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Den foreliggende opfindelse angédr en fremgangsmade til
fremstilling af hidtil ukendte antibiotiske stoffer kaldet PS-6

og PS-7 eller salte eller estere deraf med formlen
Rl 2
' S-R —NH—CO—CHBV
CH3-CH—.

b (1)

o/ CooRr>

hvor R betyder CH3, og R betyder —CH2 CHZ—, eller Rl betyder H,
og R betyder ~-CH=CH-, og R betyder hydrogen, en saltdannende
kation, alkyl med 1-6 carbonatomer eller triphenylmethyl.
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Det er kendt, at der findes antibiotika med B-lactamase-
hammende virkning samt P-lactamasehammende midler. Fra beskrivelsen
til US patent nr. 3.981.788 (Derwent CPI 19171X) kendes saledes
stofferne MC696-SY2-A og ~B, som er blevet isoleret fra dyrknings-
vasker fremkommet ved dyrkning af en MC696-SY2-producerende stamme
af slagten Streptomyces. Fra DE offentligggrelsesskrift nr. 2.513.855
(Derwent CPI 67721W) og DE offentligggrelsesskrift nr. 2.513.854
(Derwent CPI 67720W) kendes tillige stofferne MM4550 eller MM13902
isoleret fra en dyrkningsvaske fremkommet ved dyrkning af en MM4550-
eller MM13902-producerende stamme hgrende til slagten Streptomyces.
Fra DE offentligggrelsesskrift nr. 2.517.316 (Derwent CPI 72840W) ken-
des endvidere clavulansyre isoleret tra dyrkningsvasken fremkommet
ved dyrkning af Streptomyces cla&uligerus. Antibiotiket thienamycin
med penicillinlignende kemisk struktur samt derivater deraf er end-
videre kendt fra beskrivelsen til US patent nr. 3.950.357 (Derwent
CPI 31696X), DE offentligggrelsesskrift nr. 2.652.677 (Derwent CPI
40282Y), beskrivelsen til BE patent nr. 848.346 (Derwent CPI 34505Y),
beskrivelsen til BE patent nr. 848.349 (Derwent CPI 34507), DE offent-
ligggrelskrift nr. 2.652.680 (Derwent CPI 40283Y), DE offentligggrel-
sesskrift nr. 2.652.675 (Derwent CPI 40280Y), DE offentligggrelses-
skrift nr. 2.652.674 (Derwent CPI 40279Y) og DE offentligggrelses-
skrift nr. 2.652.676 (Derwent CPI 40281Y).

T beskrivelsen til dansk patentansggning nr. 1436/78 er
endvidere beskrevet et P-lactamantibiotikum med betegnelsen "PS-5"

og med fglgende formel

S-CHZ—CHZ—NH—COCH

——N [

044 COQH

3

Dette antibiotikum fremstilles ifglge navnte beskrivelse ved dyrk-
ning af en stamme af arten Streptomyces sp. A271.

Den foreliggende opfindelse angdr som navnt en fremgangs-
mé&de til fremstilling af de hidtil ukendte antibiotika med be-
tegnelserne PS-6 og PS-7 eller ovennavnte derivater deraf, hvil-
ke forbindelser har kraftig antibiotisk virkning, B-lactamasein-
hiberende virkning og evne til at frembringe en synergistisk for-
ggelse af den antibiotiske virkning af penicilliner, cephalospo-

riner og lignende forbindelser mod P-lactamasedannere, hvilken
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fremgangsmade er ejendommelig ved, at en stamme af arten Strepto-
myces sp. A 271 dyrkes i et naringssubstrat, hvorpd de dannede
antibiotika isoleres fra det dyrkede materiale, og, om ¢nsket, en
siledes vundet forbindelse med formlen (I), hvori &3 betyder hy-
drogen, omdannes til et salt deraf, eller en vundet forbindelse
med formlen (I), hvori R3 betyder hydrogen, eller en saltdannende
kation, esterificeres til dannelse af en forbindelse med formlen
(1), hvor R3 betyder alkyl med 1-6 carbonatomer eller triphenyl-
methyl. '

Den forbindelse med formlen (I), hvori Rl betyder CH3 og

R2 betyder —CHZ—CH -, dvs.

CH3

)
CH,-CH - - —-NH~-
3 \\*—-;i:jlis CH, CH, NH COCH3
i a (1a)

COOH

betegnes i det fplgende som "antibiotikum PS-6".
Forbindelsen med formlen (I), hvori Rl betyder H og R2 be-
tyder ~CH=CH-, dvs.

CHy=CH, ~CH=CH-NH-COCH,

N
COOH (Ib)

betegnes i det fglgende "antibiotikum PS-7".

Antibiotiket PS-6 og PS-7 samt deres navnte derivater be-
skrives mere detaljeret i det fglgende.
Antibiotiket PS-6

Antibiotiket PS-6 er karakteriseret ved hjalp af nedenstéende

fysisk-kemiske egenskaber og biologiske egenskaber:

Fysisk-kemiske egenskaber for antibiotiket PS-6

(1) Papirchromatografi

Antibiotiket PS—6 (natriumsaltet) giver fplgende Rf—vardier
ved papirchromatografering med nedhangende papir (Toyo Filter Paper
NO.50) ved anvendelse af fglgende oplgsningsmidler:

Acetonitril/tris/EDTA (Note L1): Rf=0,4l

Ethanol/vand (7/3) : Rf=0,65
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Note l: Blandet oplgsningsmiddel sammensat af
120 ml acetonitril, 30 ml 1/10 M tris(hydroxy-
methyl)-aminomethan-saltsyrepuffer (pH-vardi 7,5)
og 1 ml 1/10 M vandig natriumethylendiamintetra-
acetatoplgsning (pH-vardi 4,5).

I nazrverende beskrivelse er oplgsningsmiddelforholdene
udtrykt i rumfang til rumfang, medmindre andet er anfgrt.

(2)7Tyndtlagschromatografi (TLC)
Ved tyndtlagschromatografi opnds tglgende Rf—vardier

for antibiotiket PS-6 (natriumsaltet), idet der ved chromatografe-
ringen anvendes Chromatogram Sheetl3254 Cellulose (No. 6065) fra
firmaet Eastman Kodak Co., Ltd. og fglgende fremkalderoplgsningsmid-
ler:

n-Butanol/ethanolyvand (4/1/5)

(gvre lag) : Rf=0,67
n-Propanol/vand (8/2) : Rf=0,69
n-butanol/i-propanol/vand (7/7/6): Rf=0,70
Acetonitril/vand (8/2) : Rg=0,63

(3) Hpjspandingspapirelektroforese
N&r antibiotiket PS-6 (natriumsaltet) underkastes elektro-

forese p& Toyo Filter Papir No. 50 under anvendelse af et hgjspandings-
papirelektroforeseapparatur fra firmaet Savant Instrument Inc.
(High Voltage Power Supply HV 3000 A, Flat Place Electrophoresis
Chamber FP 18A) konstateres fplgende opfgrsel i en pufferoplgsning
af nedenstdende sammensztning og pH-verdi.

Antibiotiket migrerer over en afstand p& mindst 5 mm,
sedvanligvis 10-40 mm mod anoden ved gennemledning af en str¢gm i
30 minutter med en potentialgradient pa& 42 volt/cm i en puffer
(pH-vardi 8,6) sammensat af 3000 ml vand, 3,3 g barbital og 25,5 g
natriumbarbital.

(4) Opfgrsel over for fB-lactamase

Virkningen inaktiveres af B-lactamase fra
Bacillus cereus.

(5) syre-baseegenskaber
Antibiotiket PS-6 er en ensyret syre med &n carboxylgruppe

i molekylet.
(6) UV-absorptionsspektrum
Antibiotiket PS-6 (natriumsaltet) udviser et karakteristisk

UV-absorptionsmaksimum ved

H,O
27 _
)\ max - ca. 300 nm
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(7) IR-absorptionsspektrum

Antibiotiket PS-6 (natriumsaltet) udviser nedenstdende
karakteristiske IR-absorptionsmaksima malt i KBr-tablet:

ca. 1760 cm™t (-CO- i B-lactamring)
ca. 1660 cm T+ (-CO- i amid)
ca. 1600 cm_l (—COOe)

(8) Proton NMR-spektrum
Antibiotiket PS-6 (natriumsalt) giver fglgende karakteris-
tiske signaler i 100 MHz proton NMR spektret malt i tungt vand (DZO):
(i) et par dubletter centreret ved ca. 0,94 og 0,98 ppm

med koblingskonstanter pd ca. 7,0 Hz

( CE\CH_)
g
(ii) en skarp singlet ved ca. 1,92 ppm
(CH3—CO—)

(iii) en multiplet ved ca. 2,40-3,50 ppm
1
(—c§2—cgr>
(iv) en mulitplet ved ca. 3,90-4,20 ppm
N
1
(-CH-)
(9) Molekylvagt
Ud fra resultater fra hgjoplgsningsmassespektrometri for
methylesteren af antibiotiket PS-6 bestemmes molekylvagten til
ca. 312. ‘

(10) Farvereaktion

Reaktion med Ehrlich-reagens: v positiv
Reaktion med iod-chlorplatinsyre: positiv
Reaktion med ninhydrin: negativ

(11) Oplgselighed
Antibiotiket PS-6 er oplgseligt i vand ved pH 6-9, men

er praktisk taget uoplgseligt i benzen, acetone og ethylacetat.
Ovennavnte fysisk-kemiske egenskaber viser klart tilstede=~
3 .0
vaerelsen af grupperne CH3—CH-, CH3CO—, _CHZ—' -CH-, -CH-, ~AL\,
-NHCO- og -C00® i antibiotiket PS-6 (natriumsalt).
Ud fra UV-absorptionsmaksimet og @ndringen af UV-absorp-

tionsmaksimet fra 300 nm til 316 nm som fglge af esterificeringen




6 145382

af antibiotiket, som omtales narmere i det fglgende, antages det,
at antibiotiket PS-6 har et thienamycinskelet (jfr. beskrivelsen

til US patent nr. 3.950.357) omfattende en svovlsidekade svarende
til det ovenfor omtalte antibiokum PS~5. Endvidere er molekylformen
for antibiotiket PS-6 beregnet til C14H20N204S p& baggrund af resul-
taterne af hgjoplgsningsmassespektrometri for methylesteren.

Pa baggrund af ovenstdende data antages det, at antibiotiket
PS-6 har fglgende struktur:

CH3

T
CH —CH\

3 S-CH,-CH,-NH-COCH

__—1:::H: 2 2 3

(Ia)
S
U/ COOH

Biologiske egenskaber for antibiotiket PS-6

(1) Antibiotisk spektrum
Antibiotiket PS-6 har bredspektret antibiotisk virkning

og udviser serdeles kraftig virkning mod forskellige bakterier,
f.eks. grampositive bakterier hgrende til slagterne Staphylococcus,
Diplococcus, Streptococcus og Bacillus, samt gramnegative
bakterier hgrende til slagterne Alcaligenes 09 Comamonas.
Antibiotiket PS-6 udviser tillige god virkning mod f.eks. gramnegative
bakterier hgrende til slagterne Klebsiella og Proteus.

Det er karakteristisk, at antibiotiket PS-6 udviser kraftig
virkning mod gramnegative bakterier, som er resistente over for
antibiotika med B-lactamringstruktur, f.eks. bakterier, som hgrer

til slagterne Citrobacter, Proteus Og Klebsiella.

(2) Fbr¢gelse af andre antibiotikas antibiotiske virkning mod B-lactama-
seproducerende bakterier
Antibiotiket PS-6 er i stand til at forgge andre antibiotikas

antibiotiske virkning, is@r PB-lactamantibiotika sésom penicilliner
og cephalosporiner, mod B-lactamaseproducerende bakterier sdsom Proteus

vulgaris og Serratia marcescens.

(3) In vivo virkning
Antibiotiket har en udtalt terapeutisk virkning ved indgift

til mus, som er inficeret med patogene grampositive bakterier.

(4) Toksicitet
Antibiotiket udviser ingen toksicitet ved intraperitoneal

indgift til mus i en dosis pa 500 mg/kg.
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(II) Antibickum PS-7
Fysisk-kemiske egenskaber for antibiotiket PS-7

(1) Papirchromatografi
Antibiotiket PS-7 (natriumsalt) giver ved papirchromatografi

med nedhangende papir p& Toyo filterpapir nr. 50 nedenstdende Re-var-
dier med fglgende oplgsningsmiddelsystem:

Acetonitril/tris/EDTA : Rf=0,4l

Ethanol/vand (7/3) : Rf=0,68

(2) Tyndtlagschromatografi (TLC)

Antibiotiket PS-7 (natriumsalt) udviser fglgende Rf—vardier
ved tyndtlagschromatografi under anvendelse af chromatogramplader
13254 cellulose (nr. 6065) fra firmaet Eastman Kodak Co. med fglgende

oplgsningsmiddelsystem:
n-butanol/ethanol/vand

(4/1/5) (¢vre lag) : Rf=0,60
n-propanol/vand (7/3) : Rf=0,81
n-butanol/isopropa-

nol/vand (7/7/6) : Rf=0,7l

Acetonitril/vand (8/2) : Rf=0,65

(3) Hpjspandingspapirelektroforese
Der konstateres fglgende migrering med antibiotiket PS-7

(natriumsalt) ved elektroforese pa Toyo filterpapir nr. 50 med

en pufferoplgsning med den nedenfor anfgrte pH-vardi under anvendel-
se af et hgjspandingspapirelektroforeseapparatur fra firmaet

Savant Instruments Co., hgjspandingskilde HV 3000A, elektroforese-
beholder FP 18A: Antibiotiket PS-7 migrerer mod anoden i en lzngde
p& mindst 5 mm, sadvanligvis mellem 10 og 40 mm i en pufferoplgsning
bestlende af 3,3 g bartital, 25,5 g natriumbarbital og 3000 ml vand
(pH~vardi 8,6) ved gennemledning af en strgm ved 42 volt/cm i 30 mi-

nutter.

(4) Opfgrsel mod B-lactamase
Antibiotiket PS-7 inaktiveres af B-lactamase fra Bacillus

cereus.

(5) Syre-baseegenskaber

Antibiotiket PS-7 er en énsyret syré, som indeholdey én

carboxylgruppe i molekylet.
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(6) UV-absorptionspektrum

Antibiotiket PS-7 (natriumsalt) udviser nedenstdende karak-

teristiske UV-absorptionsmaksima:

;\ HZO = ca. 220 nm og
max

)\HZO = ca. 308 nm
max

(7) IR-absorptionsspektrum

Det infrargde absorptionsspektrum for antibiotiket PS-7
(natriumsalt) m3lt i en KBr-tablet har karakteristiske absorptions-
maksima ved fglgende bglgetal:

ca. 1760 cm-~l (-co- i B-lactamring)

ca. 1670 cm T (-CO- i amid)

ca. 1620 cu } (-co0® og -CH=CH-)

(8) Proton NMR spektrum

I 100 MHz proton NMR spektret i tungt vand (DZO) udviser
antibiotiket PS-7 (natriumsalt) fglgende tydelige karakteristiske

signaler:
(1) en triplet med centrum ved ca. 0,96 ppm (C§3———CH2-)
(ii) en multiplet med centrum ved ca. 1,72 ppm (—CEQ—CH3)
(iii) en skarp singlet ved ca. 2,05 ppm (C§3—CO-)
(iv) en multiplet ved ca. 2,96-3,38 ppm (-CH2—CH—)
N
(v) et signal med centrum ved ca. 3,96 ppm (—éH-)
(vi) et par dubletter med centrum ved ca. 6,02 ppm og ca. 7,10 ppm
(J = ca. 14 Hz) (-CH=CH-)

(9) Molekylvagt
Molekylvagten er ca. 296 Dberegnet ud fra resultaterne

af hgjoplgsningsmassespektrometri for methylesteren af antibiotiket

PS-7.

(10) Farvereaktion

Ehrlichreagensreaktion: positiv
Iod-chlorplatinsyrereaktion: positiv

Ninhydrinreaktion: negativ
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(11) Oplgselighed
Stoffet er oplgseligt i vand ved pH 6-9, men er praktisk

taget uoplgselig i benzen, acetone og ethylacetat.
Disse fysisk-kemiske egenskaber bekrazfter antagelsen,

at antibiotiket PS-7 (natriumsalt) indeholder grupperne

CH3-CH2 ’ CH3CO- -CH=CH-, —CH—O;J::1Z; -NHCO- og —COO . Ud fra disse

data antages det, at antibiotiket PS-7 har fgplgende strukturformel

CH3=CHy S~CH=CH-NH-COCH,,
p—N. ‘ (Ib)
o COOH

Biologiske egenskaber for antibiotiket PS-7

(1) Antibiotisk spektrum

Antibiotiket PS-7 har bredsprektret antimikrobiel virkning.
Det har sardeles kraftig antimikrobiel virkning mod forskellige mi-
kroorganismer, f.eks. grampositive bakterier hgrende til slzgten
Staphylococcus eller slagten Diplococcus, 09 det har tillige kraftig
antimikrobiel virkning mod gramnegative bakterier hgrende til f.eks.
slagten Alcaligenes.

