-—CHzﬁ‘

— . (I1L)
HO—f/’, J\>&%}CH2—T// CQ\’//\\\\
Ny Ce—tes, g\ / ) .
LH I)H (/ /' '\ (He T[
04 e——_H ——a—CHa
AN / / .
—— ) \ /HJH
lHa Onu—l/
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2"'-de-0O-metyyliactenosiini, josta jdljempdnd kiyte-

tddn merkintda "DOML" ja jolla on kaavan (IV) mukai-
nen rakenne:
;
/’\\
n1, 3 Ha
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ja 20-dihydro-2"'-de-0-metyylilaktenosiini, josta
jdljempdnd kdytetddn merkintdd "dihydro-DOML" ja

jolla on kaavan (V) mukainen rakenne:

ﬁ
7N\
l
CHB_./ N\ —CHz—CH=20H
HaQ\ u CHa Y (V)
ol oo e K/\
\ //Cﬁa—CHz~o ?
LA Ho

l—mﬁ OH
Ha

YCHS

ja ndistd johdetut suolat ja esterit.
Tdmdn keksinndn yhdisteiden ja hyvin tunnetun
makrolidin, tylosiinin, stereckemialliset ominaisuudet

ovat identtiset ~ ks. esim. Tetrahedron Letters, 4737,

(1970). Aminosokeri on mycaminoosi, vasemmanpuoleinen

neutraali sokeri on 6-deoksi-D-alloosi ja neutraali so-
keri rakenteissa (II) ja (II1II) on mycaroosi.

DOMM:in ja dihydro-DOMM:in hydroksyyliryhmdt ase-
missa 2',4",3",2"",3""',4""' ja 3 voidaan esterdidd muodos=-
tamaan kdyttdkelpoisia asyyliesterijohdannaisia. DOML:in
ja dihydro-DOML: in hydroksyyliryhmdat asemissa 2°',4',2"',
3"',4"' ja 3 voidaan estertidd muodostamaan kdyttdkel-
poisia asyyliesterijohdannaisia. Lisdksi dihydro-DOMM:in
ja dihydro—-DOML:in asemassa 20 oleva hydroksyyliryhma
voidaan esterdidd. DOMM:in ja dihydro~DOMM:in 2'-hydrok-
syyliryhmdn esterdiminen on yksinkertaista. DOML:in ja

dihydro~DOML:in 2'- ja 4'-hydroksyyliryhmdt esterdityvat
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helposti. Tyypillisid ovat 2-18 hiiliatomia sisdltd-
vien monokarboksyylihappojen ja dikarboksyylihappo-
jen esterit ja hemi-esterit.

DOMM, dihydro-DOMM, DOML, dihydro-DOML ja nii-
den asyyliesterijohdannaiset ovat emdksisid yhdisteitd,
jotka happojen kanssa reagoidessaan muuttuvat happoaddi-
tiosuoloiksi. N&md additiosuolat ovat myds osa tatd kek-
sintdd. KdyttOkelpoisuutta koskevan tarkastelun yksin-
kertaistamiseksi kdytetddn merkintdd "DOMM yhdiste" ja
$illd tarkoitetaan seuraavia yhdisteit&d: DOMM, dihydro-
DOMM, DOML, dihydro=~DOML, ndiden yhdisteiden mddritelty
asyyliesterijohdannainen, tai DOMM:in, dihydro-DOMM:in,
DOML: in, dihydro-DOML:in tai ndiden asyyliesterijohdan-
naisten farmaseuttisesti kdyttdkelpoinen happoadditio-
suola.

Tdmdn keksinndn myShemmissd tarkastelussa esite=-
tddn kaavan (I) mukaisen uuden makrolidin valmistusme-
netelmd, mikd sisdltdd Streptomyces fradiae kannan kas-
vatuksen ilmastoiduissa aerobisissa olosuhteissa, kun-
nes merkittdvd antibiocottiaktiivisuustaso muodostuu
huomioonottaen, ettd haluttaessa tuottaa kaavan (IV)
tai (V) mukaista yhdistettd, kasvatukseen vaikutetaan
kdyttdmdlld lievdsti happamiavolosuhteita.

Valittua Streptomyces fradiae mikro-organismia
sdilytetddn varustettuna tunnuksella ATCC 31 669.

DOMM liukenee veteen ja useimpiin polaarisiin or-
gaanisiin liuottimiin, sellaisiin kuin asetoni, metano-
1li, etanoli, kloroformi, dimetyyliformamidi ja dimetyy-
lisulfoksidi. DOMM:in happoadditiosuolat liukenevat ve-
teen paremmin kuin DOMM-emis.

DOMM voidaan erottaa tylosiinista paperi- ja ohut-

kerroskromatografialla. DOMM:in ja tylosiinin likim#&r&i-

set Rg ja R -arvot esitetddn yhteenvetona taulukoissa

1 ja 2. Taulukossa 2 Rx-arvolla tarkoitetaan yhdisteen

suhteellista liikkuvuutta verrattuna tylosiiniin, jolle
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annettiin arvo 1,0. Bioautografiaa Bacillus subtilis:
ta kdyttden sovellettiin detektointiin.
Taulukko 1 '
DOMM: in ohutkerroskromatografiaa

Rf~arvo
Yhdiste Ab B c
Tylosiini ' 0,53 0,53 0,67
DOMM 0,05 0,44 0,44

“Adsorbenssi: Merck, Darmstadt-Silica Gel 60

Ppjoliuos: A= etyyliasetaatti:dietyyliamiini (96:4)
B= asetoni:etanoli (2:1)

¢= kloroformi:metanoli (3:1)

