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Menetelmd primysiiniantibioottikompleksin erottamiseksi

Tekninen alue

Kyseessd oleva keksint® koskee spesifistid kroma-
tografista mentelmd8 aikaisemmin eristé&midttédmien primysii-
nikomponenttien erottamiseksi primysiiniantibiootti-
kompleksista.

Keksinntn tausta

Primysiiniantibiootti voidaan saada kannan Termo-
polyspora galeriensis viljelmdstd, joka kanta kuuluu
Streptomycetaceae-lajeihin, sen valmistusta kdymisen avul-
la kuvaa HU-patenttijulkaisu nro 513 593.

Primysiini on makrolidityyppinen antibiocotti, joka
on identifoitu (J. Chem. Soc., Perkin I. sivu 816, 1974)
seuraavalla kaavalla:[5-[18-(a-D-arabinofuranosyylioksi)-
2-butyyli-3,7,11,15,19,21,23,25,27-nonahydroksi-4,16,32, -
34-tetrametyyli-1-okso-oksasykloheksatriakonta-16,32-dien-
35-yyli]-4-hydroksiheksyyli]guanidiniumsulfaatti.

Primysiini on tehokas antibiootti, jota voidaan
kdyttdd laajalti, se on ennen kaikkea tehokas gram-posi-
tiivisia bakteereita vastaan, mutta myds polyresistentte-
ja, ihmiselle patogeenisia kantoja vastaan. Resistenssii
ei ole vield kehittynyt sitsd vastaan.

Kyseessd olevien patentin hakijoiden suorittamat
aiemmat kokeet ovat jo viitanneet siihen, ett3 primysiini
ei ole homogeeninen aine. Kromatografian viimeaikainen
kehitys on tehnyt mahdolliseksi suorittaa primysiiniseok-
selle yksityiskohtaisempi, perusteellinen tutkimus.

Keksintbd koskeva yksityiskohtainen kuvaus

Keksinndén kohteena on menetelmd primysiinianti-
bioottikompleksin erottamiseksi komponenteiksi A, A, A,
¢, ¢, ¢, B, B, ja B,, jolloin primysiinin komponentil-
la A, (kinoprisiini) on kaava I
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S
NH, "NH

sen R, -arvo on 0,29 ja molekyylipaino on 1078, ja primy-
siinin komponentin A, (midoprisiini), komponentin A, homo-
login, R,-arvo on 0,31 ja sen molekyylipaino on 1092, ja
primysiinin komponentin A, (metiprisiini), komponentin A,
homologin, R,-arvo on 0,33 ja sen molekyylipaino on 1106,

ja primysiinin komponentilla C, (oksiprisiini) on kaava II

/uEE9\¢/N\/A;v/\\/L\/ﬁ\v)\¢/\\_
o “ N—gH
Z /
e e ] (11)
Me g QH OH CH OH OH
i
LI
i
NH, NH

sen R, -arvo on 0,35 ja sen molekyylipaino on 946, ja pri-
mysiinin komponentin C, (oksimiprisiini), komponentin C,
homologin, R,-arvo on 0,37 ja sen molekyylipaino on 960,
ja primysiinin komponentin C, (oksimetiprisiini), kompo-
nentin C, homologin, R,-arvo on 0,39 ja sen molekyylipai-
no on 974, ja primysiinin komponentilla B, (hydroprisiini)
on kaava III

CH CH HO
Me Ho

?BPn

(111)
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C

sen R, -arvo on 0,54 ja sen molekyylipaino on 930, ja pri-
mysiinin komponentin B, (hymiprisiini), komponentin B,
homologin, R,-arvo on 0,56 ja sen molekyylipaino on 944,
ja primysiinin komponentin B, (hymetiprisiini), komponen-
tin B, homologin, R,-arvo on 0,58 ja sen molekyylipaino
on 960.

Havaittiin, ettd kdymisen avulla saatu primysiini
kdsittdd kolme pddkomponenttia ja Kuusi sivukomponenttia.
Kyseessd olevan keksinntn mukainen menetelmd soveltuu n&i-
den komponenttien kvalitatiiviseen sek# mikropreparatii-
viseen erottamiseen. Havaittiin myds, ettd8 komponentit
lis&ddvdt toistensa vaikutusta, so. niilld on synergistista
aktiivisuutta.

Ponnistelut kohdistettiin Termopolyspora galerien-
sis -kannan valmistaman antibioottikompleksin eri kompo-
nenttien erottamiseen ja eristdmiseen. Testattiin useita
kromatografisia menetelmid ja havaittiin, etti ohutlevy-
kromatografia ja pylvdskromatografia ovat tehokkaimmat yl-
18 mainittuihin tarkoituksiin.

Ohutlevykromatografian (TLC) alalla kaupallisten
kromatografialevyjen kdyttd piihappogeelin ollessa adsor-
benttikerroksena ja t&m#n jidlkeen suurpaineohutkerroskro-
matografia sopivin liuotinjdrjestelmin antoi komponenttien
erottamisessa ylldttdvdn korkean resoluution.

Keksinndn mukaisen menetelm&n tunnusomaiset piir-
teet on kuvattu patenttivaatimuksen 1 tunnusmerkkiosassa.

Kyseessd olevan keksinndn mukaisen erotusmenetelmin
edullisen suoritusmuodon mukaisesti Thermopolyspora gale-
riensis -kannan huovastosta saadun rasvattoman, raa'an,
puolipuhtaan tai puhtaan tuotteen varastoliuosta pannaan
TLC-kromatografialevylle, kehitet##n, t&ten saadut t#plit
osoitetaan ja antibioottikompleksin p##komponentit ja/tai
sivukomponentit erotetaan.

Viljelyvdliaineesta kootun raa'an, puolipuhtaan tai
puhtaan tuotteen varastoliuoksen valmistamiseen kiytetdin
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alkoholien, joissa on 1-4 hiiliatomia, tai niiden seosten
vesiliuoksia, edullisesti etanoli:n-butanoli:vesiseosta
tilavuussuhteessa 25:25:50. Y114 mainitun seoksen avulla
valmistetaan 0,5 - 1 paino/tilavuus-%:inen liuos ja 50-200
Bg tutkittavaa ainetta asetetaan levylle.

Kyseessd olevissa kokeissa ensimmiiselld kerralla
kdytettiin kaupallista piihappogeelikromatografialevyd,
tyypilt#dsn Kieselgel 60 F,,, (koko: 20 x 20 cm, piihappo-
geelikerroksen paksuus: 0,2 mm). T&ll3 levylls testattiin
useita liuotinseoksia primysiiniseoksen parhaan erottumi-
sen saavuttamiseksi.

Paras erottuminen saavutetaan, kun kdytetty eluent-
ti koostuu halogenoidu(i)sta hiilivedy(i)st&, orgaani-
se(i)sta hapo(i)sta, alkoho(e)ista, vedestd ja edullisesti
aldehyd(e)ista.

Eluenttina voidaan k#ytt#di seuraavia liuottimia:
halogenoituja, alifaattisia hiilivetyj4 (esim. klorofor-
mia, dikloorimetaania), orgaanisia happoja, edullisesti
alifaattisia karboksyylihappoja, joissa on 1-4 hiiliatomia
(esim. muurahaishappoa, etikkahappoa), halogenoituja, ali-
faattisia karboksyylihappoja (esim. monokloori-, dikloori-
ja trikloorietikkahappoa, trifluorietikkahappoa), aromaat-
tisia karboksyylihappoja (esim. bentsoehappoa), orgaanisia
sulfonihappoja (esim. metaanisulfonihappoa, tolueenisulfo-
nihappoa), alkoholeja, edullisesti alifaattisia, suora-
tai haaraketjuisia alkoholeja, joissa on 1-10 hiiliatomia
(esim. metanolia, etanolia, n-butanolia, isopropanolia),
aldehydeji, edullisesti alifaattisia aldehydejd, joissa
on 1-4 hiiliatomia (esim. 36 % formaldehydid) tai niiden
vettd sisdltidvid seoksia.

Primysiiniantibioottikompleksin komponenttien erot-
tamiseen seuraava liuotinjirjestelmd osoittautui kaikkein
tehokkaimmaksi :

1. n-butanolin, j##etikan ja veden seoKsen
(60:10:30) ylempi kerros,
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II. n-butanolin, metanolin, j&d&etikan ja veden seos
75:2:8:15,

III. kloroformin, metanolin, j&#etikan ja veden
seoksen (45:30:15:20), alempi kerros,

IV. kloroformin, metanolin, muurahaishapon ja veden
seos 50:35:14:1,

V. kloroformin, metanolin, muurahaishapon, veden,
formaldehydin ja n-butanolin seos 130:53:6:9:3:3,

VI. kloroformin, metanolin, muurahaishapon, veden,
formaldehydin ja n-butanolin seos suhteessa
160:53:6:9:3:3,

VII. 15 paino-osaa monokloorietikkahappoa liuotet-
tuna kloroformin, metanolin, veden, formaldehydin ja n-bu-
tanolin seokseen, jonka seossuhde oli 125:53:9:3:3,

VIII. liuotinjérjestelmdn III, kloroformin ja meta-
nolin seos suhteessa 15:2:1.

Liuotinseoksilla I ja II on suurempi kapasiteetti,
kun taas liuotinseokset III, 1V, V, VI, VII ja VIII ovat
selektiivisempid ja kehitysaika on edullisesti lyhyempi,
mikd on edullista teollisten sarjakokeiden n#k&kulmasta.
Liuotinjdrjestelmat IV, V ja VI ovat kemiallisesti meta-
stabiileja, mika johtuu metyyliformiaatin muodostumisesta,
kun taas liuotin III on fysikaalisesti metastabiili. Iso-
termisten kdyriensd mukaisesti jdrjestelmadd IV voidaan
kdyttdd 16-24 tunnin kuluessa laskettuna sen valmistumi-
sesta, j8rjestelmid Vv, VI, VII ja VIII voidaan k#yttda
heti sen jdlkeen kun komponentit on lis#dtty toisiinsa, kun
taas jédrjestelmdd III voidaan s&ilytt&s yhden viikon ajan,
jos lis&téén 1-2 % metanolia. Liuotinjirjestelmidt 1V, V,
VI, VII ja VIII ovat edullisia. Eluentissa 1V voidaan so-
piva erottuminen saavuttaa, jos kehitys suoritetaan kah-
desti, kun antibioottikompleksin eri komponenttien R, -ar-
vot ovat hyvin samankaltaiset, kun taas jopa yksi kehitys
voi johtaa sopivaan erottumiseen, jos kdytetdsn liuotin-
jdrjestelmi& VvV, VI tai VII. Edullisimmat liuotinj&rjestel-
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mit ovat jiarjestelmdt v, VI, VII ja VIII. Liuotinta V voi-
daan kdyttaa ohutlevykromatografiaa varten normaaleille
kromatografialevyille, kun taas eluenttia VI voidaan kayt-
t44 HPTLC-levyille. Liuotinjédrjestelmd V1I soveltuu kyl-
liastetyille levyille ja liuotinseosta VIII kaytetddn edul-
lisesti Lobar-pylvadlle.

Primysiiniaineseoksen komponentit, jotka oli ero-
tettu ohutlevykromatografian avulla, voidaan ilmaista ke-
miallisin menetelmin ja/tai bioautografian avulla.