Antibiotiket PS-7 er isar karakteriseret ved dets kraftige
antimikrobielle virkning mod gramnegative bakterier hgrende til
f.eks. slagten Citrobacter eller slagten Enterobacter, hvilke slag-

ter er resistente over for de kendte p-lactamantibiotika.

(2) Forggelse af andre antibiotikas antibiotiske virkning mod B-lac-
tamaseproducerende bakterier
Antibiotiket PS-7 kan forgge andre antibiotikas antimikrobielle
virkning, f.eks. B-lactamantibiotika sé&som cephalosporiner pa de p-lac-

tamaseproducerende bakterier s&som Proteus vulgaris eller Serratia

marcescens.

(3) In vivo virkning

Antibiotiket har en udtalt terapeutisk virkning ved indgift

til mus, som er inficeret med patogene, grampositive bakterier.
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(4) Toksicitet

Antibiotiket udviser ingen akut toksicitet ved intraperitone-
al indgift til mus i en dosis pa 500 mg/kg.

Mikroorganismestammen, som kaldes stamme nr. A 271, er en
stamme, som er blevet isoleret fra en jordprg¢ve udtaget nar Eiheiji-
templet i Yoshidadistriktet, Fukui, Japan. Denne stamme er i stand
til at danne begge de to antibiotika PS-6 og PS-7. Den er i beskri-
velsen til dansk patentansggning nr. 1436/78, offentliggjort den
1. oktober 1978, beskrevet pd fglgende made:

Taxonomiske karakteristika for stamme A271
De taxonomiske karakteristika for stamme Streptomyces A271

er som fglger:

1) Morphologiske egenskaber

Forgrening hos sporedannende luftmycelium: Simpel forgrening.
Form af sporedannende luftmycelium: den gverste del af luftmyceliet
har kroge, lgkker eller ufuldstendige spiraler.

Organismen henfgres derfor til gruppen Retinaculum—Apertum.‘
Disse former konstateres isar ndr stammen dyrkes p& et havre-agar-
substrat og et glycerol-asparagin-agarsubstrat, medens en lige eller
bugtet form lejlighedsvis konstateres péd garekstrakt-maltekstrakt-
agarsubstrat. Form og antal af sporer i sporekader: Ovale eller cy-
lindriske sporer, som danner en kade pd mere end 10, sadvanligvis
10-50 sporer. Sporernes stgrrelse og overfladestruktur:
0,8-1,0 x 1,0-1,8 a1, glat overflade. Der er hverken konstateret

svingtrdde eller sporangier. Hyfer dannes pd luftmyceliet.

2) Vakstegenskaber
Vekstegenskaberne for stamme A271 er anfgrt i nedenstdende

tabel I, som angiver resultaterne af observationer efter 2 ugers
dyrkning ved 28°C, medmindre andet er anfgrt. Farvebeskrivelsen er
hovedsagelig baseret pd8 fremgangsmadden ifglge H.D. Tresner og E.J. Bac-
kus, “"System of Color Wheels for Streptomycete Taxonomy", jvE. Appl.
Microbiol. 11, 335, 1963, og farvebeskrivelsen i "Guide to Color

Standard" fra Japan Color Institute Foundation.
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Tabel I
Substrat Vakst Luftmyce-  Substrat- Oplgseligt
liets far- myceliets pigment
ve farve
Saccharose- Kraftig lys oran- lysequl intet
nitrat- gegul (3ea) (2fb) til
agar lys oran-
gegul (3ea)
Glucose- Kraftig svag oran- lysegul intet
asparagin- gegul (3ca) (1 2/1 fb)-
agar til lys 2£fb)
orangegul
(3ea)
Glycerol~- Kraftig svag oran- lysegul intet
asparagin- gegul (3ca) (2£fb) til
agar ~til lys noget gul-
orangegul Iiglyserpd
(3ea) {4gc)
Stivelse- Kraftig svag oran- lys orange- intet
uorganisk gegul (3ca) gul (3ea)
salt-agar til l1lys til lyse-
orangegul gul (2fb)
(3ea)
Tyrosin- Kraftig svag oran~ lys organge- intet
agar gegul (3ca) gul (3ea)
til lys til brunlig
orangegul gul
(3ea)
Nerings- Kraftig nasten ikke lysegul intet
agar dannet; (2db)
hvis dannel-
se findes,
da noget mgrk
Gerekstrakt- Kraftig svag oran~ lys orange- intet
maltekstrakt- gegul (3ca) gul (3ea)
agar til lys til svag
orangegul brun (4ie)
(3ea)
Havremel- Kraftig svag oran- lysegul intet
agar ge (3ca) (2£b)
til lys
orangegul
(3ea)

(3) Fysiologiske egenskaber

1)
2)

3)

4)

Vaksttemperaturomrade: 10-40°c, optimum 20-30°¢.
Omdannelse af gelatine fra fast form til flydende form
(pa glucose—pepton—gelatinesubstrat): Gelatine bliver

smeltet ved dyrkning ved 20%.

Hydrolyse af stivelse (p& stivelse-uorganisk salt-agar-

substrat): Stivelsen hydrolyseres.

Koagulering og peptonisering af skummetmalk: Der konsta-

teres peptonisering men ingen koagulering.
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5) Dannelse af melanoidt pigment: der dannes intet melanoidt
pigment pé& tyrosinagarsubstrat og peptongarionagarsubstrat
og i trypton-gerekstraktvaske.

6) Udnyttelse af forskellige kulstofkilder (Pridham og
Gottlieb agarsubstrat}):

L-Arabinose +
D-Xylose +
D-Glucose +
D-Fructose -
Saccharose :
Inositol -
L-Rhamnose +
Raffinose -
D-Mannitol -

(+: god udnyttelse, i~: ringe udnyttelse, -: meget ringe

udnyttelse eller slet ingen udnyttelse).

Det fremgar klart af ovenstdende egenskaber, at stammen A271
hgrer til slagten Streptomyces og har egenskaber til fazlles med mikro-
organismerne hgrende til gruppen RA, da farven af myceliets overflade
er gul eller rgd, sporeoverfladen er glat, og der dannes intet vand-
oplgseligt pigmentlignende melanoidt pigment. En undersggelse i
Waksman's "The Actinomycetes", bind 2, 1961, E.B. Shirling og
D. Gottlieb's artikler i International Journal of Systematic Bacterio-
logy, bind 18, side 69-189, 1968, ibid, side 279-892, 1968, ibid,
bind 19, side 391-512, 1969, ibid, bind 22, side 265-394, 1972 og Ber-
gey's "Manual of Determinative Bacteriology, 8th udgave, 1974, efter
organismer med ovennavnte taxonomiske egenskaber viser, at lignende
organismer, som hgrer til gruppe RA, er Actinomyces cremeus,
Actinomyces flavidovirens, Actinomyces albohelvatus, Actinomyces
flavescens, Streptomyces rutgersensis, Streptomyces chryseus og
Streptomyces helvaticus. Endvidere har organismen Streptomyces pluri-
colorescens lignende morphologiske egenskaber, selv om den hgrer til
gruppe RF. Ovennavnte 8 organismer, med undtagelse af Streptomyces
pluricolorscens, angives at danne luftmycelium med lige eller bugtet
form, idet variationen afhanger af dyrkningsbetingelserne. Typekul-
turer af de ovennavnte 8 arter sammenlignes med stamme A271 efter
dyrkning under samme betingelser. Det viser sig, at stamme A271 er
tydelig forskellig fra disse kulturer med hensyn til vakst, luft-
myceliets farve, substratmyceliets farve og udnyttelse af kulstof-

kilder.
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I nedenstdende tabel II, III og IV anfgres resultaterne

af sammenligningen af stamme A271 med de kulturer, som ligner

den mest.

Substrat

Saccharose-
nitrat-
agar

Glucose-
asparagin-
agar

Glycerol-
asparagin-
agar
Stivelse
uorganisk
saltagar
Nerings-
agar

Garekstrakt
maltekstrakt-
agar

Havremels-
agar

Tabel II

Sammenligning med lignende kulturer.

Luftmyceliets farve

Stamme A271

lys orangegul
(3ea)

svag orangegul
{3ca) til lys
orangegul (3ea)

svag orangegul
(3ca) til lys
orangegul (3ea)

svag orangegul
(3ca) til lys
orange {3ea)

nesten ikke dan-
net, ndr dannel-
se findes, da
noget mgrk

svag orange-
gul (3ca)

til lys oran-
gegul (3ea)

svag orange-
gul (3ca)

til lys oran-
gegul (3ea)

Actinomyces
cremeus
ISP 5147

nesten intet

svag orangegul
(3ca)

svag orangegul
(3ca)

svag orangegul

. (3ca)

hvid (a) til
svag orangegul
(3ca)

svag gul (2db)

hvid (bj) til
svag orange-
gul (3ca)

Actinomyces
flavidovirens
ISP 5150

intet

hvid (b)

nasten ikke dannet;
ndr dannelse findes
da svag hvid (a)
tyndt dannet

hvid (a) til
svag gul (3db)

hvid

hvid (b) til
svag gqullig-
grgn: (lcb)

hvid (b) til
svag qullig-
grgn (lbd)
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Sammenligning med lignende kulturer.

Substratmyceliets farve

Actinomyces Actinomyces
cremeus flavidovirens
Substrat Stamme A271 ISP 5147 ISP 5150
Saccharose lysegul (2£b) ringe vakst ringe vakst
nitrat til lys orange- farvelgs til farvelgs til
agar gul (3ea) hvid (b) hvid (a)
Glucose- lysegul lys orangegul svag gul
asparagin (1 2/L £b - 2£fb) (3ea) (2db)
agar
Glycerol- lysegul (2£fD) lys orangegul svag gul
asparagin til noget gul- (3ea) (2db)
agar liglysergd (4gc)
Stivelse lys orangegul moderat gul- lysegqul
uorganisk (3ea) til lig-lysergd (2£b)
saltagar lysegul (2£fb) (ea)
Tyrosin lys orangegul svag brun (4ie) grdliggul (3ec)
agar (3ea) til brun-
liggul
Nerings- svag gul (2db) lys orangegul svag gul (2db)
agar (3ea)
Garekstrakt lys orangegul lys orangegul mgrkegul
maltekstrakt (3ea) til svag (3ea) til mgr-
agar brun (4ie) kegul
Hvedemels- lysegul (2£fb) noget gullig- svag gul (2db)
agar -lysergd (4gc) til svag orange-
gul (3ca)
Tabel IV
. Sammenligning med lignende kulturer
Udnyttelse af kulstofkilder
Actinomyces  Actinomyces
cremeus flavidovirens
Kulstofkilde Stamme A271 ISP 5157 ISP 5150
L-Arabinose + + +
D-Xylose + + +
D-Glucose + + +
D-Fructose - + +
Saccharose R - -
Inositol - - +
L-Rhamnose + - +
Raffinose - - -

D-Mannitol - - -
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Ud fra de i ovenstiende tabeller anfgrte resultater kan
der drages fglgende konklusion. Hvad angdr farven af luftmyceliet
er denne hos Actinomyces flavidovirens sadvanligvis hvid men kan
dog vare gul, og er i dette tilfalde grgnliggul, hvorved den klart
adskiller sig fra stamme A271.

Med hensyn til substratmyceliets farve udviser Actindmyces
flavidovirens svag gul farve og Actinomyces cremeus udviser lys oran-
gegul farve i mange tilfzlde, medens stamme A271 sadvanligvis udviser
lysegul farve. Endvidere viser en detaljeret sammenligning af for-
sggsresultater opndet pd& forskellige substrater, at stamme A271 er
forskellig fra de to andre kulturer. Stamme A271 afviger fra Actino-
myces cremeus med hensyn til udnyttelse af D-fructose og L-rhamnose
og fra Actinomyces flavidovirens med hensyn til udnyttelse af D-fruc-
tose og inositol.

Stamme A271 er :sdledes klart forskellig fra de to kendte
kulturer, som ligner den mest. Stamme A271 er derfor forskellig
fra alle kendte Streptomyces—arter og mé& betragtes som en hidtil
ukendt art, som betegnes Streptomyces sp. A271. Denne kultur er
deponeret i Fermentation Research Institute, Agency og Industrial
Science and Technology, Japan, med deponeringsnummeret FERM-P No.
3984. En kultur af Streptomyces sp. A271 er endvidere deponeret
hos ATCC under deponeringsnummeret No. 31358.

Ved fremgangsmiden ifglge den foreliggende opfindelse kan
ikke blot anvendes stamme A 271, men tillige de naturlige og kun-
stige mutanter deraf, som kan fremkaldes ved kemisk eller fysisk
behandling, og som har vasentligt samme egenskaber som denne og

derfor kan henfgres til arten A271.
Neringssubstratet, der anvendes ved fremgangsm&den ifglge

opfindelsen, skal indeholde carbonkilder, nitrogenkilder og uorga-
niske salte. Som eksempler p& kulstofkilder kan navnes carbonhy-
drater s&som glucose, glycerol, maltose, saccharose, melasse,
dextrin og stivelse, samt olier og fedtstoffer sdsom sojabgnne-
olie, jordngddeolie eller svinefedt. Som eksempler pd nitrogenkilder
kan navnes pepton, kgdekstrakt, sojabgnnemel, bomuldsfrgolie, tgr-
ger, majsstgbevand, garekstrakt, skummetmelk, casein, natriumnitrat,
ammoniumnitrat og ammoniumsulfat. Eksempler p& uorganiske salte

er dikaliumphosphat, natriumchlorid, calciumcarbonat og magnesium-
sulfat. Om gnsket kan der tilsattes sporma@ngder af metaller som
cobalt eller mangan. Endvidere kan der anvendes alle neringsstoffer,
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som kan udnyttes af organismerne til dannelse af antibiotiket PS-6
og/eller PS-7. For at forhindre skumdannelse under varmesterilisa-
tionen og fermenteringen kan der tilsattes skumdampende midler
s3som siliconeolier og vegetabilske olier.

Der er ingen sa&rlige begrensninger med hensyn til mengderne
af ovennavnte naringskilder, og mengderne kan varieres inden for
vide graznser. Med enkelte forsgg i lille midlestok kan en fagmand
let bestemme den optimale sammensetning og de optimale mengder af
neringskilder for en bestemt stamme, som kan danne de antibiotiske
stoffer PS-6 og PS-7. '

Det har ifglge opfindelsen vist sig, at mangden af akkumu-
leret antibiotikum PS-6 kan forgges ved tilsatning af en aminosyre
eller en organisk syre til vakstsubstratet under dyrkningen af
Streptomyces sp. A271. Som aminosyre kan anvendes neutrale amino-
syrer med 2-10 carbonatomer, iszr valin og leucin, og som organisk
syre kan anvendes aliphatiske organiske syrer med 2-10 carbonatomer,
is@r n-valerianesyre. Aminosyrer af L-, D- og DL-former kan alle an-
vendes, men L-aminosyrerne er de mest foretrukne. Mazngden af disse
aminosyrer eller organiske syrer, som skal tilsattes, er ikke kri-
tisk, men sadvanligvis udggr de fortrinsvis 0,01-1% (Vagt/rumfangL
helst 0,1-0,5% (vegt/rumfang), henfgrt til vakstsubstratet.
Tilsatningstidspunktet er ikke begranset. Disse forbindelser kan
sattes til substratet pd et vilkdrligt tidspunkt under dyrk-
ningen. Det foretrzkkes imidlertid, at de tilsattes ved dyrk-
ningens begyndelse eller i lgbet af L00 timer efter pabegyndelsen
af dyrkningen. Aminosyrerne og de organiske syrer kan hver isar
tilsattes p& en gang eller opdelt i flere mengder og tilsat pa
forskellige tidspunkter.

Substratet kan vare steriliseret inden dyrkningen. Det
er fordelagtigt at indstille substratets pH-vardi i omrédet 4-9,
"specielt 6-8, f¢r eller efter steriliseringen.

Dyrkningen af de PS-6 og BS-7-producerende stammer
kan principielt gennemfgres under anvendelse af en fremgangsméade,
der ligner de fremgangsmider, som sadvanligvis anvendes ved frem-
stillingen af antibiotika ved hjalp af Streptomyceter. Dyrkning
‘under aerobe betingelser er sadvanligvis foretrukket. Almindeligvis
kan dyrkningen gennemfgres uden omrgring og/eller luftning. Selv

om en vilkarlig dyrkningsmetode valgt blandt stationzr dyrkning,
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rystedyrkning og submers dyrkning indpbefattende luftning og omrgring
kan anvendes, er den submerse dyrkning fordelagtig. Der er ingen sa&r-
lige granser med hensyn til de anvendelige dyrkningstemperaturer, 09
der kan anvendes temperaturer i det omr&de, i hvilket vaksten af
stammerne, som danner antibiotiket PS-6 og PS-7, ikke inhibe-

res i vasentlig grad, og hvor antibiotiket PS-6 og/eller PS-7 kan
dannes. Selv om dyrkningstemperaturen kan variere afhangigt af

den anvendte type stamme, ligger den egnede temperatur sadvanligvis i
omradet 20-40, fortrinsvis 25-35°C.