Taulukko 2
DOMM:in paperikromatografiaa

R

X

. b

Yhdiste D E

Tylosiini 1,0 1,0
DOMM . 0,17 0,ac8

aPaperi: Whatman nro 1, joka oli késitelty 0,75 M

KH,PO, puskuriliuoksella pH 4,0 ja sen
jdlkeen kuivattu

bAjoliuos: D= vedelld kylldstetty etyyliasetaatti

|

E= vedelld kylldstetty n-butanoli

DOMM:in dihydrojohdannainen voidaan valmistaa ke-
miallisella pelkistykselld tai mikrobikasvatuksella.
Valmistettaessa dihydro-DOMM:ia kemiallisella pelkis-
tykselld voidaan kdyttdd tunnettuja menetelmid kuten
esim. DOMM:in kdsittely likimddrin stdkidmetrisella
madrdlld natriumboorihydridia alkoholiliuoksessa. Di-
hydro-DOMM:ia voidaan myds tuottaa kasvattamalla tamdn
keksinndn S. fradiae kantaa ATCC 31669 kontrolloiduis-
sa kasvatusolosuhteissa.
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Tdmd keksintd liittyy edelleen menetelmiin val-
mistaa DOML ja dihydro-DOML miedon happohydrolyysin
avulla DOMM:ista ja dihydro-DOMM:ista, vastaavassa
jdrjestyksessd. Dihydro-DOML voidaan myds valmistaa

1) tuottamalla DOML miedolla happohydrolyysil-—
ia DOMM:ista ja edelleen

2) pelkistdmdlld DOML tuottamaan dihydro-DOML.
Olosuhteet miedon happohydrolesin suorittamiseksi tun-

netaan teollisuudessa. Tarkoituksenmukaisia vesiliuok-

'sia, joiden pH on noin 4 tai alempi, voidaan kdyttda

hydrolyysia suoritettaessa. Tdssd menetelmdssd voidaan
kdyttdd lampdtiloja noin 20°C:sta noin 100°C:een. Reak-
tiocaika, joka tarvitaan hydrolyysin suorittamiseen, vaih-
telee riippuen reaktioseoksen pH:sta ja kdytetystd lém-
potilasta. Korkeammilla pH-arvoilla reaktionopeus on
hitaampi ja korkeammissa lamp&tiloissa reaktionopeus on
suurempi. Reaktioaika, joka tarvitaan kéytettdessd pH-
arvoa noin 2 ja huoneenldmp&tilaa, on noin 6 tunnista
noin 24 tuntiin., Reaktio suoritetaan kdsittelemdlld jo-
ko DOMM:ia tai dihydro-DOMM:ia laimealla happoliuocksella
ajan, joka riittdd irrottamaan mycarosyyli-ryhmdn ja
tuottaa DOML tai dihydro-DOML, vastaavassa jdrjestyksessd.

Vaihtoehtoisesti, ja joskus edullisemmin, DOML ja
dihydro-DOML voidaan valmistaa kdsittelemdlld DOMM:ia
tai dihydfo—DOMM:ia kasvuliuoksessa, jossa ne on tuotet-
tu, edelld kuvatulla tavalla kédyttden lievisti happamnia
olosuhteita ja riittdvdd aikaa muuttamaan DOMM tai dihyd-
ro—~DOMM DOML:ksi tai dihydro-DOML:ksi, vastaavasti. Td-
ten valmistettu DOML tai dihydro-DOML voidaan eristdd
kasvuliuoksesta kdyttiden teollisuudessa tunnettuja me-
netelmii.

Hydroksyyliryhmdt DOMM:in ja dihydro~DOMM:in ase-
missa 2',4",3:,2""',4"’ ja 3 voidaan esterdidd asyloivilla

reagensseilla asyyliesterijohdannaisten tuottamiseksi kdyt-

. tden teollisuudessa tunnettuja menetelmid, DOML ja dihyd-
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ro-DOML voidaan ester$idd samalla tavalla asemissa

2,4 ,2", 3" 4" j3a 3 olevissa hydroksyyliryhmissa.
Lisdksi dihydro-DOMM ja dihydro-DOML voidaan esterdidd
asemasta 20, DOMM:in ja dihydro-DOMM:in 2'-hydroksyyli-
ryhmdn esterdinti on yksinkertaista. DOML:in ja dihydro-
DOML:in 2'- ja 4'-hydroksyyliryhmdt esterdityvdt hel-
posti. Tyypillisiin asyloiviin reagensseihin kuuluvat
anhydridit, halidit (tavallisesti yhdessd emdksen tai
muun hapon kanssa reagoivan yhdisteen kanssa) ja orgaa-
nisten happojen aktiiviset esterit. Asylointi voidaan
suorittaa myds kdyttamidlld orgaanisen hapon ja dehydra-
toivan aineen kuten N,N’'-disykloheksyylikarbidi-imidin
seosta. Asyloinnit voidaan suorittaa myds entsymaatti-
sesti kuten Okamoto et al. ovat kuvanneet US-patentissa
4 092 473. Muodostetut asyylijohdannaiset voidaan erot-
taa ja puhdistaa tunnetuilla menetelmilld.

DOMM:in ja dihydro-DOMM:in 2'-monoesterijohdannai-
set voidaan valmistaa teollisuudessa yleisesti tunnetuil-
la selektiivisilld esterdintimenetelmilld, sellaisilla
kuin esim. antibiootin kédsittely tOkidmetrisella madrdl-
14 (tai vdhdiselld ylimddrdlld) asylointireagenssia,
sellaista kuin asyylianhydridi, ldmp&tiloissa noin 0°c:
sta noin huoneenldmpdtilaan noin 1 - noin 24 tunnin ajan
kunnes esterdityminen on kdytdnndllisesti katsoen tay-
dellistd. 2'-monoesteri voidaan erigtdid reaktioseokses-
ta tavanomaisin menetelmin kuten uuttamalla, kromatogra-
fisesti ja kiteyttdmdlld.

Kadyttdkelpoisia estereitd muodostaviin orgaanisiin
happoihin kuuluvat alifaattiset, sykloalifaattiset, aryy-
li-, aralkyyli-, heterosykliset karboksyyli-, sulfoni-
ja alkoksikarbonihapot, joissa on 2-18 hiiliatomia, ja
epdorgaaniset hapot kuten rikki- ja fosforihappo.

