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kon eldallitasédra oly modon, hogy az A 40926
antibiotikum komplexet vagy ennek A, B, PA,
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A taldlmény targya eljards egy uj antibioti-
kum, az A 40926 antibiotikum mannozil-agli-
kon eldallitdsdra oly médon, hogy az A 40926

antibiotikum komplexet vagy ennek A, B, PA, -

PB vagy Bo faktordt savas reakcidokorulmé-
nyek kézott hidrolizaljuk.

A taldlmény targya tovédbbé eljards az
) antibiotikumot tartalmazé gyoégyszerkészit-
mények eldallitasara.

A szobanforgd A 40926 antibiotikum
mannozil-aglikon olyan fertdzd betegségek
kezelésére alkalmas, amelyek az antibiotikum-
ra érzékeny mikroorganizmusokkal kapcsola-
tosak.

Az A 40926 antibiotikum komplex és fak-
torai Gram-pozitiv baktériumok és Neisseria-
-tdorzse ellen aktiv antibiotikumok, amelyeket
Actinomadura torzsek termelnek.

Egy, A 40926 antibiotikumot termeld, az
Actinomadura genushoz tartozd toérzset 1984.
jinius 8-én helyeztiink letétbe az American
Type Culture Collection-nal (ATCC, Rockville,
Maryland, Amerikai Egyesult Allamok), a Bu-
dapesti Szerz6dés rendelkezései szerint.

Az A 40926 egy komplex antibiotikum,
melynek 6t komponensét kulonitették el és
PA, PB, A, és Bo faktorként azonositotték
ezeket.

Az A 40926 antibiotikumot és faktorait,
valamint a termeld mikroorganizmusokat és az
ezek eldallitdsdra irédnyuld eljarast a 177 882
sz&muU eurdpai - kozzétett - szabadalmi beje-
lentésben irjak le.

Az eljaras sorén az Actinomadura sp.
ATCC 39 727 mikroorganizmus torzset vagy
ennek egy A 40926 antibiotikumot termeld
varidnsat vagy muténsat aerob koérulmények
kozott, vizes tdptalajban tenyésztik, majd a
fermentlébdl kinyerik az A 40926 antibiotikum
komplexet, melyet kivéant esetben tisztitanak
és/vagy valamely ismert mddon a komplexbdl
az egyes faktorokat azaz az A, B, PA, PB és
Bo faktort elkilonitik.

Ertelemszerlien az .A 40926 antibiotikum
komplex~ kifejezésen az 6t emlitett faktor
elegyét eértjuk.

A fizikokemiai adatok alapjan és ismert
antibiotikumok szerkezetére vald hivatkozas-
sal a A 40926 antibiotikum faktoroknak az (I)
altaldnos képlet tulajdonithatd (a szamozés
analég azzal, amelyet J. Williams a JACS 106,
4895-4908, 1984 helyen javasol); e képletben
A jelentése -N-(11-12 szénatomos)-acil-

amino-glukuronil-csoport és
B jelentése mannozil- vagy acetil-manno-

zil-csoport,
X1-X7, Zs és Zs jelentése hidrogénatom.

Kozelebbrdl az A 40926 antibiotikum A
faktor olyan elébbi képletil vegyilet, amely-
ben A jelentése undekanoil-amino-glukuronil-
-csoport és B jelentése mannozil-csoport; az
A 40926 antibiotikum Bo faktor olyan eldbbi
képleti vegyulet, amelyben A jelentése izo-
dodekanoil-amino-glukuronil-csoport és B je-
lentése mannozil-csoport.
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Az A 40926 antibiotikum PA faktor és PB
faktor annyiban tér el a megfeleld A és Bo
faktortdl, hogy a manndz-egység helyett ace-
til-mannoz egységet tartalmaz.

Legaladbbis bizonyos fermentacios korul-
mények kozott az A 40926 antibiotikum PA és
PB faktor az A 40926 antibiotikumot termeld
mikroorganizmus fé termékei.

Az A 40926 antibiotikum A, illetdleg B
faktor foként az A 40926 antibiotikum PA, il-
letdleg PB faktor éatalakulédsi terméke és
gyakran méar a fermentlében jelen van.

Azt taldltuk, hogy az A 40926 antibioti-
kum PA faktor atalakithatd A 40926 antibioti-
kum A faktorra, és az A 40926 antibiotikum
PB faktor atalakithaté A 40926 antibiotikum B
faktorra, ha bazisos kérilményeket alkalma-
zunk,

Kévetkezésképpen ha a fermentlevet,
vagy annak egy - az A 40926 antibiotikumot
tartalmazé - kivonatat vagy koncentratumét
bizonyos idén &t bazisos korulmények kozott
allni hagyjuk (példdul egy éjjelen at, egy
nukleofil bazis vizes oldatdban, pH 9 folott),
olyan A 40926 antibiotikum komplexhez ju-
tunk, amely feldusult az A 40926 antibiotikum
A faktor és B faktor tekintetében és amelyet
AB komplexnek nevezink.