Vekstsubstratets pH-vardi kan om gnsket reguleres under
fermenteringen til en veardi 1 omrédet 4-9, isar 6-8, til gennem-
fgrelse af fermenteringen pé fordelagtig made. Ved fermentering
i stor malestok foretrazkkes det at dyrke en podestamme, hvorefter
neringssubstratet inokuleres med podekulturen, hvorp& der fore-
tages submers dyrkning. o

Fermenteringen kan sadvanligvis fortsattes, indtil der
er akkumuleret tilstrazkkelige mangder af antibiotiket PS~-6 og/eller
pS-7. Fermenteringen varer sadvanligvis 30-90 timer, men fermen-
teringstiden afhenger af substratets gammens®tning, fermenterings-
temperaturen, den anvendte type stamme, etc.

En fagmand vil let kunne fastlagge de optimale dyrknings-
betingelser ved at foretage simple forsgg i overensstemmelse med
egenskaberne hos en specifik stamme, som kan danne de @gnske-
de antibiotika. Mazngden af antibiotiket PS5-6 og/eller PS-7 akkumu-
leret i vekstsubstratet kan bestemmes ved hjzlp af en bicanalyse-
metode og biocautografi, hvilket beskrives narmere i det fglgende.

Da de akkumulerede antibiotika PS-6 og PS-7 1 fermen-
teringsproduktet er vandoplgselige og hovedsagelig findes uden for
mikroorganismecellerne, foretrzkkes det at fjerne cellerne efter
fermenteringen under anvendelse af en kendt separationsproces, f.eks.
filtrering, centrifugering eller ekstraktion, hvorefter antibiotiket
udvindes fra filtratet, den ovenstdende vaske eller ekstrakten.

Udvinding af antibiotiket kan gennemfgres under anvendelse
af forskellige kendte fremgangsméder. Isar kan der med fordel anvendes
de fremgangsmader, som ofte anvendes til udvinding af antibiotika
af carboxylsyretypen. Fglgende fremgangsmadder kan f.eks. anvendes
enten alene i kombination eller flere pé hin&nden fglgende gange.

Ekstraktion ved en lav pH-vardi med et oplgsningsmiddel sédsom
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‘ethylacetat eller n-butanol og tilbageekstraktion fra oplgsnings-
midlet til en vandig fase ved en hgjere ph-verdi, ekstraktion ved
neutral pH-vardi med et opl@gsningsmiddel sdsom methylenchlorid
eller chloroform i narvarelse af et lipofilt kvaternart ammonium-
salt sdsom benzalkoniumchlorid eller tetra n-butylammoniumhydrogen-
sulfat eller en macro-cyclisk polyether, sdsom 1,4,7,10,13,16-
-hexaoxa-cyclo-octadecan (NISSO kroneether fremstillet af Nippon
Soda Co., Ltd.), 1,4,7,10,1l3-pentaoxa~cyclo-pentadecan (NISSO
kroneether 15-krone-5 fremstillet af Nippon Soda Co., Ltd.) og
tilbageekstraktion fra oplgsningsmiddelfasen til et neutralt
vandigt lag indeholdende patriumiodid, kaliumiodid eller
lignende, absorption p& aktivt kul, "amberlite" XAD, "Diaion"
HP-20 eller lignende og eluering med en vandig methanoloplgsning,
vandig acetoneoplgsning eller lignende, adsorption og eluering
med ionbytterharpiks sdsom "Dowex" 1 x 2 eller QAE-"Sephadex" A-25,
gelfiltrering med "Sephadex" G-10, "Bio-Gel' P-2, "Bio-Beads" S-X3
eller lignende, s¢jle- eller tyndtlagschromatografering med cellulose,
"Avicel" SF, DEAE-cellulose, Whatman DE-32, DEAE-"Sephadex" A-25,
silicagel, aluminiumoxid eller lignende og tvunget taldning ved
tilsetning af et oplgsningsmiddel sésom acetone.

Til adskillelse af antibiotiket PS-7 fra analoge forbindelser
med en mettet carbonkade 1 svovlsidekade, f.eks. antibiotiket PS-5
og PS-6, som kan vare dannet og akkumuleret samtidig, er det iser
fordelagtigt at anvende fglgende fremgangsméde. De analoge forbindel-
ser med en mattet carbonkade isoleres ved anvendelse af gangs chroma-
tografering med en anionbytterharpiks, hvor de aktive bestanddele
adsorberes pd en anionbytterharpiks af polystyrentypen sésom "Dowex"
1 x 2, "Duolite" A-101, "Amberlite" 400 eller "Diaion" PA 306,
og de analoge forbindelser elueres med et vandigt uorganisk salt,
hvorefter antibiotiket PS-7 elueres med en vandig oplgsning af
et polart oplgsningsmiddel sé&som methanol eller acetone (koncen-
tration: 1-80%, fortrinsvis 10-75%) indeholdende 0,1-10, fortrinsvis
1-5% af et uorganisk salt sdsom natriumchlorid, kaliumchlorid,

calciumchlorid eller natriumbromid.
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Det har endvidere vist sig, at afhangigt af dyrknings-
betingelserne dannes der i vekstsubstratet samtidig en forbindelse

med formlen

CHa,
CH
Vv ™
HO |

G/ OOH

som betegnes antibiotikum PS-4, eller et salt deraf. Nar derfor
antibiotiket PS-4 og PS-7 dannes samtidig, kan de adskilles fra
hinanden under anvendelse af de ovenfor beskrevne fremgangsmader
enten i kombination eller ved at gentage disse. Det er sarlige for-
delagtigt at anvende fglgende fremgangsmé&de. En oplgsning indeholdende
antibiotiket PS-4 og antibiotiket PS-7 adsorberes pd& en adsorptions-
harpiks sdsom "Dianion" HP-20AG, og de antibiotiske stoffer elueres
med en gradient fra 0 til 50%; fortrinsvis 0-10% polart oplgsnings-
middel oplgst i vand, f.eks. en vandig acetoneoplgsning. Opfgrselen
af antibiotiket PS-6 og/eller PS-7 under udvindings~ og isolerings-
processen kan erkendes ved at bestemme antibiotiket PS-6 og/eller
PS-7 ved hjzlp af en bioanalysemetode og bicautografi, som beskri-

S—CH=CH-NHCOCH3

ves nazrmere i det fglgende.
Antibiotiket PS-6 og/eller PS-7 med de ovenfor beskrevne

egenskaber kan f&s pd den ovenfor anfgrte made. Da antibiotikaene
PS-6 og PS-7 er noget labile som beskrevet ovenfor, m& udvindingen
og isoleringen gennemfgres med stor omhu.

Da antibiotiket PS-6 og PS-7 sadvanligvis har tendens
til at vare mere stabile i saltformen end i den fri syreform,
foretrazkkes saltformen ved farmaceutisk anvendelse, hvilket beskri-
ves i det fglgende, ved anvendelse som mellemprodukt ved syntetise-
ring af derivater eller under ovennavnte rensningsprocesser;

Den ovenfor beskrevne saltform indbefatter f.eks. alkalimetal-
saltene sasom natriumsaltet, kaliumsaltet eller lithiumsaltet, jord-
alkalimetalsaltene sdsom calciumsaltet eller magnesiumsaltet samt
andre salte sisom aluminiumsalte, ammoniumsalte, salte med primazre,
sekundere eller tertizre aminer sisom monoethylamin, diethylamin,
triethylamin, monoethanolamin eller diethanolamin og endvidere salte
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med organiske baser s&som benzathin eller procain. Egnede salte
er farmaceutisk acceptable salte. Sarligt velegnede salte er alkali-
metalsaltene s#isom natrium- eller kaliumsaltene.

Som tidligere anfgrt er antibiotikaene PS-6 og PS-7 hver
is@r énsyrede syrer med en carboxylgruppe i molekylet. Der kan af-
ledes forskellige estere af antibiotikaene med nedenstdende almene

formel

Rl
CH3—Cﬁ S-RZ—NH—CO-CH3
N
| (II)
G/ OOR31

hvor R31 betyder en alkylgruppe med 1-6 carbonatomer eller en

triphenylmethylgruppe, og Rl og R2 har de ovenfor anfgrte be-
tydninger. ,
' I ovenstlende almene formel (II) kan den lavere alkylgrup-
pe vare en ligekadet eller forgrenet gruppe med hgjst 6 carbon-
atomer, og specielt en gruppe med 1-4 carbonatomer. Som eksemp-
ler pd den lavere alkylgruppe kan navnes methyl, ethyl, n-propyl,
iso-propyl, n-butyl, iso-butyl, n-pentyl, iso-pentyl og n-hexyl.
Estrene med den almene formel (II) kan fremstilles ved at
omsatte en forbindelse med formlen (I), dvs. de vundne antibio-
tika PS-6 eller PS-7, eller salte deraf med en forbindelse med

den almene formel

R3lY (ITI)

hvor R31 har den ovenfor anfgrte betydning, og Y betyder et atom
‘eller en gruppe, som kan fraspaltes, eller med en lavere diazoalkan.

Hvad angdr det fraspaltelige atom eller gruppen Y i den
almene formel (III) kan anvendes et vilkarligt atom eller en vilkarlig
gruppe, som kan fraspaltes, ndr det bringes i kontakt med carboxyl-
gruppen i antibiotiket PS-6 eller PS-7, f.eks. et halogenatom sdsom
chlor, brom eller iod, en hydroxylgruppe, en thiolgruppe, en sulfonyl-
oxygruppe, —COH, en reaktiv carbonyloxygruppe sdsom -O—CO—CF3 eller
lignende. Halogenatomer er sarligt foretrukne.

Som eksempler p& forbindelsen med den almene formel (III)
kan navnes fglgende:

Methylalkohol, methyliodid, dimethylsulfonat, methylmercap-
tan, ethanol, ethylbromid, ethyliodid, ethylmercaptan, n-propylchlorid,
n-propyliodid, propylaikohol, iso-propylalkohol, iso-propylbromid,
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iso-propyliodid, n-butylalkohol, n-butylbromid, n-butyliodid, n-pen-
tylalkohol, n-pentylchlorid, n-pentylbromid, n-pentyliodid, n-hexyl-
alkohol, n-hexylbromid, n-hexyliodid, tritylalkohol, tritylmercaptan,
tritylchlorid og tritylbromid.

Som et reprasentativt eksempel p& de lavere diazoalkaner
kan navnes diazomethan.

Reaktionen mellem antibiotiket PS-6 eller PS-7 med forbindel-
sen med den almene formel (III) eller med en lavere diazoalkan kan
gennemfgres under anvendelse af de gangse esterificeringsmetoder.
Reaktionen mellem antibiotiket PS-6 eller PS-7 og forbindelsen med
den almene formel (III) eller den lavere diazoalkan kan eksempelvis
sedvanligvis gennemfgres i fravarelse af et reaktionsmedium. Imidlertid
gennemfgres omsatningen almindeligvis i et indifferent flydende medium.
Som eksempler p& anvendelige flydende indifferente medier kan n&vnes
carbonhydrider sdsom benzen, toluen, n-hexan eller cyclohexan, halogene-
rede carbonhydrider sasom chloroform eller methylenchlorid, amider
sdsom dimethylformamid eller hexamethylphosphorsyretriamid, dimethyl-
sulfoxid, ethere s&som diethylether, diisopropylether, di-n-butylether,
tetrahydrofuran eller dioxan, estere sdsom ethylacetat eller n-butyl-
acetat, samt ketoner s&som acetone eller methylethylketon. Disse oplgs-
ninger kan anvendes enkeltvis eller i blandinger af to eller flere.

Reaktionstemperaturen er ikke kritisk og kan varieres inden
for vide granser afhengigt af typen af forbindelsen med den almene for-
mel (III), typen af den lavere diazoalkan, arten af det flydende medium
osv. Reaktionstemperaturen skal valges séledes, at der ikke sker en
vesentlig sgnderdeling af antibiotiket PS-6 eller PS-7. Sadvanligvis
er den egnede temperatur ikke hgjere end 60°C, fortrinsvis i omrédet
0-40°¢, og helst i omré&det mellem 5%¢ og stuetemperatur. Om ngdvendigt
kan der anvendes en reaktionspromotor sdsom trimethylamin, triethylamin,
pyridin eller dicyclohexylcarbodiimid.

Under disse betingelser kan reaktionen afsluttes i lgbet
af ca. 1-24 timer, sadvanligvis 3-12 timer.

Det antibiotiske stof PS-6 eller PS~7, som skal omsattes med
forbindelsen med formlen (III) eller den lavere diazoalkan, behgver
ikke at vare et isoleret produkt. S&ledes kan der anvendes det udgarede
vaekstsubstrat fra dyrkningen af den stamme, som danner antibiotiket
PS-6 eller PS-7, eller der anvendes et filtreret vakstsubstrat, hvor
mikroorganismecellerne er fjernet fra vakstshbstratet. Endvidere kan
antibiotiket PS-6 eller PS-7 anvendes i r& form fremkoumet ved delvis
rensning af det ved dyrkningen fremkomne produkt. Som eksempel pé et

delvis renset produkt kan navnes et koncentreret eluat fra aktivt kul,
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hvormed det filtrerede vakstsubstrat er blevet behandlet, et koncen-
treret eluat fra en "Diaion" HP-20 harpiks, hvormed det filtrerede
udgarede vaekstsubstrat er blevet behandlet, et afsaltet koncentrat

med aktivt kul af et eluat fremkommet med gradientkoncentration af
natriumchlorid i phosphatpuffere fra "QAE-Sephadex", hvorpa det koncen-
trerede eluat fra behandlingen med "Diaion" HP-20 er blevet adsorberet.
En koncentreret ekstrakt med methylenchlorid i nerverelse af
benzalkoniumchlorid, en koncentreret ekstrakt med chloroform i
nervaerelse af makro-cycliske polyvethere og en koncentreret ekstrakt

med butanol ved pH-vardien 3,5 ved lav temperatur.

Den siledes fremstillede ester af antibiotiket PS-6 eller
PS-7 kan isoleres fra reaktionsblandingen eller renses pa i og
for sig kendt m&de. N&r reaktionen er afsluttet kan reaktionsblan-
dingen f.eks. fgrst haldes i et vandigt medium til fjernelse af
vandoplgselige urenheder sésom biprodukter. Det foretrzkkes at anvende
en neutral puffer som det vandige medium for at holde pH-verdien tat
ved neutralverdien. Esteren af antibiotiket PS-6 eller PS-7 i denne
blanding ekstraheres derpd med et mindre polart organisk oplgsningsmid-
del, som praktisk taget ikke er blandbart med vand, f.eks. ethylacetat,
benzen eller chloroform. Der kan tilsattes et salt s&som natriumchlorid
eller ammoniumsulfat for at forgge effektiviteten af ekstraktionen ved
hjelp af udsaltningseffekten.

Efter tgrring ﬁed vandfrit natriumsulfat kan esteren isoleres
fra opl¢sningsmiddelfasen pd i og for sig kendt made, f.eks. ved gel-
filtrering under anvendelse af "Bio-Beads S-X3"eller "Sephadex" LH-20
eller ved adsorptionschromatografi under anvendelse af et barestof
s&som silicagel, aluminiumoxid eller "Florisil", som kan anvendes
i passende kombination og om ngdvendigt anvendes gentagne gange.

Den s8ledes rensede ester kan yderligere renses ved omkry-
stallisation fra et oplgsningsmiddel sasom benzen, toluen, xylen,
ethylacetat, diethylether, methylenchlorid, chloroform, hexan og
petroleumsether (kogeomréde 30-60°C) enten enkeltvis eller i form
af blandinger.

Blandt estrene med den almene formel (II), som kan fremstilles
ved ovenstdende fremgangsmiade, er antibiotikum PS-6- eller PS-7-trityl-

esteren med formlen
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1
R S—Rz—NH—COCH3

N [::] (I1-a)
coo-é-@

hvor Rl og R2 har de ovenfor angivne betydninger, karakteristiske
og nyttige, idet de er mere stabile end antibiotiket PS-6 eller PS-7
med formlen (I) og fglgelig lettere at isolere, og endvidere har

'

de kraftig antibakteriel og B-lactamaseinhiberende virkning, hvorimod
tritylesteren af f.eks. de kendte penicilliner ikke udviser nogen
vesentlig antibakteriel virkning. Dette skyldes formentlig at trityl-
gruppen i PS-6 eller PS-7-tritylesteren er s& aktiv, at den let fra-
spaltes i analysemediet eller in vivo. Tritylesteren med formlen (II-a)
er et meget vigtigt mellemprodukt ved syntetiseringen af andre
farmaceutisk anvendelige derivater, da tritylgruppen i tritylesteren
med formlen (II-a) er meget aktiv og let kan fraspaltes.

En detaljeret beskrivelse af de fysisk-kemiske og biologiske
egenskaber for tritylesteren af antibiotiket PS-6 og PS-7 med form-
len (II-a) anfgres i det fglgende.