Edustaviin, kdyttodkelpoisiin estereihin kuuluvat
ne, jotka muodostetaan sellaisista hapoista kuin etikka-,
kloorietikka=-, propioni-, voi-, isovaleriaana-, alkocksi-

karboni-, steariini-, sykloPropaanikarboksyyli—, syklo-
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l~adamantaanikarboksyyli-, bentsce-, fenyyli-, etik-
ka-, fenoksietikka-, manteli- ja 2-tiocenyylietikka-
happo, ja alkyyli-, aryyli- ja aralkyylisulfonihappo,
aryyli- ja aralkyylihapot, joiden aromaattisessa osas-
sa on vaintoehtoisesti sellaisia substituentteja kuin
halogeeni, nitro ja alempi alkoksi. Kdyttdkelpoisiin
estereihin kuuluvat myds dikarboksyylihappojen kuten
meripihkahapon, omenahapon, fumaarinapon, maloninhapon
ja ftaalihapon hemiesterit. '

Farmaseuttisesti kdyttdkelpoiset esterijohdannai-
set muodostavat suositumman ryhmdn, sellaiset esterit
eivdt aiheuta mitaan merkittdvid toksisia vaikutuksia
hoidettavissa ldmminverisissd eldimissd. Muut esterijoh-
dannaiset ovat kuitenkin kdyttdkelpoisia vdliyhdisteina.

DOMM, dihydro-DOMM, DOML, dihydro-DOML ja niiden
mddritellyt johdannaiset muodostavat happoadditiosuoloija.
DOMM:in, dihydro-DOMM:in, DOML:in, dihydro~DOML:in ja
niiden asyylijohdannaisten happoadditiosuolat ovat myos
osa tatd keksintod. Séllaiset suolat ovat kidyttdkelpoi-
sia esimerkiksi erotettaessa, puhdistettaessa ja kitey-
tettdessd DOMM, dihydro-DOMM, DOML, dihydro-DOML ja nii-
den asyylijohdannaisia.lisdksi suoloilla on parempi liu-
kenevuué veteen,

Edustaviin, kdyttdkelpoisiin sucloihin kuuluvat ne,

jotka muodostetaan tavanomaisilla reaktioilla sekd orgaa-

-nisista ettd epdorgaanisista hapoista, kuten esim. rikki-,

suola-, fosfori-, etikka-, meripihka-, sitruuna-, maito-,
omena-, fumaari-, palmitiini-, koli-, pamoiini-, lima-,
D-glutamiini-, d-kamferi-, glutaari-, glykoli-, ftaali-,
viini-, muurahais-, lauriini-, steariini-, salisyyli-,
metaanisulfoni-, bentseenisulfoni-, sorbiini-, pikriini-,
bentsoe- ja kanelihaposta.

Farmaseuttisesti kdyttdkelpoisia happoadditiosuo-

loja ovat erikoisesti tdmidn keksinndn valikoitu suolaryhmd.
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"Farmaseuttisesti kdyttodkelpoisilla" suoloilla tarkoi-
tetaan suoloja, jotka eivét-aiheuta mitddn merkittdvid
toksisia vaikutuksia hoidettaville ldmminversille eldi-
mille.

Tdmdn keksinndn yhdisteet tavallisesti annetaan
eldinlddkintdformulaatioina, jotka sisdltdviat tavanomai-
sia side~ Jja kantaja-aineita, ts. farmaseuttisesti kayt-
tdkelpoisia orgaanisia ja epdorgaanisia kantaja-aineita,
jotka soveltuvat enteraaliseen, parenteraaliseen tai ul-
konaiseen kdyttddn ja jotka eivdt haitallisesti reagoi
aktiivisten yhdisteiden kanssa.

Sopivia, farmaseuttisegti kdyttdkelpoisia kantaja-
aineita ovat muideﬁ muassa vesi, suolaliuokset, alkoho-
lit, kasvisdljyt, polyetyleeniglykolit, gelatiini, lak-
toosi, amyloosi, magnesiumstearaatti, talkki, piihappo,
paraffiinit, hajustedljy, rasvahappomonoglyseridit ja
diglyseridit sekd hydroksimetyyliselluloosa. Farmaseut-
tiset preparaatit voidaan steriloida ja haluttaessa se-
koittaa lisdaineisiin, joita ovat esim. voiteluaineet,
sdilfntdaineet, stabilointiaineet, kosteutusaineet,
emulgaattorit, puskuriliuokset, vdri- ja flavoriaineet,
jotka eivdt haitallisesti reagoi aktiivisten yhdistei-
den kanssa.,

Tamdn keksinndn yhdisteitd voidaan myds kdyttidd
rehulisdaineina kuten rehupremixeind tavanomaisissa for-
mulaatiomenetelmissd,

Tamédn keksinndn myShemmidssd tarkastelussa esite-
tddn eldinlaakintdformulaatio, joka sisdltdd 0,1-90 3%
painosta kaavan (I) mukaista yhdistettd tai siitd joh-
dettua farmaseuttisesti kdyttdkelpoista suolaa tai este-
rid liittyneend yhteen tai useampaan tarkoituksenmukai-
seen farmaseuttisesti kdyttdkelpoiseen kantaja-~ tai 1li-
sdaineeseen.

Tdmd keksintd esittdd myds uusia menetelmid 5-0-
mycaminosyylitylonolidin (OMT) ja 20-dihydro-5-0-mycamino=

syylitylonolin (dihydro-OMT) valmistamiseksi. Gorman et al.
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kuvaavat OMT:n ja dihydro-OMT:n US-patentissa 3 459 853.
US-patentissa 3 459 853 OMT ja dihydro-OMT valmiste-
taan poistamalla neutraalisokerit tylosiinin, desmyco-
siinin, macrosiinin ja laktenosiinin ja niiden dihydro-
johdannaisten kontrolloidussa happohydrolyysissa. Tdmd
keksintd esittdd uusia l8htdaineita, joista OMT ja di-
hydro-OMT voidaan valmistaa. Tdten, kdyttdmdlld US-pa-
tentissa 3 459 853 kuvattua menetelmdd, DOMM ja DOML voi-
daan kdyttdd valmistettaessa OMT:ta; ja dihydro-DOMM ja
dihydro-DOML voidaan k&yttdd dihydro-OMT:n valmistami-
seksi.

