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Antibiootit
Antibiotika

Keksint® koskee antibiootteja ja erityisesti uusia beetalak-

taamiantibiootteja ja niiden tuottamista.

Beetalaktaamit muodostavat erityisen kiinnostavan antibiootti-
en ryhmdn, jota on laajalti tutkittu tavoitteena uusien anti-

bioottisten yhdisteiden tuottaminen.

Isopenisilliini N:n biosynteesi D-valiinista, L-kysteiinistd
ja L- ™% -aminoadipiinihaposta etenee §~(L- X-aminocadipyyli-L-
-kysteinyyli-D~-valiini tripeptidin kautta (tdssd selityksessa
"adipyylid" kédytetddn ilmaisemaan adipiinihaposta perdisin
olevaa yksiarvoista radikaalia) isopenisilliini N syntetaasi
entsyymin vaikuttaessa tdhdn tripeptidiin. Isopenisilliini N
syntetaasin vaikutusta vaihtoehtoisiin tripeptideihin, §-(L
- X —aminoadipyyyli)-L-kysteinyyli-D-isoleusiiniin, §—WL-CX—
aminoadipyyyli)-L-kysteinyyli-D-alloisoleusiiniin ja § -(L- o~
aminoadipyyyli)~L-kysteinyyli-D-( &X -aminobutyraattiin) ovat
tutkineet Bahadur, Baldwin ja Usher, J.A.C.S., 1081, 103,
7650, tdmdn muuntumisen substraattispesifisyyden arvioimisek-
si, mutta vaikka entsyymi muutti jokaisen ndistd peptideistd
penisilliinimolekyyliksi, ja vaikka GB-patenttijulkaisu
2052486A kattaa tdllaiset yhdisteet, oli ndiden uusien isope-
nisilliini N alkyylianalogien spesifinen bakteerivaikutus
merkitsevasti alhaisempi kuin isopenisilliini N:n itsensd
vaikutus. Olen nyt havainnut, etti on mahdollista kdyttdmilli
tiettyd, huolellisesti valikoitua wusien tripeptidien ryhmda
substraattina isopenisilliini N syntetaasille, valmistaa uusia
antibioottisia molekyylejd, joilla on yleensd korkeampi spesi-

finen bakteerivaikutus kuin ndilla aikaisemmilla analogeilla.
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mukaisen yhdisteen, missd X on rikki tai metyleeni, Rj; on
vety, amino tai asyloitu tai karbamyloitu aminoryhm&, Ry on

vety tai alkyyliryhmd@ ja R3 on alkoksiryhma.

Téllaiset penisilliiniyhdisteet (I) ovat tietenkin hyvin epéd-
tavallisia siind mielessd, ettd ne sis8ltdvdt alkoksiryhmén ja
joko vedyn tai alkyyliryhmédn penaamirakenteen 2-asemassa siind
tavallisesti esiintyvien kahden alkyyliryhm&n (metyyliryhmdn)

sijasta.

Penisilliinien (I) keskuudessa X on mieluummin metyleeniryhmd
kuin rikki. Erityisen kiinnostavia ovatyhdisteet, joissa Ry on
amino tai asyloitu tai karbamyloitu aminoryhmd. Substituoi-
duilla aminoryhmilld on mieluummin kaava RCONH- tai RNHCONH-,
missd R on vety tai alempi alkyyliryhmd (Cj...Cs ja mieluummin
Cy...C3), tai vaihtoehtoisesti fenyyli tai substituoitu fenyy-
liryhmd., Tédllaiset substituoidut fenyyliryhmdt voivat sisdltda
yhden tal useampia erilaisia substituenttityyppejd mukaanluet-
tuna alkyyli tai alkoksiryhmdt, esim., sellaiset, jotka ovat
tai jotka sisaltdvdt 1, 2 tai 3 tai useamman hiiliatomin al-
kyyliryhmid, kuten alla kuvataan Rp:n suhteen ja varsinkin
metyyli ja metoksiryhmis, substituenttien ollessa tai sisdltéd-
essd halogeenitdhteen, esim. bromin, kloorin ja fluorin Jja
halogeenisubstituoituja alkyyliryhmid kuten CF3, vapaita ija
substituoituja aminoryhmid, esim. dimetyyliamino, hydroksi ja

nitroryhmid, kuten mydés muita alalla tunnettuja bentseeniren-



gasta substituoivia ryhmid. Yleensd kuitenkin substituoimatto-
man aminoryhmdn Rj; sisdltdvdt yhdisteet ovat kiinnostavampia
kuin substituoituja aminoryhmid sisdltdvédt,

Mité@ tulee Rj:een, se on mieluummin alkyyliryhmd ja Ry ja myds
R3 voidaan kumpikin sopivasti valita erikseen 1...5 hiiliato-
min, erityisesti 1l...3 tai 4 hiiliatomin ryhmistd. T&llaiset
ryhmdt ovat tai sisdltdvdt tarkoituksenmukaisen suoraketjuisen
alkyyliryhmdn, pienempien ryhmien kuten isopropyylin, propyy-
lin, erikoisesti etyylin ja varsinkin metyylin, ja isopropok-
sin, propoksin, erikoisesti etoksin Jja varsinkin metoksin

ollessa suositeltavimpia.

Voi olla edullista, esim. vesiliukoisuuden lisdimiseksi, ettd
penisilliinit (I) ovat fysiologisesti hyvdksyttdvdnd suola-
naan. Tadllainen suolan muodostus voi kédsittdd aminoryhmdn ija
fysiologisesti hyvdksyttdvdn epdorgaanisen tai orgaanisen
hapon, tai yhden tai molemmat karboksyyliryhmidt ja fysiologi-
sesti hyvdksyttdvidn epdorgaanisen tai orgaanisen emdksen,
penisilliiniyhdisteiden (I) natrium- ja kaliumsuolojen ollessa
suhteellisen kiinnostavia, Mitd tulee penisilliinien (1),
joissa Ry on muu kuin vety, stereokemiaan, on olemassa kaksi
mahdollista asymmetrisen hiiliatomin, johon ryhmdt Ry ja COyH
ovat kiinnittyneet, konfiguraatiota ja on suositeltavaa, ettd
tdmd hiiliatomi on L-konfiguraatiossa. Ry:n ja R3:n suhteen on
olemassa kaksi mahdollista asymmetrisen hiiliatomin, johon
ndmd ryhmdt ovat kiinnittyneet, konfiguraatiota riippuen sii-
td, onko ryhmd Ry tai ryhmd R3 samanlaisessa avaruudellisessa
asemassa suhteessa viereiseen karboksyyliryhmddn. Jdlkimmd inen
vaihtoehto on erityisen kiinnostava, varsinkin tapauksessa,
jossa Ry on alkyyli, koska tdllainen isomeeri on se, joka
kehittyy suoraan tdssd kuvatulla menetelmdlld, kuten tidssid

jdljempdnd yksityiskohtaisemmin esitetdén.