Az A 40926 antibiotikum mannozil-aglikon a
kovetkezd tulajdonsdgokkal jellemezhetd

A) az 1. abra szerinti UV abszorpcios spekt-
rum, amely a koévetkezd abszorpcids maxi-
mumokat mutatja:

lambdasax(nm)
a) 0,1 n HCl 280
b) pH 7,38 foszfat puffer 280; 300 (val)
¢) 0,1 n kéliumhidroxid 298
d) pH 9,0 foszfat puffer 282; 300 (vall)

B) a 2. dbra szerinti IR abszorpcids spekt-
rum, amely a kévetkezd abszorpcios maxi-
mumokat mutatja (cm-1);

3700-3100; 3000-2800 (nujol); 1655; 1620~
-1540; 1505; 1460; (nujol); 1375 (nujol);
1350-1250; 1210; 1150; 1020; 970; 850; 810
C) a 3. ébra szerinti H-NMR spektrum,
amely a kdvetkezd jel-csoportokat mutatja
(ppm-ben) 270 MHz-en DMSO-ds-ban (he-
xadeutero-dimetil-szulfoxid (CF3COOH hoz-
zéadasaval felvéve, belsd standardként
(0,00 ppm) TMS-t alkalamazva (delta, ppm;
multiplicitds; azonositas):

2,51, s (DMSOds); 2,50, s (NCHs); 2,88, m
(Z2); 3,30, m (2'2); 4,08, m (X6); 4,44, d
(X5); 4,49, d (X7); 4,83, m (X2); 5,02, s
(4F); 5,08, s (26); 5,31, & (a mannéz ano-
mer protonja); 5,53, d (X4); 5,78, s (4b);
6,08, d (X3); 7,70, s (6b); 6,44-8,52 (aro-

mas és peptid NH-k)
d = dublett

m = multiplett

8 = szingulett

2.



3 HU 201099 B 4

D) retenciés iddé (Ry) 1,18 az L 17054 antibio-
tikmuhoz (TA3-1) viszonyitva (Ru = 8,78
perc), az elemzést forditott fazisu HPLC-
-vel a kévetkezd koriulmények kozdtt vé-
gezve:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 um) Altex

(Beckman) 4,6 mm (belsd &atmérd)

x 250 mm

elé-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)

A elualdszer:
CHaCH 10%
NaHzPO4.H20 (2,5 g/1) 90%

pH 6,0-ra beéllitva
B eludloszer:

CHaCN 70%
NaH2PO4.H20 (2,5 g/1) 30%
pH 6,0-ra beallitva
elualéds: linearis gradiens (5%-60% B
eludlészer A elualoszerben), 40
perc alatt

aramlasi sebesség: 1,6 ml/perc
UV detektor: 254 mm

belsé standard: L 17054 antibiotikum
(TA3-1) (Gruppe Lepetit
S. p. A.)

E) Re érték 0,39 a kovetkezd kromatogréfias

rendszerben:

5 g/1 NaHzPO4.H20~t

tartalmazé 1M NaCl 70
acetonitril 30

pH 6,0-ra beéllitva, szilanizdlt szilikagél
lemezeket - szilikagél 60, Fass4 Merck le-

mezek, rétegvastagsdg 0,25 mm - alkal-
mazva
Kimutatés:

- UV feny

- sargaszin Pauly reagenssel, azaz

diazotalt szulfanilsavval (J. Chromatog.
20, 171, 1965; Z. Physic). Chem. 292, 99,
1953)

- bioautografia B. subtilis ATCC 6633
alkalmazasdval minimélis Davis taptala-
Jon

F) gyors atombombazasos (FAB) tomegspekt-
rum, amelyben M + M* kb. 1374-nél he-
lyezkedik el.

A Davis taptalaj Osszetétele: 1000 ml
vizben 1 g (NH4)2SOs, 3 g KH2PO4, 7 g
KzHPO4, 0,5 g Na-citrat, 0,1 g MgSO4, 10,0 g
glukdz és 15,0 g agar; pH 7).

A fizikokémiai jellemzOok alapjan és az
ugyanebbe az osztdlyba sorolhatd ismert an-
tibiotikumok szerkezetére vonatkoztatva az
A 40926 antibiotikum mannozil-aglikonnak
olyan elébbi (I) altaldnos képlet tulajdonitha-
té, amelyben A jelentése hidrogénatom és B
jelentése mannozil~csoport.

Az A 40926 antibiotikum mannozil-agli-

kont uUgy é&llitjuk eld, hogy az A 40926 anti-

biotikum komplexet, az A faktorban és B fak-
torban feldusult A 40926 antibiotikum komp-
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lexet azaz az AB komplexet, vagy az A, B,
Bo, PA vagy PB faktort vagy ezek keveré-
keit ellendrzott reakcidkérulmények kozott
savas hidrolizisnek vetjuk alé.

Ezeket az ellendrzétt savas korilménye-
ket egy ésvanyi sav vagy erds szerves sav
tdmény vizes oldata biztositja, amelyhez eld-
nyosen egy aprotikus szerves olddszert ada-
golunk. Az &svAnyi savakra kitintetett példa
a kénsav vagy a foszforsav.

Kitintetett erds szerves sav a trifluor-
ecetsav.

Kitiintetett aprotikus szerves olddszerek
az aliciklusos vagy ciklusos alkil-éterek (pl
a dioxan és a tetrahidrofurén), a rovidszén-
lanct alkil-szulfoxidok (példdul a dimetil-
-szulfoxid) és a rovidszénldncu alkil-amidok
(példéul a dimetil-formamid).