Kemialliseen ilmaisuun kaikista tehokkaimpia ovat
vanilliinirikkihappo, klooritoluidiini, fosfomolybdeeni-
happo, bentsidiini, muunnettu Sakaguchin reagenssi ja/tai
etanolia sisaltdva rikkihappo, jotka tunnetaan aiempien
tutkimusten perusteella ja/tai lamptkdsittely, jotka an-
tavat spesifisen, tunnusomaisen ja herk#n vdrireaktion.
Tdpldt voidaan paikantaa edullisesti upottamalla kehitys-
kromatografialevyt sopiviin reagensseihin ja kuivauksen
jdlkeen joissakin tapauksissa ne voidaan arvioida Shimad-
zudensitometrilla.

Bioautografinen kehitys suoritetaan seuraavalla ta-
valla:

Levy leikataan suikaleisiksi kohtisuoraan tdplien
sivua vastaan ohutlevykromatografian kehityksen sekd ke-
miallisen ilmaisun j&lkeen. T&11& valin valmistetaan agar-
levy ja ymp&taddn Bacillus subtilis ATCC 6633:1la. Leikattu
nauha painetaan agarlevylle, sen jalkeen kun tdplét on
merkitty vastakkaiselle puolelle tai kaistale leikataan
kohtisuoraan kahdeksi palaksi ja ainoastaan yksi palois-
ta painetaan agarlevylle. Tamin j4lkeen agarlevyjé inku-
boidaan 37°C:ssa 20-24 tunnin ajan. Termostaatista pois-
tettaessa voidaan hyvin havaita tdpléat, joissa bakteerit
eivat voineet kasvaa. T4pldt, joissa bakteereiden kasvu
oli inhibioitunut, voitiin identifioida suikaleen merkityn
vastakkaisen puolen perusteella, jos kidytetdsdn koko kais-
taa tai toisen nauhapuolikkaan perusteella, joka oli ase-
tettu alkuperdisen kaistan rinnalle.
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Y118 esitetyn menetelm#n valaisemiseksi kuviossa 1
esitetddn kuva ohutlevykromatografiasta, joka saatiin
liuvotinjédrjestelm#lls IV suoritetun kaksoiskehityksen jal-
keen. Eri tdplat, jotka saatiin eri viljelyvdliaineista
saatujen primysiinindytteiden kehityksen jidlkeen (t&plit
1-4) tukevat hyvin k#&sityst#, ettd primysiini on seos. Ku-
viossa voidaan n#hdd myds eristetyt p&#komponentit A , B
ja C, sekd kompleksin biocautogrammi.

Kun primysiiniseosta kehitetd4dn kerran liuotinjar-
jestelmdlls V, seos erottuu seuraaviksi komponenteiksi,
joita luonnehtivat suluissa esitetyt R, -arvot, A, (0,29),
A, (0,31), A, (0,33), c, (0,35), c, (0,37), C, (0,39), B,
(0,54), B, (0,56), B,
kin muita, pieni& tunnistamattomia komponentteja.

Erottumisen tehokkuutta voidaan lis#td kdyttémalla
HTPLC-levyd. Sitten kdytetdsn eluenttina liuotinjdrjestel-
mdd VI sopivan erottumisen aikaansaamiseksi.

(0,58). Voidaan havaita myds joita-

Samoin voidaan saada erinomainen erottuminen ai-
kaan, kun Kieselgel 60 F,,,
tddn sopivalla metallisuolalla, edullisesti k#dytet#sdn ho-
peasuolaa vaikeasti saatavissa olevan ja kalliin HPTLC-

-kromatografialevy kyllédste-

levyn sijaan. Kylldstyksen aikana kromatografialevy upote-
taan vesipitoiseen ja/tai orgaaniseen liuottimeen, esim.
metallisuolan asetonitriililiuokseen, edullisesti kadyte-
taan 20-%:ista vesiliuosta. Metallisuoloina voidaan kayt-
taa edullisesti hopeasuoloja, esim. hopeanitraattia, rau-
tasuoloja, esim. rauta(II)fosfaattia. Kyllistetyn kerrok-
sen pintakosteus kuivataan, t#m#n jdlkeen levy aktivoidaan
120°C:ssa tunnin ajan poistamalla valo. Kromatogrammin
kehitté&miseen liuotinjidrjestelmst V ja VI ovat erittdin
kdyttdkelpoisia myds tdssd tapauksessa, mutta paras erot-
tuminen voidaan saavuttaa, kun k#ytet##n liuotinjirjestel-
mdd VII. Erottumisen tehokkuus lis##ntyy tdssid jarjestel-
mdssd voimakkaasti siten, ett# yksityisten komponenttien
R, -arvojen ero lis#dintyy.
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Havaittiin, ettd primysiini on kolmen padkomponen-
tin (A,, B,, C,) sekd useamman sivukomponentin seos.

Yksityiset komponentit kiteytyvdt yhdessa liukoi-
suusolosuhteista riippuen. Antibioottikompleksin prosen-
tuaaliseen koostumukseen voidaan vaikuttaa muuttamalla
kdymisolosuhteita (elatusainetta, viljelyaikaa sekd lam-
pbtilaa, ilmastuksen astetta jne.).

Ohutlevykromatografian eluution etuja parannettiin
suorittamalla primysiiniseoksen preparatiivinen erottami-
nen pylviskromatografisella menetelmdllsd. Tutkittiin par-
titio- ja adsorptiokromatografiaa.

Kyseessd olevan keksinndn mukaisesti partitiopyl-
viskromatografinen erottaminen suoritetaan kayttdmalla
kiinteas kantaja-ainetta (Sephadex LH-20) sekd vastavirtaa
(pisaravastavirtakromatografiaa, jota edelleen nimitetddn
DCCC:ksi).

T4hin menetelm##n voidaan k#yttdsd samoja liuotin-
jarjestelmid kuin ohutlevykromatografiaan, so. kaksiker-
roksisia liuotinjdrjestelmis, jotka sisdltavat orgaanisia
happoja ja/tai kloorattuja hiilivetyja ja/tai alkanoleja,
joissa on 1-4 hiiliatomia ja/tai vettd. Liuotinjdrjestelma
I on edullinen (kiinte&faasiosuus), jossa kiintedd kanta-
ja-ainetta (Sephadex LH-20) turvotetaan kahden p&divan
ajan, t&min jalkeen se tdytetddn kromatografiapylvadseen
ja sit8 pest#dn n-butanolin, jasetikan ja veden seoksen
(30:10:60) alemmalla jakeella (liikkuva jae). Primysiini
liuotetaan liikkuvan ja kiintedn faasiosuuden seokseen
(suhde 20:1), suodatetaan lasisuodattimella ja pannaan
pylvdsseen. Alempaa, liikkuvaa jaetta kdytetdan eluentti-
na, edullisesti kdyttdmdlla peristalttista pumppua seka
kerssja4a. Jakeiden koostumusta ja puhtautta kontrolloidaan
ohutlevykromatografian avulla, erottumista tarkastellaan
ultraviolettivalossa 206 nm:ssd.

Jakeet, joilla on sama koostumus, yhdistetddn ja
niille suoritetaan tyhj®dtislaus ja saannot maidritetadn.
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Tuotteesta, joka on pantu pylvd#dseen, saadaan takaisin 90-
95 %.

Eluaatti, joka sis#ltdd padsdasiallisesti paddkompo-
nentteja A, , B, ja C,, puhdistetaan edelleen kromatogra-
fian avulla.

Komponentille A, suoritettiin kromatografia liuo-
tinjdrjestelmédllsd I, komponentti B, saatiin liuottimella,
joka sisdlsi bentseenid, n-butanolia, metanolia, jé#etik-
kaa sekd vettd, kun taas komponentti C, erotettiin DCCC-
menetelmdlld liuotinjdrjestelmdn avulla, joka koostui klo-
roformista, metanolista, j&detikasta ja vedesti.

Havaittiin, ettd primysiiniseoksen komponentit voi-
daan edullisimmin erottaa pylviskromatografian avulla lie-
vdan paineen alla kdyttdm#lld sopivaa piihappogeelipakkaus-
ta. Testattiin seuraavat pylvddt: piihappogeelipylvis,
jonka testaajat itse t&yttivit; kayttédn valmis Lobar-pyl-
vds (Merck), sopivalla metallisuolalla kyllistetylld
piihappogeelilld tdytetty pylvds (samalla tavoin kuin
ohutkerroskromatografialevy).

Erottumisen tehokkuus lis##ntyy voimakkaasti, jos
kdytetddn Lobar-pylvdstd tai t&m#n pylvaidn puuttuessa pyl-
vastd, joka on tdytetty kylldstetylld piihappogeelills,
pylvadn sijasta, joka on tdytetty puhtaalla piihappogee-
1i1l4a. vahéinen ylipaine (1,1 - 5,0 atm = 111,43 - 506,5
kPa) voi olla k&dyttdkelpoinen Lobar-pylv#in sek#d pylv&in
tapauksessa, joka on tdytetty kyllistetylld geelilli.

Kyllastyksen aikana piihappogeeli sekoitetaan sopi-
van metallisuolan kanssa, edullisesti se lietet&#n metal-
lisuolan liuokseen, joka on valmistettu orgaanisen liuot-
timen kanssa, t#@mdn j&lkeen liuotin valinnaisesti poiste-
taan ja kylldstettyd piihappogeelis voidaan kaytt&i pyl-
vaan pakkaukseen. Pylvds tdytet#dsn kyll#stetylld piihap-
pogeelilld, joka on lietetty orgaaniseen liuottimeen,
edullisesti halogenoituun, alifaattiseen hiilivetyyn
(esim. kloroformiin) ja tiivistet##n vdh&istd ylipainetta
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k4dyttden (1,1 - 2,5 atm = 111,43 + 253,25 kPa). Jos metal-
lisuolana k#ytetdsn hopeasuolaa, on toivottavaa suojata
pylvas valolta hopeasuolan pelkistymisen estimiseksi.

Erotettava primysiiniseos tai sen erotetut kompo-
nentit pannaan pylvédn pddhédn eluenttina k#ytettyyn liuo-
tinseokseen liuotettuna ja adsorboidaan vdh3isen ylipai-
neen avulla.

Erotettava aineseos voi olla teollinen primysiini-
sulfaatti tai muu primysiinisuola, edullisesti primysiini-
asetaatti tai primysiinin monoklooriasetaatti, joka on
valmistettu primysiinisulfaatista HU-patenttijulkaisun nro
257/84 mukaisesti.

Liuottimina voidaan kdyttaa liuotinjérjestelmia Vv,
Vi, VII ja VIII. Paras erottuminen voidaan saavuttaa, jos
Lobar-pylvdin eluointiin kdytetddn liuotinseosta V, VI tai
VIII, kun taas liuotinseos VII on edullisin metallisuolal-
la kyllastetylla piihappogeelilla tidytettyd pylvidsta
eluoitaessa.

Kootaan jakeet, joiden tilavuus on sama virtausno-
peuden ollessa vakio ja niiden koostumusta kontrolloidaan
ohutlevykromatografian avulla. Jakeet, jotka sisdltdvat
aineen, jolla on sama R, -arvo, yhdistetdén ja yksityiset
komponentit otetaan talteen liuotinsaostuksen avulla.

Pylvidskromatografian avulla suoritetun erottamisen
tuloksena eristettiin seuraavat komponentit:

A = kinoprisiini (R, = 0,29)

A, = midoprisiini (R, = 0,31)

A, = metiprisiini (R, = 0,33)

C, = oksiprisiini (R, = 0,35)

C, = oksimiprisiini (R, = 0,37)
C, = oksimetiprisiini (R, = 0,39)
B, = hidroprisiini (R, = 0,54)

B, = himiprisiini (R, = 0,56)

B, = himetiprisiini (R, = 0,58)

Erotetut komponentit tutkittiin ja saatiin seuraa-
vat tulokset:
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1. A, = kinoprisiini (R, = 0,29)

Molekyylipaino mitattuna massaspektrometrian (fast
atom bombardment, FAB-MS) avulla on 1078 (kuvio 3). Eris-
tetty komponentti A, havaittiin kemiallisesti yhdenmukai-
seksi analysoimalla se ohutlevykromatografialla ja FAB-
MS:n avulla. Sen rakennetta, joka on md&ritetty molekyyli-
painon, IR:n ja yksi- ja kaksidimensionaalisten !'H- ja
13 CNMR-spektrin perusteella, kuvaa kaavaa I.