Nimenomaisia tdmdn keksinndén mukaisia penisilliinejd ovat
vhdisteet (I), joissa X on rikki tai metyleeni, R} on vety tai
amino, R, on vety, metyyli tai etyyli ja R3 on metoksi tai
etoksi lukien mukaan erityisesti ne yhdisteet, joissa Rj on
vety tai metyyli ja R3 on metoksi, kuten yhdisteet 2-metoksi-
2-metyyli~6- 6 -(L- a -aminoadipamido)-3~-karboksipenaami, 2-me-
toksi-2-metyyli-6- 8 -(D- Q —-aminoadipamido)-3~karboksipenaami,
2-metoksi-2-metyyli-6- & -~adipamido-3-~karboksipenaami ja 2-me-
toksi-2-metyyli~6- & - (L-S—-karboksimetyylikysteinyyli)-3-kar-
boksipenaami, 2-metoksi-6- & - (L- @-aminoadipamido)-3-karboksi-
penaami, 2—met0ksi—6—<§—(Q-Cl—aminoadipamido)~3—karboksipenaa~
mi, 2—metoksi—6—-6-adipamido-3—karboksipenaami ja 2-metoksi-6-
6—WL-S-karboksimetyylikysteinyyli)—3—karboksipenaami. Nédmé
nimeomaiset penisilliinit (I) ovat erityisen kinnostavia,
varsinkin kun ne sisdltdvdt ryhmdn Ry, joka on alkyyli, ste-
reoisomeerina, Jjossa tiatsolidonirenkaan 2~ Jja 3-asemissa
olevilla alkoksi- ja karboksiryhmilld on samanlainen avaruu-
dellinen asema, cis-konfiguraatio, so. kuten alkoksi 2S5-iso-
meerissa. Yhdisteen 2_§—2-metoksi~2-metyyli—6-c5-(£-tx—amino-
adipamido)~3-karboksi penaamin rakenne kuvataan alla kaavassa
(II). Kaavassa (II) vierekkdiset amino- 7ja karboksiryhmit
osoitetaan kahtaisionimuodossa, jossa ne tavallisesti esiinty-

vat.
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Penisilliinit (I), joissa Ry on vety tai amino, voidaan muka-

vasti valmistaa vastaavasta kaavan
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mukaisesta tripeptidistd, missd X on rikki tai metyleeni, Rj
on vety tai amino, Ry on vety tai alkyyliryhmd ja R3 on alkok-
siryhmd entsyymi isopenisilliini N syntetaasin vaikutuksen
avulla. Mitd tulee tripeptidin stereokemiaan uskotaan, ettad
hiiliatomin, johon ryhm&t Ry Jja CO2H ovat kiinnittyneet, ol-
lessa asymmetrinen, td&mdn atomin konfiguraatio sdilyy tripep-
tidin (III) muuttuessa penisilliiniksi (I), jolloin kdytettd-
vdll4d tripeptidilld on sopivasti sama stereokemia tdssd pis-
teessd kuin penisilliinilld., Riippumatta siitd, onko R, vety
tai alkyyliryhmd, penisilliini (I) voi, kuten aikaisemmin on
selitetty, esiintyd kahdessa stereoisomeerimuodossa, joiden
erona on ryhmien sijainti tiatsolidonirenkaan Cj—-asemassa. Kun
R, on alkyyliryhmd, tripeptidi (III) sisdltdd samalla tavalla
asymmetrisen hiiliatomin vastaavassa asemassa, ja on havaittu,
ettd tehokas tripeptidin (III) muuttuminen penisilliiniksi (I)
isopenisilliini N syntetaasin avulla tapahtuu ainocastaan tri-
peptidilld, jolla on R-konfiguraatio 2-asemassa, tdmdn konfi-
guraation sdilyessd muutoksen aikana, Jjolloin saadaan stereo-
kemiallisesti vastaava penisilliini, jolla on S-konfiguraatio
2-asemassa. Kun Rp on vety, tripeptidin vastaavassa asemassa
oleva hiiliatomi ei ole asymmetrinen ja uskotaan, ettd saatu
penisilliini on kahden Cj-asemassa eroavan stereoisomeerisen

muodon seos.

Penisilliinien (I) valmistukseen kdytettdvdt tripeptidit (III)
ovat uusia yhdisteitd ja ne luetaan témidn keksinndén piiriin
kuuluviksi monomeeri- tai disulfidimuodossa (jalkimmdisessa
muodossa olevat tripeptidit muutetaan monomeerimuotoon ditio-

treitolia kdyttdmdlla, kuten jdljempdnd on kuvattu) kuten myds



niiden johdannaiset, joissa yksi tai useampi funktionaalinen
ryhmd8 on suojatussa muodossa. Ndin keskeisen kysteinyylitdh-
teen sulfhydryyliryhm8, C-terminaalisen tdhteen karboksiryhméd
ja N—-terminaalisen t&hteen karboksi- ja aminoryhmdt (milloin
ne ovat 1ldsnd) voivat olla suojattuja, esim. tavanomaisin
peptidikemiassa kdytetyin suojaavin ryhmin ja kuten esimer-
keissd on kuvattu. Tdllaisia suojattuja tripeptidejd kaytetddn
lopullisen, suojaamattoman tripeptidin synteesissd. Nimenomai-
sia tdmidn keksinnbn mukaisia tripeptideja ovat yhdisteet
(I11), joissa X on rikki tai metyleeni, R; on vety tai amino,
Ry on vety, metyyli tai etyyli ja R3 on metoksi tai etoksi
mukaanlukien erityisesti ne yhdisteet, joissa Ry on vety tai
metyyli ja R3 on metoksi, kuten yhdisteet & -(L- Q@ —aminoadi-
pyyli)-L-kysteinyyli~(2R~2-amino-3-metoksibutaanihappo), & -
(D- @ ~aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(2R-2-amino-3-metoksibutaa-
nihappo), 5—adipyyli—é—kysteinyyli—(23-2~amino-3—metoksibu—
taanihappo, 6—(£4S—karboksimetyylikysteinyyli)—&—kysteinyy—
1li- (2R-2-amino-3-metoksibutaanihappo), & -(L- & -aminoadipyy-
li)-L-kysteinyyli- (D-seriini-O-metyylieetteri), &=-(D- @ —ami-
noadipyyli)-L-kysteinyyli- (D-seriini-O-metyylieetteri), 8 -
adipyyli-L-kysteinyyli-D-seriini-O-metyylieetteri) ja &~ (L-5-
karboksimetyylikysteinyyli)-L-kysteinyyli—(2—seriini-0-metyy—
lieetteri). Kun ndilld tripeptideilld on sekd@ alkoksi— ettd
alkyyliryhmd C-terminaalisen aminohappotdhteen f-hiiliatomis-
sa, suositellaan painokkaasti edelld osoitetuista syistd, ettd
tdmd alkoksiryhmd ja «-karboksiryhmd ovat cis-konfiguraatios-
sa. Y118 nimetylle ensimmiiselle neljd&n yhdisteen ryhmille
suositellaan siksi painokkaasti 2R,3R-2-amino-3-metoksibutaa-
nihappotdhdettd C-terminaaliin. Yhdisteen é-w;;-a —aminoadi-
pyyli)-L-kysteinyyli- (2R, 3R-2—-amino~3-metoksibutaanihapon)
rakennetta kuvataan alla kaavalla (IV), 3jossa vierekkdiset
amino- Jja karboksiryhmdt on osoitettu kahtaisionimuodossa,

jossa ne useasti esiintyvat.
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Tripeptidit (III) syntetisoidaan helposti peptidikemian stan-
dardimenetelmien avulla. Sopiva reitti késittdd ndin yleensa
tripeptidin muodostamisen 1liitt&mdlld yhteen yksittdisten
aminohappojen suojattuja muotoja ja mybhemmin tdmdn suojauksen
poistamisen. Sopivia suojaavia ryhmid voidaan valita peptidi-
synteesin piirissd rutiininomaisesti kdytetyistd ryhmistd,
esim. aminoryhmdt voidaan sﬁojata bentsyylioksikarbonyylina
tai vastaavina johdannaisina, karboksiryhmdt bentsyylind tai
muina estereind ja sulfhydryyliryhmdt bentsyylijohdannaisina.
Tillaista reittid kuvataan tripeptidien &6-(L- Q@ —aminocadipyy-
li)~-L-kysteinyyli-(2R,3R-2-amino-3-me toksibutaanihapon) ja
d-(L- a —aminoadipyyli)=-L-kysteinyyli-(D-seriini-O-metyylieet-

terin) valmistusesimerkissa.