DOMM:ia ja dihydro-bDOMM:ia voidaan valmistaa kas-
vattamalla Streptomyces fradiae kantaa,joka tuottaa ndi-
td yhdisteitd ilmastoiduissa aerobisissa olosuhteissa
sopivassa kasvuliuoksessa, kunnes merkittdva antibioot-
tinen aktiivisuus muodostuu. Tehokkaassa teollisessa
tuotannossa pyritddn DOMM:in tuottamiseen kasvatuspro-
sessin ensimmdisessd vaiheessa. Dihydro-DOMM muodostuu,
kun kasvatusta jatketaan pidemmdn ajan, mikd tekee mah-
dolliseksi muodostuneen DOMM:in entsymaattisen pelkis-
tymisen. _

Kasvuliucs, jota kdytetddn kasvatettaessa Strepto-
myces fradiae kantaa ATCC 31 669, voi olla mikd tahansa

lukuisista kasvuliuoksista. Johtuen tuotantotaloudelli-

sista syistd, optimaalisesta tuotocksesta ja tuotteen eris-

tdmisen helppoudesta tiettyjd kasvuliuoksia kuitenkin
suositaan. Tdten esimerkiksi laajamittaiseen kasvatukseen
valittuihin hiilildhteisiin kuuluvat hiilihydfaatit, esim.
dekstriini, glukoosi, t&drkkelys ja maissijauho, ja &ljyt
kuten soijadljy. Valittuihin typpil&dhteisiin kuuluvat
maissijauho, soijajaunho, kalajauho, aminohapot ja ndiden
kaltaiset ynhdisteet. Ravitsemuksellisesti merkittdviin
epdorgaanisiin suoloihin, joita voidaan kdyttdd kasvu-
liuoksessa, kuuluvat tavanomaiset liukoiset suolat, jot-

ka tuottavat rauta-, kalium-, natrium-, magnesium-, kal-
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sium-, ammonium-, kloridi-, kloridi-, karbonaatti-,
sulfaatti- ja nitraatti-ioneja.

Organismin kasvulle ja kehittymiselle tarpeelli-
sia ns, vdlttdmdttdmid hivenaineita tulee myds lisdtd
kasvuliuokseen. Tdllaisia hivenaineita tavallisesti
esiintyy epdpuhtauksina muissa kasvuliucksen aineosis-
sa riittdvdssd mddrin tyydyttdmddn organismin kasvuvaa-
timukset. Saattaa olla vdlttdmatdntd lisdtd pienid mdd-
rid (ts. 0,2 ml/L) vaahdonestoainetta kuten polypropy-
leeniglykolia (mp. noin 2000) laajamittaisessa kasvatuk-
sessa, mikdli vaahtoaminen tulee ongelmaksi.

Huomattavien midrien DOMM:ia tai dihydro-DOMM:ia

tuottamiseksi, ilmastoitu aerobinen kasvatus tankeissa

on suositeltavaa. Pienid maarid DOMM:ia tai dihydro-DOMM:
ia voidaan saada ravistelupulloviljelm&lld. Johtuen anti-
biocottituotannossa esiintyvdstd lag-vaiheesta, joka yleen-
sd liittyy suurten tankkien ymppdykseen itidmuotoisella
organismilla, on suositeltavaa kdyttdd kasvuvaiheessa
olevaa ymppid. Kasvuvaiheessa oleva ymppi saadaan siir-
tdmdlld organismi itidmuodossa tai rihmastofragmenttina
pieneen tilavuuteen kasvuliuosta tuottamaan tuoreen, ak-
tiivisesti kasvavan organismiviljelmdn. Kasvuvaiheessa
oleva ymppi sitten siirretddn suurempaan tankkiin. Kas-
vavan ympin tuottamiseen kadytetty kasvuliuos voi olla
sama, jota kdytetddn suurempiin kasvatuksiin, mutta myds
muita kasvuliuoksia voidaan kdyttas.

S. fradiae kantaa ATCC 31 669 voidaan kasvattaa
lampdtiloissa noin 10°C - noin 37°C. Optimaalinen anti-

bicottituotanto ndyttd83d esiintyvdn lampdtiloissa noin

28%C.

Kuten’on tavanomaista ilmastoiduissa aerobisissa
kasvatusprosesseissa, steriiliid ilmaa kuplitetaan kas-
vuliuocksen lédpi. Tehokasta antibioottituotantoa varten
ilman prosenttisen kylldstysasteen tankkikasvatuksessa

tulisi olla noin 30 % tai sitd suurempi (280C, 1 atm).
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Antibioottituotantoa voidaan seurata kasvatuksen
aikana testaamalla kasvatusiiuosnéytteité organismeilla,
jotka tiedetddn herkiksi ndiden antibioottien suhteen.
Yksi kdyttokelpoinen testausorganismi on Staphylococcus
aureus ATCC 9144. Biotesti suoritetaan perinteisesti
automaattisella turbidometrisella menetelmdlld. Lisdksi
voidaan antibioottituotantoa helposti seurata uutetun
kasvuliuoksen ultraviolettiabsorption avulla. Korkean
suorituskyvyn nestekromaﬁografiaa UV-detektoria kdyttden
voidaan myds soveltaa tuotannon seuraamiseen (ks. esim.
J.H.Kennedy, J.Chromatographic Science, 16, 492-495 (1978)).

Ilmastoiduissa aerobisissa kasvatusolosuhteissa tuo-

tettu DOMM ja dihydro-DOMM voidaan erottaa kasvuliuocksesta
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menetelmilld, joita kdytetddn fermentaatioteollisuudessa.
DOMM:in ja dihydrOHDOMM:in talteenotto tapahtuu aluksi
kasvuliuoksen suodatuksella. Suodatettu liuos voidaan
sitten edelleen puhdistaa tuottamaan halutun antibioo-
tin. Lukuisia menetelmid voidaan kdyttad tdhdn puhdis-
tukseen. Valittu menetelmd suodatetun liuocksen puhdista-
miseksi sisdltdd liuoksen pH:n sddtdmisen noin arvoon 9;
liuoksen uuttamisen sopivalla liuottimella, sellaisella
kuin etyyliasetaatti, amyyliasetaatti tai metyyli-iso-
butyyliketoni; orgaanisen faasin uuttamisen happamella
vesiliuocksella; ja antibiocotin saostuksen sddtdmdlla
vesiuute emdksiseksi. Jatkopuhdistus sisdltdd uutos-,
adsorptio— ja/tai kiteytysmenetelmid.