[I] Tritylesteren af antibiotiket PS-6
Fysisk-kemiske egenskaber for tritylesteren af antibiotiket PS-6

(1) UvV-absorptionsspektrum

CH,OH

A3 =3,15,0 m
max

(2) Farvereaktioner

Ehrlich-reagensreaktion: positiv
Tod-chlorplatinsyrereaktion: positiv
Ninhydrinreaktion: negativ

(3) Tyndtlagschromatografi (TLC)
Der opnds fglgende Rf—vardier p& de anfgrte plader med

de anfgrte oplgsningsmidler.
Kiselgel 60 F254 (E. Merck Co., Inc)
Benzen/acetone (2/1): Rf=0,37
Benzen/ethylacetat(1/8): Rf=0,34
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Biologiske egenskaber for tritylesteren af antibiotiket PS-6

(1) Antimikrobielt spektrum
Tritylesteren af antibiotiket PS-6 har bredsprektret antimikro-

biel virkning og udviser meget kraftig virkning mod forskellige bakte-
rier, f.eks. grampositive bakterier, som hgrer til slagterne Staphylo-
coccus, Diplococcus og Streptococcus, samt gramnegative bakterier,
som hgrende til slagten Alcaligenes.

Tritylesteren af antibiotiket PS-6 udviser endvidere god virk-
ning mod gramnegative bakterier hgrende til slazgten Klebsiella 09
Proteus.

Det er karakteristisk, at tritylesteren af antibiotiket PS-6
udviser kraftig virkning mod gramnegative bakterier, som er resistente
over for P-lactamantibiotika, f.eks. bakterier hgrende til slagten

Citrobacter, Proteus, Klebsiella og Serratia.

(2) In vivo-virkning
Tritylesteren af antibiotiket PS-6 udviser en markant

terapeutisk virkning ved indgift til mus, som er inficeret med

pathogene grampositive bakterier.

(3) Toksicitet
Tritylesteren udviser ingen akut toksicitet ved intraperi-

toneal indgift til mus i en dosis p& 500 mg/kg.

|TI1 Tritylesteren af antibiotiket PS-7
Fysisk-kemiske egenskaber af tritylesteren af antibiotiket PS-7

(1) UV-absorptionsspektrum

CH3OH
A o =321,0mm
og
CH30H = 230,5 mm
max
(2) Farvereaktioner

Ehrlich-reagensreaktion: positiv
Iod-chlorplatinsyrereaktion: positiv
Ninhydrinreaktion: negativ

(3) Tyndtlagschromatografering (TLC)

Der opnéds fglgende Rf-vardier péd de anfgrte chromatografe-

ringsplader med de anfgrte oplgsningsmidler.
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Kiselgel 60 Fooy (E. Merck Co., Inc)
Benzen/acetone (2/1): Rf=0,51
Benzen/ethylacetat (1/8): Rf=0,67

Biologiske egenskaber for tritylesteren af antibiotiket PS-7

(1) Antimikrobielt spektrum

Tritylesteren af antibiotiket PS-7 har bredspektret
antimikrobiel virkning og udviser meget kraftig virkning mod for-
skellige bakterier, f.eks. grampositive bakterier, som he¢rer til
slagten Staphylococcus, Diplococcus og Streptococcus, samt mod
gramnegative bakterier hgrende til slagten Alcaligenes.

Tritylesteren af antibiotiket PS-7 udviser tillige god
virkning mod f.eks. gramnegative bakterier hgrende til slzgten
Klebsiella og Proteus.

Det er karakteristisk, at tritylesteren af antibiotiket
PS-7 udviser kraftig virkning mod gramnegative bakterier, som
er resistente over for B-lactamantibiotika, f.eks. bakterier fra

slegten Citrobacter, Proteus, Klebsiella og Serratia.

(2) In vivo-virkning

Tritylesteren af antibiotiket PS-7 udviser markant terapeu-
tisk virkning ved indgift til mus inficeret med pathogene gramposi-

tive bakterier.
(3) Toksicitet

Tritylesteren udviser ingen akut toksicitet ved intra-
peritoneal indgift til mus i en dosis pd 500 mg/kg.

De omhandlede antibiotika PS-6 og PS-7 samt tritylesteren
deraf udviser tilstrakkelig kraftig antimikrobiel virkning til at
de kan anvendes effektivt til forebyggelse og bekampelse af bakterie-
infektioner, som optrader ikke blot hos mennesker, men tillige hos
dyr, f.eks. pattedyr, fjerkra og fisk.

Endvidere er tritylesteren et meget vigtigt mellemprodukt
ved fremstillingen af andre nyttige farmaceutika, da tritylgruppen
i tritylesteren med formlen (II-a) er meget aktiv og let fraspaltes.

Antibiotiket PS-6 og PS-7 og tritylesteren deraf kan ind-
gives oralt, topisk eller parenteralt (intravengst, intramuskulart,
intraperitonealt, osv.) og kan anvendes i vilkarlig gangs farmaceutisk
indgiftsform afhangigt af indgiftsvejen. Antibiotiket PS-6 eller
tritylesteren deraf kan f.eks. formuleres med et farmaceutisk accepta-
belt barestof eller fortyndingsmiddel til faste prazparatformer, f.eks.
tabletter, kapsler, pulvere, granulater, sukkerovertrukne tabletter,
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drageer, pudder og suppositorier, halvfaste former som f.eks.
salver, cremer og halvfaste kapsler, eller flydende former som f.eks.
flydende oplgsninger, emulsioner, suspensioner, lotioner, sirupper,
injektionsoplgsninger og vaskesprgjtemidler.

Enhedsdosisprazparatet indeholdende antibiotiket PS-6
eller tritylesteren deraf kan sadvanligvis indeholde 0,1-99 vagt-
procent, fortrinsvis 10-60 vagtprocent af den aktive bestanddel

i en vilkarlig flydende, halvfast eller fast form.
De ovenfor beskrevne farmaceutiske praparater kan indeholde

antibiotiket PS-6 eller PS-7 og/eller tritylesteren alene eller i
kombination med andre terapeutisk virksomme bestanddele.

Da antibiotiket PS-6 eller PS-7 og tritylesteren deraf
i kombination med P-lactamforbindelser har synergistisk virkning
pa forskellige B-lactamaseproducerende bakterier, vil det vere for-
delagtigt at kombinere de omhandlede forbindelser med B-lactam-—
forbindelser i farmaceutiske praparater, hvilket beskrives narmere
i det fglgende. Som eksempler pd egnede B-lactamforbindelser kan
nevnes penicillinderivater s&som benzylpenicillin, phenoxymethyl-
penicillin, carbenicillin, ampicillin og amoxicillin samt cephalo-
sporinderivater s&som cephaloridin, cephalotin, cefazolin, cepha-
lexin, cefoxitin, cephacetril, cephamandol, cephapirin, cephradin
og cephaloglycin.

N&r antibiotiket PS-6 eller PS~7 og/eller tritylesteren
kombineres med en eller flere af de ovennavnte PB-lactamforbindelser
er kombinationsforholdet ikke kritisk men kan varieres inden for
vide granser. Fra et praktisk synspunkt vil det imidlertid vare til-
radeligt at anvende de omhandlede antibiotika og den kendte B-lactam-
forbindelse(r) i mangdeforhold i omradet 20:1 til 1:150,
fortrinsvis 10:1 til 1:100.

Ved behandling af bakterieinfektioner hos mennesker
kan dosis af antibiotiket PS-~6 eller PS-7 og/eller tritylesteren
varieres afhangigt af den pigazldende person, legemsvagten, infek-
tionernes type, svarhedsgrad og symptomer, indgiftsvejen og antallet
af indgivelser osv. Til sadvanlig oral eller parenteral indgift
vil det vare fordelagtigt at anvende en daglig dosis i omradet
0,05-500, fortrinsvis 0,5-200 mg/kg, fortrinsvis i opdelte doser.
Det er klart, at en ansvarlig lage kan valge doser, som ligger
uden for det ovenfor anbefalede interval, under hensyntagen til

patientens individuelle forhold.
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Antibiotiket PS-6 eller PS-7 og/eller tritylesteren
kan anvendes i form af farmaceutiske praparater som beskrevet
ovenfor eller kan tilsazttes direkte eller som foderadditivkoncen-
trat i dyrefoder. Endvidere kan de anvendes som aktive bestanddele
til foderkonserveringsmidler eller desinfektionsmidler.

Opfindelsen illustreres narmere i de nedenstd&ende eksempler.
I eksempler er de kvantitative og kvalitative analyser af den anti-

mikrobielle virkning baseret péd fglgende fremgangsmader:

(1) Bioanalyse af antimikrobiel virkning

En skré&rgrsnaringsagarkultur af Comamonas terrigena
B-996, som har varet dyrket natten over, suspenderes i1 et narings-
substrat, hvorved der fds en podekultur med en optisk celletat-
hed p& 0,040 ved 610 nm. Podesuspensionen sattes i en mangde pé
1% til et smeltet agarsubstrat indeholdende 0,8% Kyokuto narings-
substratpulver (Kyokuto Pharmaceutical Industries Co.) og 1,0%
Bacto-Agar (Difco Laboratories). Portioner pd 7 ml af det flydende
podeagarsubstrat haldes 1 Petriskdle med en diameter pd 9 cm og
stgrknes. En s&dan skal kaldes en Comamonaganalyseplade.

Staphylococcus aureus FDA 209P dyrkes natten over i et
neringssubstrat under omrystning og fortyndes 50 gange 1 narings-
substrat til dannelse af en podesuspension. Et smeltet agarsubstrat
indeholdende 1% Kyokuto naringssubstratpulver (Kyokuto Pharmaceutical
Industries Co.) og 1% Bacto-agar (Difco Laboratories) inokuleres
grundigt med podesuspensionen i en mengde p& 1% (rumfang/rumfang)
portioner pa 7 ml af det smeltede agarpodesubstrat ophaldes i Pe-
triskile med en diameter p& 9 cm, hvorpd skdlene henstilles til
stgrkning. En s&dan skal kaldes en Staphylococcusanalyseplade.

P& lignende mdde fremstilles en Alcaligenes-analyseplade,
idet en skrargrsnaringsagarkultur af Alcaligenes faecalis B-326, som
har varet dyrket natten over, suspenderes i et naringsmedium til
dannelse af en podesuspension, hvori cellekoncentrationen reguleres
svarende til en optisk tathed p& 0,020 ved 610 nm. Et agarsubstrat‘
indeholdende 0,5% Kyokuto naringssubstratpulver (Kyokuto Pharmaceuti-
cal Industries Co.) og 1,0% Bacto-agar (Difco Laboratories) smeltes
ved en passende temperatur og inokuleres med podesuspensionen i
en mengde pd 1%. Det smeltede podeagarsubstrat heldes i portioner
p& 7,0 ml i Petrisk&le med en diameter pd 9 cm, hvorefter sk&lene
henstilles til stgrkning. En s&dan skal kaldes en Alcaligenesanalyse-

plade.
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En pulpplade med en diameter pad 8 mm gennemblgdes pa
s@dvanlig m&de med prgveoplgsningen, som skal analyseres, hvorefter
den anbringes pd et rent stykke filtrerpapir i tilstrakkelig lang
tid til at overskud af oplgsningen fjernes, skiven overfgres til
en analyseplade, og der inkuberes ved 35°C i 20 timer. Diameteren
af den konstaterede hazmningszone madles og sammenlignes med diameteren
fremkommet med standardoplgsninger af cephaloridin. Den antimikrobi-
elle virkning af antibiotiket PS-6 og beslagtede forbindelser udtryk-
kes som cephaloridinzkvivalentenheder/ml. Dette forklares narmere
i det fglgende. En oplgsning af antibiotiket PS-6 og beslagtede for-
bindelser, som fremkalder en hamningszone med samme diameter som
100 jug/ml cephaloridin, tillegges vardien 100 cephaloridinenheder/ml.
P4 tilsvarende m&de ndr en fast prgve af antibiotiket PS-6 og beslag-
tede forbindelser i enkoncentrationpd 1 mg/ml fremkalder samme dia-
meter som 1 ug/ml cephaloridin er den specifikke virkning af den
faste prgve 1 cephaloridinenhed/mg. Det er klart, at analysestandard-
kurven varierer i nogen grad afhangigt af arten af testmikroorganismen.
Til nezrmere angivelse af arten af testorganismerne anvendes fglgende
udtryk for enhederne: Comamonas-cephaloridinenhed (forkortet CCU),
Staphylococcus-cephaloridinenhed (forkortet SCU) og Alcaligenés-
-cephaloridinenhed (forkortet ACU).

{2) Bioautografi

En stor analyseplade fremstilles som beskrevet ovenfor
under (1). Bioanalyse af antimikrobiel virkning foretages, med den
undtagelse, at 100 ml af det smeltede podeagarsubstrat hzldes i
‘en rektangular skdl (32 x 24 cm) i stedet for en 9 cm Petriskal:

Et papirchromatogram, som skal analyseres, anbringes i
15 minutter p& ovennavnte store analyseplade. Efter fjernelse af
papiret inkuberes analysepladen med 35°C i 20 timer til frembringel-
se af inhiberingszoner. Dette tillader ikke blot beregning af Re-ver-
dier (kvalitativ analyse) men tillige bestemmelse af den antimikrobi-
elle virkning (semi-kvantitativ analyse) baseret pd stgrrelsen af
hamningszonen.

I tilfezlde med TLC-plader anbringes et ark tyndt papir
mellem TLC-pladen og analysepladens overflade. Tilsvarende frem-

gangsmdde anvendes ved kvalitative og semi-kvantitative analyser.
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Eksempel 1

En 500 ml erlenmeyerkolbe indeholdende podekultursubstratet
SE-4, som beskrevet narmere i det fglgende, steriliseres ved lZOOC
i 15 minutter. Til en skr&rgrskultur af Streptomyces sp. A271
med god sporedannelse sattes 10 ml oplgsning indeholdende 0,02%
overfladeaktivt stof "Tween 80" (Atlas Powder Corp.), og der omrystes
forsigtig til dannelse af en sporesuspension. En milliliter af sporesus-
pensionen inokuleres i 500 ml erlenmeyerkolben, og der dyrkes ved
28°C i 48 timer p& et roterende rystebord (200 omdrejninger pr. minut,
radius i cirkel 3,5 cm). Derp& udtages 2 ml af podekulturen og inoku-
leres i en 500 ml erlemmeyerkolbe indeholdende 100 ml af det neden-
for beskrevne produktionssubtrat, og der foretages dyrkning ved 28°¢
i 48 til 96 timer p& et roterende rystebord.

Podekultursubstrat (SE-4)

Kgdekstrakt (Difco Laboratories) 0,3% (vagt/rumfang)
Bacto-trypton (Difco Laboratories) 0,5% (vaegt/rumfang)
Glucose 0,1
Oplgselig stivelse 2,4
Garekstrakt 0,5
Calciumcarbonat ' 0,4
Affedtet sojabgnnemel 0,5

pH-vaerdien indstilles pd 7,5 inden sterilisering.

Produktionssubstrat

(1) AG-1 substrat

Glucose 1,5% (vagt/rumfang)
Majsstivelse 2,5

Majsstgbevand 2,0

Tgrgaer 1,0

D,L~methionin 0,1

COC12-6H20 0,00013

pH-vardien er 7,2 inden sterilisering.

(2) AGA-2-substrat

Glucose 1,5% (vegt/rumfang)
Kartoffelstivelse 2,5

Majsstgbevand 2,0

Tgrgaer 1,0

C0C12-6H20 0,00013

pH-Vardi 6,5 inden sterilisering.



(3) AGB-substrat
Maltose
Majsstgbevand
T@prger
CoC12'6H20

pH-Verdi 6,5 inden sterilisering.

(4) AGB-4l-substrat
Maltose
Oplgselig stivelse
Glycerol
Tgrgaer
NaCl
K,HPO,
MgSO4‘7H20
CaCO4
CoC12-6H20

pH-Vaerdi 7,0 inden sterilisering

(5) ML-19-substrat
Glycerol
Pepton
Glucose

Kartoffelstivelse

Affedtet sojabgnnemel

Tgrger
NaCl
CaCO3

pH-Verdi 6,4 inden sterilisering.

(6) AGO-l-substrat
Sojabgnneolie
T@grgaer
NaCl
KZHPO4
MgSO0,, - 7TH,0
CaCO3
CoC12-6H20

 pH~Verdi 7,0 inden sterilisering.
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5,0% (vagt/rumfang)
1,0

0,3

2,5

0,5

0,05

0,05

0,3

0,00013

,0% (vagt/rumfang)

3,0% (vaegt/rumfang)
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En lille portion af dyrkningssubstratet udtages fra hver
kolbe med regelmassige mellemrum. De aktive bestanddele i1 prgverne
ekstraheres og koncentreres, og tilstedevarelsen af antibiotiket
PS-6 og PS-7 pdvises ved hjalp af papirchromatografi og bioautogra-
fi som beskrevet i det fglgende.