Penisilliiniyhdisteiden (I) valmistamiseksi ovat tripeptidit
(ITI) isopenisilliini N syntetaasin vaikutuksen alaisena. T&ta
entsyymi&@ tuottavat useat mikro-organismit, esim. Penicillin

chrysogenum ja Streptomyces clavuligenis, mutta suositeltavin

léhde on Cephalosporium acremonium, Mikro-organismi C. acremo-—

nium on yleisesti saatavissa oleva niin, ettd ottamatta lukuun
muita l&8hteitd, on useita kantoja saatavissa American Type
Culture Collectionista, esim. ATCC 20339 (Cephalosporium sp.
kanta F.12), ATCC 14553 (C. acremonium) ja ATCC 36255 (Acremo-—

nium strictum). Soluja kasvatetaan sopivissa olosuhteissa ja

sitten valmistetaan soluton uute (cell free extract), joka
voidaan puhdistaa yhdistelemdlld alalla tunnettuja proteiinien

puhdistusmenetelmid. Sopiva puhdistusmenetelmd on kuvattu



esimerkeissd ja sen avulla saadaan entsyymi, joka soveltuu
kdytettdvdksi tripeptidin muuttamiseen antibioottiseksi yhdis-
teeksi, mikéa yleensé antaa muuttumistasoksi noin 20 % tai yli
tripeptideilld, jotka sisdltdvdt alkyyliryhmd@n R,. T&1lld mene-
telmdlld saatu em. puhtaustason omaava entsyymi on vapaa ak-
tiivisuudesta, joka voisi Jjatkaa (tripeptidin) muuttumista
pitemm&lle kuin isopenisilliiniksi. Yhdisteen inkubointi ent-
syymin kanssa vesipitoisessa liuoksessa pH:ssa valilla 7,0
.+.8,0, esim. 7,5, lédmpbtilassa vdl1illd 25...28 ©C, esim. 27
OC ja 30...60 minuutin ajan, esim. 30 minuuttia, on yleensd
suositeltavaa, minkd jdlkeen antibiocottinen yhdiste eristetdén
kdyttden tavanomaisia menetelmid. Entsyymin aktiivisuuden
optimoimiseksi on suositeltavaa kdyttdd yhtd tai useampaa
kofaktoria, erityisesti yhtd tai useampaa ja tavanomaisesti
kaikki kolmea kofaktoria, rautaa, varsinkin ferroioneja, joita
tarjoaa esim. ferrosulfaatti, askorbaatti-ioneja, joita tarjo-
avat esim. askorbiinihappo, Jja ditiotreitolia. Katalaasin
sisdllyttdminen inkubaatioliuokseen on my6s edullista. Mene-
telmd, jossa kdytetdan nditd lisdaineita, on kuvattu esimer-

keissa.

Penisilliinejd& (I), jotka sisdltdvdt asyloidun tai karbamyloi-
dun aminoryhmédn, voidaan mukavasti valmistaa vastaavasta peni-
silliinistd (I), joka sisdltdd aminoryhmdn, sopivan asyloivan
aineen vaikutuksella, esim. kdyttdm&lld sopivaa happoa tai sen
johdannaista, kuten kloridia tai anhydridid tai sopivaa karba-
myloivaa ainetta, kuten tarkoituksenmukaista alkalimetallisya-
naattia. Suoloja voidaan helposti valmistaa kd3yttdmi3lld sopi-
vaa epdorgaanista tal orgaanista happoa tai emdsti.

Tamén keksinndn mukaiset penisilliiniyhdisteet, erityisesti
penisilliinit 28-2-metoksi-2-metyyli-6- & ~(L- a -aminoadipami-
do) -3-karboksipenaami ja 2-metoksi-6- é-(L- @ ~aminoadipamido)-
3-karboksipenaami ovat antaneet hyvin lupaavia tuloksia Stap-
hylococcus aureuksella suoritetuissa kokeissa ja ovat mySs

kiinnostuksen kohteina haluttaesa kontrolloida laajaa sekd



Gram-negatiivista ettd Gram-positiivista bakteerikirjoa, esim.
Escherichia coli, Salmonella typhimurium ja Bacillus megate-

rium., Niinpid havaittu aktiivisuustaso on vdhintd&n verratta-
vissa isopenisilliini N:n itsensd vaikutuksen kanssa, ja arvi-
oidaan, ettd ndmd yhdisteet siksi tarjoavat arvokkaan vaihto-

ehtoisen antibioottien lihteen.

Yhdisteet voidaan valmistaa kdytettdviksi lddkkeind eldinlda-
kintddn tai erityisesti ihmiskdyttddn tarkoitetuiksi valmis-
teiksi useilla meﬁetelmillé, mutta tavallisesti menetelmd
kdsittdd fysiologisesti hyvidksyttdvdn ohenteen tai kantajan
kd8ytdén. Niitd voidaan kdyttdd esim. vesiliuoksina, Oljymdisind
tai emulsioituina kokoomuksina, jotka sisdltdavidt nestemdisen
ohenteen, niitd kdytetddn useimmiten parenteraaliseen antoon
ja siksi niiden tulee olla steriileja Jja pyrogeenivapaita.
Vaihtoehtoisesti yhdiste voidaan muodostaa nestemdisen ohen-
teen kanssa suun kautta annettavaksi, vaikkakin useimmiten
tdhdn tarkoitukseen kdytetddn mieluummin kokoomuksia, jotka
sisdltdvdt kiintedn kantajan esim. tavanomaisen kiintedn kan-
taja-aineen kuten tdrkkelyksen, laktoosin, dekstriinin tai

magnesiumstearaatin,

Kokoomukset voidaan muodostaa yksikkGannosmuodossa, so. eril-
lisind osasina, jotka kukin kdsittdvdt yksikkOannoksen, tai
yksikkbannoksien monikertana tai osittaisena monikertana.
Vaikka annettava aktiivisen yhdisteen annos riippuu useista
tekijoistd, mukaanlukien se nimenomainen yhdiste, jota kdyte-
t88n kokoomuksessa, voidaan ohjeeksi mainita, ettd laajasti
ottaen samanlaisia anmnostasoja kuin olemassa oleville peni-
silliineille voidaan kdyttdd, so. pdivittdisten annostasojen
ollessa aikuisille ihmisille luokkaa 250 mg - 5 g, usein 500
mg - 2 g, usein jaettuna osiin, vaikkakin sekd8 tdmdn yli ettd
alle olevia tasoja voidaan kdyttdd Jjoissakin tapauksissa;
annokset lapsille ja eldinlddkinndlliseen kidyttddn sovelletaan

yleensd samalla tavoin mg/kg pohjalta. Haluttaessa voidaan
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antaa useampaa kuin yhtd tdmdn keksinnén mukaista yhdistettd
farmaseuttisessa kokoomuksessa tai mySs muita vaikuttavia

yhdisteitd voidaan lukea mukaan kokoomukseen.

Keksintd kdsittdd siis farmaseuttisen kokoomuksen, joka késit-
td4 yhdisteen (I) kuten edelld on kuvattu yhdessd fysiologi-
sesti hyvdksyttdvidn ohenteen tai kantajan kanssa. Lisdksi
siihen sisdltyy myés menetelmd@8 bakteeri-infektiosta k&rsivén
potilaan hoitamiseksi, mikd k&sittd3 tdssd kuvatun yhdisteen
(I) antamisen potilaalle mdd&8rdnd, joka tehokkaasti vaikuttaa

tdhdn infektioon.
Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintoa.
Esimerkit

Esimerkki 1

6-(L- & —aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(2R,3R-2-amino-3-
metoksibutaanihapon) valmistus

(1) 2R,3R- ja 2S5,3S5-2-bromi-3-metoksibutaanihappo

Krotonhappoa (8,6 g, 100 mmol) liucotetaan metanoliin (50 ml)
ja N-bromiasetamidia (13,8 g, 10 mmol) lis&dtddn osissa 30
minuutin ajan. Liuosta sekoitetaan 25 ©C:ssa 15 tuntia ja
sitten liuvotin haihdutetaan ja td&hde erotetaan dietyylieette-
rin ja veden avulla. Eetterikerros kuivataan (Nay804:11a)
suodatetaan, haihdutetaan ja tdhde tislataan, jolloin saadaan
otsikon mukaisia yhdisteitd varittbémdnd 6ljynd (14,3 g, 72 %),
kiehumispiste 88...89%/0,5 mm.