A reakcié6 homérsékletét Altaldban 0 °C
és a reakcidelegy visszafolyatési héméraékle-
te kozott tartjuk. Szdmos esetben ez 15 °C
és 75 °C kozodtt helyezkedik el, mig a kitin-
tetett homérséklet 20 °C és 55 °C kozdtt va-
laszthaté meg. Legelonyosebb a szobahSmér-
seklet.

A reakcioidd a reakcid konkrét paramé-
terei fuggvényében valtozik és mivel a reak-
ci6 lefolydsa TLC vagy HPLC technikéval ko~
vethetd, a szakember képes a reakcid elbre~
haladdsanak koévetésére és annak elddntésé-
re, hogy a reakcio befejezettnek tekinthe-
to-e.

A taldlmdny szerinti eljérés egy kitan-
tetett foganatositdsi modjat képviseli az
A 40926 antibiotikum komplex vagy egy tiszta
faktora ellendrzott hidrolizise - az A 40926
antibiotikum mannozil-aglikon el6éllitdséra -
80-95%-os vizes trifluorecetsav jelenlétében,
szobahomérsékleten.

A talalmény szerinti eljdrds egy mésik
kituntetett foganatositdsi modjat képviseli az
A 40926 antibiotikum komplex ellenérzétt hid-
rolizise, 1-2 n vizes kénsav és dioxén 2:1-1:2
arédnyu elegye jelenlétében.

A hidrolizis-lépés végén kinyert nyers
A 40926 antibiotikus mannozil-aglikon tiszti-
tasa onmagukban ismert eljarasok szerint
végezhetd, amilyen pl. 8 nem-oldészerek hoz-
zéadésa, kicsapas céljabdl, vagy az oldosze-
res extrakcid és a kromatografia.

A kitintetett kromatogréfids eljarasok
kozé tartozik az oszlopkromatografia és a
legkisebb kitiintetett kromatogréfias eljarés
a forditott fazisu oszlopkromatografia.

Egy megfeleld forditott fazisu folyadék-
kromatografiés eljéras sordn eldnydsen sav-
8ll6 acél oszlopot alkalmazunk mérsékelt nyo-
mason (5'105-5-10% Pa) . vagy nagy nyomason
(107-2:107 Pa). A szildrd fézis lehet egy szi-
lanizalt szilikagél, 2-18 szénatomos (legel6~
nydsebben 18 szénatomos) szénhidrogén-fa-
zissal vagy fenilcsoporttal, az eludloszer pe-
dig egy polaris, vizzel elegyedd oldoszer és
a gyantaval osszeférhetd pH=-ju (eldnydsen
pH 3-8) vizes puffer elegye.

AR OB 155
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Jellegzetes példdk a polaris, vizzel ele-
gyedd oldoszerekre: vizoldhatd alkoholok (pl.
metanol, etanol, izopropanol, n-butanol), ace-
ton, acetonitril, alkAnkarbonsavak rdvidszén-
lancu alkil-észterei (pl. az etilacetat), tetra-
hidrofurén, dioxan, dimetil-formamid és ezek
elegyei. A leginkabb kitantetett poléaris, viz-
zel elegyedd oldoszer az acetonitril.

Az elualt frakciok antibiotikum-tartalmat
a szokasos biologiai vizsgalatok segitségével
hatdrozzuk meg, amilyen pl. a papirkorongos
vagy az agardiffizios meghatédrozds, érzé-
keny mikroorganizmusok alkalmazésdval, Az
érzékeny organizmusokra példa a Bacilus
subtilis és a S. aureus.

A tisztitdst, akdrcsak a reakciot, ugyan-
csak eldnydsen TLC vagy HPLC technikéval
kovethet juk.

Kituntetett HPLC technika az olyan for-
ditott fazisu HPLC eljaras, amelynek kereté-
ben 18 szénatomos alkil-csoportokkal funk-
cionalizdlt szilanizdlt szilikagélbdl eld4llitott,
elonyosen 5 mikrométer atmeérdji porodzus,
gomb alaku részecskékkel toltott oszlopot al~-
kalmazunk (ilyen pl. az 5 um-es Ultrasphere®
ODS Altex, Beckman Co. todltetll oszlop). Az
elo-oszlop 18 szénatomos alkil-csoportokkal
funkcionalizalt szilikagél toltetet tartalmaz
(amilyen pl. az RP 18, Brownlee Labs); elué-
l6szerként pedig egy polaris, vizzel elegyedd
oldoszer (pl. az eldbbiekben leirtak kézul) li-
nearis gradiens elegyét alkalmazzuk egy vi-
zes pufferoldattal,

Ezt az oldatot eldnydsen pH 5-7-re allit-
juk be. A leginkabb kitiintetett oldészer a B
eluélészer 5-60%-os linearis gradiense A elu-
alészerben, ahol az A eluédldszer acetonitril
és egy pH 5~7 vizes puffer 10:90 elegye és a
B eludloszer acetonitril és egy pH 5-7 vizes
puffer 70:30 ardnyu elegye.

Mint ez a szakember szaméara ismert,
belsé standardként szémos anyag alkalmazha-
to. Ebben az esetben nagyon elényds az
L 17054 antibiotikum, amelynek retenciés ide-
je ebben a HPLC rendszerben kozel all a ta-
lalmény szerinti vegylletekéihez. Ez a stan-
dard anyag ismert; a 0 119 575 szému kozzé-
tett eurdpai szabadalmi bejelentés irja le.