Pivisning af antibiotiket PS-6
Det udtagne dyrkningssubstrat centrifugeres, og 10 ml af

den ovenstdende vaske elueres i en minisgjle indeholdende 1,5 ml

af ionbytteren "Diaion" HP-20 (Mitsubishi Chemical Industries Ltd.).
Efter absorption af den aktive komponent elueres den med vandig ace-
toneoplgsning (50% rumfang/rumfang). 0,5 ml af begyndelseseluatet
kasseres, og der opsamles 2 ml af det efterfglgende eluat. Dette

eluat koncentreres, og 20 ml af det koncentrerede eluat underkastes
papirchromatografi med nedhangende filterpapir (Toyo Roshi nr. 50,
Toyo Roshi Kaisha), og der fremkaldes ved 5°¢ 1 7-20 timer med forskel-
lige typer oplgsningsmidler. Efter fremkaldelsen anbringes filterpapi-
ret i vad tilstand p& en analyseplade for bioautografi under anvendel-
se af forskellige typer mikroorganismer i 15-30 minutter. Derpd fjef-
nes filterpapiret, og analysepladen dyrkes derpd ved 309C i ca. 18 ti-
mer. En prgve, som indeholder antibiotiket PS-6, danner en hamnings—
zone ved Rf-beliggenheden for antibiotiket PS-6. Ved anvendelse af
denne fremgangsmide pavises antibiotiket PS-6 i dyrkningssubstratet

fra 6 medier.

Pavisning af antibiotiket PS§-7

En prgve af dyrkningssubstratet centrifugeres, og 10 ml
af den ovenstiende vaske sattes til en minisgjle pakket med 1,5 ml
"Diaion" PA-306 (Mitsubishi Chemical Industries Ltd.). Sg¢jlen vaskes
med 0,5 ml 5%'s (vagt/rumfang) natriumchloridoplgsning og elueres
med 50%'s (vagt/rumfang) methanoloplgsning indeholdende 3% (vegt/rum-
fang) natriumchlorid. De fgrste 1,0 ml af eluatet kastes bort, og
de efterfglgende 5,0 ml eluat opsamles. Methanolen fordampes under
formindsket tryk, hvorefter eluatkoncentratet sattes en minisgijle
pakket med 1,5 ml "Diaion" HP-20 (Mitsubishi Chemical Industries Ltd.).
En aktiv komponent adsorberet p& harpiksen elueres med 50%'s rum-
fang/rumfang) acetoneoplgsning. De fgrste 0,5 ml af eluatet kastes
bort, og de efterfglgende 2,0 ml eluat opsamles. Eluatet koncentreres,
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og 20 ml af det fremkomne koncentrat anbringes pd Toyo filterpapir
nr. 50 (Toyo Roshi Co.). Der gennemfgres papirchromatografi med ned-
hangende papir under anvendelse af forskellige oplgsningsmiddel~-
systemer ved 59c i 7-20 timer. Efter fremkaldelse anbringes de halv-
tgrre chromatogrammer i kontakt i 15-30 minutter med agaroverfladen
pd bioautografianalysepladerne indeholdende forskellige testorganis-
mer. Analysepladerne inkuberes ved 35°C i 18 timer. En prgve inde-
holdende antibiotiket PS-7 giver en vaksthamningszone pd stedet
svarende til Rf—vardien for antibiotiket PS-7.

Resultater fremkommet under anvendelse af den ovenfor
beskrevne fremgangsmade viser, at antibiotiket PS-7 findes i
alle dyrkningssubstratfiltraterne fra ovennavnte fire typer substra-
ter selv om de akkumulerede mangder varierer fra substrat til sub-

strat.
Eksempel 2
Streptomyces sp. A271 dyrkes analogt med den i eksempel 1

beskrevne fremgangsmidde, idet der dog anvendes det i det fglgende
anfgrte substrat AGB-42. Inden eller 24 timer efter dyrkningens
start sattes 0,2% DL-valin eller L-valin til substratet. Mangden
af antibiotiket PS-6 akkumuleret i dyrkningssubstratet efter
rystedyrkning i 72 timer er mere end den firdobbelte af mangden

i kontroldyrkningssubstratet, som ikke er tilsat valin.

Sammensa&tning af substrat AGB-42

Maltose 5,0% (vegt/rumfang)

Oplgselig stivelse 1,0% (vagt/rumfang)

Glycerol 0,3% (vagt/rumfang)

Thrgaer 3,0% {(vagt/rumfang)

NaCl 0,5% (vagt/rumfang)

K,HPO, 0,05% (vagt/rumfang)
MgSO4'7H20 0,05% (vagt/rumfang)
CaCO3 0,3% (vagt/rumfang)

COC12’6H20 0,00013%

pH-Verdi 7,0 inden sterilisering.
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Eksempel 3

Streptomyces sp. A271 dyrkes analogt med den i eksempel 1
beskrevne fremgangsmdde, idet der dog som gubstrat anvendes det
ovenfor beskrevne ML-19 substrat. Inden eller 24 timer efter
dyrkningens p&begyndelse sattes 0,2% DL-valin eller L-valin til
substratet. Efter rystedyrkningen af kulturen i 72 timer er meng-
den af antibiotiket PS-6 akkumuleret i dyrkningssubstratet mere
end fire gange s& stor som mangden i kontroldyrkningssubstratet,

som ikke er tilsat wvalin.

EksemEél 4

Streptomyces sp. A271 dyrkes analogt med den i eksempel 3
beskrevne fremgangsm&de, bortset fra at der tilsettes DL- ellerx
L-leucin i stedet for DL- eller L-valin. Efter rystedyrkning af
kulturen i 72 timer er mengden af antibiotiket PS-6 akkumuleret
i dyrkningssubstratet mere end dobbelt s& stor som i kontroldyrk-

ningssubstratet, hvortil der ikke er sat leucin.

Eksempel 5
Streptomyces sp. A271 dyrkes analogt med den i eksempel 1

beskrevne fremgangsm&de, idet der dog anvendes det nedenfor be-
skrevne substrat AGB-3. Inden dyrkningen sattes 0,1% L-valin og
0,3% L-leucin til substratet. Efter rystedyrkning af kulturen i
72 timer er der akkumuleret en vasentlig mangde af antibiotiket
PS-6 i dyrkningssubstratet.

Sammensatning af substrat AGB-3

Maltose 3,0% (vagt/rumfang)
Torgaer 2,0%

NaCl 0,5%

K2HP04 0,05%

MgSO,,  TH,0 0,05%

CaCO3 0,3%

CoCl,-6H,0 0,00013%

pH-vaerdi 7,0 inden sterilisering.
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Eksempel 6

Der foretages dyrkning analogt med den i eksempel 2
beskrevne fremgangsmdde, idet dog n-valerianesyre sattes til
substratet i stedet for DL- eller L-valin. Mengden af antibioti-
ket PS-6 akkumuleret i dyrkningssubstratet efter rystedyrkning
af kulturen i 72 timer er mere end fire gange s& stor som mangden

i kontroldyrkningssubstratet, som ikke er tilsat n-valerianesyre.

Eksempel 7

Der foretages en dyrkning analogt med den i eksempel 3
beskrevne fremgangsmdde, idet dog substratet tilsattes n-valeriane-
syre i stedet for DL- eller L-valin. Mangden af antibiotiket PS-6
akkumuleret i dyrkningssubstratet er mere end to gange s& stor som

mengden i kontrolsubstratet, som ikke er tilsat n-valerianesyre.

Eksempel 8

Der gds frem analogt med den i eksempel 5 beskrevne
fremgangsméde, idet der dog tilsattes n-valerianesyre i stedet
for L-valin. Mengden af antibiotiket PS-6 akkumuleret i dyrknings-
substratet er mere end fire s& stor som mengden i kontrolsubstratet,

som ikke er tilsat n-valerianesyre.

Eksempel 9

100 ml af en podekultur fremstillet som beskrevet i
eksempel 1 overfgres til en 30 liter fermenteringsbeholder inde-
holdende 15 liter SE-4-substrat, og dyrkningen gennemfgres under
fvungen beluftning ved 28°C i 24 timer ved 200 omdrejninger pr. minut
og under tilsatning af den sterile luft i en mangde pd 7,5 liter
pr. minut. 1 liter af substratet inokuleres i 100 liter AGB-42 substrat,
som er tilsat 0,5% L-valin inden inokuleringen, i en 200 liter rustfri
fermenteringsbeholder, og der foretages dyrkning under tvungen
beluftning i en me&ngde pa 50 liter pr. minut ved 28°C i 72 timer
med 100 omdrejninger pr. minut. En prgve af dyrkningssubstratet cen-
trifugeres, og i den ovenstdende vaske konstateres en antibiotisk
styrke p& 450 CCU/ml. Til dyrkningssubstratet sattes 3% (vagt/rumfang)
perlitfilterhjalpemiddel (Topco Perlite, Topco No. 34, Toko Perlite
Kogyo K.K.), og der filtreres gennem en filterpresse, hvorved féas

60 liter filtrat (samlet antibiotisk aktivitet: 25,5 x 10° ccu).
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Alle de i det fglgende anfgrte processer gennemfgres under
afk¢ling til under 6°C. Filtratet adsorberes p& en sgjle pakket
med 6 liter ion-bytterharpiks "Diaion" PA-306 (Mitsubishi Chemical
Industries Ltd.). Sg¢jlen elueres med 20 liter 5%'s (vagt/rumfang)
natriumchloridoplgsning, og der f8s en aktiv fraktion (A) indeholden-
de antibiotiket PS-5 og PS-6 (samlet antibiotisk aktivitet:
4,2 x lO6 CCU). Den p& denne mdde eluerede sgjle anvendes senere
til isolering af antibiotiket PS-7. Den aktive fraktion (A) sattes
til en sg¢jle med "Diaion" HP-20 harpiks (Mitsubishi Chemical Industries
Ltd.) (3 x 70 cm), hvorefter der elueres med 10%'s vandig acetoneoplgs-—
ning. Eluatet koncentreres under formindsket tryk til fjernelse af
acetonen og sattes derpd til en sgjle (2,4 x 22 cm) af "QAE-Sephadex"
(Pharmacia Fine Chemicals Co.), som forinden er indstillet pd pH-vardi-
en 8,0 med 1/100 phosphatpufferoplgsning, og elueringen gennemfgres
med en M/100 phosphatpufferoplgsning med en linear natriumchlorid-
gradientkoncentration pd fra 1 til 0,4 M NaCl, og eluatet opsamles
i 10 g fraktioner. De opsamlede fraktioner fortyndes 100 gange,
og de aktive fraktioner udtages efter pavisning ved hjalp af
UV-absorption og biocanalyse. Til fuldstendig fjernelse af aet inde-
holdte antibiotikum PS-5 sattes den aktive fraktion til en s@jle
(1,2 x 40 cm) af "Diaion" HP-20 AG (Mitsubishi Chemical Industries
Ltd.) og elueres med 300 ml vandig methanoloplgsning med en linear
methanolgradientkoncentration pd fra 10 til 75%. Der udtages frak-
tioner p& 4 g. Hver fraktion underkastes papirchromatografi med
nedhangende papir, og der fremkaldes med et blandet oplgsningsmiddel
sammensat af 120 mL acetonitril, 30 ml 1/10 M tris(hydroxymethyl)-
aminomethan-HC1 pufferoplgsning (pH-vardi 7,5) og 1 ml vandig 1/10 M
natriumethylendiamintetraacetatoplgsning (pH-vaerdi 7,5) hvorpéd der
analyseres ved hjalp af bioautografi. Der udtages aktive fraktioner
fra nr. 25 til nr. 30 indeholdende antibiotiket PS-5 og aktive frak-
tioner fra nr. 33 til nr. 40 indeholdende antibiotiket PS-6. De ak-
tive fraktioner indeholdende antibiotiket PS-6 koncentreres og fryse-
tgrres efter destillation af methanolen. Det séledes fremkomne lyo-
fiserede produkt oplgses i 1 ml M/100 phosphatpufferoplgsning
(pH-vaerdi 8,0), hvor det renses p& en sgjle (1,2 x 80 cm) med
"Sephadex" G-10 (Pharmacia Fine Chemicals Co.) og fremkaldes med
samme pufferoplgsning. De aktive fraktioner opsamles og indstilles
pd pH-vardien 8,3 med fortyndet vandig natriumhydroxidoplgsning,
hvorpd de sattes til en sgjle (1,2 x 20 cm) med "Diaion" HP-20
harpiks (Mitsubishi Chemical Industries Ltd.). Elueringen foretages
med 10%'s vandig acetoneoplgsning til afsaltning. De aktive fraktion
opsamles og frysetgrres, og der f&s 2,4 mg lyofiliseret hvidt produkt



36 145382

af antibiotiket PS-6-natriumsalt. Sg¢jlen med "Diaion" PA-306
(Mitsubishi Chemical Industries Ltd.), som er blevet elueret med
natriumchloridoplgsning og lagt til side med henblik pd isolering
af antibiotiket PS-7, elueres med 50%'s (rumfang/rumfang) vandig
methanol indeholdende 3% (vagt/rumfang) natriumchlorid, og der
f&s en aktiv fraktion (B) (samlet antimikrobiel aktivitet:

1,1 x 10° ccu, 4,33's udbytte).

Eluatet af den aktive fraktion (B) koncentreres under
formindsket tryk til fjernelse af methanolen, hvorpé& det absorberes
P& en sgjle (3 x 70 cm) pakket med "Diaion" HP-20 (Mitubishi Chemical
Industries Ltd.) og elueres med 10%'s (rumfang/rumfang) vandig
acetone. Eluatet opsamles i 25 g's portioner.

De aktive fraktioner blandes sammen og koncentreres under
formindsket tryk til fjernelse af acetonen. Koncentratet adsorberes
pa en "QAE-Sephadex" (Pharmacia Fine Chemicals AB) sgjle (2,5 x 30 cm)
som forinden er pufret med M/1000 phosphatpufferoplgsning med pH-var-
di 8,0, og der elueres med M-100 phosphatpufferoplgsning med en line-
@r gradient af natriumchloridkoncentration pd fra 0,1 til 0,7 M.
Eluatet opsamles i 17 g's portioner. Hver portion analyseres under
anvendelse af bioanalyse og papirchromatografi efterfulgt af bio-
autografi, og fraktionerne fra nr. 25 til nr. 33, som indeholder
antibiobtiket PS-7 udtages og haldes sammen.

De blandede aktive fraktioner adsorberes pa en s¢gjle
(1,1 x 20 cm) pakket med "Diaion" HP-20AG (Mitsubishi Chemical Indu-
stries Ltd.) og elueres med i alt 400 ml med en line&r acetone-
koncentrationsgradient p& fra 0 til 10%. Eluatet opsamles i 5 g's
portioner. Hver portion fortyndes 50 gange med henblik pé& ultraviolet
spektroskopi. Fraktionerne fra nr. 15 til nr. 20, som indeholder
antibiotiket PS-7, hzldes sammen og lyofiliseres, hvorved fés
antibiotiket PS-7 i r& form.

Til yderligere rensning af antibiotiket PS-7 oplgses
det lyofiliserede r& produkt i M/100 phosphatpufferoplgsning med
pH-vaerdi 8,0 og szttes en "Sephadex" G-10 (Pharmacia Fine Chemicals
AB) s¢jle (1,2 x 80 cm), hvorpd der fremkaldes med samme phosphat-
pufferoplgsning. De aktive fraktioner blandes og adsorberes pa en
"OAE-Sephadex" (Pharmacia Fine Chemicals AB) sg¢jle (1,1 x 20 cm),
som forinden er blevet pufret med M/100 phosphatpufferoplgsning
med pH-verdi 8,0, og der elueres med i alt 200 mL med en linear
natriumchloridkoncentrationsgradient fra 0 til 0,4 M. De aktive
fraktioner hazldes sammen. Til de sammenblandede fraktioner sattes
natriumchlorid i en koncentration p& 3% (vagt/rumfang). Oplgsningen
adsorberes p& en "Diaion" HP-20AG (Mitsubishi Chemical Industries Ltd.)
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sgjle (1,1 x 20 cm), og den aktive komponent elueres med 10%'s
(rumfang/rumfang) vandig acetone og afsaltes. Den aktive fraktion
lyofiliseres, og der f&s 1,5 mg natriumsalt af antibiotiket PS-7

i form af et hvidt lyofiliseret produkt.
De siledes fremstilledes natriumsalte af antibiotiket PS-6

og PS-7 har fglgende fysisk-kemiske egenskaber.

I. Antibiotiket PS-6

1) Farve
Stoffet er farvelgst
2) Oplgselighed
Stoffet er oplgseligt i vand og praktisk taget uoplgseligt i acetone.

3) Sg¢gnderdelingstemperatur

Til bestemmelsen anvendes et Koflermikrosmeltepunktsapparatur
BY-1 (YAZAWA Scientific Mfg. Co., Ltd.) med en temperaturstigning
pa lOC/minut, og stoffet udviser ikke noget klart smeltepunkt. Det
begynder at blive blgdt omkring 143% og bliver gradvis brunt og be-
gynder at svinde ind ved 165°¢C. Omkring 220°C @ndres stoffets farve

langsomt til brun (harpiks).

4) Ultraviolet absorptionsspektrum

60 mikrogram antibiotikum PS-6-natriumsalt oplgses 1
3,0 ml vand, og bestemmelsen foretages pd et Hitachi dobbeltstréle-
spektrofotometer model 200-20 (Hitachi, Ltd.). Det fremkomne spek-
trum er vist i fig. 1 p& tegningen. Nedenfor anfgres de karakteris-

tiske vardier.