(2) 2R,3R- ja 2S5,3S-2-amino-3-metoksibutaanihappo
2R,3R- ja 25,3S-2-bromi-3-metoksibutaanihappoa (14 g, 71 mmol)

livotetaan ammoniakkiin (ominaispaino 0,88, 250 ml) ja seos
kuumennetaan autoklaavissa 95 ©C:ksi 8 tunniksi. Seos jdadhdy-
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tetd4n 25 ©C:een, haihdutetaan ja tdhden suspendoidaan aseto-
niin, Syntynyt vdritdn kiinted aine suodatetaan erilleen jJja

pestddn asetonilla, jolloin saadaan-otsikon mukaisia yhdistei- -

td vdrittdmdnd kiintednd aineena, joka sisdltdd jddmdnd ammo-
niumbromidia (12,1 g), sulamispiste 180...184 ©C (haj.).

(3) 2R,3R- ja 25,3S-N-bentsyylioksikarbonyyli-2-amino-

3-metoksibutaanihappo, bentsyyliesteri

2R,3R- ja 2S,35-2-amino-3-metoksibutaanihappoa (3,1 g) liuote-
taan 1 M natriumhydroksidin (27 ml), veden (20 ml) ja dioksaa-
nin (40 ml) muodostamaan seokseen. Bentsyyliklooriformaattia
(3,8 ml, 22 mmol) dioksaanissa (20 ml) ja 1 M natriumhydroksi-
dia (27 ml) 1lisdtddn liuokseen erikseen, kumpaakin samalla
lisddmisnopeudella 25 minuutin ajan. Seosta sekoitetaan 1
tunti, uutetaan etyyliasetaattiin (3x200 ml), happamoitetaan
pPH l:een 2 N suolahapolla ja uutetaan sitten uudelleen etyyli-
asetaattiin (3x200 ml). Yhdistetyt orgaaniset uutteet kuiva-
taan, suodatetaan ja haihdutetaaan 6l1jyn saamiseksi. Tdmd 61jy
livotetaan kuivaan dimetyyliformamidiin (20 ml) ja liuokseen
lisdtdédn natriumvetykarbonaattia (3,14 g, 41 mmol), bentsyyli-
bromidia (3,8 ml, 33 mmol), vedetdéntid natriumsulfaattia (200
mg) ja natriumjodidia (10 mg) sekoittaen koko seosta 25 ©C:ssa
24 tuntia. Sitten seos uutetaan dikloorimetaaniin (200 ml),
pestdén vedellad (4x300 ml), kuivataan (natriumsulfaatilla),
suodatetaan ja haihdutetaan. Puhdistus silikageelikromatogra-
fialla kdyttden etyyliasetaattia ja petrolieetterid perdkkdi-
sind eluentteina antaa otsikon mukaiset yhdisteet virittoménd
61jynd (4,2 g, 65%), joka kiinteytyy seisoessaan, sulamispiste
44 ©oc,
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(4) 2R,3R- ja 28,3S-2-amino-3-metoksibutaanihappo,

bentsyyliesteri

2R,3R- ja 25,38 -N-bentsyylioksikarbonyyli-2-amino-3-metoksi-
butaanihappoa, bentsyyliesterid (500 mg, 1,4 mmol) liuotetaan
kuivaan dikloorimetaaniin (3 ml) Jja bromivetyhappoa (45 %
etikkahapossa, 2 ml) lisdtd8n. Seosta sekoitetaan argonin alla
20 minuuttia ja sitten se haihdutetaan. T&hde liuotetaan di-
kloorimetaaniin (3x3 ml) ja haihdutetaan uudelleen (3x), Jjol-
loin saadaan toinen tdhde, joka liuotetaan ksyleeniin (2x3 ml)
ja haihdutetaan uudelleen (2x). Sitten lisdtddn petrolieette-
rid (50 ml) ja tuotetta jauhetaan 5 minuutin ajan ennen emd-
liucksen poisheittédmistd ja kiintedn t8hteen liuottamista
dikloorimetaaniin (5 ml). Trietyyliamiinia (1 ml) lisdtdén
dikloorimetaaniliuokseen, jota sitten sekoitetaan 2 minuuttia
ja haihdutetaan. Tdhde liuotetaan dikloorimetaaniin (3x5 ml)
ja haihdutetaan uudelleen (3x), jolloin saadaan toinen tdhde,
jota jauhetaan dietyylieetterin (5 ml) kanssa. Syntynyt kiin-
ted aine suodatetaan pois, uutetaan uudelleen dietyylieette-
rilléd (2x5 ml) ja eetterikerrokset yhdistetdin ja haihdutetaan
otsikon mukaisten yhdisteiden saamiseksi vdrittdmdnd o6ljynid
(290 mg, 93%).

(5) (N-bentsoyylioksikarbonyyli—(X—bentsyyli-c5jE—amino-
adipyyli)-S-bentsyyli-L-kysteinyyli- (2R,3R-2-amino-3-
metoksibutaanihappo), bentsyyliesteri

2R,3R- ja 2§,38-2-amino-3-metoksibutaanihappoa, bentsyylieste-
rida (177 mg, 0,79 mmol) liuoteaan kuivaan dikloorimetaaniin
(10 ml) Jja 2~etoksi-N-etoksikarbonyyli-1,2-dihydrokinoliinia
(195 mg, 0,79 mmol) ja N-bentsyylioksikarbonyyli- @ -bentsyy-
li- & - (L- @ -aminoadipyyli)-S~bentsyyli-L-kysteiinid (456 mg,
0,79 mmol), joka on valmistettu Baldwin et al, Journal of the
Chemical Society, Perkin I, 1981, 2253) kuvauksen mukaan ja
natriumsulfaattia (100 mg) lisdtddn ja seosta sekoitetaan 24

tuntia. Liuotin haihdutetaan, tdhde liuotetaan etyyliasetaat-
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tiin (150 ml) Jja etyyliasetaattiliuos pestddn vuoroin 2 M
suolahapolla (50 ml), kyllidstetylld natriumvetykarbonaattiliu-
oksella (50 ml)y ja suolavedelld (50 ml), sitten se kuivataan;-
suodatetaan ja haihdutetaan. Puhdistus silikageelikromatogra-
fialla etyyliasetaattia ja heksaania perdttdisind eluentteina
kdyttden antaa otsikon mukaisen yhdisteen vdrittomdnda kiinted-
nd aineena (180 mg, 29%), sulamispiste 116...118 ©C;

[ozll_?,0 -11,7 (¢ 1, CHCl3)

(2R, 3R~yhdiste on vihemmdn polaarinen kuin toinen, 2S,3S-iso-

meeri).