HO M

i CH,OH
IH HO
0 il (1)

2. A, = midoprisiini (R, = 0,31) ja A, = metipri-
siini (R, = 0,33)

Molekyylipaino (FAB-MS) : 1092 ja 1106.

Molekyylipainon, kemiallisen menetelm&8n ja 'H seké
13CNMR -spektroskooppisten tutkimusten, jotka olivat yksi-
ja kaksidimensionaalisia, perusteella havaittiin, ettéd
komponentit A, ja A, ovat homologisia komponentin A, kans-
sa, A, :n sivuketju on metyleeniryhmdn verran pitempi, kun
taas A, :n sivuketju on etyleeniryhmén verran pitempi kuin
A, :n sivuketju.

3. C, = oksiprisiini (R, = 0,35)

Molekyylipaino: 946 (FAB-MS).

Y114 esitettyjen analyyttisten menetelmien perus-
teella yhdistettd C, voidaan kuvata seuraavalla kaavalla
II.

0 oM oH HO HO
/MEEB Me § ]
2
Q ]
- / °
] 1 (I1)
Me Me Me | I
_H OH OH OH OH OH
N
|
|
oH
BN
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Komponentin C, ja A, vdlinen ero on se, ettd sokeriosan
sijasta hydroksyyliryhma on sidottu hiiliatomiin asemassa
18.

4. C, = osimiprisiini (R, = 0,37) ja C, = oksime-
tiprisiini (R, = 0,39)

Molekyylipaino (FAB-MS): 960 ja 974.

Y114 esitettyjen analyyttisten menetelmien perus-
teella havaittiin, ettd kompnentin C, sivuketju on mety-
leeniryhmén verran pitempi, kun taas C,:n sivuketju on
etyleeniryhm&n verran pitempi kuin C, :n sivuketju.

5. B, = hydroprisiini (R, = 0,54)

Molekyylipaino (FAB-MS): 930.

Y113 esitettyjen analyyttisten menetelmien perus-
teella yhdiste voidaan kuvata kaavalla III.

(111)

OH @gH

OH OH OH

jossa sokeriosan sijasta on vety sidottu hiiliatomiin ase-
massa 18.

6. B, = hymiprisiini (R, = 0,56) ja B, = hymetipri-
siini (R, = 0,58)

Molekyylipaino (FAB-MS): 944 ja 960.

Y114 esitettyjen analyyttisten menetelmien perus-
teella havaittiin, ettd komponentin B, sivuketju on mety-
leeniryhmén verran pitempi ja komponentin B, sivuketju on
etyleeniryhmdn verran pitempi kuin B, :n sivuketju.

Tavalliset fysikaaliset vakiot (sulamispiste, alku-
aineanalyysi3 koskevat tiedot, optinen aktiivisuus, UV- ja
IR-spektri jne.) eivdt ole yksityisille yhdisteille luon-

teenomaisia. Esim. yksinkertaisten komponenttien sulamis-
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piste on 160-170°C, niiden seoksen sulamispiste on 167-
168°C. Alkuaineanalyysi# koskevat tulokset eivit mydskddn
ole yksityisille komponenteille luonteenomaisia, wvaikka
niilld on samanlainen rakenne, suuri molekyylipaino, siita
syystd erot alkuaineanalyysi# koskevissa tiedoissa ovat
mittausvirheen alueella. Pi#osa primysiiniseoksesta k#sit-
td8 komponentteja A, , B, sekd C,, sen t#hden niitd nimite-
taan pddkomponenteiksi. Muita komponentteja, joita on l4s-
nd vdhemmdssd md&drin, nimitetdsn sivukomponenteiksi.

Primysiinikomponentit eristettiin sulfaatin tai
muiden, sulfaatista eroavien suolojen, edullisesti asetaa-
tin tai monoklooriasetaatin muodossa, l&ht®daineena k#yte-
tyn primysiinin rakenteesta riippuen.

Eristettyjen primysiinikomponenttien sulfaattisuo-
lat voidaan muuttaa muiksi suoloiksi erilaisten orgaanis-
ten ja epdorgaanisten happojen avulla, kuten kuvataan HU-
pa tenttihakemuksessa nro 2571/84.

Primysiiniseoksen sekd kolmen sivukomponentin (A, ,
B, ja C,) mikrobienvastainen spektri esitet#d#n taulukossa
0 (ks. myShemmin sivulta 24). Taulukko sis#lti#i MIC-arvot
(pg/ml) ihmiselle patogeenisilli, polyresistenteilld kan-
noilla mitattuina. Erilaiset arvot tarkoittavat sitd, etta
kolme pd&komponenttia k#yttd3 mikrobienvastaista aktiivi-
suutta eri tavoin, ts. ne vaikuttavat mikro-organismin eri
kohtiin.

Havaittiin myts, ettd komponentit wvahvistavat
toistensa vaikutusta, so. niill3d on potensoivaa synergis-
mid. Pddkomponenttien synergistisen vaikutuksen ja olete-
tun erilaisen vaikutuskohdan perusteella voidaan saavut-
taa seuraavia, edullisia vaikutuksia komponenttien yhdis-
telmdd kdyttdmidlli:

1. Vaikuttamalla samanaikaisesti patogeenien meta-
boliaan eri kohdissa, "cid-vaikutus", ts. mikro-organis-
min tuhoaminen voidaan saavuttaa varmemmin, miki on edul-
lisempaa kuin staattinen vaikutus, ts. pelkk# mikro-orga-

nismien kasvun ehk#isy.
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2. Jos samanaikaisesti vaikutetaan metabolian eri
teihin, ei voi kehittyd resistenssid aktiivista ainesosa-
yhdistelm&8 kohtaan tai se kehittyy hitaasti.

3. Yksityisten komponenttien kdytettya midrssd voi-
daan huomattavasti vdhent#i. Siitd on etuna, etta haital-
liset sivuvaikutukset vdhenevdt tai h#dvidvdt tdydellises-
ti. Tama vaikutus on eritt&din edullinen terapeuttiselta
kannalta. Kun annetaan vdhemm&n aktiivista ainetta, kus-
tannukset my®s laskevat, mikd on edullista taloudelliselta
kannalta.

Synergistisessd koostumuksessa voidaan k&yttaa pri-
mysiinin p#&komponentteja (A;, B,, C, ) sekd sivukompo-
nentteja tai niiden johdannaisia, edullisesti suoloja.
Koostumus voi k#dsittdia kahta tai kolmea eri komponenttia.

Jos koostumuksessa kidytetddn kahta pd#dkomponenttia,
komponenttien painosuhde on alueella 5:95 - 25:75, kun
taas jos kdytetddn kolmea komponenttia, komponenttien pai-
nosuhde on alueella 4:3:3 - 7:1:2. Synergististen koostu-
musten edullisia suoritusmuotoja valaistaan seuraavin esi-
merkein, joissa on myds esitetty MIC-arvot, jotka on mi-
tattu kidyttédm&lld erilaisia mikro-organismikantoja seka
additiivisen ja synergistisen vaikutuksen aste. Termilla
*additiivinen vaikutus" tarkoitetaan, etta komponenttien
vaikutus summautuu, t&ten esimerkiksi lisiddmdlla yhden
komponentin MIC-arvon puolikas toisen komponentin MIC-ar-
von puolikkaaseen, saadaan kahden aktiivisen aineen yhdis-
telmdn MIC-arvo. Kun mikrobinvastainen aktiivisuus ylittéa
additiivisen vaikutuksen, joka johtuu komponenttien edul-
lisesta vuorovaikutuksesta, tulee n#kyviin potensoiva sy-
nergismi ja t&ten saatu vaikutus on synergistinen vaiku-
tus.

MIC-arvot mairitettiin Difco-Buillon-ravintoalus-
talla. Arviointi suoritettiin sen jalkeen, kun oli inku-
boitu 37°C:ssa 24 tunnin ajan ja ympdttiin 5¢10° itio-
t4/ml. Esimerkeissd 13-25, 197 tapausta selvidsti valaise-

vat, ettd koostumus, joka sisdltisd enemmidn aktiivisia ai-
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neosia, on aktiivisuudeltaan synergistinen, t&ten aktii-
visia aineita voidaan antaa vain osa tai pieni osa alku-
perdisestd mé&rdstd, jotta saavutetaan sama vaikutus.

Keksinndn mukaisesti saatuja primysiinikomponent-
teja voidaan antaa yksin##n tai toistensa kanssa sekoitet-
tuina, valinnaisesti yhdess& muiden farmaseuttisesti ak-
tiivisten ainesten kanssa. Niit4 voidaan antaa yksin8éan,
mutta yleensd niitd annetaan farmaseuttisen kantaja-aineen
kanssa, joka valitaan annostelutavan ja farmaseuttisen
normaalikdytdnnén perusteella. Aktiivista ainetta voidaan
antaa kiinteind annosmuotoina, kuten esimerkiksi kapselei-
na, tabletteina, rakeina, per#puikkoina, puolikiinte#ssa
muodossa, kuten esimerkiksi voiteina tai geelein# tai nes-
temdisind annosmuotoina, kuten esimerkiksi injektoitavina
liuoksina, suspensioina tai siirappeina. Edullisia annos-
muotoja ovat geelit, voiteet, kirurgiset ihojauheet, ruis-
keet, suspensiot ja jauheampulli-liuotinampulli-yhdistel-
mat.

Koostumuksia voidaan antaa suun kautta, parente-
raalisesti, per#daukon kautta tai paikallisesti (esim. voi-
teet). Ne sisdltdvidt tavallisia farmaseuttisia kantaja-
aineita (esim. magnesiumkarbonaattia, magnesiumstearaat-
tia, tdrkkelystd, talkkia, vettd Jjne) tai uusia kantaja-
aineita, esim. syklodekstriinii ja valinnaisia tdyteainei-
ta, hajottavia aineita, emulgoimisaineita jne.

Suun kautta suoritettavaan antamiseen sopivia
annosmuotoja ovat esimerkiksi tabletit, rakeet ja kapse-
lit. Synergistisi8 koostumuksia, Jjotka sisdltdvidt enemmin
aktiivista ainetta, voidaan kdytt&8 mydSs eldinl&skinnil-
lisessd kdytYssd, esim. rehuun sekoitetun nesteen muodos-
sa. Parenteraaliseen annosteluun sopivat annosmuodot voi-
vat olla vesiemulsioita, liuoksia tai suspensioita. Iho-
jauheita, voiteita, vesi- tai 8ljyemulsioita tai siteita,
jotka on kyll&stetty n#illi emulsioilla tai suspensioita
tai ruiskeita voidaan k&ytt#a paikalliseen antamiseen.
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Kyseessd olevaa keksint#d valaistaan seuraavin esi-
merkein, jotka eivédt rajoita keksintdad.
Esimerkki 1

Primysiinin erottaminen Kieselgel-ohutlevykromato-
grafian avulla kaksinkertaista kehitystd kdyttden

0,5-%:inen liuos primysiinikompleksia valmistetaan
seokseen, jossa on n-butanolia, etanolia ja vettd tai me-
tanolia suhteessa 1:1:2. 10 pl (50 pg aktiivista ainetta)
liuosta tiputetaan Kieselgel-levyille (DC muovikalvo, Kie-
selgel 60 F,,, tai DC-alumiinikalvo Kieselgel 60, jotka
Merck on valmistanut, kerrosvahvuus: 0,2 mm). Kdytetddn
liuotinjérjestelmds IV eluenttina, kromatogrammi kehite-
t44n 16 cm:n etdisyydelle. Kehitys toistetaan. Tadpladt teh-
diin ndkyviksi vérireaktion avulla ja arviointi suorite-
taan densitometrin avulla 590 nm:ss#d. Biologinen aktiivi-
suus ilmaistaan bioautografisella pitoisuusmédrityksella.