Kuten tapahtuu my&s muilla organismeilla, Strepto-
myces fradiae kannan ATCC 31669 ominaisuudet ovat alt-
tiita vaihteluille. Esimerkiksi keinotekoisia muunnoksia
ja mutantteja ATCC 31669 kannasta voidaan saada kdsit-
telemdlld sitd lukuisilla tunnetuilla fysikaalisilla ja
kemiallisilla mutageeneilla, sellaisilla kuin ultravio-
lettisdteily, X-sdteily, gammasdteily, ja N-metyyli-N'-
nitro-N-nitrosoguanidiini. Kaikkia Streptomyces fradiae

kannan ATCC 31669 luonnollisia ja keinotekoisia muunnok-
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sia, mutantteja ja yhdistelmid, joissa ominaisuudet
tuottaa DOMM:ia sdilyvdt, voidaan kdyttdd tdssd keksin-
néssi.

DOMM yhdisteet inhiboivat patogeenisten bakteerien
kasvua, erityisesti gram-positiivisia bakteereja .ja
Mycoplasma-lajeja.

Esitetyn mukaisesti erddnd tdmdn keksinndn osana
esitetddn menetelmd erityisesti gram-positiivisten bak-
teerien ja Mycoplasma:n aiheuttamien mikrobi-infektioi-
den estdmiseksi, kontrolloimiseksi ja hoitamiseksi tdmdn
keksinndn uusilla yhdisteilld.

Taﬁlukossa 3 esitetddn yhteenvetona minimi inhibi-
tooriset pitoisuudet (minimal inhibitory cencentrations,
MIC) mitattuina standardi agar-laimennusmenetelmilla,

joissa DOMM (vapaana emdksend) inhiboi tiettyjd bakteereja.

Taulukko 3

DOMM:in in vitro aktiivisuus vapaana eméksend

Organismi MIC (/ug/ml)
Streptocossus pyogenes C203 0,25
Streptococcus pneumoniae Park I 0,25
Streptococcus sp. (ryhma D) 282 4,0
Pasteurella multocidia 12,5
Pasteurella hemolytica 50,0
Mycoplasma gallisepticum 0,78
Mycoplasma hyopneumoniae 0,78
Mycoplasma hyorhinis 3,12

DOMM-yhdisteilld on osoitettu olevan in vivo anti-
mikrobisidista aktiivisuutta kokeellisissa bakteeri-in-
fektioissa. Kun kaksi annosta testiyhdistettd annettiin
hiirille kokeellisissa infektioissa, havaittu aktiivi-
suus mitattiin EDSO-arvona (tehokas annos ilmaistuna mg/kg,
joka tarvitaan suojaamaan 50 % koe-eldimistd: ks. Warren
Wick et al., J. Bacteriol. 31, 233-235 (1961)). DOMM:ille
havaitut EDSO arvot esitetdadn taulukossa 4.
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Taulukko 4

DOMM:in ED;,-arvot (mg/kg x 2) ihonalaisesti

annettuna
Yhdiste Strepto— Strepto~ Staphylococcus
. coccus COCCUS aureus 3055
pyogenes preumo—
203 niae
Park I
DOMM 1,1 37,5 3,8
Bakteerivai-
kutus (Bacte-
rial Challen-
ge) 133 41,2 139
GCIDSO)

Seuraavat ei-rajoittavat esimerkit esitetddn tdmén
keksinnon tdydellisemmidksi kuvaamiseksi.

Esimerkki 1

A. DOMM:in ravistelupullokasvatut

Lyofilisoitu pelletti Streptomyces fradiae kantaa
ATCC 31669 dispersoitiin 1-2 ml:aan striloitua vettd.
Osa tdstd liucksesta (0,5 ml) kdytettiin ymppddmddn kas-

vuliuos (150 ml), jonka koostumus oli seuraava:

Valmistusaine Mddrd (%)
Maissiviina (corn steep liquor) 1,0
Hiivauute 0,5
Kuorittu soijapapurouhe _ 0,5
CaCO3 0,3
Soijadljy (puhdistamaton) 0,45
Deionisoitu vesi 97,25

Vaihtoehtoisesti 1 ml tilavuuksina nestemdisessd
typessa sdilytetty vegetatiivisessa kasvuvaiheessa cle-
va S. fradiae ATCC 31669 viljelmd sulatettiin nopeasti
ja kdytettiin kasvuliuoksen ymppddmiseen. Ympdttyd kas-—
vuliuvosta inkuboitiin 500 ml erlenmeyer pullossa 29°¢:
ssa noin 48 tuntia laatikkoravistelijassa, jonka nopeus
oli 300 rpm.
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Tdtd inkuboitua kasvuliuosta (0,5 ml) kdytet-
tiin ymppddmddn 7 ml tuotantoliuosta, Jjonka koostumus

oli seuraava:

Valmistusaine Madra (%)
Juurikasmelassi 2,0
Maissijauho 1,5
Kalajauho 0,9
Maissigluteeni 0,9
NacCl 0,1
(NH4)2HPO4 0,04
CaC03 0,2
Soijadljy (puhdistamaton) 3,0
Deionisoitu vesi 91, 36

Ympattyd kasvuliuosta inkuboitiin 50 ml pullossa

29°C:ssa noin 6 pdivdd laatikkoravistelijassa, jonka no-

peus oli 300 rpm.
B. DOMM:in tankkikasvatus

Suuremman ympin saamiseksi 60 ml inkuboitua kasvu-
liuosta, joka oli valmistettu kohdassa A kuvatun tavan
mukaisesti, kdytettiin ymppddmddn 40 1 toisen vaiheen

vegetatiivista kasvuliuosta, Jjonka koostumus oli seu-

raava:

Valmistusaine Mddrd (%)
Maissiviina (corn steep liquor) 1,0
Soijapapu&ljy-rouhe : 0,5
Hiivauute | 0,5
CaCo, | | 0,3
S0ijadljy (puhdistamaton) 0,5
Legitiini (puhdistamaton) 0,015
Vesi 97,185

Kasvuliuoksen pH sdddettiin arvoon 8,5 50 % NaOH-
liuoksella.