(6) &é-(L- a-aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(2R,3R-2-
amino—-3-metoksi-butaanihappo)

N-bentsyylioksikarbonyyli~ @ -bentsyyli- § - (L- & -aminoadipyy-
li)-S-bentsyyli-L-kysteinyyli-(2R,3R-2-amino-3-metoksibutaa-
nihappo), bentsyyliesterid (200 mg, 0,26 ml) liuotetaan tetra-
hydrofuraaniin (10 ml) 3Jja kuivaan nestemdiseen ammoniakkiin
(30 ml). Natriumia 1lis@td38n pienissd erissd, kunnes pysyvd
sininen vdri 3j&8& 10 minuutiksi ja sitten liuos j&&hdytetddn
ligddmd 114 kuivaa ammoniumsulfaattia, kunnes liuos tulee vi-
rittéméksi. Luotin haihdutetaan, tdhde liuotetaan 50 mM rikki-
happoon (20 ml) ja Hopkinsin reagenssia (0,05 ml, Baldwin et
al., em. julkaisussa) lisdt8&n. pH nostetaan 4:34n ammonium-
hydroksidia kéyttden ja syntynyt sakka pestdsn vedelld (3x20
ml), sitten se suspendoidaan veteen (10 ml) ja kdsitelldan
ylimddr811d rikkivetyd. Suodatus merkurisulfidin poistamiseksi
ja kuivaus j&adyttdmdlld antavat otsikon mukaisen yhdisteen
(1) valkeana kiintednid aineena (67 mg, 68 %), 1y NMR (D20,
verrattuna ulkoiseen tetrametyylisilaaniin - TMs, & -arvot,
ppm) 1,05 (34, 4, J 8 Hz), 1,60-1,90 (4H, m), 2,25 (2H, t, J,
8 Hz), 2,80 (2H, m), 3,25 (3H, s), 3,75-3,90 (2H, m) ja 4,40
(1H, m).
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(1) yhdisteen saanto on arvioitu lis8&mdlld tunnettu mdé&rad
~dioksaania, mitd seuraa standardin NMR-integraatio 1,05 sig-
naalia vastaan (CHCH3-protonit);.Téllé meﬁéfeiméllé havaifééﬁ
tavallisesti noin 10 % ammoniumsuolajd&mdn mi8&rd tripeptidis-
sd. Tam3d 3j3amd tuottaa samalla tavoin metoksiloidun penisil-
liinin inkuboitaessa isopenisilliini N syntetaasi entsyymin

kanssa, kuten esimerkissd 3 kuvataan.

Esimerkki 2

6 - (L- & ~aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(D-seriini-0-

metylieetterin valmistaminen

(1) N-p-metoksibentsyylioksikarbonyyli-D-seriini-
bentsyyliesteri

N-p-metoksibentsyylioksikarbonyyli-D-seriinid (5,30 mg, 2,00
mmol); valmistettu virittOmdnd kiinte&nd aineena, jonka sula-
mispiste on 96...97 ©C, 60 %:n saannolla Weygardin ja Hungerin
menetelmdlld, Berichte, 1962, 95, (1) 1 liuotetaan metanoliin
ja kdsitellddn kaliumkarbonaatin (138 mg, 1,00 mmol) liuoksel-
la vedessd (2 ml). Seos haihdutetaan kuivaksi, N,N-dimetyyli-
formamidia (DMF) 1lisdt&&n ja seos haihdutetaan uudelleen (2x2
ml) Jja sitten kiinted t&hde liuotetaan kuivaan l&mpim#&n DMF:
d38n, bentsyylibromidia (248 pl, 2,1 mmol) lisdt33&n ja liuosta
ldmmitetddn kuivassa suljetussa pullossa 50 ©C:ssa 1 tunti.
Syntynyt seos erotetaan eetterin (10 ml) ja veden (10 ml)
avulla ja vesikerros uutetaan eetterilld (2x10 ml). Yhdistetyt
eetteriuutteet pestd&n kylléstetylld natriumbikarbonaatilla
(50 ml) ja kyllastetylld suolavedelld (5 ml), kuivataan ja
haihdutetaan kuivaksi. Tdhde puhdistetaan silikageelipylv&dlla
kdyttden 1l:1 v/v etyyliasetaatti:petrolieetterid eluenttina
otsikon mukaisen yhdisteen saamiseksi homogeenisena &61ljynad
(590 mg, 82%), Jjoka kiteytyy seisoessaan antane vArittdmin
kiintedn aineen, Jjonka sulamispiste on 67...68 ©C (dietyyli-
eetteristd);

(a12® -6,3° (c 4,0, cHCl3)
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(2) N-p-metoksibentsyylioksikarbonyyli-O-metyyli-D-serii-
nibentsyyliesteri

N-p-metoksibentsyylioksikarbonyyli-D-seriini-bentsyyliesteria
(720 mg, 2,00 mmol) liuotetaan kuivaan dikloorimetaaniin (20
ml) ja liuvos Jjéddhdytetddn kuivassa jd&d/asetonissa. Booritri-
fluoridieteraattia (100 pl) 1lisdt88n, minkd jédlkeen diatsome-
taania (30 mmol 20 ml:ssa CHyCljy:ta) lisdtddn erind. Noin 30
minuutin kuluttua liuvos suodatetaan ja pestddn kerran vedelld
(10 ml), sitten se kuivataan (MgS0O4:114) ja haihdutetaan kui-
vaksi. Syntynyt tdhde puhdistetaan silikageelikromatografian
avulla kdyttden kloroformia eluenttina, jolloin saadaan puh-
dasta otsikon mukaista yhdistettd 6ljynd (520 mg, 70 %), joka
kiteytyy seisoessaan antaen vdrittomdn kiintedn aineen, jonka
sulamipiste on 68...69 ©C;

20

[aly” -1,3° (c 4,0, CHCl3)

(3) O-metyyli-D-seriinibentsyyliesteri, vetykloridi

N-p-metoksibentsyylioksikarbonyyli-O-metyyli-D-seriinibentsyy-
liesteriin (130 mg, 0,35 mmol) lisdtd8n kylmidn trifluorietik-
kahapon (TFA) ja anisolin (4,8:1 v/v) seosta (0,6 ml). Seosta
ravistellaan jd&hauteessa, kunnes kaikki kiinted aine on liu-
ennut ja sitten TFA haihdutetaan aluksi pySrivdssd haihdutti-~
messa 0 ©9C:ssa, lopuksi kdyttden korkeatyhjiSpumppua. Syntynyt
tdhde puhdistetaan silikageelikromatografialla kéyttden 98:2
v/v kloroformi:metanolia eluenttina, jolloin saadaan otsikon
mukaista yhdistettd perusmuodossaan kellertdvdnd oOljynd (38
mg, 55 %); tdmd muutetaan vetykloridisuolaksi, joka on valkeaa
kiintedd ainetta, sulamispiste 100...101 ©cC.

20

[ a]D + 15,5° (¢ 2,0, CH30H).
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(4) (N-bentsyylioksikarbonyyli- a -bentsyyli- & -L- « -
aminoadipyyli)-(S-bentsyyli-L-kysteinyyli)~(O-me-
tyyli-D-seriinibentsyyliesteri)

(N-bentsyylioksikarbonyyli- & -bentsyyli~- & -L- « ~aminoadipyy-—
1i)-S-bentsyyli-L-kysteiinid (150 mg, 0,26 mmol, valmistettu
kuten Baldwin et al em, julkaisussa kuvaavat) ja O-metyyli-~D-
seriinibentsyyliesteri, kloorivetysuolaa (63 mg, 0,26 mmol)
liuotetaan dikloorimetaaniin (8 ml), joka sisdltdd trietyyli-
amiinia (36 pl, 0,26 mmol). 2-etoksi-N-etoksikarbonyyli-1,2-
dihydrokinoliinia (64 mg) lisdtddn ja liuosta sekoitetaan 24
tuntia. Sitten liuos haihdutetaan, tdhde liuotetaan klorofor-
miin (10 ml), kloroformiliuos pest88n vuoroin 0,1 M suolaha-
polla (10 ml) ja kylldstetylld natriumvetykarbonaattiliuoksel-
la (10 ml), kuivataan (MgSO4:1lla), sudoatetaan ja haihdute-
taan, Puhdistus silikageelikromatografialla kdyttden 98:2 v/v
kloroformi:metanolia eluenttina antaa otsikon mukaisen yhdis-
teen (150 mg, 76 %), joka kiteytetddn etyyliasetaatista varit-
tébman kiintedn aineen, jonka sulamispiste on 151...152 ©C,
saamiseksi,

20
D

verrattuna ulkoiseen TMS:iin, & -arvo, ppm) 1,5...2,3 (liuo-
tinpiikit mukaanlukien) 2,72 (2H, ABX oktetti, Jag 13,5, Jax
7,4 ja Jgx 5,0 Hz) 3,25 (3H, s), 3,56 (lH, A osa ABX:std, Jap
9.2, Jax 3,2 Hz), 3,73 (3H, s), 3,77 (1H, B osa ABX:std, Jpy
4,0 Hz), 4,2, 4,52, 4,60 (3 x 1H, m) 5,1 (6H, m), 6,13, 6,68,
7,17 (3 x 1H), 7,35 (20H, m).