Viljelyalustan koostumus, jota kaytetddn bioauto-

grafisessa pitoisuusmddrityksessd, on seuraava:

Lihauute (Difco) 3 g
Bacto-peptoni (Difco) 549
Natriumkloridi 5g
Dinatriumvetyfosfaatti 10 g
Kaliumdivetyfosfaatti lg
Bacto-agar (Difco) 18 g
Tislattu vesi 1 000 ml:ksi

Vviljelyalustaa inkuboidaan 121°C:ssa, jonka jdlkeen
pH s##detasdn 8,0:ksi. 130 ml viljelyalustaa, jonka 13mpd-
tila on 53°C, taytetddn steriileihin lasimaljoihin (18 x
25 cm) ja Bacillus subtilis ATCC 6633:n itidsuspensiota
1is#tasn suhteessa 1:2 000. Kromatogrammista leikataan 5
mm:n levyiset kaistaleet, kuivataan liuottimen suhteen ja
asetetaan agarlevyn pinnalle seka inkuboidaan 18-24 tunnin
ajan 37°C:n l&mp&tilassa.

Esimerkki 2

Primysiiniseoksen erottaminen Kieselgelilld yksin-
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kertaista ohutlevykromatografista kehitystd kayttdmslla

Noudatetaan esimerkin 1 mukaista menetelm#i, paitsi
ettd liuotinseosta V kdytetdin eluenttina, sen t#hden
kehitys suoritetaan kerran.

Esimerkki 3

Primysiiniseoksen erottaminen HPTLC-levyll#d yksin-
kertaista kehitystd k3yttden

4 pl (20 pg aktiivista ainetta) 0,5-%:ista liuos-

ta, joka on valmistettu esimerkin 1 mukaisesti, pannaan
HPTLC (Merck) levylle ja kehitet#dn 18 cm:n etdisyydelle.
Muut vaiheet ovat samat kuin esimerkissa 1.

Esimerkki 4

Primysiiniseoksen erottaminen kyll&stetylld Kiesel-
gel-levylld yksinkertaista kehitystd k#yttden
Noudatetaan esimerkin 1 mukaista menetelm#d, paitsi
ettd kehitykseen k#ytet#sn liuotinseosta VII ja Kieselgel
60 F,,,-levy impregnoidaan metallisuolalla, t#ssd yhtey-
dess8 edelld kuvatun menetelm#n mukaisesti.
Muut vaiheet ovat samat kuin on kuvattu esimerkis-
sd 1.
Esimerkki 5
Primysiiniseoksen erottaminen preparatiivisella

ohut levykromatografisella levyll#a

2 ml 1-%:ista tutkittavan ndytteen liuosta pannaan
PSC-valmislevylle, Kieselgel 60 F,., (Merck). Levyja kehi-
tetdan liuotinjérjestelm&lld IV useita kertoja. Jos 3-3
cm:n levyinen suikale, joka on asetettu lasilevyjen oi-
kealle ja vasemmalle sivulle, upotetaan esikuumennettuun
Sakaguchin reagenssiin, t#dpl&t tulevat nakyviin kirkkaan-
punaisina tdplind huoneen l&mpdtilassa. Erilliset jakeet
raaputetaan ja eluoidaan mikroperkolaatiosuppilossa 10-
%$:isella etikkahappoisella metanolilla, kunnes ei havaita
mitd8n reaktiota rikkihappoista vanilliinia lis&tt#dessi.
Eluaatti tislataan tyhjdssd, kuiva j4#nnSs liuotetaan
livotinjérjestelmddn I ja uutetaan viidesosatilavuudella
tislattua vettd useita kertoja.
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Antibioottikomponentit ovat ylemmassa kerroksessa,
kun taas "kuolleen painon kerros" ("layer dead weight")
on alemmassa jakeessa. Ylempdd jaetta haihduttamalla saa-
dut komponentit puhdistetaan edelleen esimerkin 1 menetel-
mi#n mukaisesti.

Esimerkki 6

Primysiinin "A"-komponenttien erottaminen partitio-

pylvdskromatografian avulla

Kidytetty liuotinjdrjestelma:
kiintedfaasiosuus: liuotinjérjestelmd I
liikkuva faasi: n-butanolin, j&#etikan ja veden seok-

sen (suhteessa 30:10:60) alempi jae

Pylvd&n valmistus:

720 g Sephadex LH-20 geelid turvotetaan 3 l:ssa
liuvotinjérjestelmdd I yhden paivéan ajan. Suspensio tayte-
t44an kromatografiapylvddseen (58 x 1 150 mm), annetaan
laskeutua, tam#n jdlkeen se pestddn 1,5 1l:1la liikkuvaa
jaetta.

Kromatografinen menetelma:

2 g primysiinid liuotetaan seokseen, jossa on 300
ml liikkuvaa jaetta ja 15 ml kiinteafaasiosuutta, liuotin
suodatetaan ja pannaan pylvadseen. Eluointi suoritetaan
1iikkuvan faasin avulla virtausnopeudella 50-60 pisaraa
minuutissa.

Yleensi kootaan jakeet, jotka ovat tilavuudeltaan
17 ml (= 800 pisaraa) ja eluointia jatketaan, kunnes saa-
daan 300-400 jaetta.

Kiintedfaasista Sephadex LH-20 -pylvasta voidaan
kadyttasa 3-4 kertaa, jos faasi vaihdetaan. Geeli voidaan
regeneroida seuraavasti: se lietetddn asetoniin, suodate-
taan, palautusjddhdytet&sn kahden tunnin ajan siten, etta
asetonia on hdyrytilassa, t8mdn jdlkeen se kuivataan. Eri
jakeissa olevat aineet identifioidaan ohutlevykromatogra-
fian ja UV-spektroskopian avulla.
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Komponenttien eristidminen:

Jakeet, joiden havaitaan sis&lt4vin samaa ainetta
analyysitulosten (UV ja TLC) perusteella, yhdistet#din.
Jdannds, joka saadaan liuottimen haihduttamisen j&lkeen,
liuotetaan metanolin ja bentseenin seokseen, jonka suhde
on 2:1 ja se haihdutetaan j#lleen.

Tdten saadaan 743 mg komponenttien A seosta sekéd
570 mg seosjaetta, joka sis#ltd8 komponentteja A seki C.
B-komponentit ja#vét pylvidseen téssd jirjestelméssd, ne
voidaan liuottaa liuotinjdrjestelm&lli I, jolloin saadaan
480 mg komponenttia B. A-komponenttiseoksen lis&kromato
grafia yll4d mainituissa olosuhteissa antaa p&dkomponentin
A

1 » jonka puhtaus on suurempi kuin 98 $%.

Esimerkki 7
Primysiinin B-komponenttien erottaminen partitio-

pylvdskromatografian avulla
Komponentit B, jotka on saatu esimerkissid 6 kuva-
tulla tavalla, puhdistetaan edelleen yll3 kuvatun kromato-
grafisen menetelmén avulla, paitsi ettd eluenttina ki#yte-
tdaan ns. "B-selektiivist4" liuotinjirjestelm#i. Tdten voi-
daan saada p&dkomponentti B, , jonka puhtaus on suurempi
kuin 96 %.
"B-selektiivisen" liuotinjidrjestelmdn koostumus on
seuraava:
liikkumaton faasi: bentseenin, n-butanolin, metanoli-j&a-
etikkahapon, veden seoksen (suhteessa
1:41:10:5:43) ylempi jae,
liikkuva faasi: bentseenin, n-butanolin, metanolin,
jdsdetikkahapon ja veden seoksen (suh-
teessa 1:24:10:5:60) alempi jae.
Esimerkki 8
Primysiinin komponenttien erottaminen DCCC:1148 (pi-

sara-vastavirtakromatografia)
Esimerkissd 6 saadut, sekoitetut jakeet puhdiste-
taan edelleen DCC:114.
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Liuotinjérjestelmd on seuraava:

liikkumaton faasi: kloroformin, metanolin, j&#etikan ja
veden seoksen (suhteessa 26:39:9:26)
alempi jae,

liikkuva faasi: saman seoksen ylempi kerros.

Eluointi:

Liuotinjirjestelm#s sekoitetaan kahden tunnin ajan,
se j4tet#dsn seisomaan 16 tunniksi ja faasit erotetaan.
DCCC-instrumentti (sisidl8pimitta = 2,0 mm, 300 putkea)
tiytetddn alemmalla jakeella (stationsirifaasilla). 130
mg tutkittavaa ainetta liuotetaan 12 ml:aan ylempdd faasia
(liikkuvaa faasia), suodatetaan ja pumpataan s8iliddn.
Eluointi suoritetaan ylemm&n faasin avulla kdyttden
172,2 - 182,3 kPa:n (1,7 - 1,8 atm) ylipainetta, virtaus-
nopeutta 15 ml/h ja kootaan jakeet, joiden tilavuus on 3,7
ml (= 220 pisaraa). Tdten saadaan pd&komponentti C,, jonka
puhtaus on 90 %.

Esimerkki 9

Primysiinin komponenttien erottaminen adsorptiopyl-
viaskromatografian avulla piihappogeelilld, joka on kyllas-
tetty metallisuolalla

Pylvdan valmistaminen:

Liuokseen, jossa on 40 g hopeanitraattia ja 500 ml
asetonitriilis, lietet#8n 200 g Kieselgel HF,,,-piihappo-
geeli#, t#mdn jilkeen liuotin haihdutetaan tyhjéssd. Kyl-
l4dstetty piihappogeeli lietet&d&n 500 ml:aan kloformia ja
tdytetdsn kromatografiapylvédseen. Laskeutumisen ja tii-
vistidmisen edistimiseksi kadytet#in vahdistd ylipainetta
(101,3 - 153,3 kPa, 1,1 - 2,5 atm), kunnes pakkauskerrok-
sen korkeus alenee. Valosta johtuvan hopeanitraatin pel-
kistymisen vdlttémiseksi pylvds peitetddn alumiinifoliol-
la.

Kromatografinen menetelma:

400 mg primysiinid liuotetaan 12 ml:aan liuvuotinjar-

jestelm#d VII, joka on juuri valmistettua. Liuos adsorboi-
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daan vdhdisen ylipaineen alla (101,3 kPa = 1,1 atm) pak-
kauskerrokseen. 30 ml eluenttia (liuotinjdrjestelmd VII)
pannaan pakkauksen péddlle ja eluointi aloitetaan virtaus-
nopeudella 1,1 ml/min, 152 -253,3 kPa:n (1,5 - 2,5 atm)
suuruisen ylipaineen alla.

Toiminta:

Fraktioitavat aineet identifioidaan ohutlevykroma-
tografian avulla. 10 pl kutakin jaetta pannaan Kieselgel
60 F,,, (Merck) -levyjen aloituskohtiin ja kehitetd#n 16
cm:n etdisyydelle liuotinjarjestelmd&lld V. T&pl&dt paikan-
netaan kehittdmdlld klooritolidiinireagenssilla ja/tai
rikkihapolla ja/tai l&mpokédsittelylld kylmdssd ilmassa
suoritetun kuivauksen jidlkeen.