A taldlmény szerinti vegyuletek antibak-
teridlis aktivitdsa in vitro a szokasos higitasi
tesztek segitségével mutathatd ki, kaléonbozé
mikroorganizmus tenyészetek alkalmazasaval.

A MIC (minimélis gétld koncentracio) ér-
tékek meghatérozéséhoz a kovetkezd taptala-
jokat és tenyésztési kérulményeket hasznél-
tuk fel: Isosensitest leves (Oxoid), 24 ora, a
staphylococcusok esetében, valamint a Strep.
faecalis és a Gram-negativ baktériumok (Es-
cherichia coli) esetében; Tedd-Hewitt leves
(Difco), 24 6ra a tdbbi streptococcus-féleség
esetében; GC alapleves (Difeo) + 1% Isovitalex
(BBL), 48 o6ra, CO2-ban dusitott atmoszféra a
Neisseria gonorrhoeae esetében; GB alap-agar
(Difco) + 1% Isovitalex + 0,001% hemin, 24 ora
a Haemephilus influenzae esetében; AC leves

10

15

20

25

30

40

45

50

55

{Difco), 24 oOra, anaerdb atmoszféra a Clostri-
dium perfringens esetében; Wilkins-Chalgren
agar (T. D. Wilkins, S. Chalgren, 1976, Anti-
mierob. Ag. Chemother. 10, 926), 48 éra, ana-
erdéb atmoszféra a tdbbi anaerdb (C. diffieile,-
Propionibacterium acnes, Bacteroides fragilis)
esetében; PPLO leves (Difco) + 10X l1dszé-
rum + 1% glukoz, 48 ora a Mycoplasma gali-
septieum esetében. Az inkubédlast 37 °C-on
végezzik. Az inokulumok a kovetkezdk: 1
térf./terf.% 48 Oras leves-tenyészet a M. ga-
liseptieum esetében; kb. 104105 telepképzd
egység/ml a tdbbi leves-higitdsos MIC meg-
hatdrozas esetében; kb. 104-105 baktérium/
/folt (tobbpontos inokuldtorral inokulélva) az
agar-higitasos MIC meghatérozdsok esetében
(H. influenzae, C. difficile, P. acnes, B. fragi-
lis).

A kévetkezd I. tablazatban mutatjuk be
a kilénbozd mikroorganizmusokra vonatkozd
minimélis gatld koncentréacidkat (MIC, ug/ml).

1. tdbldzat

A 40926 antibioti-
kum mannozil-agli-
kon, MIC (ug/ml)

Toérzs

Staph., aureus Teur 0.25
Staph. aureus Teur (L165)
10® telepképzd egység/ml 1
Staph. aureus Teur 30%
szarvasmarha szérum 2
Staph. epidermidis
ATCC 12228 0.5
Strep. pyogenes C203 1
Strep. pneumoniae UC41 1
Strep. faecalis ATCC 7080 1

. Strept. mitis klinikai
izolatum 1
Clostridium perfringens
15530543 0.13
Clostridium diffieile
ATCC 9689 2
Bacteroides fragilis
ATCC 23745 64
Propionibacterium aenes
ATCC 6919 1
Neisseria gonorrhoeae
1SM68/126 32
Haemophilus influenzae
b tipus ATCC 19418 64
Escherichia coli SKF 12140 128 felett
Mycoplasma galliseptieum
S6 Weybridge 128 felett

60
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A taldlmény szerinti vegyiiletek antimik-
robidlis aktivitasat in vitro kisérletekkel is
megerdsitettik, amelyeket lényegében a R.
Pallanza et al. &ltal leirt médon {[J. Antimie-
rob. Chemother. 11, 419 (1983)] végeztink.

4.
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A kisérleti fertdzést egérben ugy idéz-
tik eld, hogy intraperitonealisan S. pyogenes
C 203 szuszpenziot vittuink be. Az inokulu-
mokat ugy a&llitottuk be, hogy a nem kezelt
allatok 48 o6ran belul elpusztuljanak a vér-
mérgezésben. Az éllatokat kb. 30 perccel a
fertdzést kovetden szubkutan kezeltik a
vizsgalando vegyllettel.

Az EDso értéket a 10. napon szamitottuk
ki Spearman és Karber mddszerével (D. J.
Finney, Statistical Methods in Biological As-
say, Griffin, p. 524 (1952)), az egyes dodzi-
sokhoz tartozd tuléldk szézalékos mennyisége

alapjén.
Az elébbi  koérdlmények  kozott az
A 40926 antibiotikum mannozil-aglikon EDso

értékét 3,8 mg/kg-mal talaltuk egyenldnek.

Az A 40926 antibiotikum mannozil-agli~
kon savas és bazisos csoportokat tartalmaz
és a szokasos eljarédsok alkalmazasa esetén
sokat képezhet.

Az A 40926 antibiotikum mannozil-agli-
kon példaul oly modon alakithato at a megfe-
leld sav- vagy béazis-addiciés soOvé, hogy a
nem-so alakot vizes olddszerben oldjuk és
kis moléris feleslegben az oldathoz hozzaad-
juk a kivalasztott savat vagy bézist. A ka-
pott oldatot vagy szuszpenziot ezutén liofili-
zéljuk, a kivant s6 kinyerésére.