H,0

A - = ca. 243,0 mm
min.
H,0

)\ = ca. 300,0 nm
maxe.

Til en vandig oplgsning af dette stof i destilleret vand
s@ttes en hydroxylaminoplgsning (pH-verdi 7,5) i en sa&dan mangde,
at koncentrationen af PS-6 er 20 mug/ml og koncentrationen af
hydroxylamin 10 mM. Efter 30 minutter ved 22°C har reaktionsblandingen
mistet ca. 95% af den oprindelige optiske tathed ved 300,0 nm.
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5) Infrargdt absorptionsspektrum
Det infrargde absorptionsspektrum for antibiotiket PS-6-

-natriumsalt i KBr optaget p& et Hitachi infrargdt spektrofotometer
model 215 ( Hitachi, Ltd.) er vist i fig. 2 pd tegningen. I det
fplgende anfgres karakteristiske absorptionsmaksima ved de angivne
bglgetal. 7
(i) ca. 1760 cm
(ii) ca. 1660 cm

(iii) ca. 1600 cm

1
1
1
1

(-CO- i B-lactamringen)
(-cO- i amidbindingen)
(-c00®)

(iv) ca. 1555 cm — (-CO-NH- i amidbindingen)

'6) Protonkernemagnetisk resonansspektrum

100 MHz protonkernemagnetisk resonansspektret for antibio-
tiket PS-6-natriumsalt i tungt vand optaget pa et JEOL NMR-spektro-
meter JNM PS-100 (Japan Electron Optics Laboratory Co., Ltd.) er
vist i fig. 3 p& tegningen. Der findes nedenstdende karakteristiske
signaler:

(i) et par dubletter, som er centreret omkring 0,94 ppm og

omkring 0,98 ppm

CH3
(J=ca. 7,0 Hz) (CH§::> CH- )

(ii) en skarp singlet omkring 1,92 ppm (CH3-CO-)
(iii) en multiplet i omradet omkring 2,42-3,50 ppm (—CH2—, -CH-)

(iv) en multiplet i omr&det omkring 3,90-4,20 ppm
N

(~CH-)

7) Farvereaktion

Ehrlichreagensreaktion: positiv
Iod-chlorplatinsyrereaktion: positiv
Ninhydrinreaktion: negativ

8) Papirchromatografi
Antibiotiket PS-6 udviser fglgende Rf-vardier med Toyo fil-

terpapir No. 50 (Toyo Roshi Kaisha Ltd.) og med de nedenfor anfgrte

oplgsningsmidler ved nedhangende papirchromatografi:
Acetonitril/tris puffer/EDTA (Note 1l): Rf = 0,41
Ethanol/vand (7/3): Rf = 0,65

(Note 1: En oplgsningsmiddelblanding sammensat af
120 ml acetonitril, 30 ml 1/10 M tris-(hydroxyl-
methyl)aminomethan-HC1l pufferoplgsning (pH-verdi 7,5)

og 1 ml vandig 1/10 M natriumethylendiamintetraacetat-
oplgsning (pH~-verdi 7,5).
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9) Tyndtlagschromatografi (TLC)

Antibiotiket PS-6 underkastes tyndtlagschromatografering
under anvendelse af chromatogramplade 13254 cellulose (Eastman Kodak
Co.) og under anvendelse af nedenstéende oplgsningsmidler, hvorved
der opnds de i det fglgende anfgrte Re-vardier.

n-butanol/ethanol/vand (4/1/5)

det ¢vre lag: Rf = 0,67
n-propanol/vand (8/2): Re = 0,69
n-butanol/i-propanol/vand (7/7/6): Rf = 0,70
Acetonitril/vand (8/2): Rf = 0,68

10) Hgjspandingspapirelektroforese

Antibiotiket PS-6 analyseres ved hjzlp af hgjspandings-
papirelektroforese under de nedenfor anfgrte betingelser. Der anven-
des et hgjspandingspapirelektroforeseapparatur fra firmaet Savant l
Instruments Co., hgjspandingskilde HV 3000A og fladpladeelektroforese,
model nr. FP 18A. Det anvendte filterpapir til denne analyse er
Toyo filterpapir nr. 50. Der opnds fglgende resultater:

Nir elektroforesen gennemfgres i 30 minutter under afkgling
(under 4°C) ved et potentiale p& 42 V/cm i en pufferoplgsning (pH-
-vardi 8,6) indeholdende 3,3 g barbital og 25,5 g natriumbarbital 1
3000 ml vand migrerer antibiotiket PS-6 28 mm mod anoden.

De ovenfor anfgrte fysisk-kemiske egenskaber viser, at mo-
lekylstrukturen for antibiotiket PS-6 fremstillet i dette eksempel

kan gengives ved fglgende formel

CH,
CH3-c':H__ 5-CH,
=g
o COOH

De nedenfor anfgrte biologiske egenskaber opnas med det

—CHZ—NH—COCH3

ifplge dette eksempel fremstillede natriumsalt af antibiotiket PS-6:
1) Antimikrobielt spektrum

Den minimale hemningskoncentration for natriumsaltet af
antibiotiket PS-6 bestemmes pd& forskellige patogene mikroorganismer,

herunder resistente stammer, ved hjalp af substratfortyndingsmetoden

under anvendelse af hjerne-hjerte-infusionssubstrat "Eiken"

(Eiken Chemical CO., Ltd.).

R
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Natriumsaltet af antibiotiket PS-6 oplgses i hjerne-hjerte-
infusionssubstrat "Eiken" (Eiken Chemical CO., Ltd.) (pH-verdi 7,0)
i koncentrationer i omrddet 5-100 mg/ml. Der foretages passende for-
tyndingsserier under anvendelse af det samme flydende substrat.

De i den efterfglgende tabel V anfgrte mikroorganismer dyrkes i

18 timer i hjerne-hjerte-infusionssubstrat "Eiken" ved 28°C og
inokuleres til fortyndingsrazkkerne af antibiotiket PS-6 i en slut-
podem@ngde pa 1 x 105 celler/ml. Efter henstand af kulturerne ved
35°C i 20 timer aflases mikroorganismevaksten i hver fortynding af
antibiotiket PS-6. Den minimale hamningskoncentration er den laveste
koncentration af antibiotiket PS-6-natriumsalt, hvor der ved visuel
bedgmmelse ikke konstateres nogen vakst af den pagzldende mikroorganis-
me. Som kontrol oplgses to. kendte B-lactamantibiotika, cefazorin

og cefoxitin i hjerne-hjerte-infusionssubstrat med pH-verdien

7,0 i koncentrationer fra 1 mg/ml til 100 mg/ml, hvorefter der
fremstilles flere fortyndingsrakker i det flydende substrat, og

de behandles som beskrevet ovenfor i forbindelse med bestemmelserne
af den minimale hemningskoncentration. De opnédede resultater er an-
fgrt i tabel V, Foruden de minimale hamningskoncentrationer for an-
tibiotiket PS-6 er anfgrt referenceverdierne for cefazorin og

cefoxitin.
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2) Potenserende og synergistisk virkning pa den antimikrobielle aktivi-
tet af kendte B-lactamforbindelser mod B-lactamresistente mikroorga-

nismer -

10 ml fortyndet neringsagar (pH-7,0) fortyndet 2,5 gange
og indeholdende 50 jug/ml penicillin G eller cephaloridin podes med
B-lactamaseproducerende og B-lactamresistente mikroorganismer og hazldes
i en petrisk3l med en diameter p& 9 cm, hvorved der f&s en bioanalyse-
agarplade. P& denne analyseplade anbringes 8 mm pulpskiver hver indehol-
dende 20 ul af en oplgsning af antibiotiket PS-6 i en koncentration
pd& 240 ug/ml, og der inkuberes ved 35°C i 18 timer inden hamnings-
zonerne miles. En kontrolanalyseplade fremstilles pd tilsvarende méade
men uden indhold af penicillin G eller cephaloridin. Som reference-
antibiotika analyseres 10.000 mg/ml penicillin G eller 20 ul cephalo-
ridin under samme betingelser. Resultaterne er anfgrt i den efter-
fplgende tabel VI. 7

Det fremgdr af de i tabel VI anfgrte resultater, at tilsat-
ningen af antibiotiket PS-6 til penicillin G eller cephaloridin i en
koncentration under den paviselige graense bevirker en klar synergis-
tisk virkning mod P-lactamresistente mikroorganismer. Tilsaztningen
af penicillin G eller cephaloridin i stedet for antibiotiket bevirker

ingen synergistisk virkning.
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3) In vivo-virkning

Den terapeutiske virkning af natriumsaltet af antibiotiket
PS-6 undersgges ved behandling af mus, som er blevet inficeret in-
traperitonealt med 5 x 105rceller/mus af Staphylococcus aureus Smith.
Kort tid efter inficeringen injiceres en vandig oplgsning af natrium-
saltet af antibiotiket PS-6 subcutant. Med DDY hanmus (Shizuoka)
som forsggsdyr f&s en 50%'s kurativ dosis pad 5,2 mg/kg.

4) Toksicitet
En vandig injektionsoplgsning af natriumsaltet af antibio-
tiket PS-6 injiceres intraperitonealt til DDY hanmus (Shizuoka)
i en dosis p& 500 mg/kg. Der registreres ingen akut toksicitet.
5) Fglsomhed over for kendte R-lactamaser (egenskaber ved antibiotiket

PS-6 som enzymsubstrat)

Fglsomheden over for B-lactamase af natriumsaltet af antibio-
tiket PS-6 som enzymsubstrat undersgges mod exo-penicillinase fra
Bacillus licheniformis 749/C (ATCC 25972) og inducerbar penicillinase

fra Bacillus ceréus,569 (ATCC 27348) under nedenstdende reaktions-

betingelser:

(a) Reagené

(1) Substrat

Natriumsaltet af antibiotiket PS-6 oplgses i 25 nM phosphat-
puffer (pH=6,8) i de angivne koncentrationer.

(2) p-Lactamase

(a) Exo4penicillinase fra Bacillus licheniformis 749/C
(ATCC 25972). Renset under anvendelse af cephalexin-Sepharose 4B
(Pharmacia Fine Chemicals AB) affinitetssgjlechromatografi. Dette en-
zymapparat har en styrke p& 16.600 enheder/ml nér hydrolysen af
penicillin G kalium médles ved hjelp af iodometri ved 30°C i en M/10
phosphatpuffer med pH-verdi 6,8. En enhed penicillinase er den mangde
af enzymet, som kan hydrolyseres 1 mikromol penicillin G i 60 minutter
ved 30°C ved en pH-vardi pi 6,8.

(b) Inducerbar penicillinase fra Bacillus cereus 569
(ATCC 27348). Denne B-lactamase induceres ved hjalp af ampicillin
og renses ved sgjlechromatografi p& CM-cellulose. Dette praparat
har en titer p& 26.900 penicillin G kaliumenheder/ml.
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(B) Reaktions- og analysebetingelser

Til en 1 cm kvartskuvette indeholdende 3 ml af den pufrede
oplgsning af natriumsaltet af antibiotiket PS-6 ved 300C sattes
B-lactamase i de angivne mangder, og der foretages straks grundig
blanding for at starte reaktionen. Tidsforlgbet for hydrolysen
fplges ved 30°C ved at bestemme formindskelsen i optisk tathed ved
301 nm, som svarer specifikt til koncentrationen af antibiotiket
PS-6. Som anfgrt i beskrivelsen til dansk patentansggning
nr. 1936/78 giver natriumsaltet af antibiotiket PS-5 en Ei%cm verdi
p& 267,5 ved Amax pd 301 nm. Hvis dette stof ikke indeholdt
krystallisationsvand ville epsilonvardien vare 8560.

Da 5% af den optiske tathed fra starten for antibiotiket
PS-5 ved 301 nm stadig er tilbage selv efter fuldstendig s¢nderdeling
med hydroxylamin eller B-lactamase, antages forskellen i optisk '
tathed for dette substrat ved 301 mm at vare /\ = 81l32. Dette an-
tages at kunne anvendes p& antibiotiket PS5-6, og der gennemfgres
fglgende beregning. .

(C) Resultater .

(a) Exo-penicillinase fra Bacillus licheniformis 749/C.
0,5 ml af ovennavnte enzympraparat og 2,5 ml af substratoplgsningen
indeholdende 30 m mol af antibiotiket PS-6 blandes (slutkoncen-
tration for antibiotikum PS-6 = 10 pmol/ml = 3,3 pg/ml, optisk tat-
hed ved start ved 301 nm = 0,086), og der inkuberes i 15 minutter
under de ovenfor anfgrte betingelser uden vasentlig hydrolyse af
antibiotiket PS-6.

(b) Inducerbart penicillinase fra Bacillus cereus 569.
Tidsforlgbet for hydrolysen af antibiotiket PS-6 ved hjalp af denne
B-lactamase fglges under de ovenfor beskrevne betingelser ved at
bestemme den optiske tathed ved 301 nm for reaktionsblandingerne
indeholdende 7,5 ul af ovennavnte enzympraparat og 77,5 pmol
af antibiotiket PS~6 som substratet i alt 3,0 ml (slutkoncentration
af antibiotiket PS-6 = 25,8 pmol/ml = 8,63 ug/ml, optisk tathed
ved 301 nm = 0,366).

Ud fra disse data beregnes Km-vardien til 17,7 maM under an-
vendelse af metoden ifglge Shyun-Long Yun og H. Clarence Suelter
(Biochemica et Biophysica Acta, bind 480, side 1-13, 1977).

II Antibiotiket PS-7

1) Farve
stoffet er farvelgst
2) Oplgselighed

Stoffet er oplgseligt i vand, men praktisk taget uoplgseligt

i acetone.
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3) S¢nderdelingstemperatur

Stoffet har ikke noget veldefineret smeltepunkt, og
det bliver gradvist blgdt ved 145-150°C, krymper sammen og virker
stgrknet med farve ved 220°¢C ved m&ling under anvendelse af
Kofler's metode under anvendelse af en temperaturstigningshastighed
pé loc,pr. minut og under anvendelse af et mikrosmeltepunktsapparatur

af typen BY~1l (Yazawa Kagaku Kikaikogyo Co.).

4) Ultraviolet absorptionsspektrum

Det ultraviolette absorptionsspektrum optaget ved mdling
pa enropl¢sning indeholdende 45 mikrogram af natriumsaltet af
antibiotiket PS-7 i 3 ml M/100 phosphatpuffer (pH-vardi 7,0)
med et Shimadzu Digital dobbeltstrélespektrofotometer UV 210A
er vist i fig. 4 pd tegningen. De karakteristiske vardier er som
folger:

>\H20 = ca. 220,0 nm og
max

AH2° = ca. 308,0 mm
max

Ca. 95% af absorbansen ved 308,0 nm gar tabt, nar en
vandig hydroxylaminoplgsning med pH-verdi 7,5 sattes til en
deioniseret vandig oplgsning af stoffet, hvor koncentrationen
af stoffet og hydroxylamin er indstillet pa henholdsvis ca.

20 pg/ml og 10 mM, og blandingen inkuberes ved 22°c i 30 minutter.

5) Infrargdt absorptionsspektrum

Det infrargde absorptionsspektrum malt i en KBr tablet
under anvendelse af et Hitachi infrargdt spektrofotometer type 215
er vist i fig. 5 pd tegningen. De karakteristiske maksimumabsorp-

tionsbglgelangder er som fglger:

(i) ca. 1760 cm_l (-CO- fra B-lactamring)
(i1) ca. 1670 cm T (-CO- fra amid)
(1ii) ca. 1620 cm L (-co0® og -CH=CH-).
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6) Protonkernemagnetisk resonansspektrum

100 MHz protonkernemagnetisk resonansspektret m&lt i tungt
vand ved hjalp af et Nihon Denshi JNM type PS5-100 apparatur er vist
i fig. 6 pd& tegningen. De karakteristiske signaler er som fglger:

(1) en triplet centreret ved ca. 0,96 ppm (CE3\\ )

CHZ—

(ii) en mulitplet centreret ved ca. 1,72 ppm (—CEZ-CH3)
(iii) en skarp singlet ved ca. 2,05 ppm (C§3—CO—)
]

(iv) en multiplet ved ca. 2,96-3,38 ppm (—CEZ—, N—CH—)

!
(v) et signal centreret ved ca. 3,96 ppm (-CH-)

(vi) et par dubletter centreret ved ca. 6,06 ppm og ca. 1,76 ppm
(J = ca. 14 Hz) (-CH=CH-)

7) Farvereaktion

Ehrlich-reagensreaktion: positiv
Iod-chlorplatinsyrereaktion: positiv
Ninhydrinreaktion: negativ

8) Papirchromatografi

Antibiotiket PS-7 giver fglgende Rf—vardier ved papir-
chromatografi med nedhzngende papir pad Toyo filterpapir nr. 50
(Toyo Roshi CO.) med fglgende oplgsningsmiddelsystem:

Acetonitril/Tris/EpTa’): R, = 0,41

Ethanol/vand (7/3): Rf = 0,68

9) Tyndtlagschromatografi (TLC)

Antbiotiket PS-7 giver nedenstdende Rf—verdier ved tyndtlags-—
chromatografi under anvendelse af cellulosechromatogramplade 13254
(No. 6065) (Eastman KOdak Co.) med fglgende opl¢sningsmiddelsystem:"

n-Butanol/ethanol/vand

(4/1/5) (¢vre lag): Rf = 0,65
n-Propanol/vand (7/3): Rf = 0,81
n-Butanol/isopropanol/vand

(7/7/6): Re = 0,71

Acetonitril/vand (8/2): Re = 0,65
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10) Hgjspandingspapirelektroforese

Der konstateres fglgende migrering med antibiotiket PS-7
ved elektroforese p& Toyo filterpapir nr. 50 med en pufferoplgsning
med den nedenfor anfgrte pH-vaerdi under anvendelse af et hgjspazndings-—
papirelektroforeseapparatur fra firmaet Savant Instruments Co.,
hgjspandingskilde HV 3000A, elektroforesebeholder Fp 18A.