Tdtd toisen vaiheen vegetatiivista kasvuliuosta in-
kuboitiin 68 1 tankissa noin 40 tuntia 29°C:ssa riittavil-

la ilmastuksella ja ravistuksella.
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Inkuboitua toisen vaiheen kasvuliuosta (4 1) kay-
tettiin ymppddmidn 44 litraa steriilid tuotantokasvu-

liuosta, jonka koostumus o0li seuraava:

Valmistusaine MEdrd (%)
Kalajauho 0,875
Maissijauho 1,5
Maissigluteeni 0,875
Caco, 0,2
NaCl 0,1
(NH4)2HPO4 | 0,04
Juurikasmelassi 2,0
Soijasdlijy (puhdistamaton) 3,0
Lesitiini 0,09
Vesi ' 91,32

KasQuliuoksen pH sdddettiin 7,2:ksi 50 % NaOH-
liucksella.

Ympdtyn kasvuliucksen annettiin kasvaa 68 1 tan-
kissa noin 4 pdivdn ajan lampdtilassa 28°c. Kasvuliuos-
ta ilmastettiin steriililld ilmalla liuenneen happita-
son pitdmiseksi vd1lilld noin 30-50 % ja sekoitettiin
tavanomaisilla sekoittimilla kierrosnopeudella noin
250 rpm.

_Esimerkki 2

DOMM:in eristdminen

Koko talteenotettu liuos (38 1), joka saatiin esi-
merkissd 1 kuvatulla tavalla, suodatettiin suodatinapu-
ainetta kdyttden. Huokoinen kakku pestiin vedelld; tama
pesuun kdytetty vesi yhdistettiin sitten suodokseen.

Suodoksen pH sdddettiin arvoon 9,1 kayttden 25 %
natriumhydroksidin vesiliuosta. Suodosta uutettiin kah-
desti etyyliasetaatilla (9 ja 5 1). Deionisoitua vettd
(3500 ml) lisdttiin etyyliasetaattiuutteeseen. Tdmdn liu-
oksen pH sdddettiin arvoon noin 4,1 kdyttden 28 % fos-
forihappolivosta (2 osaa vettd yhtd osaa vdkevdd fosfo-—

rihappoa kohti). Uuttamisen jdlkeen erotettiin vesifaasi.
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Etyyliasetaattiliuosta uutettiin toistamiseen vedelld
(3500 ml) kdyttden t&dtd menetelmdd. Saadut kaksi vesi-
uutetta yhdistettiin.

Yhdistetyn vesiuutteen pH s&dddettiin 8,5:ksi nat-
riumhydroksidilla ja sitd uutettiin kahdesti klorofor-
milla (3000 ja 1200 ml erdt). Kloroformiuutteet kuivat-~
tiin vakuumissa, mikd tuotti noin 40 g puhdistamatonta
DOMM-emdstd. Tdmd DOMM-emds puhdistettiin kiteyttamdlla
vesi-asetoniliucksesta, mikd tuotti noin 30 g DOMM-emdstd.

DOMM on valkecinen kiinted aine, joka kiteytyy ase-
toni-vesiliuoksesta. DOMM pehmenee noin 135-140%C:ssa ja
sulaa tdydellisesti nostettaessa ldmp&tilaa noin 160°¢C:
een. DOMM:in alkuaineanalyysi osoitti, ettd sen likimdd-
rdinen prosenttinen koostumus on seuraava: C 59,5 %;

H 8 %; N2 %; O 30,5 %. DOMM:in empiirinen kaava on
C 4 qH93N0y 5 ja molekyylipaino on noin 888 (887 mddritet-
tynd massaspektrometrisesti).

DOMM: in infrapuna-absorptiospektrissd havaitta-

vissa olevat absorptiomaksimit esiintyvidt seuraavilla
frekvensseilld (cm-l):

3679 (heikko), 3604 (olkapdd), 3486 (leved), 3012 (olka-
pdd), 2979 (voimakas), 2938 (voimakas), 2880 (olkap&d),
2821 (olkapdd), 2794 (hyvin heikko), 2735 (hyvin heikko),
1723 (voimakas), 1678 (keskivoimakas), 1627 (heikko),
1593 (voimakas), 1477 (olkapdd), 1459 (keskivoimakas),
1409 (keskivoimakas), 1373 (keskivoimakas), 1333 (olka-
pdd), 1316 (keskivoimakas), 1273 (heikko), 1183 (olka-
pdd), 1161 (voimakas), 1114 (keskivoimakas), 1080 (voi-
makas), 1048 (voimakas), 1013 (keskivoimakas), 996 (kes-
kivoimakas), 9384 (olkapdd), 960 (olkapdd), 924 (hyvin
heikko), 902 (heikko), 865 (hyvin heikko) ja 841 (heikko).
DOMM: in ultravioclettiabsorptiospektri neutraalissa
etanoliliuoksessa mitattuna osoittaa absorptiomaksimin

aallonpituudella 283 nm (epsilon 22550).
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DOMM:in (vapaa emds) spesifinen rotaatio on seu-

raava:

[kx17§5 -39,69° (c 1, CH,0H) .

DOMM:in elektrometrinen titraus 66 % dimetyyli-
formamidin vesiliuoksessa osoittaa, ettd molekyylissi
on titrattava ryhma; jonka pKa arvo on noin 7,14.

Esimerkki 3

DOML:in valmistaminen

Esimerkissd 2 kuvatulla tavalla valmistettu DOMM
liuvotettiin laimeaan suolahappoliuckseen (veteen lisat-
tiin suolahappoa kunnes liuoksen pH oli 1,8).