Abban az esetben, ha a végtermék soé
oldhatatlan egy olddszerben, amelyben a
nem-s6 alak oldhatd, ugy nyerjuk ki, hogy a
kivalasztott sav vagy bazis sztochiometrikus
mennyiségben vagy kis molaris feleslegben
valo hozzéadédsa utdn a nem-so alakot Kki-
szUrjuk a szerves oldatbdl. A nem-sé alak
ugy &llithatd eld, hogy a megfeleld sav- vagy
bazis-sé6t vizes oldoszerben oldjuk, majd az
oldatot semlegesitjik a nem-so alak felszaba-
ditéasara.

Ha a semlegesitést koévetben kisdzas va-
lik szlkségessé, egy szokésos kisdzasi elja-
rés alkalmazhatd, Elényésen alkalmazhatjuk
pl. az oszlopkromatografiat szilanizédlt szilika-
gél, funkcionalisan &t nem alakitott polistirol,
akril- és ellenérzott porusméretll polidextrén
gyantak (ilyen példaul a Sephadex LH 20)
vagy aktiv szén felhasznalésaval. A nem-Kki-
véant sék vizes oldattal vald eludldsa utén a
keresett terméket linearis gradiens vagy
lépcsds gradiens segitségével eludljuk, ame-
lyet viz és egy polaris vagy apolaris oldé-
szer keveréke segitségével - ilyen pl. az
50:50 acetonitril:viz elegy - kb. 100% aceto-
nitril - alakitunk ki.

Mint ez a szakember széaméra ismert, a
soképzés - akar gyogyaszati szempontbdl el-
fogadhatd savakkal (bézisokkal), akér gyod-
gyészati szempontbdl el nem fogadhatd sa~
vakkal (bazisokkal) - eldnybs tisztitasi tech-
nikaként alkalmazhaté, Egy A 40926 antibioti-
kum s6 alskja (miutén eldallitottuk és elkilé~
nitettiik) A4talakithatdé a megfeleldé nem-so0
alakké vagy egy gyédgyaszati szempontbédl el-
fogadhato sova.
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Egyes esetekben az A 40926 antibioti-
kum mannozil-aglikon bézis-addiciés sdja
oldhatobb vizben és hidrofil oldészerekben.

Az A 40926 antibiotikum mannozil-agli-
kon aktiv Gram-pozitiv baktériumokkal szem=-
ben, amelyek szamos, széles korben elterjedt
fertozésért feleldsek. Mivel ezeknek a pato-
géneknek a rezisztencidja a szokésos terapi-
45 kezeléssel szemben novekszik, még mindig
nagy szithség van uj antibiotikumokra.

Az antibakterialis kezelés esetében alta~
léban az A 40926 antibiotikum mannozil-agli-
kon, valamint nem-toxikus, gyogydszati szem-
pontbdl elfogadhatd soi vagy ezek keverékei
kiulénbdzé Uton, pl. helyileg vagy parentersa-
lisan vihetdk be. Altaldaban az adagolas ki-
tantetett modja a parenteralis bevitel.

Az injekciés készitmények szuszpenzid,
oldat, vagy emulzié alakuak lehetnek, olajos
vagy vizes hordozokkal, és hatdsfokozd sze-
reket - igy szuszpendédld, stabilizald és/vagy
diszpergalé anyagokat - tartalmazhatnak.

Egy masik megoldads szerint az aktiv
komponens por alaku lehet és az oldat az al-
kalmazéas idopontjaban éllithatd eld, amikor a
porhoz megfeleld vivdanyagot, példédul steril
vizet adagolunk.

A beviteli méd fuggveényében ezek a ve-
gyuletek kuléonbozd adagoldsi formakban ké-
szithetdok ki.

Egyes esetekben a taldlmény szerinti
vegyuletek oralis adagolas céljabol bélben
0ldédo bevonattal ellatottt alakban készithe-
tok ki, a szakember szamara ismert moddon
(1. példaul: Remington’s Pharmaceutical Sci-
ences, 15. kiadas, Mack Publishing Company,
Easton, Pennsylvania, Amerikai Egyesult Alla-
mok, p. 1614).

Erre kilonésen abban az esetben lehet
szikseég, amikor konkréten lényeges, hogy az
antimikrobialis anyag a bélszakaszbdl szivdd-
jék fel, miutdn véltozatlanul haladt 4t a gyo-
mor-szakaszon.

Az aktiv anyag beviendd mennyisége
kulonbozd tényezdktdl figg, amilyen a keze-
lendd egyén testsulya és éllapota, a bevitel
modja és gyakorisédga, valamint a szobanfor-
g0, a betegséget kivaltd tényezd.

A taldlmany szerinti antibiotikum, neve-
zetesen az A 40926 antibiotikum mannozil-ag-
likon és gyodgyészati szempontbdl elfogadhatd
s6i altalaban kb. 0,5-50 mg aktiv komponens/
/kg testsuly napi dozis esetében hatékonyak,
amelyet kivant esetben a nap folyaman 1-4
adagra elosztva viszink be.

Kuléndésen eldnydsek azok a készitmé-
nyek, amelyeket kb, 100~kb. 5000 mg/egység
hatdanyag-tartalmi egység-adagolasi alakban
allitunk el6.

Mint ez a szakember széméra ismert,
killdnb6z6 mechanizmusok és eljardsok alkal-
mazasaval késleltetett hatési készitmények
allithatok eld.

5.
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Egy kituntetett eljaras egy, az A 40926
antibiotikum mannozil-aglikont tartalmazé ké-
szitmény el6éllitdsdra - amely késleltetett ha-
tdsu - abbdl 4ll, hogy az antibiotikum viz-
oldhatatlan alakjat alkalmazzuk, vizes vagy
olajos kodzegben szuszpendalva.