(a] ~13,9° (c 1,0, CHCl3); lH NMR (CD3CN,

(5) 6-(L— & -aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(D-seriini-
O-metyylieetteri)

(N-bentsyylioksikarbonyyli- & ~bentsyyli~ 6 ~L~ X -aminoadipyyl-
i)—(g-bentslei~£—kysteinyyli)—(O-metyyli-g—seriini—bentsyyli-
esterid) (80 mg, 0,10 mmol) liuotetaan tetrahydrofuraaniin (1
ml) Jja kuivaan nestemdiseen ammoniakkiin (30 ml). Natriumia

lisdtddn pienissd erissd, kunnes liuos on pysyvdsti sininen 5
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minuutin ajan, sitten liuos jddhdytetddn kuivalla ammoniumsul-
faatilla, kunnes se on viritdntd., Liuvotin haihdutetaan ja
tdhde liuotetaan veteen (5 ml). Liuotin haihdutetaan ja tdhde
liuotetaan veteen (5 ml). Ammoniumhydroksidia lisdtddn liuok-
seen pH:n nostamiseksi 8:aan ja happikaasua kuplitetaan sen
l4pi 4 tunnin ajan. Puhdistus preparatiivisella elektroforee-
silla (pH 3,5, 3 Kv, 2 tuntia) antaa otsikon mukaisen yhdis-
teen sen disulfidimuodossa (10 mg, 26 %) vdrittdmdnd kiintedna
aineena lH NMR (D0, verrattuna ulkoiseen TMS:iin, O -arvot,
ppm) 1,5-1,8 (4H, m), 2,25 (2H, t, J 7,0 Hz), 2,73 (2H, m),
3,19 (34, s), 3,65 (2H, ABX, Jap 10,5 Jpx 3,9, Jpx 5,5 Hz),
3,84 (1H, t, J 6,2 Hz), 4,40 (1H, t, J 5,8 Hz), 4,47 (lH, m).

Esimerkki 3

2§—2—metoksi—2-metyyli-6—CS—(L-tx—aminoadipamido)—B-

karboksipenaamin valmistus

d - (L- & -aminoadipyyli)-L-kysteinyyli~(2R,3R-2-amino~3-metok-
sibutaanihappoa) (210 ug: valmistettu kuten esimerkissd 1 on
kuvattu) inkuboidaan puhdistetun isopenisilliini N syntetaasin
kanssa (1,1 yksikkdd, saatu kuten alla on kuvattu) kofaktorei-
den ditiotreitolin (2,11 mM), askorbiinihapon (1,06 mM), fer-
rosulfaatin (0,11 mM) ja katalaasin (naudan maksasta, 1800
sigma-yksikk0d) 1ldsndollessa tris-HCl-puskurissa (50 mM, pH
7,5; tris merkitsee 2-amino-2-hydroksimetyylipropaani~1,3-dio-
lia) 1 ml:n kokonaistilavuudessa, inkubaatio suoritetaan 27
OC:ssa ravistelijassa (250 rpm) ilmastaen 30 minuutin ajan.
Proteiini saostetaan seoksesta lisd&mdllad. asetonia 70 %:n pi-
toisuuteen tilavuudesta, sitten se erotetaan sentrifugoimalla
ja supernatantti kuivataan jaddyttadmalld, Jadddyttdmdlla kui-
vattu materiaali liuotetaan uudelleen veteen (500 pl) ja tuote
puhdistetaan HPLC:11l3d (Waters: Z Module Radial Compression
Separator System with Radial-Pak Cjgl0 cartridge) kdyttden 90
% 50 mM KH»POy/10 % metanolia tilavuudesta eluoivana liuotti-



18

mena ja antibiootti osoitetaan absorptiometrisesti 220 nm:ssa.
Ndin saatu tuote kuivataan vdlittd&misti otsikon mukaisen yh-

disteen saamiseksi.

Jisdyttdm#ll8 kuivatulla materiaalilla on seuraava NMR-spek-
tri, eri signaalien merkitys edelld osoitetun rakenteen (IV)

protoneina on seuraava:

Signaalit _ Protonit

1,74 CH3~ C-2:ssa
2,15 b -CH,

3,13 CH30- C—2:ssa
3,49 a -CH-

4,24 H-3

5,16 H~-5

5,32 H-6

Ytimen Overhause-kokeet vahvistavat yhdisteen stereckemian
2-asemassa sellaiseksi kuten se esimerkin otsikossa ilmais-
taan. Siten singlettitilan s8teilytys 1,74 ppm:ssd (metyyli-
ryhmd) antaa lisdyksen (tavallisesti 19 %) signaalin 4,24
ppm:ssd (H-3) spektrierossa, mikd vastaa metyyliryhmdd pP-kon-
figuraatiossa (Isopen N:lle Jja Pen G:lle havaittu vastava
lisdys P-metyyliryhmén sdteilytyksessd on tavallisesti 21 ja
25 % em. jdrjestyksessd). Saatu yhdisteen massaspektri Fast
Atom Bombardment (FAB)-olosuhteissa osoittaa molekulaarisen
ionin [MH*] 376 m/e:ssa. Spektrin peruspiikki 321 m/e:ssa on

tyypillinen penisilliiniosanen:
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Puhdistetun isopenisilliini N syntetaasin valmistus

Cephalosporin acremonium CO728:n soluja kasvatetaan kuten
Fawcett et al. (Biochem. J., 1976, 157, 651...660) on kuvannut
silld poikkeuksella, ettd tislattua vettd kdytetddn vesijohto-

veden sijasta. Isopénisilliini N syntetaasi eristetddn puhtaa-
na seuraavien vaiheiden kautta, jotka suoritetaan 2...4 ©C:

Ssa -

(1) Raakauutteen valmistus

Myseeli (ik@ 96 tuntia/noin 10 tuntia stationddrivaiheen alka-
misesta) kerdtd&n suodattamalla se kaksinkertaisen juustolii-
nan ldpi. Kerdtyt solut suspendoidaan uudelleen 3x (v/w) tis-
lattuun veteen ja kuivataan imupaineen avulla Whatman suoda-
tinpaperin (nro 52) 1ldpi Buchner-suppilossa. Imupaineella
kuivatut myseelit suspendoidaan noin 3x (v/w) 50 mM Tris-HCl
puskuriin, pH 8,0 ja hajotetaan Dyno Millissd (Willy A Bacofen
AG Maschienenfabrik, Basel) 500 ml:1la 0,25 mm lasihelmilld
sekoittaen 3000 rpm 600 ml:n lasikd@rjessd.

(2) Protamiinisulfaattifraktiointi

Em. homogenaattiin lisatddn yksi viidesosa tilavuus protamii-
nisulfaattilivosta (6 % w/v tislatussa vedessd). Syntynyttd
livosta sekoitetaan 20 minuuttia ja sentrifugoidaan 10 000 g

30 minuuttia sakan poistamiseksi.
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(3) Ammoniumsulfaattifraktiointi

Edella kerdtty supernatantti kylldstetddn 55 %:iseksi ammoni-
umsul faatilla (Sigma Grade I) ja sakka poistetaan sentrifugoi-
malla 10 000 g 30 minuuttia., Sitten supernatantti kylldstetddn
85 %$:seksi ammoniumsulfaatilla ja entsyymiproteiini saadaan
takaisin sakkana 10 000 g 45 minuuttia sentrifugoinnin 3j3l-

keen,

(4) Sephadex G-75 pylvidskromatografia

55...85 % ammoniumsulfaattifraktioinnin 3jdlkeen saatu sakka
livotetaan minimd&réddn tris-HCl puskuria (50 mH, pH 7,5, 0,015
% w/v natriumatsidi) lopullisen proteiinipitoisuuden ollessa
noin 40 mg/ml. 80 ml t&td proteiiniliuosta ladataan Sephadex
G-75 (Pharmacia, coarse) pylvddseen (3,7 cm x 110 cm), joka on
aiemmin tasapainotettu samalla Tris-HCl-puskurilla. Fraktiot,
joissa esiintyy isopenisilliini N syntetaasin aktiivisuutta
yhdistetdédn ja entsyymiproteiini konsentroidaan sakkauttamalla
ammoniumsulfaatin n. 85 $%$:isella paino/tilavuus 1liuoksella,

mitd seuraa sentrifugointi 10 000 g 45 minuutin ajan.