Tuloksena saadun liuoksen annettiin seistd noin 8
tuntia huoneenldmpdtilassa, minkd jdlkeen sen pH sda-
dettiin 9,0:ksi natriumhydroksidin avulla. Tdtd emadksis-
td liuosta uutettiin etyyliasetaatilla, dikloorimetaa-
nilla ja kloroformilla. Uute kuivattiin vakuumissa ja
se tuotti DOML emdksen (pehmenee 115-120°C:ssa ja sulaa
noin 134-140°C:ssa).

Esimerkki 4

Dihydro-DOMM:in valmistaminen

DOMM (50 mg), Jjoka coli valmistettu esimerkin 2
kuvaamalla tavalla, liuotettiin isopropyylialkoholin
vesiliuokseen (noin 40 %; 25 ml). Natriumboorihydridia
(20 mg) liuotettiin 30 % isopropyylialkoholi-vesiliuok-
seen (10 ml). NaBH4-liuosta (1 ml) lisdttiin DOMM:ia
sisdltdvddn liuokseen. Tulcksena saatua liuosta sekoi-

tettiin 5 min ajan, pH sdddettiin 7,5:ksi fosforiha-

" polla, ja konsentroitiin vakuumissa isopropyylialkoholin

poistamiseksi. Tuloksena olevaan vesikonsentraattiin 1li-
sdttiin vettd niin, ettd sen tilavuudeksi tuli 25 ml,
sen jdlkeen lisdttiin kloroformia (50 ml). Vesifaasin

pH sdddettiin 7,5:ksi. Uuttamisen jdlkeen kloroformi
erotettiin ja haihdutettiin kuivaksi vakuumissa tuotta-
maan dihydro-DOMM:in,
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Esimerkki 5

Dihydro-DOML:in valmistaminen

Dihydro-DOMM:ia, joka o0li valmistettu esimerkin
4 mukaisella tavalla, kdsiteltiin esimerkissd 3 kuva-
tulla tavalla, mikd tuotti dihydro-DOML:in.

Esimerkki 6

Vaihtoehtoinen DOML:in valmistustapa

DOML valmistetaan DOMM:ista kdsittelemdlld DOMM:ia
kasvuliuoksessa, jossa se tuotettiin, laimealla hapolla
kuten on kuvattu esimerkissd 3. DOML:in eristdminen teh-
tiin samanlaisella menetelmdlld kuin esimerkissd 2 ku-
vattu DOMM:in eristdminen.

Esimerkki 7

Vaihtoehtoinen dihydro-DOML:in valmistustapa

Esimerkissd 3 kuvatulla tavalla saatu DOML pel-
kistettiin kdyttden esimerkissd 4 kuvattua menetelmdd
tuottamaan dihydro-DOML:ia.

Esimerkki 8

2'=0-propionyyli-DOMM

DOMM liuotetaan asetoniin ja kdsitellddn 1,2 ekvi-
valentilla propionyylianhydridia huoneenldmpdtilassa noin
6 tunnin ajan tuottamaan 2'-O-propionyyli-DOMM:ia.

Esimerkit 9-11

2'-0O-isovaleryyli~DOMM valmistettiin esimerkissd
8 kuvatun menetelmdn mukaisesti mutta kdyttden isovale-
ryylianhydridia.

2'-0O-bentsoyyli—-DOMM valmistettiin esimerkissid 8
kuvatun menetelmdn mukaisesti mutta kdyttden bentsoyyli-
anhydridia.

2'-0-(n-butyryyli)-DOMM valmistettiin esimerkissd
8 kuvatun menetelmdn mukaisesti mutta kdyttden n-buty-
ryylianhydridia.

Esimerkki 12

2',4'~-di-O-propionyyli-DOML

DOML liuotettiin asetoniin ja kdsiteltiin vdhéan
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yli kaksinkertaisella ekvivalenttimdardlld propionyyli-
anhydridia huoneenldmp&tilassa noin 6 tunnin ajan tuct-
tamaan 2',4'-di-O-propionyyli-DOML:in,

Esimerkit 13-15

2',4'-di~0-isovaleryyli-DOML valmistettiin esi-
merkissd 12 kuvatun menetelmdn mukaisesti mutta k&dyttden
isovaleryylianhydridia.

2',4"-di-0-bentsoyyli-DOML valmistettiin esimer-
kissd 12 kuvatun menetelmdn mukaisesti mutta kdyttden
bentsoyylianhydridia. _

2',4'—di-0—(n—butyryy1i)—DOML valmistettiin esi-
merkissd 12 kuvatun menetelmdn mukaisesti mutta kayttden

n-butyryylianhydridia.
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Patenttivaatimukset:

1. Uusi makrolidi, t unne t t u

siitd, ettd
sillda on kaava (I):

5
,ﬁ\\
/
i r{Ha
|
/. .\
10 ?Ha cm—n’ ~CHz~) (1)
«— ' . CQ a
VAN /s VAN
HC—e Le~0—CHz ’ N
AN / I o oH
I‘I 7 /I\ Ao 1]
L) v v — 1] -
TR CHz—CHz \0 j . //o . Hz
U; Je—N=CHx
15 N .
s
™~
Lo
(IR
20 jossa Q on —-CHO tai —CHZOH ja Y on hydroksyyli- tai
nykarosyylioksiryhmd: tai siitd johdettu suola tai es-
teri.
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen uusi makrolidi,
tunnett tu siitd, ettd silld on kaava (II1):
25 o)
i
W
[ ]
’// ~, .
r ¢—Cha
.o 2
. g N. ‘
Hal CHa—a" 9—CHa-LH
30 ' [ s Igl C*H‘ ‘.
//e -«\ / \\//‘\\ (11)
HKC—e A= He - T A W
Ny a—cn | -+
T_"'_ Sz —e, IS P 9 » Cra s
I \\Y g\ N Ve AN i \'
oHooH ' ~ AN—LCHy e lhu
u\-\ /" _I'/ ™~
~ 0’ -.""_—'_.-’ ‘0"_("
35 )
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3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen uwusi makrolidi,

tunnettu siitd, ettd silld on kaava (III):