GyoOgyszerkészitmények elballitisa

Intramuszkuldris injekcié céljéra egy-
ség-adagolasi alakot allitunk eld 5 ml steril
USP szuszpenzioval, amely 8% propilénglikolt
és 1000 mg A 40926 antibiotikum mannozil-
-aglikont tartalmaz.

Intramuszkularis injekcié céljéra egy-
ség-adagolasi alakot Allitunk eléd 5 ml steril
USP vizzel, amely 500 mg A 40926 antibioti-
kum mannozil-aglikont tartalmaz.

Intramuszkuléris injekcio céljara egy-
ség-adagolasi alakot allitunk elé oly modon,
hogy 2000 mg A 40926 antibiotikum mannozil-
-aglikon natrium sét 5 ml steril pro inj. viz-
ben szuszpendélunk.

A taldlmdny szerinti antibiotikum ezen-
kivil hasznos a Clostridium diffieile néveke-
désének elnyomésédban, amely a bélben psze-
udomembrén kolitiszt okoz. Az antibiotikum
felhasznélhatd a pszeudomembran kolitisz ke-
zelésében; ennek soridn orélisan az antibioti-
kumbdl vagy gyogyészati szempontbdl elfo-
gadhatd sdjabdél hatédsos adagot viszink be,
gyogydaszati szempontbdl elfogadhatd adagola-
si alakban kikészitve. Ilyen alkalmazéds eseté-
ben az antibiotikum zselatin kapszulaban
vagy folyékony szuszpenzidban vihetd be.

Gyodgyszerként mutatott aktivitdsa mel-
lett az A 40926 antibiotikum mannozil-aglikon
és gyogyészati szempontbol elfogadhato soi
felhasznalhatok az allati névekedés eldsegité-
sére.

Erre a célra a taldlmany szerinti vegyi-
leteket oralisan, megfeleldé takarmanyban
visszik be. Az alkalmazott pontos koncentré-
cio azonos azzal, amelyre ahhoz van szukseég,
hogy normilis mennyiségli takarmény elfo-
gyasztasa esetén az aktiv anyag a noveke-
dést elOsegitd hatdsos mennyiségben &lljon
rendelkezésre.

A taldlmény szerinti aktiv vegyuletek-
nek az allati takarmdnyhoz valo hozzéadédsa
eldnyésen ugy torténik, hogy megfeleld ta-
karmény premixet allitunk eld, amely az aktiv
vegyuletet hatdsos mennyiségben tartalmazza
és a premixet hozzéadjuk a teljes takar-
ményhoz.

Egy masik megoldas szerint az aktiv
komponenst tartalmazé atmeneti koncentratum
vagy takarmanyadalék keverhetd éssze a ta-
karménnyal.

Kézikonyvek ismertetik azokat az eljara-
sokat, amelyek segitségével az ilyen takar-
many premixek és teljes takarmanyok eléal-
lithatok (ilyen pl. a kovetkezd: Applied Ani-
mal Nutrition, W. H. Freedman and Co., San
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Francisco, Amerikai Egyesuit Allamok, 1969
vagy .Livestock Feeds and Feeding®, O and
B Books, Corvallis, Oregon, Amerikai Egyesult
aAllamok). Ezeket a kdnyveket a hivatkozés
révén a leirds részévé tesszuk.

A kovetkezd példdk a taldlminy tovabbi
szemléltetésére szolgdlnak és ilyenekként
nem tekintheték a taldlmény terjedelmént
korlatozo jellegiinek.

1. példa

a) 214 mg A 40926 antibiotikum AB
komplexet (ldsd a koévetkezd 3. miveletet)
30 ml 91 (térf./térf.) trifluor-ecetsav:viz
elegyben oldunk. 48 6rés, szobahémérsékle-
ten vald 4llds utidn a keveréket vékuumban
szobahOmérsékleten eredeti térfogatanak
1/10-ére péroljuk be, Atdblitjuk 30 ml vizzel,
majd kétszer extrahaljuk etilacetdttal. A vi-
zes féazis fdként az A 40926 antibiotikum
mannozil-aglikont és trifluor-ecetsavat tar-
talmaz.

b) Ezt a vizes fazist 1ln natrium-hidro-
xiddal semlegesitjuk, majd felvisszik egy
oszlopra (toltet-magassag 5 cm), amely 50 ml
szilanizélt szilikagél 60-at (0,20-0,06 mm szita
lyukbéség, Merck Co, art. 7719) tartalmaz,
vizben. Az oszlopot desztilldlt vizzel mossuk,
majd 1:1 (térf./térf.) acetonitriliviz eleggyel
elualjuk.

20 ml-es frakciokat szedank és ezeket
HPLC-vel (vagy TLC-vel) vizsgédljuk. Az
A 40926 antibiotikum mannozil-aglikont tar-
talmazdkat osszeéntjik, n-butanollal végzett
azeotrép desztilliciéval kis térfogatra tomeé-
nyitjtk be, majd fagyasztva szaritjuk.
124 mg A 40926 antibiotikum mannozil-agli-
kont kapunk.