Samaa ainetta sisdltdvdt jakeet yhdistet&dn ja pri-
mysiinikomponentti saostetaan lisdidmdllsd eetterid. Saos-
tettu kiinted aine poistetaan suodattamalla ja se pestdin
vdhdiselld m88rdlla asetonitriilid ja eetterid. J&&nnds
liuotetaan n-butanolin, etikkahapon ja veden seoksen (suh-
de 4:1:5) y!empdidn kerrokseen ja pestdidn kolme kertaa 5
ml:lla vettd. Liuotin haihdutetaan aineesta, joka on ero-
tetussa ylemmdssd Kerroksessa tyhjtssd, jd&nnds hierretdsn
kuivana eetterin kanssa, suodatetaan ja kuivataan tyhjds-
sd.

Tdten saadaan

135 mg komponenttia A, = kinoprisiinii,

30 mg komponenttia A, = midoprisiinii,
metiprisiinid,
20 mg komponenttia C, = oksiprisiinii,

40 mg komponenttia A,

20 mg komponenttia B, = hydroprisiinid
Huomautus: valolta suojatussa pylvddssd olevan ho-
peanitraatin pddosa voidaan saada takaisin pesemillsd ase-
tonitriililld ja k&ytt&d uudelleen.
Esimerkki 10
Primysiinin komponenttien erottaminen absorptiopyl-

vdskromatografian avulla valmiissa Lobar-pylviisséi
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Kiytetty pylvds:

Lobar C (Merck) -pylvds, joka on t4ytetty LiChro-
prepills, edullisesti kaksi pylvidstd tai useampia yhteen-
liitettyina.

Kromatografinen menetelmd:

Noudatetaan esimerkkid 9, paitsi etta eluenttina
kdytetdédn liuotinjirjestelmsas VIII. 3 400 mg primysiinia
l1iuotetaan 40 ml:aan liuotinjiérjestelmas VIII, tamaén jal-
keen ta&md liuos pannaan pylvdsjarjestelman huipulle, joka
jarjestelmd sisdltada nelji pylvastd sarjaan kytkettyind.

Tytskentely:

Jakeet, jotka sisdltavat samoja aineita, yhdiste-
tasn, lis&atdsn n-butanolia m&ara, joka vastaa 10 % jakei-
den kokonaistilavuudesta ja liuokset haihdutetaan tyhjos-
s4 maksimaalisessa 45°C:n l&mpdtilassa. Kiinted jaannds
jauhetaan kuivana eetterin kanssa ja suodatetaan.

T4ten saadaan

1 100 mg komponenttia A, = kinoprisiinia,

110 mg komponenttia A, = midoprisiinia,

80 mg komponenttia A, = metiprisiinia,
110 mg komponenttia C, = oksiprisiiniid,

20 mg komponenttia C, = oksimiprisiinig,
15 mg komponenttia C, = oksimetiprisiinia,
150 mg komponenttia B, = hydroprisiinia,

50 mg komponenttia B, = hymiprisiinid,

40 mg komponenttia B, = hymetiprisiinia.

Esimerkki 11

Primysiinin komponenttien sul faattisuolojen valmis-
tus

Noudatetaan esimerkin 10 mukaista menetelmdd, pait-
si etta yhdistettyihin jakeisiin lis&taan 5 ml metanolia
ja 0,3 ml 1N rikkihappoa. Saostamista tiydennetdsn lisd&-
mallsd 300 ml eetterid.

Taten saadaan esimerkin 10 mukaisia primysiinikom-

ponentteja sulfaattisuolan muodossa.
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Esimerkki 12

Primysiinikomponenttien suolojen, muiden kuin sul-
faattisuolojen valmistus

Primysiinin komponenttien sulfaattisuoloista val-
mistetaan muita suoloja, jotka eivit ole sulfaattisuoloja,
lis48mdlld bariumsuoloja HU-patenttihakemuksen nro 2571/84
mukaisesti.

Tdten saadaan primysiinikomponenttien suoloja, jot-
ka eivit ole sulfaattisuoloja, esimerkiksi formiaatin,
asetaatin, monoklooriasetaatin, oksalaatin, bentsoaatin,
tosylaatin, perkloraatin, kloridin jne. muodossa.

Primysiinikompleksin ja sen komponenttien mikro-
bienvastainen aktiivisuus tutkitaan erilaisilla mikro-or-

ganismikannoilla. Tulokset esitet#&n taulukossa O.
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Primysiinin pddkomponenttien mikrobienvastainen

spektri

(Ymppdys: 5 X 105/ml, inkubointi 37°C:ssa 24 tun-
nin ajan)

Thmiselle patogeeniset, polyre- MIZ, / ua/ml/

gsistentit kannat

Piikompomentit

-~

10.
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.;
20.
21.
22.
23.
24
25.
26.
27 .

<

28.

o U W D

\\\\\\\\

Staphylococcus aureus CCM.885. 0,25 0,075 0,5
Staphylococcus aureus D3M.20231 0,0% 0,05 0,1
Staphylococcus aureus CCM.2317. GC,25 0,05 0,1
Staphylococcus aureus CCM.2326. 0,25 c,05 0,25
Staphylococcus aureus CCM.2514 0,25 0,05 O,l
Staphylococcus aureus CCM.2515. 0,25 0,025 0,1
Staphylococcus epidermidis 0,75 0,025 0,25
CCM.2271
Staphylococcus aureus Smith 0,25 0,05 0,5
Streptococcus faecalis CCM.1875. 2,5 0,75 2,5
Streptococcus agalactiae CCM.5153. 0,75 0,075 C,5
Streptococcus agalactiae CCM.5534. 1,0 0,25 l,O
Streptococcus disgalactiae ATTC.9926 2,5 0,5 2¢5
Bacillus subtilis ATTC.6633. 0,25 0,025 O,l
Bacillus cereus CCM.2010. 0,25 0,025 0,25
Bacillus licheniformis ceM.218z. 0,25 0,025 0,25

Bacillus licheniformis

Eacillus subtilis

cCM.2205. 0,25 0,025 0,2
coM.1718. 0,25 0,05 O

Listeria monucvtogenes CCM.5576. ¢,5 0,075 0,
Micrococcus flavus ATCC.10240. 0,075 0,01 0,05
Micrococcus luteus DSM.2002C. ©,05 0,01 0,075
Sporcsarcina ureae DSM. 317 0,025 0,01 0,025
pseudomonas aeruginosa CCM.1960. 25 25 25
Pseudomenas fluorescens CCM.2115. 25 25 2%
Peeudcmonas acidcverans CCM.283 25 25 5
Protcus vulgaris CCM.1795. 50 50 50
Shigella sonnel CCM.1373. 50 50 50
Salmonella typhimurium CCM.5445. 50 50 50
Escherichia colil DSI.30038. 50 50 50
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Taulukko 0/a

Primysiiniantibioottikompleksin mikrobienvastainen
spektri ihmiselle patogeenisid mikro-organismikantoja koh-
taan

Kannat MIC / /ug/ml /

1./ Bacillus subtilis ATCC.6633. 0,02
2./ Bacillus subtilis CCM.1718 0,1
3./ Bacillus cereus CCM.2010 0,1
4./ Bacillus licheniformis ccM.e2l82 0,075
5./ Bacillus licheniformis CCM.2205 0,075
6./ Staphylcococcus aureus CcCcM.885. 0,25
7./ Staphylococcus aureus CCM.2317 0,1
8./ Staphylcococcus aureus CCM.2514 0,25
9./ Staphylococcus aureus CCM.2515 0,25
10./ Streptococcus faecalis CCM.1875 0,5
11./ Streptococcus agalactiaz CCM.5534. 0,5
12./ Streptococcus dysgalactiae CCM.5548. 0,5
13./ Streptococcus agalactiae CCM.5153. 0,5
14./ Mycobacterium tuberculosis ;{yp—hu H37Rv. 0,05
15./ Mycobacterium tuberculosis " hdrén E5 0,8-1,0
16./ Mycobacterium tuberculosis €07 0,5
17./ Micrococcus flavus ATCC.10240 0,075
18./ Pseudomonas aeruginosa CCM.1960. 25
19./ Pseudomonas fluorescens CCM.2115. 25
20./ Pseudomonas acidoverans CCM.283. 25
21./ Pseudomonas pictorum CCM.284 10
22./ Proteus vulgaris CCM.1799. 25
23./ Shigella sonnel CCM.1373. 25

o4 ./ Salmonella typhi-murium CCM.5445. 50
25./ Salmonella cholerae-sus Inst. CCM.5438 50

Pasteur-kanta
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Taulukko 0/a (jatkoa)

Kannat MIC / /ug/ml /

26./ Escherichia coli DSM. 30038 50
27./ Escherichia haemolyticus CCM.5863 50
28./ Escherichia coli /ATCCl1775, CCM.5172 50

cystitis/
29./ Escherichia coli lysegenic, CCM.180 50

colicinogenic
30./ Escherichia coli ' OTKI.17963 25
31./ Escherichia coli OTKI.23473 50
32./ Klebsiella pneumoniae CCM.1848 50
33./ Serratia Marcescens CCM.303 25
34,/ Pasteurella multocida CCM.5419 25
35./ Vibrio parahaemolyticus CCM.5938 25
36./ Candida albicans CBS.562 25
37./ Candida tropicalis CBS.433 25
38./ Candida pseudotropicalis 372 5
39./ Candida krusei K-47 10
40./ Cryptococcus neoformans K-16 5
41./ Saccharomyces cerevisiae OKI.1282 10

Seuraavassa on kuvattu keksinn&n mukaisella menetel-
mill3 saatuja primysiinikomponentteja sisdltévia synergis-
tisid koostumuksia:

Synergistinen koostumus nro I:

n (komponenttien lukumddrd) = 2

komponenttien suhde A;:B; = 75:25

Tulokset esitetdin yhteenvetona taulukossa I.

Taulukon selitys:

Pylvds I: komponentin A; MIC-arvo (pg/ml),

Pylvds II: komponentin Bq MIC-arvo,

Pylvds III: komponentteja A; ja Bg sisdltdvdn koos-
tumuksen MIC-arvo,

Pylvds IV: koostumukseen sisdltyvan Aj:n mddrd suh-

teessa Al:n MIC-arvoon (%),
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Pylvds V: koostumukseen sisdltyvédn B, :n mddrd suh-

1

teessa B, :n MIC-arvoon (%),

P;lvés VI: (IV + V)/n,

Pylvds VII: mikrobienvastaisen aktiivisuuden addi-
tiivinen osuus (IV + V),

Pylvds VIII: mikrobienvastaisen aktiivisuuden syner-

gistinen osuus (100 % - VII).