Antibiotiket PS-7 migrerer mod anoden over en lezngde
pd 28 mm i en pufferoplgsning bestiende af 3,3 g barbital, 25,5 ¢
natriumbarbital og 3000 ml vand (pH-vardi 8,6) ved gennemledning
af en strgm ved 42 volt/cm i 30 minutter.

De ovenfor anfgrte fysisk-kemiske egenskaber viser, at
antibiotiket PS-7 fremstillet i dette eksempel har fplgende

molekylstruktur:
0]

"
CH. ~CH.. ~CH=CH-NH-C-CH,
3 2 ‘

N
e OOH

Natriumsaltet af antibiotiket PS-7 fremstillet i dette
eksempel har de i det fglgende anfgrte biologiske egenskaber.

1) Antimikrobielt spektrum

De minimale hamningskoncentrationer bestemmes under anvendel-
se af forskellige pathogene stammer, herunder resistente stammer
for antibiotiket PS-7 under anvendelse af substratfortyndingsmetoden
med et hjerne-hjerteinfusionssubstrat "Eiken" (Eiken chemical
Co., Ltd.).

Natriumsaltet af antibiotiket PS-7 oplgses og fortyndes
med hjerne-hjerteinfusionssubstratet "Eiken" til koncentrationer
mellém 5 ug/ml og 100 ug/ml. Oplgsningen fortyndes yderligere
med det samme substrat til dannelse af en razkke geometriske koncen-
trationer. Til rakkefortyndingerne sattes podekulturer fremstillet
ved rystedyrkning af forskellige testorganismer anfgrt i tabel V
i hjerne-hjerteinfusionssubstratet ved 28°C i 18 timer, idet det
endelige celletal er ca. 1 x lOS/ml. Cellevaksten undersgges efter in-
kubation ved 359 i 20 timer. Den laveste koncentration, ved hvilken
der ikke konstateres cellevakst, er den minimale hamningskoncentra-
tion for antibiotiket PS-7 over for testorganismen. Som kontrol
oplgses de kendte antibiotika cephazolin og cephoxitin i hjerne-
-hjernteinfusionssubstratet ved pH-verdien 7,0 i en koncentration

mellem 1 og 100 ug/ml, og der fortyndes geometrisk med samme substrat

til dannelse af razkkefortyndinger. Den minimale hamningskoncentration
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pd testorganismerne bestemmes pd samme mdde som beskrevet ovenfor.
Resultaterne er anfgrt i tabel VII. Til sammenligningsformil er
resultaterne med de kendte antibiotika cephazolin og cephoxitin

ogsd anfgrt i tabel VII.

Tabel VII

Minimal hemningskoncentration

Mikroorganisme
Antibiotikum Cephazolin Cefoxitin
pPS-7
Staphylococcus
aureus FDA 209P (0,19 0,25 2,50
Diplococcus sexe
pneumoniae type III 0,19 0,125 2,50
Alcaligenes
faecalis B-326 0,78 6,25 1,56
Citrobacter 5
freundii E-9 3,13 >100 >100
Enterobacterx
cloacae E-16 6,25 >100 ~100
=

B-lactamaseproducerende stamme

nx Substratet tilsattes hesteserum i en mzngde pd 10%.

2) Potenserende og synergistisk virkning p& den antimikrobielle
aktivitet af B-lactamantibiotika mod B-lactamresistente mikroorga-

nismer

Cephaloridin settes til et naringsagarsubstrat, der er
fortyndet 2,5 gange, og som har pH-verdien 7,0, og substratet inoku-
leres med en PB-lactamproducerende stamme, som danner B-lactamase.

10 ml af substratet udhzldes og fordeles i en petriskal med en diameter
pd 9 cm, hvorefter substratet stgrkner til dannelse af en analyseplade.
Antibiotiket PS-7 oplgses i en koncentration pad 50 mg/ml eller 29 mg/ml.
I 20 pl af oplgsningerne samt de 2-dobbelte og 4-dobbelte fortyndinger
deraf udblgdes en pulpskive med en diameter p& 8 mm. Pulpskiven an-
bringes pa overfladen af ovennavnte analyseplader, og stgrrelsen

af veksthamningszonen omkring skiven bedgmmes efter 18 timers inkube-
ring ved 35°C. Som kontrol gennemfgres samme forsggsrzkke med samme
substrat, der dog ikke er tilsat cepholoridin. Til yderligere sammen-
ligning gennemfgres en lignende forsggsrzkke med pulpskiver udblgdt

i 20 ml 10.000 mug/ml penicillin G oplgsning eller 10.000 jug/ml
cephaloridinoplgsning i stedet for antibiotiket PS-7. Resultaterne er

anfgrt i nedenstdende tabel VIII.
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Tabel VIII
p-lactam-resistent Diameter af hemningszone (mm)
stamme Skive —
. . Cephaloridin-
: Ingen tilsatning tils@tning

Antibiotikum PS-7

x1 0,0 19,0

Proteus vulgaris X2 0,0 15,0
B3 x4 0,0 11,0
Penicillin G 15,0 15,0

Cephaloridin 12,0 12,0

Antibiotikum PS-7

x1 12,5 13,5

Citrobacter
freundii E-9 x2 0,0 0,0
x4 0,0 0,0
Penicillin G 0,0 0,0
Cephaloridin 12,0 12,0

Antibiotikum PS-7

x1 11,0 18,0

Serratia x2 0,0 14,0
marcescens S-18 <4 0,0 0,0
Penicillin G 6,0 0,0

Cephaloridin 11,0 11,0

De ovenfor anfgrte resultater viser, at der ved tilsatning
af antibiotiket PS-7 opnds tydelig forggelse af den antimikrobielle
virkning p& B-lactamresistente stammer af penicillin G eller cephalo-
“ridin 1 s&danne koncentrationer, hvor der uden tilsatning ikke konsta-
teres nogen antimikrobiel virkning. Der konstateres ingen forggelse
af den antimikrobielle virkning ved tilsatning af penicillin G

eller cephaloridin i stedet for antibiotiket PS-7.

3) In vivo-virkning

Virkningen af det ovenfor fremstillede antibiotikum PS-7
pavises under anvendelse af mus, som intraperitonealt er inficeret
med Staphylococcus aureus Smith i en mangde pd 5 x 105 celler pr. mus.
Natriumsaltet af antibiotiket PS-7 indgives subcutant til musene umid-

delbart efter inficeringen. Med DDY hanmus (Shizuoka) opnds en
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CDSO—vardi pd 7,5 mg/kg.

4) Toksicitet
Ved intraperitoneal indgift af natriumsaltet af antibiotiket

PS-7 til DDY hanmus (Shizuoka) konstateres ingen akut toksicitet.

5) Fglsomhed over for kendte P-lactamaser (egenskaber ved antibiotiket

PS-7 som enzymsubstrat)

Virkningen af antibiotiket PS-7 i form af natriumsaltet
som substrat over for penicillinase af den inducerede type produceret
af Bacillus cereus 569 (ATCC 27348) undersgges pd fglgende méde:
(A) Reagenser
(1) substrat:
Natriumsaltet af antibiotiket PS-7 oplgses i 100 mM phosphat-

pufferoplgsning (pH-vardi 6,8) i den angivne koncentration.

(2) P-lactamase:

Penicillinase af den inducerede type fra Bacillus cereus 569
(ATCC 27348) induceres ved hijelp af ampicillin og der foretages del-
vis rensning ved sgjlechromatografering under anvendelse af CM-cellu-
lose (Brown Co.). Enzympraparatet har en enzymstyrke pad 14.800 enhe-

der/ml med kaliumsaltet af penicillin G som substrat.

(B) Reaktions- og analysebetingelser.

Oplgsningen af antibiotiket PS-7, der tjener som substrat,
opvarmes til 30%. 3,0 ml af oplgsningen haldes i en kvartskuvette
med en optisk vejlangde p4d 1 cm, og reaktionen startes ved tilsatniné
og blanding af den angivne enzymmangde. Reaktionen gennemfgres ved
300C, og en formindskelse af substratet, antibiotiket PS-7, registre-
res ved hjalp af absorbansen ved 308 nm.

Restabsorbansen ved 308 nm bestemmes til £= 9720 ud fra den .
forudsatning, at E-verdien for antibiotiket PS-7 er 10.800 baseret pa
formindskelsen af absorbensen, ndr antibiotiket PS-7 i ren form

spaltes fuldstendigt under anvendelse af ovennzvnte enzym.

(C) Resultater.

En reaktionsblanding indeholdende 10 ml af penicillinaseprapa-
ratet og 102 mu mol af antibiotiket PS-7 (slutkoncentration 34 mu mol/ml)
i et samlet rumfang p& 3,0 ml inkuberes under de ovennavnte betingelser,
og formindskelsen af koncentrationen af antibiotiket PS-7 bestemmes 1

t

relation til inkubationstiden.
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Under anvendelse af fremgangsmdden ifglge Shyun-Long Yun
og H. Clarence Sudlter's fremgangsmade, Biochemica et Biophysica
Acta 480, 1-13 (1977) beregnes Km-vardien ud fra ovenstdende resul-

tater til 13,0 am i PS-7.

Eksempel 10
Tritylesteren af antibiotiket PS-6

25,9 mg af det frysetgrrede antibiotikum PS-6-natriumsalt
fremstillet analogt med den i eksempel 9 beskrevne fremgangsmide
oplgses i 5 ml dimethylformamid, og der tilsattes 20 ml triethylamin
og derpd 50 mg tritylchlorid.

Efter omrgring ved stuetemperatur i 3 timer fortyndes reak-
tionsblandingen med 200 ml benzen og vaskes 3 gange med 70 ml 0,1 M
phosphatpufferoplgsning (pH-vardi 6,8). Efter dehydratisering ved
tilsetning af 3 ml mettet vandig natriumchloridoplgsning tgrres benzen-
oplgsningen ved tilsaztning af vandfri natriumsulfat. Benzenet destille-
res under formindsket tryk, og der fé&s ca. 0,5 ml benzenoplgsning,
som ledes gennem en s¢gjle (1,2 x 96,0 cm) med "Bio-Beads" S-X3
(Bio-Rad Laboratories). Sgjlen fremkaldes med benzen. De saledes
fremkomne aktive fraktioner kombineres og koncentreres til tgrhed
under formindsket tryk. Remanensen oplgses i 0,5 ml acetone og
sattes til en sg¢jle (1,2 x 96,0 cm) med "Sephadex" LH-20 (Pharmacia
Fine Chemicals AB), som forinden er kvaldet med acetone, og sgjlen
fremkaldes med acetone. De aktive fraktioner kombineres og koncen-
treres til tgrhed under formindsket tryk, hvorved der f&s 23,7 mg af
et hvidt pulver. Ved omkrystallisation af dette pulver i en blanding
af benzen og n-hexan f&s 17,5 mg af tritylesteren af antibiotiket
Ps-6 i form af et farvelgst krystallinsk pulver.

Dette farvelgse krystallinske pulver har fglgende fysisk-

-kemiske egenskaber:

1) Farve
Farvelgst
2) Ultraviolet absorptionsspektrum

Det ultraviolette absorptionsspektrum for tritylesteren af
antibiotiket PS-6 optages p& et Hitachi dobbeltstralespektrofotome-
 ter model 200-20 (Hitachi, Ltd.) ved en koncentration pd 100 ug/3 ml
methanol.

MeOH _
max - 315,0 nm
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3) IR-absorptionsspektrum

200 ug af tritylesteren af antibiotiket PS-6 oplgses i
0,3 ml CHC13, og det infrargde absorptionsspektrum optages under an-
vendelse af et Hitachi infrargdt spektrofotometer model 260-30
(Hitachi Limited) under anvendelse af en KBr-fikseret celle. Det
infrargde absorptionsspektrum er vist i fig. 7 pa tegningen.

Der findes fglgende karakteristiske absorptionsmaksima
ved de angivne bglgetal:

(1) ca. 1780 cm_

(ii) ca. 1700 cm

(iii) ca. 1675 em L (-coo® i esterbindingen).

1
1

(=CO i B~lactamringen)

(-CO- i amidbindingen)

4) Oplgselighed

Oplgseligheden af trityleringsproduktet af antibiotiket
PS-6 bestemmes ved under rystning at oplgse 5 mg af tritylerings-
produktet af antibiotiket PS-6 i 0,1 ml af de nedenfor anfgrte oplgs-
ningsmidler ved 20°C. Der opnds fplgende resultater:

Praktisk taget uoplgseligt i vand og n-hexan,

Let oplgselig i benzen, ethylacetat, chloroform, methanol,
ethanol, acetone, dimethylformamid (DMF) og dimethylsulfoxid (DMSO).

5) Farvereaktion

Ehrlich-reagensreaktion: positiv
Iod-chlorplatinsyrereaktion: positiv
Ninhydrinreaktion: negativ

6) Tyndtlagschromatografi (TLC)

Tritylesteren af antibiotiket PS-6 giver nedenstdende Re-var-
dier under de anfgrte betingelser. Migreringen pavises ved bioauto-
grafi pa Comamonas terrigena B-996.

Silicageltyndtlagschromatograferingsplader (Merck, kiselgel 60
F254) anvendes, og inden anbringelse af pletterne anbringes 2,5 aul
acetoneoplgsning indeholdende 10% dimethylformamid. Der fds fglgende
Rf—v&rdier:

Oplgsningsmiddelsystem: benzen/acetone (2/1): Rf = 0,37

benzen/ethylacetat (1/8):

Reg = 0,34
Ud fra molekylstrukturen af antibiotiket PS-6 og de oven-
for anfgrte fysisk-kemiske egenskaber for tritylesteren af antibio-
tiket PS-6 antages tritylesteren af antibiotiket PS-6 at have fglgende

struktur:
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CHy S-CH,,~CH,,~NH-COCH,
CH4~CH~,
0
1
coo-c- ¢/ N

De biologiske egenskaber for tritylesteren af antibiotiket

PS-6 omtales narmere i det fglgende:

1) Antimikrobielt spektrum

Den minimale hemningskoncentration for forbindelsen pa
forskellige patogene mikroorganismer, herunder flere resistente
stammer, bestemmes under anvendelse af substratfortyndingsmetoden
med hjerne-~hjerteinfusionssubstrat "Eiken" (Eiken Chemical Co., Ltd.).

Ved denne bestemmelse oplgses tritylesteren af antibiotiket
PS-6 i en lille mengde methanol og fortyndes hurtigst muligt i hjerne-
-hjerteinfusionssubstrat "Eiken" (pH-verdi 7,0) (Eiken Chemical Co.,
Ltd.), indtil koncentrationen af tritylesteren af antibiotiket PS-6
ligger i omr&det fra 40 mg/ml til 20 mg/ml, og koncentrationen af
methanol i den fardige oplgsning ikke overstiger 10%. Denne oplgsning
fortyndes i en dobbelt geometrisk rakke. Mikroorganismerne anfgrt
i tabel IX dyrkes i 18 timer ved 28% i hjerne-hjerteinfusionssub-
strat "Eiken" og inokuleres til ovennavnte fortyndingsrakke i en
slutpodemezngde pad 1 x 105 celler/ml. Resultaterne aflases efter
inkubering ved 359C i 20 timer. Den minimale hamningskoncentration
er den laveste koncentrationsenhed af trityleringsproduktet af
antibiotiket PS-6, hvor der ikke konstateres nogen vaekst af mikro-
organismen under de ovenfor beskrevne betingelser. Som kontrolanti-
biotika fremstilles oplgsninger af ampicillin og cephaloridin
i hjerne-hjerteinfusionssubstrat "Eiken" (pH-vardi 7,0) i en koncen-
tration p& 100 ug/ml, og de behandles pd samme made som tritylesteren.
I nedenstiende tabel IX anfgres de minimale hamningskoncentrationer
for tritylesteren af antibiotiket PS-6 sammén med de med cephaloridin

som kontrolantibiotikﬁm opndede kontrolvardier.
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Det fremgdr af de ovenfor anfgrte data, at tritylesteren
af antibiotiket PS-6 har bredspektret antimikrobiel virkning og
serlig kraftig antibiotisk virkning pad forskellige B-lactamresisten-

te (B-lactamaseproducerende) mikroorganismestammer.