(5) DEAE Sepharose CL-6B pylvdskromatografia

Erittdin puhdas entsyymivalmiste saadaan entsyymifraktioiden
ioninvaihtokromatografian avulla Sephadex G-75 pylvdskromato-
grafialla. Aktiiviset fraktiot yhdistetd@n ja ladataan suoraan
DEAE Sepharose CL-6B pylvddseen (5 ec¢m x 11,5 cm), joka on
aiemmin tasapainotettu Tris-HCl-puskurilla (50 mH, ph 7,5,
0,015 ¢ w/v natriumatsidi). Pylvds on pesty noin 500 ml:lla 50
mM NaCl:lla samassa Tris-HCl-puskurissa sitoutumattoman mate-—
riaalin poistamiseksi. Sitten pylvdstd eluoidaan NaCl-gradien-
tilla puskurissa (50 mM -> 250 mM, kokonaistilavuus 800 ml,
lineaarinen gradientti) entsyymiaktiivisuuden eluoituessa noin
100 mM NaCl:n kohdalla. Pylvddstd saatu entsyymivalmiste so-

veltuu suoraan kdyttddn.
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Entsyymin aktiivisuus voidaan mddrdllisesti ilmaista isope-
nisilliini N syntetaasin aktiivisuuden yksikkoind, yhden tal-
laisen yksikdn ollessa middrdtty siksi entsyymiaktiivisuuden
mddrdksi, joka tarvitaan muodostamaan 1 pmooli isopenisilliini
N:838 minuutissa 27 ©C:ssa standardimenetelmdssd@ inkubaatio-

olosuhteissa, jotka ovat samanlaiset kuin edelld kuvatut.

Esimerkki 4

2-metoksi-6- & - (L- a« —aminoadipamido) -3-karboksipenaamin

valmistus

$ -(L- o« -aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(D-seriini-O-metyyli-
eetterid), joka on valmistettu kuten esimerkissd 2 on kuvattu,
inkuboidaan puhdistetun isopenisilliini N syntetaasin kanssa,
joka on saatu kuten esimerkissd 3 on kuvattu, inkubaatioliuok-
sen ollessa seuraavassa esitetyn mukainen, eri osaliuosten

ollessa veteen valmistettuja.

tripeptidi (10 mg/ml) 100 pl
isopenisilliini N syntetaasi 6,6 yksikkdd
ferrosulfaatti (5 mM) 100 pl
L-askorbiinihappo (5 mM) 100 nl
ditiotreitol (100 mM) 50 pl
katalaasi (vakiovalmiste, 1/10 laimennettu) 43 pl
natriumhydroksidi (100 mM) 30 pl

Lopullinen tilavuus sdddetddn 5 ml:aan Tris-puskurilla pH 7,5.
Suoritetaan kontrolli, jossa 100 pl vettd korvaa peptidiliuok-
sen. Inkubaatio suoritetaan 30 ©C:ssa ravistelijassa (250 rpm)
ilmastaen 30 minuutin ajan. Proteiini saostetaan lisddmdlld
asetonia 70 tilavuusprosentin pitoisuuteen, erotetaan sitten
sentrifugoimalla (5000 rpm, 10 minuuttia) ja supernatantti
kuivataan jdadyttdmdlld sen jdlkeen, kun asetoni on poistettu
tyhji6éssd, jolloin saadaan otsikon mukainen yhdiste, Jjonka

uskotaan olevan 2R- ja 25-isomeerien seos.
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Jéddyttadmdlld kuivatun materiaalin 14 NMR-spektri (250 MHz
D,O:ssa HOD-estolla, verrattuna ulkoiseen TMS:iin, b —arvot,
ppm) , osoittaa AB-kvartetin 5,23, 5,45 (2H, J = 3,95 Hz).

Esimerkki 5

Myrkyllisyyskokeet

(1) 2§—2—metoksi—2—metyy1i-6—-5w(§—tx—aminoadipamido)-3—

karboksipenaami

210 pg:sta tripeptidid saatu j8ddyttdmd@lld kuivattu tuote,
jonka valmistus on kuvattu esimerkissd 3, liuotettiin Tris-—
puskuriin pH 7,5 kokonaistilavuudeltaan 1 ml:n liuoksen saami-
seksi, 100 pl tdtd liuvosta kdytettiin inhibitiotestiin kuoppa-
maljalla testaten penisilliinin antibioottista vaikutusta
useita mikro-organismeja vastaan, jotka on lueteltu taulukossa
l. Antibioottinen vaikutus on selvdsti nahtdvissd taulukossa
annetuista tuloksista. Taulukossa osoitetaan myds isopenisil-
liini N mddrdt, Jjotka tarvitaan antamaan samanlaiset inhibi-
tioarvot kullekin tietylle mikro-organismille ja siitd voidaan
ndhdd, ettd penisilliini 2S-2-metoksi-2-metyyli-6-J-(L- & -ami-
noadipamido)-3-karboksipenaamin vaikutus on laajalti verratta-
vissa isopenisilliinin vaikutukseen, kun perusteena on 50 %
muuttumisnopeus tripeptidista.

Taulukko 1
Syntyneen Vastaava
Mikro—organismit estorenkaan isopenisilliinin
halkaisija (mm)* midrd (pg/ml)
Pseudomonas aeruginosa vain diffuusikehd > 60
Bacillus megaterium 17 > 80
Staphylococcus aureus 28 > 100

Escherichia coli : 20 > 10
Escherichia coli -

-laktamaasia lisdtty
Samonella typhimunun 17 > 100
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aAlcalgines faecalis - -
Klebsiella aerogenes - -

* Negatiivinen merkki osoittaa inhibition puuttumista
(2) 2-metoksi-6- é ~(L- & aminoadipamido)-3-karboksipenaami

500 pg:sta tripeptidid saatu jaddyttdmdlld kuivattu tuote,
jonka valmistus on kuvattu esimerkissd 4, liuvotettiin uudel-
leen 200 pl:aan vettd ja 100 pl td8t3 liuvosta inkuboitiin kuop-

pamaljatestissda §. aureuksen kanssa (sekd Bacillus cereus

569/H/9:n f-laktamaasi I:n kanssa ettd ilman sitd). Jaljelle
jddnyt 100 pl liuvosta laimennettiin toisella 100 pl:lla vettd

ja 100 pl tédtd laimeampaa liuosta testattiin myds S. aureuk-

sella. T&md menettely toistettiin onnistuneiden laimennusten
saamiseksi. Kontrolli ei sisdltdnyt yhtddn jdadytté&mdlld kui-
vattua kiintedd ainetta. Saadut tulokset osoitetaan seuraavas-
sa taulukossa 2, josta voidaan ndhdd, ettd yhdisteen antibi-
oottinen vaikutus, joka selvidsti ilmenee p-laktamaasin puut-

tuessa, tuhoutuu tdmdn entsyymin toimiessa.