Taulukko I
Tutkittujen Kokeelliset tulokset
kantojen
merkki I II I1I v ' VI VII VIII
1 0,25 0,5 0,2 60 10 35 70 30
0,25 0,1 0,06 18 15 16.5 33 67
8 0,25 O,5 0,2 60 10 35 70 30
10 0,75 0,5 0,4 40 20 30 60 40
11 1 1 0,8 60 20 35 80 20
12 2,5 2,5 1 30 10 20 40 60
13 0,25 O’l 0,08 24 20 22 44 56
14 0,25 0,25 O,l 30 10 20 40 60
15 0,25 0,25 0,08 24 8 16 32 68
16 0,25 0,25 0,08 24 8 16 32 68
17 0,25 0,25 0,0S 12 5 8,5 17 83
18 0,5 0,25 0,2 30 20 25 50 50
19 0,075 0,05 0,02 20 10 15 30 70

Synergistinen koostumus nro II:

n =2

komponenttien suhde: A1:B1 = 50:5

Koostumuksen mikrobienvastainen aktiivisuus esite-

tddn yhteenvetona taulukossa II
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Taulukko II

Tutkittujen

kantojen r 11 IIr IV v VI VIT VIII

merkki
1 0,25 0,5 0,2 40 20 30 60 40
4 0,25 0,25 0,08 16 16 16 32 68
5 0,25 0,1 0,08 16 40 28 56 44
6 0,25 O,l O’OQ 8 20 14 28 72
7 0,75 0,25 0,06 4 12 8 16 84
8 0'25 0,5 0,2 40 20 30 60 40
9 2,5 2,5 1 20 20 20 40 60
10 0,75 O|5 0,08 5,3 8 6,6 13,3 86,17
11 1 1 0,6 30 30 30 60 40
12 2,5 2,5 0,8 16 16 16 32 68
13 0,25 0,1 0,08 16 40 28 56 44
14 0,25 0,25 O,l 20 20 20 40 60
15 0,25 0,25 0,06 12 12 12 24 76
16 0,25 0,25 0,06 12 12 12 24 76
17 0,25 0,25 0,0S 10 10 10 20 80
19 0,075 0,05 0,03 20 30 25 50 50
20 0,05 0,075 0,03 30 20 25 50 50

Synergistinen koostumus nro III:

n = 2

komponenttien suhde: A1:B1 = 25:75

Mikrobienvastaisen aktiivisuuden kokeelliset tulok-

set esitetdin yhteenvetona taulukossa III. (Lyhennykset

ovat samat kuin taulukossa I.)
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Taulukko III

Tutkittujen
kantojen I II III Iv V VI VII VIII
merkki
5
1 0,25 0,5 0,2 20 30 25 50 50
4 0,25 0,25 0,1 25 30 27,5 55 45
6 0,25 0,1 0,03 3 22,5 11,7 25,5 14,5
7 0,75 0,25 0,1 3,3 30 16,7 33,3 66,7
10 8 0,25 0,5 0,2 20 30 25 50 50
9 2,5 2,5 1 10 30 20 40 60
10 0,75 0,5 0,2 6,7 30 18,4 36,7 63,3
11 1 1 0,6 15 45 30 60 40
13 0,25 0,1 0,05 5 37,5 21,2 42,5 57,5
15 14 0,25 0,25 0,1 10 30 20 40 60
15 0,25 0,25 0,08 8 24 16 32 68
16 0,25 0,25 0,08 8 24 16 32 68
17 0,25 0,25 0,06 10 18 12 24 76
19 0,075 0,05 0,03 10 45 27,5 55 45
20 20 0,05 0,075 0,03 15 30 22,545 55
Synergistinen koostumus nro IV:
25 n =2

komponenttien suhde: A1:C1 = 75:25

Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta koske-
vat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa IV. (lyhen-
nykset ovat samat kuin esimerkissd 13, paitsi ettd kompo-

309 nhenttia <, kdytetddn B1:n asemesta.)
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Taulukko IV

Tutkittujen

kantojen I 11 111 v vi VII  VIII

merkki
1 0,25 0,075 0,03 g 10 9,5 19 31
2 0,05 0,05 0,03 45 15 30 60 40
3 0,25 0,05 0,02 6 10 8 16 84
4 0,25 0,05 0,03 g 15 12 24 76
5 0,25 0,05 0,04 12 20 16 32 68
6 0,25 0,025 0,02 6 20 13 26 74
7 0,75 0,025 0,01 1 10 5,5 11 89
8 0,25 0,05 0,01 3 5 &4 8 92
9 2,5 0,75 0,8 24 26,6 25,3 50,6 49,4
10 0,75 0,075 0,03 3 10 6,5 13 87
11 1 0,25 0,2 15 20 17,5 35 65
12 2,5 0,5 0,4 12 20 16 32 68
13 0,25 0,025 0,02 6 20 13 26 T4
14 0,25 0,025 0,03 9 20 13 26 T4
15 0,25 0,025 0,03 9 30 19,5 39 61
16 0,25 0,025 0,03 9 30 19,5 39 61
17 0,25 0,05 0,03 9 15 12 24 76
18 0,5 0,075 0,06 g 20 14,5 29 71
19 0,0750,01 0,02 20 50 35 70 30
20 0,05 0,01 0,02 30 50 40 80 20

Synergistinen koostumus nro Ve

n = 2

komponenttien suhde: AZ:C1 = 50:50

Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-
kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa V. (Ly-
hennykset ovat samat kuin esimerkissi 13, paitsi ettd kdy-

tetddn komponenttia C, komponentin B, asemasta.)
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Taulukko V
Egitégzgjen II III IV Y VI VII VIII
merkki

1 0,25 0,075 0,04 8 26,6 17,3 34,6 63.4

2 0,05 0,05 0,02 20 20 20 40 60

3 0,25 0,05 0,02 4 20 12 24 76

4 0,25 0,05 0}02 4 20 12 24 76

5 0,25 0,05 0,02 4 20 12 24 76

6 0,25 0,025 0,01 2 20 11 22 78
7 0’75 0,025 0,02 1,3 40 20,6 41,3 58,7

8 0,25 0,05 0,01 2 10 12 88
10 0,75 0,075 0,02 1,3 13,3 7,3 14,6 83,4

12 2,5 0,5 0,6 12 60 36 72 28

13 0,25 0,025 0,02 4 40 22 L4 56

14 0,25 0,025 0,02 4 40 22 44 56

15 0,25 0,025 0102 4 40 22 44 56

16 0,25 0,025 0,02 4 40 22 L 56

17 0,25 0,05 0,04 8 40 24 48 52
18 0,5 0,075 0,1 10 66,6 38,3 76,6 23,4

Synergistinen koostumus nro VI:

n = 2

komponenttien suhde: A1:C1 = 25:75

Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-

kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa VI.

(Ly-

hennykset ovat samat kuin esimerkissd 13, paitsi ettd kdy-

tetddn komponenttia C1 komponentin B1 asemesta.)

Taulukko VI

Tutkittujen
kantojen I II ITI Iv v VI VII VIII
merkki
3 0,25 0,05 0,05 5 175 40 80 20
12 2,5 0,5 0,6 6 90 48 96 4
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Synergistinen koostumus nro VII:

n =2

komponenttien suhde: C1:B1 = 75:25

Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-

kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa VII. (Ly-

hennykset ovat samat kuin esimerkissd 13, paitsi ettd kay-

tetddn

komponenttia C1 komponentin A1 asemesta.)
Taulukko VII

Tutkittujen
kantojen I II III v v VI VII VIII
merkki
1 0,075 0,5 0'04 40 2 21 42 58
2 0,1 0,5 0,02 15 1 8 16 84
3 0,05 0,1 0,02 30 5 17.5 35 65
4 0,05 0,25 0,03 45 3 24 48 52
5 0,05 0,1 0,03 45 1,5 26,3 52,5 47,5
6 0,025 0,1 0,02 60 5 32,5 65 35
8 0,05 0,5 0,02 30 1 15,5 31 69
10 0,075 0,5 0,06 60 3 31,5 63 37
11 0,25 1 0,2 60 5 32,5 65 35
12 0,5 2,5 0,04 6 0,4 3,2 6,4 93,6
17 0,05 0,25 0,02 30 2 16 32 68

Synergistinen koostumus nro VIII:

n = 2
komponenttien suhde: C.]:B1 = 50:50

Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-

kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa VIII.

30 (Lyhennykset ovat samat kuin esimerkissid 13, paitsi ettd

kiytetdsn komponenttia C1 komponentin A2 asemesta.)
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Taulukko VIII

Tutki?tujen
izg;ggen I II ITI IV v VI VII VIII
5
1 0,075 0,5 0,08 53,3 8 30,6 61,3 38,7
2 0,05 0,1 0,03 30 15 22,5 45 55
3 0,05 O,l 0,03 30 15 22,5 45 55
10 4 0705 0,25 0,03 30 6 18 36 64
5 0,05 0,1 0’03 30 15 22,5 45 55
6 0,025 0,1 0,02 40 10 25 50 50
7 0,025 0,25 0,02 40 4 22 44 66
8 0,05 0,5 0,03 30 3 16,5 33 67
9 0,75 2,5 0,8 53,3 16 34,6 69,3 30,7
13 10 0,075 0,5 0,1 66,6 10 38,3 76,6 23,4
11 0,25 1 0,06 12 3 7,5 15 85
12 ¢,5 2,5 0,03 3 0,6 1,8 3,6 96,4
13 0,025 O’l 0,02 40 10 25 50 50
15 0,025 0,25 0,02 40 4 22 L4 66
20 16 0,025 0,25 0,02 40 4 22 44 66
17 0,05 0,25 0,02 20 4 12 24 76
18 0,075 0,25 0,08 53,3 10 34,6 63,3 30,7
25 Synergistinen koostumus nro IX:
n=2

komponenttien suhde: C1:B1 = 25:75
Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-
kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa IX. (Ly-
30 hennykset ovat samat kuin esimerkissd 13, paitsi ettd kidy-

tetddn komponenttia C1 komponentin A1 asemesta.)
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Taulukko IX

Tutkittujen
kantojen 1 II III IV v vl VII VIII
merkki
5
1 0,075 0,5 O’l 33,3 15 24,1 48,3 51,7
2 0,05 0,5 0,04 20 6 13 26 Th
3 0,05 0,1 0,04 20 30 25 50 50
4 0,05 0,25 0,08 40 8 24 48 52
10 6 0,025 0,1 0,02 20 15 17,5 35 65
7 0,025 0,25 0,03 30 9 19,5 39 61
8 0,05 0,5 0,06 30 9 19,5 39 61
11 0,25 1 0,4 40 30 35 70 30
12 0,5 2,5 0,1 5 3 4 8 92
15 13 0,025 0,1 0,02 20 15 17,5 35 65
14 0,025 0,25 0,03 30 9 19,5 39 61
15 0,025 0,25 0703 30 9 19,5 39 61
16 0,025 0,25 0,03 30 9 19,5 39 61
17 0,05 0,25 0,03 15 g 12 24 76
20 18 0,075 0,25 0,1 33,3 30 31,6 63,3 36,7
19 0,01 0,05 0,02 50 30 40 eo 20
20 0,01 0,075 0,02 50 20 35 70 30
25 Synergistinen koostumus nro X:
n =3
komponenttien suhde: A1:C1:B1 = 40:30:30

Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-
kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa X.
30 raulukon X lyhennykset ovat seuraavat:
Sarake I: komponentti A,:n MIC-arvo (/ug/ml)
Sarake II: komponentin C, MIC-arvo (/ug/ml)
Sarake III: komponentin B1 MIC-arvo (/ug/ml)
Sarake IV: koostumuksen A, + B, + C, sisdltavén

35 koostumuksen MIC-arvo
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Sarake V: koostumukseen sisdltyvédn A1:n mddrd, joka
on yhteydessd komponentti A1:n MIC-arvoon (%)

Sarake VI: koostumukseen sisdltyvd C.,:n mddrd, joka

on yhteydessd komponentti C1:n MIC-arvoon (;)

Sarake VII: koostumukseen sisdltyvén B, :n mdard,
joka on yhteydessd komponentin B1 MIC-arvoon (%)

Sarake VIII: (V + VI + VII)/n

Sarake IX: mikrobinvastaisen aktiivisuuden additii-
vinen osuus (V + VI + VII)

Sarake X: mikrobinvastaisen aktiivisuuden synergis-
tinen osuus (100 % - IX)

Taulukko X

Tutkittujen

kantojen I 11 111 IV vV VI VII VIII IX X
merkki

1 0,25 0,075 0,5 0,1 16 4 6 20,6 62 38

2 0,06 0,05 0,1 00540 30 15 283 8 15

5 0,25 0,06 0,1 0,05 8 30 15 17,6 53 47

6 0,5 0,025 0,1 0,03 4836 9 16,6 49,8 50

7 0,75 0,025 0,25 0,05 2,6 60 6 22,8 68,6 31,4
8 0,25 0,05 0,5 0,08 12,848  4,821,8 65,6 344
10 0,75 0,075 0,5 0,08 4,232  4,813,6 41 59
11 1 0,25 1 0,08 3,2 9,6 2,4 51 15,2848
12 2,5 0,5 1 0,6 9,636  7,217,6 52,8 47,2.
13 0,25 0,05 2,5 0,3 483 9 16,6 49,8 50,2

14 0,25 0,025 0,1 0,03 4,8 36 3,6 14,8 44,455,6
15 0,25 0,025 0,25 0,03 4,8 36 3,6 14,8 44,455,6
16 0,25 0,025 0,25 0,05 8 60 6 24,6 T4 26
17 0,25 0,05 0,25 0,02 3,212 2,4 5,8 17,682,4
20 0,05 0,01 0,0750,01 8 30 4 14 42 58
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Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-

5 kevat tulokset esitetddn yhteenvetona taulukossa XI. (Tau-

10

15

20

25

30

lukon lyhennykset ovat samat kuin taulukossa 22.)