2) In vivo-virkning

Tn vivo-virkningen af trityleringsproduktet af antibiotiket
PS-6 bestemmes p& mus, som intraperitonelt inficeres med 5 x 105 cel-
ler pr. mus af Staphylococcus aureus Smith. Trityleringsproduktet
af antibiotiket PS-6 injiceres subcutant efter inficeringen. 50%'s

kurativ dosis p& han DDY mus (SHIZUOKA) er 5,5 mg/kg.

3) Toksicitet
Med DDY hanmus (Shizuoka) konstateres ingen akut toksicitet

med tritylesteren af antibiotiket PS-6 ved en intraperitoneal dosis

p& 500 mg/kg.

Eksempel 11
24,5 mg af natriumsaltet af antibiotiket Ps-7 i form af

et hvidt frysetgrret produkt fremstillet péd samme madde som beskrevet

i eksempel 9 oplgses i 5 ml dimethylformamid, og der tilsattes 20 ul
triethylamin og derpd 50 mg tritylchlorid. Efter omrgring ved stuetem-
peratur i 3 timer fortyndes reaktionsblandingen med 200 ml benzen og
vaskes 3 gange med 70 ml 0,1 M phosphatpufferoplgsning (pH-verdi 6,8).
Efter dehydratisering ved tilsatning af 3 ml mettet vandig natrium-
chloridoplgsning t¢rres benzenoplgsningen ved tilsztning af vandfri
natriumsulfat. Benzenet destilleres delvis under formindsket tryvk,

og der f&s ca. 0,5 ml af benzenoplgsningen, som derpd ledes gennem

en sg¢jle (1,2 x 96,0 cm) med "Rio-Beads" S-X3 (Bio-Rad Laboratories).
Spjlen fremkaldes med benzen. De siledes fremkomne aktive fraktioner
hzldes sammen og koncentreres til tgrhed under formindsket tryk.

Den fremkomne remanens oplgses 1 0,5 ml acetone og sattes til en sg¢jle
(1,2 x° 96,0 cm) med "Sephadex" LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals AB),
som forinden er blevet kvaldet med acetone, og sgjlen fremkaldes med
acetone. De aktive fraktioner hzldes sammen og koncentreies til tgr-
hed under formindsket tryk, hvorved der fés 20,5 mg hvidt pulver.

Ved omkrystallisation af dette pulver i en blanding af benzen og
n-hexan f&s 15,5 mg af tritylesteren af antibiotiket Ps-7 i form

af et farvelgst krystallinsk pulver. Dette farvelgse krystallinske

pulver har fglgende fysisk-kemiske egenskaber.

1) Farve

farvel¢st
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2) UV absorptionsspektrum v

Det ultraviolette absorptionsspektrum for tritylerings-
produktet af antibiotiket PS-7 optages p& et Hitachi dobbeltstrile-
spektrofotometer model 200-20 (Hitachi, Ltd.) ved en koncentration

pd 100 ug/3 ml methanol.
)\ﬁng = 230,5 nm, 321,5 nm.

3) Oplgselighed

Oplgseligheden af trityleringsproduktet af antibiotiket
PS-7 bestemmes ved under omrystning af oplgse 5 mg af tritylerings-
produktet af antibiotiket PS-7 i 0,1 ml af de nedenstdende oplgsnings-
midler ved 20°C. Der opnis fglgende resultater:

Praktisk taget uoplgseligt i vand og n-hexan,

Let oplgseligt i benzen, ethylacetat, chloroform, methanol,
ethanol, acetone, dimthylformamid (DMF) og dimethylsulfoxid (DMSO).

4) Farvereaktion

Ehrlich-reagensreaktion: positiv

Iod-chlorplatinsyrereaktion: positiv
Ninhydrinreaktion: negativ

5) Tyndtlagschromatografi (TLC)

Tritylesteren af antibiotiket PS-7 giver nedensté&ende
Rf—vardier under de anfgrte betingelser. Positionen af migrerings-
pletten konstateres ved hjalp af bioautografi pd Comamonas terrrigena
B-996.

Der anvendes silicageltyndtlagschromatograferingsplader
(Merck, kiselgel 60 F254), og inden anbringelse af pletten anbringes
2,5 ml acetoneoplgsning indeholdende 10%'s dimethylformamid. Der fés_
fglgende Rf—vardier:

Oplgsningsmiddelsystem: benzen[acetone (2/1): Rg

0,51
benzen/acetone (1/1): Rf 0,67
Ud fra molekylstrukturen af antibiotiket PS-7 og de ovenfor
anfgrte fysisk-kemiske egenskaber for tritylesteren af antibiotiket
PS-7 tillagges tritylesteren af antibiotiket PS-7 fglgende struktur:
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S-CH=CH—NH-COCH3

cH ?CH2~

De biologiske egenskaber for tritylesteren af antibiotiket

PS-7 beskrives i det fglgende:

1) Antimikrobielt spektrum

Den minimale hamningskoncentration for forbindelsen bestemmes
péd forskellige patogene mikroorganismer, herunder flere resistente
stammer, under anvendelse af substratfortyndingsmetoden med hjerne-
-hjerteinfusionssubstrat "Eiken" (Eiken Chemical Co., Ltd.).

Tritylesteren af antibiotiket PS-7 oplgses i en lille m&ngde
methanol og fortyndes hurtigst muligt i hjerne-hjerteinfusionssusbtrat
"Eiken" (pH-vardi 7,0) (Eiken Chemical Co., Ltd.), indtil koncentra-
tionen af tritylesteren af antibiotiket PS-7 ligger i omradet fra
40 ug/ml til 20 mg/ml og koncentrationen af methanol i den fardige
oplgsning ikke er stgrre end 10%. Denne oplgsning fortyndes i en
todobbelt geometrisk razkke. De i tabel X anfgrte mikroorganismer
dyrkes i 18 timer ved 28°%C i hjerne-hjerteinfusionssubstrat "Eiken"
og inokuleres til ovennavnte rakkefortyndinger i en slutpodekoncen-
tration pd 1 x 105 celler/ml. Resultaterne afleses efter inkubering
ved 35°C i 20 timer. Den minimale hamningskoncentration er den laveste
koncentration af trityleringsproduktet af antibiotiket PS-7, hvor der
ikke konstateres nogen vakst af den pdgzldende mikroorganisme under
de ovenfor beskrevne betingelser. Som kontrolantibiotika fremstilles
oplgsninger af ampicillin og cephaloridin i hjerne-hjerteinfusions-
substrat "Eiken" (pH-vardi 7,0) i en koncentration pd 100 mg/ml,
og oplgsningerne behandles pd samme made som oplgsningerne af for-
s¢gsfbrbindelsen. I den efterfglgende tabel X er anfgrt de minimale
hamningskoncentrationer for tritylesteren af antibiotiket PS-7 sammen
med de minimale hzmningskoncentrationer for cephaloridin som kontrol-

antibiotikum.
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Det fremgdr klart af de i den ovenstiende tabel anfgrte
data, at tritylesteren af antibiotiket PS-7 har bredspektret anti-
mikrobiel virkning og isar kraftig antibiotisk virkning péd forskellige

B-lactamresistente (B-lactamaseproducerende) mikroorganismestammer.

2) In vivo-virkning
In vivo-virkningen af trityleringsproduktet af antibiotiket

-3 3 . . . 5
PS-7 bestemmes p& mus, som intraperitonealt inficeres med 5 x 107 cel-
ler pr. mus af Staphylococcus aureus Smith. Trityleringsproduktet
af antibiotiket PS-7 injiceres subcutant straks efter inficeringen.

Med hanmus DDY (SHIZUOKA) f&s en 50% kurativ dosis pa 4,5 mg/kg.

3) Toksicitet

Ved intraperitoneal indgift af 500 mg/kg af tritylesteren
af antibiotiket PS-7 konstateres ingen akut toksicitet pd hanmus
DDY (SHIZUOKA).

Eksempel 12
Methylesteren af antibiotiket PS-6
2,0 mg lyofiliseret antibiotikum PS-6-natriumsalt fremstil-
let ifglge eksempel 9 suspenderes i 1 ml tgr dimethylformamid (DMF) ,
og der tilssttes 20 pi triethylamin og 50 pl methyliodid. Efter
omrgring af blandingen i 2 timer ved stuetemperatur udtages 20 ul

blanding, som oplgses i methanol, og methanoloplgsningen under-

sgges pad et Hitachi spektrofotometer model EPS-3T (Hitachi Ltd.)

til bestemmelse af forggelsen af absorbansen ved 315 nm med hen-

blik pad at fglge reaktionens forlgb. N&r dette er sket, sattes hele
_reaktionsblandingen til 20 ml benzen, og der vaskes straks med to

gange 10 ml 0,1 M phosphatpufferoplgsning (pH-vardi 7,0). Benzen-
oplgsningen tgrres over vandfri natriumsulfat og koncentreres til

1 ml ved 35°C under formindsket tryk. Den koncentrerede oplgs-

ning sattes til en s¢gjle (1,2 x 85 cm) med "Bio-Beads" S-X3

(Bio-Rad Laboratories), og sgjlen fremkaldes med benzen. Eluatet
underkastes tyndtlagschromatografi (kiselgel 60 Fosgr benzen/acetone
(1/1)), og eluatfraktionerne, som ved UV-absorption viser sig at
indeholde methylesteren af antibiotiket PS-6, haldes sammen. Fraktioner-
ne koncentreres til tgrhed under formindsket tryk, hvorved fés en olie-
agtig remanens, der oplgses i 1 ml acetone. Acetoneoplgsningen sattes
til en sgjle (1,2 x 85 cm) med “"Sephadex" LH-20 (Pharmacia Fine Che-

micals AB), der forinden er blevet fyldt med acetone, og der fremkal-
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des med acetone. Efter identificering af fraktionerne indeholdende
methylesteren af antibiotiket PS-6 som beskrevet ovenfor sammenhzldes
disse fraktioner. De sammenblandede fraktioner koncentreres til tgrhed

hvorved der f&s 1,0 mg af methylesteren af antibiotiket PS-6 i
form af et hvidt olieagtigt produkt.

(1) Tyndtlagschromatografi

Rf = 0,45 (Kiselgel 60 F254, benzen:acetone = 1:1)
(2) Ultraviolet absorptionsmaksimum i methanol
316,6 nm

(3) Molekylvaegt (hgjoplgsningsmassespektrometri)
fundet: 326.128683

beregnet for C15H22N204S: 326.130000

(4) Protonkernemagnetisk resonansspektrum

Fig. 8 pd tegningen viser 100 MHz proton NMR spektret for
methylesteren af antibiotiket PS-6 (oplgsning af 2 mg af methylesteren
i 0,5 ml deuterochloroform) mdlt p4d et JEOL NMR spektrometer JNM PS-100
(Japan Electron Optics Laboratory CO., Ltd.). Der opnés fglgende karak-
teristiske signaler: |

(i) tripletx som er centreret omkring 1,06 ppm
(CH,—CH-)
cr,

(ii) skarp singlet omkring 2,0 ppm (CH;-CO-)
(iii) multiplet i omradet 2,6-3,6 ppm
(-CH,~, ~CH-)
(iv) skarp singlet omkring 3,83 ppm ('%OC§3)
0

% et par dubletter, som overlapper hinanden under dannelse
af en tilsyneladende triplet med 6 protoner.

P& baggrund af den tidligere anfgrte struktur for antibiotiket
PS-6 og de ovenfor anfgrte fysisk-kemiske data, tillagges methylesteren
af antibiotiket PS-6 fglgende molekylstruktur:
CH3
! S-CH.,-CH

CH4-CH- | o~CHy
|

| N
04/ COOCH

—NH-COCH3

3
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: Eksempel 13

Methylesteren af antibiotiket PS-7
' 2,0 mg af det lyofiliserede antibiotikum PS-7-natrium-
salt fremstillet ifglge eksempel 9 suspenderes i 1 ml tg¢r di-
methylformamid (DMF), og der tilsattes 20 pl triethylamin og 50
al methyliodid. Efter omrgring af blandingen i 2 timer ved stue-

temperatur udtages ca. 20 ul blanding, som oplgses i methanol

og analyseres under anvendelse af et Hitachi spektrofotometer

model EPS-3T (Hitachi Ltd.) til bestemmelse af forggelsen af
absorbansen ved 32,15 nm for at fglge reaktionens forlgb. Nar
reaktionen er lgbet til ende, hzldes hele reaktionsblandingen i

20 ml benzen, og der vaskes straks med to gange 10 ml 0,1 M
phosphatpufferoplgsning (pH-verdi 7,0). Benzenoplgsningen tgr-—

res over vandfri natriumsulfat og koncentreres til 1 ml ved 359¢
under formindsket tryk. Den koncentrerede oplgsning sattes til en
spjle (1,2 x 85 cm) med "Bio-Beads" S-X3 (Bio-RAd Laboratories)

‘og fremkaldes med benzen. Eluatet underkastes tyndtlagschromatografe-
' ring (kiselgel 60 Focyr benzen/acetone (2/1)), og efter identifice-
ring af fraktionerne indeholdende methylesteren af antibiotiket PS-7
med UV-absorption opsamles disse fraktioner. Fraktionerne koncentre-
res til tgrhed under formindsket tryk, hvorved fds en farvelgs olie-
agtig forbindelse, der oplgses i 1 ml acetone. Acetoneoplgsningen
sattes til en sgjle (1,2 x 85 cm) med "Sephadex" LH-20 (Pharmacia
Fine qhemicals AB) der forinden er blevet fyldt med acetone, og

der fremkaldes med acetone. Efter identificering af fraktionerne
indeholdende methylesteren af antibiotiket PS-7 som beskrevet oven-
for opsamles disse fraktioner. De opsamlede fraktioner koncentreres
-til t¢fhed, og f&s ca. 1,0 mg af methylesteren af antibiotiket PS-7
i form af et hvidt olieagtigt stof.

(1) Tyndtlagschromatografi

Rf'= 0,44 (kiselgel 60 F254 plade, benzen:acetone = 2/1)

R. = 0,07 (kiselgel 60 Focq plade, chloroform:methanol = 99:1)

£
(2) UV-absorptionsmaksimum i methanol
230,5 nm og 32L,5 nm

(3) Molekylvagt (h¢jopl¢sningsmassespektrometri)
fundet 310.37443
~beregnet for Cl4Hl8N204S: 310.375760
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Ud fra den tidligere anfgrte struktur af antibiotiket PS-7
og de ovenfor anfgrte fysisk-kemiske data tillagges methylesteren
af antibiotiket PS-7 fglgende molekylstruktur:

CH3-CH2\\ —CH=CH-NH-COCH3

o COOCH,
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Patentkrayv )
' 1. Fremgangsmade til fremstilling af antibiotiske stoffer

kaldet PS-6 og PS-7 eller salte eller estere deraf med formlen

1
R 2
S-R -NH-CO-—CH3

CH4-CH- ___Q(
— 3 (1)

o/ COOR

hvor Rl betyder CH3, og R2 betyder -CHZ—CHz—, eller Rl betyder H,
og R2 betyder -CH=CH-, ©O¢ R3 betyder hydrogen, en saltdannende
kation, alkyl med 1-6 carbonatomer eller triphenylmethyl, k e n d e-
tegnet ved, at en stamme af arten Streptomyces sp. A271 dyr-
kes i et naringssubstrat, hvorp& de dannede antibiotika isoleres
fra det dyrkede materiale, og, om gnsket, en s&ledes vundet for-
bindelse med formlen (I), hvori R3 betyder hydrogen, omdannes til

" et salt deraf, eller en vundet forbindelse med formlen (I), hvori

R3 betyder hydrogen eller en saltdannende kation, esterificeres

3

til dannelse af en forbindelse med formlen (I), hvor R betyder

alkyl med 1-6 carbonatomer eller triphenylmethyl.
2. Fremgangsmidde ifglge krav 1, k ende tegnet ved,
at mikroorganismestammen er Streptomyces A271 (ATCC 31.358, FERM-P

nr. 3984).
3. -Fremgangsmdde ifglge krav 1, kendetegnet

ved, at dyrkningen gennemfgres ved en temperatur mellem 20 og 40°c
ved en pH-vaerdi mellem 4 og 9.
] 4, Fremgangsmdde ifglge krav 1 til fremstilling af en
forbindelse med formlen (I), hvori gt betyder CH3 og R2 betyder
_CHZ_CHZ_' kendetegnet ved, at dyrkningssubstratet
tilszttes et additiv valgt blandt aminosyrer og organiske syrer.
5. Fremgangsmdde ifglge kravd, kende tegnet
ved, at aminosyrerne er naturlige aminosyrer med 2-10 carbonatomer.
6. Fremgangsmide ifglge kravd, kende tegnet
ved, at aminosyren er valgt blandt valin og leucin.
7. Fremgangsmdde ifglge krav4, kende tegnet
ved, at de organiske syrer er aliphatiske carboxylsyrer med 2-10
carbonatomer.
8. Fremgangsméde ifglge kravd, k ende tegne t

ved, at den organiske syre er n-valerianesyre.

Fremdragne publikationer:
DK ans. nr. 1436/78 (PL § 2,2,3), (patent 144098).
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