2. példa

Az 1. példa szerinti eljarast ismételjik
meg, de a kiinduldsi anyagot 2 oran at kb.
65 °C-on (nem pedig egy éjjelen at szobahd-
mérsékleten) reagéltatjuk a vizes trifluor-
-ecetsavval, Kitermelés: 110 mg végtermék.

3. példa

Az 1. példa szerinti eljarast ismételjuk
meg, de a vizes trifluor-ecetsav helyett 1:1
2n vizes kénsav és dioxan elegyét alkalmaz-
zuk. A reakcié homérséklete ebben az eset-
ben kb, 65 °C és a reagaltatdst egy éjjelen
4t végezzik. A kitermelés hasonld az eldzd
példa szerintihez.

B-
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4. példa

Az 1. példa szerinti eljarast ismeételjuk
meg, kiinduldsi anyagként A 40926 antibioti~
kum komplex helyett

a) A 40926 antibiotikum A faktort, illet-
ve

b) A 40926 antibiotikum B faktort,
alkalmazva, A kitermelések hasonloak az
elébbi példak szerintiekhez.

5. példa

Az l.a) példa szerint elGallitott A 40926
antibiotikum mannozil-aglikont az alabbiak
szerint tovabbi tisztitAsnak vetjik ala: a vi-
zes fazist In nétrium-hidroxiddal semlegesit-
juk, majd vékuumban kb. 18 ml-re toményit-
juk be.

A kapott oldatot kétszer egymés utén
kromatogréfids futtatdsnak vetjuk alé savalld
acél oszlopban (atmérd 2 cm), amelyet 20 g
10 mikronos RP 18 szilikagéllel toltottunk
meg (Lichroserb RP18 Merck Co., art. 9334);
a toltetet 17:83 (térf./térf.) acetonitril
18 mmolos pH 6,0 néatrium-foszfat puffer ol-
doszereleggyel egyensulyozzuk ki.

Az oszlop része egy Chromatospac Mo-
dulprep egységnek (Joben Yvon, Longju-
meau, Franciaorszég). Az oszlopot 17:83 ace-
tonitril: 18 mmélos pH 6,0 natrium-foszfat
puffer eleggyel elualjuk. Az elualt frakciokat
275 nm-en vizsgéljuk, UVICORD S UV monitor
(LKB Co.) alkalmazésdval, és a meghatdrozast
HPLC és TLC technikéaval végezzuk.

Az A 40926 antibiotikum mannozil~agli-
kont tartalmazo, a két kromatografias futta-
tassal kapott frakciokat oOsszedbntjuk és a
szerves olddszer eltdvolitdséra vakuumban
betoményitjik. A kapott vizes oldatot ezutén
kromatografaljuk és feldolgozzuk (az 1. b)
példaban leirtak szerint); igy 66 mg A 40926
antibiotikum mannozil-aglikon liofilizatumot
kapunk.

A kiindulési anyagok elbéllitésa
1. mivelet

Fermentédcio az Actinomadura sp. ATCC 39727
torzzsel

Egy A 40926 antibiotikumot termeld
torzs (Actinomadura sp. ATCC 39727) tenyd-
szetét zabliszt ferde agaron 2-3 héten at
28 °C-on tenyésztjuk és ezt hasznaljuk fel
egy 500 ml-es Erlenmeyer lombik beoltéséra,
amely 100 ml, kovetkezd Osszetételll taptalajt
tartalmaz:

0,5% huskivonat
0,5% autolizalt élesztd

0,5% pepton

0,3% hidrolizalt kazein
2% glukoz

0,13% NaCl
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pH sterilizdlas elétt 7,5.

A lombikot 28 °C-on kb. 72 érédn at 200
ford./perc sebességli forgd razdégépen inku-
béljuk, majd a tenyészetet atvisszik egy
fermentorba, amely 4 liter eldbbi &sszetétells
taptalajt tartalmaz. Ezt a tenyészetet 28 °C-
-on kb. 72 6rén &t tenyésztjuk, kb. 2 liter/
/perc sebességll levegd-étfuvatassal és kb.
900 ford./perc sebességgel valé keveréssel.
Egy ilyen lombikot hasznélunk el egy 200 li-
teres, ugyanilyen téptalajt tartalmazd fer-
mentor beoltdsara. Ezt a fermentort 100 li-
ter/perc mennyiségl steril levegdvel leve-
gbztetjuk és kb, 28 °C-on 250 ford./perc se-
bességgel keverjuk. Az antibiotikum terme-
lést papirkorongos agar—diffuziés mddszerrel
kovetjuk, minimélis téptalajon, teszt-organiz-
musként B. subtilist alkalmazva. A maximaélis
aktivitast 72-96 dra elteltével érjik el.

2. mivelet
Az A 40926 antibiotikum kinyerése

A) A fermentlevet 4 °C-ra hitjik, pH
9,6-re allitjuk be és keverjuak. Kb. 1 éra el-
teltével szOrjuk és a szlrlet pH-jat vizes
asvanyi savval kb, 3,5-r¢ allitjuk be, Az ele-
gyet 4 °C-on 30 percen &t keverjuk, majd
Hyflo-FloMak szlirést elbsegitd anyaggal
szlrjuok. A tiszta szlrletet eltdvolitjuk; a
szirblepényt ionmentesitett vizben szuszpen-
daljuk, a szuszpenzio pH-jit kb. 8,5-re Allit-
juk be, keverjuk, majd szlrjuk. A kinyert
szirblepényt ugyanennek az eljirdsnak vet-
jok ald. Az egyesitett szlrletek tartalmazzak
az A 40926 antibiotikumot.