Taulukko XI

Tutkittujen
kantojen [ 1T III Iv Vv VI VII VIIIT IX X
merkki
1 0,25 0,075 0,5 0,1 20 33,3 5 19,4 58,3 41,7
3 0,25 0,05 0,1 0,0816 4 20 25,3 16 24
4 0,25 0,05 0,25 0,1 20 50 10 26,6 80 20
5 0,25 0,05 0,1 0,04 8 20 10 12,6 33 62
6 0,25 0,025 0,1 0,04 8 40 10 19,3 58 42
7 0,75 0,025 0,25 0,05 3350 5 19,4 58,3 41,7
8 0,25 0,05 0,5 0,0510 25 2,5 12,5 37,5 62,5
9 2,5 0,75 2,5 1 20 33,3 10 21,1 63,3 367
10 0,75 0,075 0,5 0,1 6633;3 5 14,9 44,9 55,1
11 1 0,2 1 0,4 20 40 10 23,3 70 3
12 2,5 0,5 2,5 04 8 20 4 10,6 32 €8
13 0,25 0,025 0,1 0,04 g8 40 10 19,3 58 42
14 0,25 0,025 0,25 0,06 12 &0 6 26 718 22
15 0,25 0,025 0,25 C,03 6 30 3 13 39 6l
16 0,25 0,025 0,25 0,05 10 50 5 21,6 65 35
17 0,25 0,05 0,25 0,0510 25 5 13,3 40 €0
18 0,5 0,075 0,25 0,08 8 26,6 8 14,2 42,6 57,3
19 0,075 GOL 0,05 0,02 13,350 10 24,4 73,3 26,7
20 0,05 0,01 0,075 0,02 20 50 6.6 25,5 76,6 23,4
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Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta kos-

kevat tulokset esitetiddn yhteenvetona taulukossa XII.

(Taulukon lyhennykset ovat samat kuin esimerkissa 22.)
Taulukko XII

Tutkittujen
kantojen 7 II ITI v v VI vII VIII IX X
merkki
1 0,25 0,075 0,5 0,08 19,2 21,3 3,2 14,6 43,7 56,3
4 0,25 0,05 0,25 0,1 24 40 8 24 72 28
5 0,25 0,05 o,L 0,04 9,6 16 7,3 11 32,9 67,1
6 0,25 0,025 0,1 0,03 742 24 6 12,4 37,2 62,8
7 0,75 0,025 0,25 0,05 4 40 4 24 48 52
8 0,25 0’05 0,5 0,04 9,6 16 1,6 9,1 27,2 12,8
9 2,5 0,75 2,5 1 24 26,7 8 19,6 58,7 41,3
10 Q,75 0,075 0,5 0,03 2,4 8 1,2 3,9 11,6 88,4
11 1 0,25 1 0,4 24 32 8 21,3 64 36
12 2,5 0,5 2,5 04 9,6 16 3,2 9,6 28,8 71,2
13 0,25 0,025 0,1 0,04 9,6 32 8 16,5 49,6 50,4
14 0,25 0,025 0,25 0,04 9,6 32 3,2 14,9 44,8 55,2
15 0,25 0,025 0,25 0,05 12 40 4 18,6 56 44
16 0,25 0,025 0,25 0,04 9,6 32 3,2 14,9 44,8 55,2
17 0,25 0,05 0,25 0,04 9,6 16 3,2 9,6 28,8 171,2
19 0,075 0,01 0,05 0,02 16 40 8 21,3 64 36
20 0,05 0,01 0,075 0,02 24 40 5,3 23,1 69,3 30,7
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komponenttien suhde: A2:C1:B1 = 70:10:20
Koostumuksen mikrobienvastaista aktiivisuutta koske-

Tatkittujen

kantojen I 11 III IV vV VI VIl VIII IX X

merkki
2 0,05 0,05 ¢,1 0,04 56 8 8 24 72 28
3 0,25 0,05 0,1 0,1 28 20 20 22,6 68 32
4 0,25 0,05 0,25 0,1 28 20 8 18,6 56 44
5 0,25 0,05 0,1 0,05 14 10 10 11,3 34 66
6 0,25 0,025 0,1 0,03 8,4 12 6 8,8 26,4 73,6
7 0,75 0,025 0,25 0,04 3,7 16 3,2 17,6 22,9 77,1
8 0,25 0,05 0,5 0,08 22,4 16 3,2 13,8 41,6 58,4
10 0,75 0,075 0,5 0,2 18,6 26,6 8 17,7 53,2 46,8
11 1 0,25 1 0,4 28 16 8 17,3 52 48
12 2,5 0,5 2,5 0,6 16,8 12 4,8 11,2 33,6 66,4
13 0,25 0,025 o,1 0,03 8,4 12 6 8,8 26,4 73,6
14 0,25 0,025 0,25 0,04 11,2 16 3,2 10,1 30,4 69,6
15 0,25 0,025 0,25 0,06 16,8 24 4,8 15,2 45,6 54,4
16 0,25 0,025 0,25 G,03 8,4 12 2,4 7,6 22,8 17,2
17 0,25 0,5 0,25 0,04 11,2 8 3,2 7,4 22,4 77,6
18 0,5 0,075 0,25 0,2 28 26,6 16 23,5 70,6 29,4
19 0,075 0,01 0,05 0,02 18,6 20 8 15,3 46,6 53,4
20 0,05 0,01 0,075 0,0114 10 2,6 8,8 26,6 73,4

Seuraavassa on kuvattu farmaseuttisia koostumuksia,

jotka sis#dltdvét primysiinin yksityisid komponentteja tai

niiden synergististd seosta aktiivisena aineena. Farmaseut-

tiset koostumukset valmistetaan sindnsd tunnetulla tavalla.

Termilld "aktiivinen aine" tarkoitetaan primysiinin

komponentteja tai niiden seosta.
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Koostumus 1

Iholauje nro I
Aktiivinen aine
Syklodekstriini

Koostumus 2

Ihojauhe nro I1I
Aktiivinen aine

Amylum non mucilaginosum

Koostumus 3
Ihojauhe nro III
Aktiivinen aine

Aetheroleum lavandulae

Acid silicum colloidale

Magnesium stearinicum

Zincum oxidatum

Magnesium carbonicum hydroksidatum
Syklodekstriini

Koostumus 4

Ruiskutettava ihojauhe
Aktiivinen aine
Isopropyylimyristaatti

Freon 11/12 5050 (kantokaasu)

Koostumus 5

Vesiaerosoli

Aktiivinen aine

Etanoli (62,5 % tilavuutta)
Vesi

Kantokaasu

1,0 g

9,0 g
10,0 g

1,0 g
0,02
0,10
0,10
0,20
1,00

7,08 g
10,0 g

Q@ Q Q Q «Q

0,20 g
1,00 g

98,80 g
100,00 g

0,5g
10,0 g
39,5 g

50,0 g
100,0 g

80046
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Koostumus 6

Ruiskutettava haavalaastari
Aktiivinen aine
Polyvinyyli-pyrrolidoni
Etanoli (62,5 tilavuus-%)
Ponnekaasu

Koostumus 7

Geeli
Aktiivinen aine
Lidokaiini
Klorofilli
Mentoli

Carbopol 940
Trietanoliamiini
Tween 20
Isoadipaatti
Etanoli 96 %

Tislattu vesi

0,149
1,50 g
48,40 g
50,00 g

0,20 g
2,00 g

g0046

0,005 g

0,20
1,20
1,50
1,50
5,00
50,00
100,00

0 o @ e a a Q

Aineet sekoitetaan ja t#ytet#d&én pulloon.

Koostumus 8

Voide

Aktiivinen aine
Oleum paraffini
Vaselinum album
Etanoli 96 %
Tween 60

Villarasva

Aineet sekoitetaan ja t#ytet&dn pulloon tai astiaan.

Koostumus 9

Silmdvoide

Aktiivinen aine

Etanoli 62,5 tilavuus-%
Tislattu vesi
Mehildisvaha

2,00 g
33,0 g
31,0 g
20,0 g

9,0 g

5,0g

100,0 g

tksi

0,04 g
0,08 g
3,16 g
300,00 g
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Kolesteroli
Steriili risiinidljy

Koostumus 10

Vedelld pestédva voide nro I
Aktiivinen aine

Tween 60

Nestemdinen parafiini
Setyylistearyylialkoholi
Valkoinen vaseliini
Tislattu vesi

Koostumus 11

Vedelld pestdvda voide nro 11
Aktiivinen aine

Etanoli 62,5 tilavuus-%
Vesi
Sorboksaeteenistearaatti
Nestemd@inen parafiini
Setyylistearyylialkoholi
Valkoinen vaseliini
Propyyli-paraoksibentsoaatti
Metyyliparaoksibentsoaatti
Etanoli, 96 tilavuus-%
Lidokaiinikloridi

Tislattu vesi

Koostumus 12

Silmévoide

Aktiivinen aine

Natriumvetykarbonaatti

Viskoosiliuotin (4 g metyylisel-

60046

25,00 g
1 000,00 g:ksi

2,0 g
5,0 g
5,0 g
15,0 ¢g
25,0 g
100,0 g

0,100 g
2,00 g
7,900
3,600
3,600
10,800
18,000
0,054
0,126
2,930
1,000

1 000,000 g:ksi

Q QU @ Q @ Q ©Q Q Q

0,02 g
18,00 g

luloosaa + 3,5 g NaCl + tislattua

vettd tdytet. 510 g:ksi)

510,00 g

Fenyyli-elohopea-boraatti (0,1 %) 15,1 g

Tislattua vettid

1 000,0 g:ksi
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Koostumus 13

0ljym3inen silm&voide

Aktiivinen aine 0,02 g
Etanoli, 62,5 tilavuus-% 0,40 g
Tislattua vettd 1,58 g
Kolesteroli 25,00 g
Steriili risiinidljy 100,00 g:ksi
Koostumus 14

Ema&tinpuikko

Aktiivinen aine 0,02 g
Etanoli, 61,5 tilavuus-% 0,262 g
Gelatiini 1,40 g
Natriumasetaatti 0,26 g
Glyseroli 4,50 g
Tislattu vesi 9,50 g:ksi

Koostumus 15

Mikrobeja vastustava side

Primysiinin eristettyjen komponenttien tai niiden
seoksen liuos valmistetaan edullisesti etanoliin, ja si-
teet, esimerkiksi harsokangasliina, kylldstetddn sills,
t&midn jdlkeen side pakataan ja steriloidaan tavallisella
tavalla.