Taulukko 2

Substraatin Syntyneen estorenkaan halkaisija (mm)?*
paino alku-

Laimennus perdisen tri- [-laktamaasi (-laktamaasi Vertai-

peptidin mdd- puuttuu ldsnd lu
répd (ug)
1x 500 30 - -
2x 250 26 - -
4x 125 21 - -
Bx 62,5 17 - -
16x 31,25 14 - -

* Negatiivinen merkki osoittaa inhibition  puuttumista



24
L9

Patenttivaatimukset

1. Menetelmd yleisen kaavan I tai sen fysiologisesti hyvdksyt-
tdvdn suolan valmistamiseksi

HHH
R Py 2 NG 1S |
Y\X/\I/ \6'_‘( 2, R2 (1)
COZH 0 /7_';‘.‘ 4 R3
0 :
H ¢o,H

jossa kaavassa X tarkoittaa rikkia tai metyleenid, Rj tarkoit-
taa vetyd, aminoa tai asyloitua tai karbamyloitua aminoryhmda,
Ry tarkoittaa vetyd tai alkyyliryhmdd ja R3 tarkoittaa alkok-

siryhmdd, t unn e t t u siitd, ettd ‘

kaavan III mukainen tripeptidi

H H
Ry " N\: ,SH '
\]/\ /\“/ . Ry (111)
C0,H -0 /—-—-N ,
0 H > R
H™ (o H

jossa kaavassa X on rikki tai metyleeni, Rj on vety tai amino,
Ry on vety tai alkyyliryhmd8 ja R3 on alkoksiryhmd, saatetaan
alttiiksi entsyymin isopenisilliini N syntetaasi vaikutukselle
sellaisen kaavan I mukaisen yhdisteen valmistamiseksi, jossa
R tarkoittaa vetyd tai aminoa, ja muut symbolit tarkoittavat
samaa kuin edelld, jonka jdlkeen haluttaessa

ndin saatu yhdiste I, jossa Rj tarkoittaa aminoca, saatetaan
alttiiksi sopivan asylointi- tai karbamylointiaineen vaikutuk-

selle sellaisten kaavan I mukaisten yhdisteiden valmistamisek-
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si, jossa R] tarkoittaa asyloitua tai karbamyloitua aminoryh-

mdd, ja/tai haluttaessa

ndin saatu yhdiste I saatetaan reagoimaan sopivan epdorgaani-
sen tai orgaanisen hapon tai emdksen kanssa yhdisteen 1 fysio-

logisesti hyvdksyttdvdn suolan saamiseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelﬁé, tunnet¢ttu
siitd, ettd tripeptidi III kdsittdd alkyyliryhmén tripeptidin
sellaisessa asemassa, joka vastaa kaavan I mukaisten yhdistei-
den tiatsolidonirenkaan substituenttia Ry, jolloin mainitulla

alkyyliryhmdl1ld on R-konfiguraatio tripeptidissi.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd isopenisilliini N syntetaasi saadaan mikro-orga-

nismista Penicillin chrysogenum, Streptomyces clavuligenis tai

Cephalosporium acremonium.

4, Patenttivaatimuksien 1l...3 mukainen menetelmd, t u n -
nettusiitd, ettd entsyymi saadaan mikro-organismikannas-
ta, 3joka on deponoitu laitokseen American Type Culture
Collection numerolla ATCC 20339, ATCC 14553 tai ATCC 36255.

5. Patenttivaatimuksien 1...4 mukainen menetelmd, t u n -
net tu siitd, ettd entsyymin vaikutus suoritetaan yhden

tali useamman ko—-faktorin ldsndollessa.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t t u
siitd, ettd tuotteena on 2-metoksi-2-metyyli-6- § - (L-X-amino-
adipamido)-3-karboksipenaami, 2-metoksi-2-metyyli-6-§ -(D-&X -
aminoadipamido)-3-karboksipenaami, 2-metoksi-2-metyyli-6- § -
adipamido-3-karboksipenaami, 2-metoksi-2-metyyli-6- 5’ - (L-S-
karboksimetyylikysteinyyli)-3-karboksipenaami, 2-metoksi-6-¢ -

(L- *~aminoadipamido)-3-karboksipenaami, 2-metoksi-6- § - (DX~
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aminoadipamido)=-3-karboksipenaami, 2-metoksi-6- é —adipamido-
3-karboksipenaami, tai 2-metoksi-6-§ - (L-S-karboksimetyyli-

kysteinyyli)-3-karboksipenaami,

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t un n e t t u

siitd, ettd 2-metoksiryhmdlla on S-konfiguraatio.

8. Yleisen kaavan III tripeptidi

H H
R ' N_ | SH
1Y\X/Y N, H 111
R
(0,H 0 Y 2

o H Rs

jossa kaavassa X on rikki tai metyleeni, Ry on vety tai amino,
Ry on vety tai alkyyliryhmd ja R3 on alkoksiryhmd, tai tripep-
tidin III johdannainen, jossa yksi tai useampi funktionaalinen
ryhmd on suojattu, jolloin mainittu yhdiste tai sen johdannai-

nen esiintyy monomeerisessa muodossa tai disulfidimuodossa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen yhdiste, tunne¢ttau
siitd, ettd yksi tai useampi sulfhydryyliryhmistd, C-pddttei-
sen tdhteen karboksiryhmistd ja N-pddtteisen tdhteen karboksi-

ja aminoryhmistd, kun nditd on ld&snd, on suojattu.

10, Patenttivaatimuksen 8 téi 9 mukainen yhdiste, t un -
nettusiitd, ettd X on rikki tai metyleeni, Rj on vety tai
amino, Rz on vety, metyyli tai etyyli, ja R3 on metoksi tai
etoksi.

11. Jonkin patenttivaatimusten 8...10 mukainen yhdiste,
tunnet tu siitd, ettd yhdiste on §-(L-¥-aminoadipyy-
li)-L~kysteinyyli- (2R-2-amino—3-metoksi-butaanihappo), S -
(D- & -aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(2R-2-amino-3-metoksi-bu-
taanihappo, § -adipyyli-L-kysteinyyli-(2R-2-amino-3-metoksi~



27

butaanihappo), § - (L-S~karboksimetyylikysteinyyli)-L-kystei-
nyyli-(2R-2-amino-3-metoksi-butaanihappo), é—w&-cx-aminoadip—
yyli)-L-kysteinyyli-(D-seriini-O-metyylieetteri), c§-(2-(X -
aminoadipyyli)-L-kysteinyyli-(D-seriini-O-metyylieetteri),
&-adipyyli)-L-kysteinyyli-D-seriini-O-metyylieetteri tai §-
(L-S-karboksimetyylikysteinyyli)-L-kysteinyyli~(D-seriini-O-
metyylieetteri).

12. Jonkin patenttivaatimuksen 8...11 mukainen vyhdiste,
tunmnet tu siitd, ettd Ry ja R3 tarkoittavat vastaavasti
alkyylid ja alkoksia ja Ry ja ot-karboksiryhmd ovat cis-konfi-

guraatiossa.



saksal. Offenlegungsschrift) aumercn

eteen H ja vastaavasti kuulutus~ ja patenttijulkaisun numeron eteen K ja P.

Merkitse hakemusjulkaisun (esim.

W SN VYA E

Viitejulkaisuja - Anfdrda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia: - Offentliga finska patentansdkninge

Hak?musT, kuulutus- ja patenttijulkaisuja: - Ansékningspublikationer,
utléggrnings— och patentskrifter:

FI

DE

DK

GB

NO

SE

us

Kdinna Vénd



w B - 102 236 C\2 P 35 fo

WO

Muita julkaisuja: — Andra publikationer:

=

X Unem  Soc. . Cnem, (omm . V3 ( (38!)
\JEL\} - 9\9 D aha Aur el aQ

BYN N Soc,.\f Cinen . Comnn
Yidiy -~ (319 Daldusin

22 (1953)
ek of

Yrebo . Cnem . Acta G (( 19&4)
810 - 8% Shields  ef oA 7

- - [\ a
ﬁﬂm@v (\ /W-M\e(m—\_—
A

Allekirioitus



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - CLAIMS
	Page 26 - CLAIMS
	Page 27 - CLAIMS
	Page 28 - CLAIMS
	Page 29 - SEARCH_REPORT
	Page 30 - SEARCH_REPORT