)i
N\

' —Hz
HaC CHa—# \T—CHL’—CHEC’H
Héﬂ/ .-_J)>HHH2 v ’ C{ \ H (III)
\\ — CHa~CH2jI y ? ? b(Hﬁ i
EH I)H \c/ﬂ\/ c/ \” e -—-—l-rH;
I_‘—‘ -—‘h{)————*o\ /'"CH

CHa kY]

1

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen uusi makrolidi,

H.

s

tunnett tu siitd, ettd silld on kaava (IV):

VAN
] W—CHa
I .
[ ) .\
4 N
?Hg bHa-ﬂ T—CHz—u
. CHa L] (I\/)
/. D\ / NN
HO—» Ce——Ho—e A A
N /- | TR
N [ ]
l { cro-ciiz” Ny N [l o
H H o . o s \ ‘ '
q "8 —-CHa
\\\ /
o v——CH

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen makrolidi, t u n-

nettu siitd, ettd silld on kaava (V):
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CHz—e ~CH2—CHz20H
H5C\.__O '.l CH‘?’ . (V)
‘ S AN )
Ho—-< \,.ch:Hz 4 \T/ AN
o
A 7 CHa—CHz—e_ ' o—OH ? f
I | \/!‘\ / — Ha
oH OH a o ¢ / \\ (]:
a /04%£H3
lH:,
6.

Menetelmd patenttivaatimusten 1-5 mukaisten

makrolidien valmistamiseksi, joilla on kaava (1),
nettau

t u n-
siitd, ettd Streptomyces fradiae kantaa vil-
jellddn submersisti aerobisissa olosuhteissa kunnes huo-~
mattava madrid antibioottista aktiivisuutta on muodostu-
nut, haluttaessa tuottaa patenttivaatimuksen 4 ﬁai 5
mukainen yhdiste viljelys tulisi suorittaa kdyttdm&dlld

lievdsti happamia olosuhteita.

7. Menetelma patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukaisen
vyhdisteen valmistamiseksi, jolla on kaava (I), t un -

nettu siitd, ettd vastaavasti patenttivaatimuksen

2 tai 3 mukainen yhdiste lievdsti happonydrolysoidaan.
3. Menetelmd 5-O-mykaminosyylitylonolidin tai
20-dihydro-5-0O-mykaminosyylitylonolidin valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd patenttivaatimuksen 4 tai 5
mukainen yhdiste, jolla on kaava (IV) tai (V)

lysoidaan kontrolloidusti.

happohydro-

9. Streptomyces fradiae ATCC 31669.
10. Viljelyliuos, t un ne t t u siitd, ettd se
sisdltida Streptomyces fradiae ATCC 31669 ja assimiloitu-~-

vat hiili-, typpi~ ja epdorgaaniset suolaldhteet,
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Patentkrav:

1. Ny makrolid med formeln

ok

/.
AN

l /.\ e / _O
W by CHa=CHe” N\ g\._

N
/

Gﬁ—g
yd

—O—CHz-

(I):

2OH och Y‘ar hydroxyl eller en

eller ett salt eller en esterxr darav.

2. Ny makrolid enligt patentkravet 1, k @ n n e -

tecknad dirav, att den har strukturformeln (II):

I
.."/ \\ .
F $—Cha
5 !
/‘ .\ a
’ \ '
H.-;-]a( Y—:hr_%uH
| i
] CHz - e
R
A A
_Q‘\ e T H E l ~H3
\.‘/’ % \ - S \'\ i
’ X Ce—N-LHa
\\ v s

(11)
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3. Ny makrolid enligt - patentkravet 1, k @& n n e -
t e cknad dirav, att den har strukturformeln (III):

|

SN
| 3
HcC\ CHa_n// \\T~CH2—CHEOH
/»—0\ Va CQ /-'\ (III)
HO—e —O0—CHz2 T " OH
N\ S 4 CH:s—CHz:I #—OH ?,_4 CHa OH
LH LH '\\O//ﬂ\\'/ C// \\o~£—CHe 0———I—CH5
\\ __4£;—ﬁ}ﬂﬁﬂ//
lHa \\D //

1,

4. Ny makrolid enligt patentkravet 1, k @ nn e -

H

i»

tecknad ddrav, att den har strukturformeln (IV):

AN
r/ \I*-CH:B
VRN
N
CHa / CHa*ﬂ »—CHa—CH
o—) ,® Chs % (1v)
’ . e N AN
O—e +——CHz—
BN / i l I T
K) y / —OH I \
L { CHa—CH" Ny BNy i NV
H H. s ‘
9} o—N—Che
\\ yd
e ——--CH
éH:

5. Makrolid enligt patentkravet 1, k d nne te c k-

n ad dirav, att den har strukturformeln (V):
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*szwP”OH
HaC\. u ]
Y \
HO— Lo—0—CHz
N\, /
' CHa-CHz—a
lH fLH | /):1\ / /' ‘ Ha
81 /l-(:l—CH;s
1 -' \IH
Mo

6. Forfarande f6r framstdllning av en makrolid
med formeln (I) enligt nagot av patentkraven 1-5,

netecknat ddrav,

k &8 n-
att man odlar en stam av Strep-—
tomyces fradiae under indréd@nkta aerobiska f&rhdllanden

tills en vdsentlig antibiotisk aktivitet alstras, med
villkor att ifall man &nskar en fdrening enligt pa-

tentkravet 4 eller 5, bdr odlingen ske under anvadndande
av svagt sura fdrhallanden.

7. Férfarande f0r framstdllning av en fdrening

med formeln (I) enligt patentkravet 4 eller 5, k & nn e -

tecknat ddrav, att det omfattar svagt sur hydrolys

av en fOrening enligt patentkravet 2 respektive 3.

8. Forfarande fdr framstdllning av 5-O-mykaminosyl-

tylonolid eller 20-dihydro-5-O-mykaminosyltylonolid,

kdnnetecknat av styrd sur hydrolys av en

férening med formeln (IV) eller (V)
4 eller 5.

enligt patentkraven

9. Streptomyces fradiae NRRL 12187.

10. Kulturmedium, k d nne tecknat
att det

ddrav,
omfattar Streptomyces fradiae NRRL 12187 och assi-

milerbara kdllor av kol, kvdve och oorganiska salt.
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