Tdten valmistettua, antimikrobista sidettd voidaan
kdyttdd milloin tahansa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd primysiiniantibioottikompleksin erot-
tamiseksi komponenteiksi A1, A2, A3, C1, C2, C3, B1, B2
ja By, jolloin primysiinin komponentilla A1 (kinoprisiini)

on kaava I

HO H

o} OM OH
Jaie T M e “@i oy 2%t
]
Q o Yo B (1)

|
OH OH OH OH O0OH

n-H

OH
/qQ
NH, "NH

sen Rf-arvo on 0,29 ja molekyylipaino on 1078, ja

primysiinin komponentin A2 (midoprisiini), komponentin A1
homologin, Rf—arvo on 0,31 ja sen molekyylipaino on 1092,
ja primysiinin komponentin A3 (metiprisiini), komponentin
A4
1106, ja primysiinin komponentilla C1 (oksiprisiini) on

homologin, Rf—arvo on 0,33 ja sen molekyylipaino on

kaava II
0 oH oH HO HO
0 P // oM
g} l (I1)
Me en’" QH OH OH OH OH
OH ¢
N
NHZ NH

sen Rf—arvo on 0,35 ja sen molekyylipaino on 946, ja
primysiinin komponentin C2 (oksimiprisiini), komponentin

C1 homologin, Rf—arvo on 0,37 ja sen molekyylipaino on

960, ja primysiinin komponentin C3 (oksimetiprisiini),

komponentin C., homologin, Rf—arvo on 0,39 ja sen mole-

1
kyylipaino on 974, ja primysiinin komponentilla B1 (hydro-

prisiini) on kaava III
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(111)

sen Rg-arvo on 0,54 ja sen molekyylipaino on 930, ja pri-
mysiinin komponentin B, (hymiprisiini), komponentin Bj; ho-
mologin, Rg-arvo on 0,56 ja sen molekyylipaino on 944, ja
primysiinin komponentin Bj (hymetiprisiini), komponentin
B; homologin, Rg-arvo on 0,58 ja sen molekyylipaino on
960, tunnet tu siitd, ettd raa'oista, puolipuhtais-
ta tai puhtaista tuotteista, jotka on saatu kdymisen avul-
la suoritetun primysiinin valmistuksen yhteydessd, erote-
taan komponentit yhden kerran tai kaksi kertaa kehittdmdl-
14 ohutlevykromatografisesti, jolloin erotettava anti-
bioottikompleksi liuotetaan 0,5 - 1,0 %:iseen Cl—C4-alko-
holien ja/tai veden seokseen, ja kehitet&ddn ohutlevy- tai
suurpaineohutlevykromatografialevylld, joka sisdltdd me-
tallisuolalla impregnoitua piihappogeelid kiintednd kanta-
ja-aineena, ja/tai kdyttden partitio- tai adsorptiopylvds-
kromatografiaa, jolloin adsorptiokromatografiassa kdytetdédn
valmista Lobar-tyyppistd pylvdstd tai kromatografiapylvds-
td, joka on tdytetty piihappogeelilld, joka on kylldstetty
metallisuolalla, kuten hopea- ja/tai rautasuolalla, Jja
partitiokromatografiassa k&dytetddn kiintednd kantaja-ai-
neena Sephadex LH-20:ntd ja kromatografia suoritetaan
110-510 kPa:n (1-5 atm) paineessa, ja/tai kdyttden pisara-
vastavirtakromatografiaa, jolloin pylvdskromatografia suo-
ritetaan paineen alaisena, ja jolloin k&ytetddn yhdistet-
tyd liuotinjdrjestelmdd, jossa eluenttina kdytetddn ylempda
kerrosta seoksesta, joka sisdltdd n-butanolia, jddetikkaa
ja vettd suhteessa 60:10:30 (liuotinjdrjestelmd I), ja/tai

seosta, joka sisdltdd n-butanolia, metanolia, jddetikkaa
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ja vettd suhteessa 75:2:8:15 (liuotinjdrjestelmid II),
ja/tai alempaa kerrosta seoksesta, joka sisdltdd kloro-
formia, metanolia, j&ddetikkaa ja vettd suhteessa
45:30:15:20 (liuotinjédrjestelmd III), ja/tai seosta, joka
sisdltdd kloroformia, metanolia, muurahaishappoa ja vettd
suhteessa 50:35:14:1 (liuotinjirjestelmd IV), ja/tai
seosta, Jjoka sisdltdd kloroformia, metanolia, muurahais-
happoa, vettd, formaldehydid ja n-butanolia suhteessa
130:53:6:9:3:3 (liuotinjdrjestelmd V), ja/tai seosta, joka
sisdlt&d kloroformia, metanolia, muurahaishappoa, vettd,
formaldehydid ja n-butanolia suhteessa 160:53:6:9:3:3
(livotinjdrjestelmd VI), ja/tai 15 paino-osaa monokloori-
etikkahappoa liuotettuna seokseen, joka sisdltidi klorofor-
mia, metanolia, vettd, formaldehydd ja n-butanolia suhteessa
125:53:9:3:3 (liuotinjédrjestelmd VII), ja/tai liuotinjar-
jestelmdn III, kloroformin ja metanolin seosta suhteessa
15:2:1 (liuotinjérjestelmd VIII), ja haluttaessa eristetdin
ykéittéiset komponentit, jotka haluttaessa otetaan talteen
suolan muodossa, edullisesti asetaatti-, monoklooriasetaat-
ti-, sulfaatti- tai formiaattisuolan muodossa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd primysiinin komponenttien sulfaat-
tisuoloista muodostetaan ei-sulfaattisuoloja, lisddmdlli
orgaanisten tai ep&dorgaanisten, muiden kuin rikkihapon,
bariumsuoloja, tai muodostetaan primysiinin komponenttien,
jotka on otettu talteen muussa kuin sulfaattimuodossa,

sulfaattisuoloja lisd&m&d114 rikkihappoa.
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Patentkrav

1. Forfarande f&r separering av ett primycinan-

tibiotikakomplex i komponenterna A

17 Bar B3r C30 Gy
C3, Bl' B2 och B3, varvid primycinkomponenten Al
(kinopricin) har formeln I
HQ H
0 _ .CH OH HO
/u:i;L\Ei\\/)\\/ﬂ\v/L\//\\H? t Zi:;—{CH2OH (1)
> " HO N
0 ]
I ~ 0 //i
]
Me Me  Me J
|
OH <
NH, “NH

och ett Rf—vérde av 0,29 och en molekylvikt av 1078,

primycinkomponenten A2 (midopricin), vilken utgdr en

homolog till komponenten Al' har ett Rf—vérde av 0,31
och en molekylvikt av 1092, primycinkomponenten A3
(metipricin), vilken utgdr en homolog till komponenten
Al, har ett Rf—vérde av 0,33 och en molekylvikt av

1106, primycinkomponenten Cl (oxipricin) har formeln II

o OH aH Ho H
Bun| Me i ‘0 Me
O/u\L/\4//\v/l\v/\\/’\v/\\/;\¢§x\_
QH (11)
] /l /
Me Me Me ] | I
n-H OH OH OH on OH
oH l
77X
NH, “NH

och ett Rf—vérde av 0,35 och en molekylvikt av 946,

primycinkomponenten C2 (oximipricin), vilken utgdr en

1+ har ett Rg-védrde av 0,37

och en molekylvikt av 960, primycinkomponenten C3 (oxi-

homolog till komponenten C

metipricin), viken utgdr en homolog till komponenten C,,

har ett Rg-vdrde av 0,39 och en molekylvikt av 974, pri-
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mycinkomponenten B,y (hydropricin) har formeln III

(III)

och ett Rg-vérde av 0,54 och en molekylvikt av 930, pri-
mycinkomponenten B, (hymipricin), vilken utgdr en homolog
till komponenten By, har ett Rf-vérde av 0,56 och en mole-
kylvikt av 944, och primycinkomponenten Bj (hymetipricin),
vilken utgdr en homolog till komponenten By, har ett Rf—vér—
de av 0,58 och en molekylvikt av 960, k idgdnneteck-
n a t dirav, att man separerar kompontenten i de under
framstdllningen av primycin genom fermentering erhallna
rda, halverade eller rena produkterna under utnyttjande

av tunnskiktskromatografi en eller tva gdnger, varvid an-
tibiotikakomplexet som skall separeras l8ses i en 0,5 -
1,0 %:ig blandning av C1_4—alkoholer och/eller vatten och
att man sedan framkallar pd en tunnskikts- eller hégtryck-
tunnskiktskromatografipldt, vilken innehdller kiselgel som
mittats med ett metallsalt som fast bdrare, och/eller
partitions- eller adsorptionskolonnkromatografi, varvid
man vid adsorptionskromatografi anvédnder en driftklar
kolonn av Lobar-typ eller en kromatografisk kolonn, vilken
packats med kiselgel som médttats med ett metallsalt, sdsom
ett silver- och/eller jdrnsalt, och vid partitionskroma-
tografin anvidnder som fast bdrare Sephadex LH~20 och utfdr
kromatografin vid ett tryck av 110-510 kPa (1-5 atm),
och/eller under anvidndning av droppmotstr®mskromatografi,
varvid kolonnkromatografin utfdrs under tryck och varvid
man anvinder ett kombinerat l18sningsmedelsystem, i vilket

man som eluent anvinder det 8vre skiktet av en blandning av
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n-butanol, isdttika och vatten i f®6rhdllandet 60:10:30 (18s-
ningsmedelsystem I) och/eller en blandning av n-butanol,
metanol, isidttika och vatten i f&rhallandet 75:2:8:15
(18sningsmedelsystem II), och/eller det nedre skiktet av
en blandning av kloroform, metanol, isdttika och vatten i
férh&llandet 45:30:15:20 (1l&sningsmedelsystem III), och/el-
ler en blandning av kloroform, metanol, myrsyra och vatten
i férhallandet 50:35:14:1 (18sningsmedelsystem IV), och/
eller en blandning av kloroform, metanol, myrsyra, vatten,
formaldehyd och n-butanol i fdrh&llandet 130:53:6:9:3:3
(18sningsmedelsystem V), och/eller en blandning av kloro-
form, metanol, myrsyra, vatten, formaldehyd och n-butanol i
férhallandet 160:53:6:9:3:3 (ldsningsmedelsystem VI), och/
eller 15 viktdelar monoklordtiksyra som l&sts i en bland-
ning av kloroform, metanol, vatten, formaldehyd och n-butanol i
f5rhallandet 125:53:9:3:3 (1l8sningsmedelsystem VII), och/el-
ler en blandning av 18sningsmedelsystem 111, kloroform och
metanol i f&rh&llandet 15:2:1 (18sningsmedelsystem VIII),
och, om s& 8nskas, separeras de enskilda komponenterna,
vilka om s& ®nskas tas tillvara i form av salter, fOretréa-
desvis i form av ett acetat-, monokloracetat-, sulfat- el-
ler formiatsalt.

2. F8rfarande enligt patentkravet 1, k @&nn e -
t ecknat dirav, att man av primycinkomponenternas
sulfatsalter bildar ej-sulfatsalter genom tillsats av ba-
riumsalter av andra organiska eller oorganiska syror &n
svavelsyra, eller att man av primycinkomponenter, vilka ut-
vunnits i annan form &n sulfat, bildar genom sulfatsalter

tillsats av svavelsyra.
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