B) 2 liter duzzasztott D-Ala-D-Ala-epszi-
lon-aminokaproil-Sepharose moddositott métri-

xot adunk az 1. mivelet szerint eldallitott -

fermentléhez (miutdn szlrtik és a tiszta
szurlet pH-jat kb, 8,5-e éllitottuk be), vagy
az elobbi 2,A) eljArds szerint kapott egyesi-
tett szlrlethez. Egy éjjelen At szobahémér-
sékleten vald keverés utén a gyantdt szi-
réssel kinyerjik és egymés utdn a kdvetke-
2z8kkel mossuk: kb. 2 x 10 liter pH 17,5
0,45 mmolos HCI~-TRIS puffer (TRIS = 2-ami-
no-2-hidroxi-metil-1,3-propéndiol), amely 5
tomeg/tért.% NaCl-t tartalmaz, majd 4 x 20 li-
ter desztillalt viz. Az A 40926 antibiotikumot
2 x 20 liter 1 tomeg/térf.X-os amménium-hid-
roxiddal elualjuk a gyantérdl. Az eludtumokat
egy éjjelen at szobahbmérsékleten &llni
hagyjuk, majd kis térfogatra (kb. 2,5 liter)
betoményitjuk. A vizet n-butanollal végzett
azeotrop desztillacidval tavolitjuk el. Ezutén
petrolétert adagolunk; igy 3,4 g nyers
A 40926 antibiotikum komplexet csapunk ki.

A R
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3. mivelet

Az A 40926 antibiotikum AB komplex tisztitdsa

A lényegében az elébbi 2, muveletet ko-
vetve kapott nyers A 40926 antibiotikum
komplexet (750 mg; HPLC titer 70%) 400 ml
vizben oldjuk, az oldat pH-jat 7,5-re allitjuk
be és szilrjuk. A sziirletet affinitdiskromatog-
réfianak vetjuk ald D-Ala-D-Ala-epszilon-ami-
nokaproil-Sepharose oszlopon) 50 ml duz-
zasztott gyanta; tdltet-magassdg 5 cm). Az
oszlopot 0,16 tdomeg/térf.%~os ammoniaval,
mely 2 mél NaCl-ot tartalmaz, egyensulyozzuk
ki, amelyet HCl-val pH 7,5-re Aallitunk be,
majd egymas utdn a kévetkezd harom puffer-
-oldattal fejlesztjuk ki:

A puffer: NaCl-ra 2 mol, HCl-val pH 7,5-re
beallitott 0,16 tomeg/térf.X-os am-
monia (2,6 agytérfogat);

B puffer: NaCl-re 2 mol, HCl-lel pH 9,5-re
beallitott 0,16 tomeg/térf.%-os am-
ménia (16 agytérfogat);

C puffer: 1 tomeg/térf.%-os pH
ammoénia 2,6 agytérfogat).

A C puffer egyetlen frakciéban eluilja
az A 40926 antibiotikum AB komplexet. Ezt az
elualt frakciot pH 7,0-ra allitjuk be és ujra
felvisszuk ugyanerre az affinitas-oszlopra,
amelyet pH 7,0 10 mM TRIS-HCl pufferrel
hoztunk egyensulyba. Az osziopot desztillalt
vizzel mossuk, amig a sok eltavolitdsa teljes-
sé nem valik. Ezutdn az antibiotikumot 2

11,4 vizes

oszlopagytérfogatnak megfeleld mennyiségl
pH 11,0 39 tomeg/térf.%-os vizes ammoniaval
elualjuk.

Az eluélt frakciokat kistérfogatu vizes
eleggyé toményitjuk be, majd ezt fagyasztva
szaritjuk. 374 mg tiszta A 40926 antibiotikum
AB komplexet kapunk.

4. mivelet

Az A 40926 antibiotikum A és B faktor elki-
16nitése

A) 3,3 g, a 2. mUvelet szerint eldallitott
A 40926 antibiotikum komplexet vagy 2,3 g a
3. mivelet szerint eldallitott A 40926 antibio-
tikum AB komplexet 0,5 liter vizben szusz-
pendalunk, a szuszpenzidt kevertetjiik, majd
szGrjuk. A tiszta szlrletet felvisszik egy
szilanizalt szilikagél oszlopra (200 g; agyma-
gassag 18 cm; szilanizélt szilikageél 60, 0,20-
-0,06 mm szitalyukbbéség, Merck Inc.), ame-
lyet elézetesen A oldattal egyensulyoztunk ki
(0,001 mél vizes natrium-EDTA oldat, amely
0,25 témeg/téerf.X NaHzPO4«~H20-t és 2,5 to-
meg/térf.% NaCl-t tartalmaz, NaOH-dal pH 6,0-
-ra beallitva). Az oszlopot lineAris gradiens
alkalmazasaval eludljuk (0%-40% - térf./térf.
- acetlonitril A oldatban; 6ssztérfogat kb. 7
liter, kb, 48 6ra alatt). .

Kb. 15,5 ml-es frakcidokat szedink; eze-
ket bioldgiai meghatarozasnak vetjik ala Bac.
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subtilis alkalmazdsaval, és HPLC-vel elemez-
zuk. A hasonld antibiotikum-tartalmi frakcié-

kat o6sszedntjuk. A 310-330, frakcié tartal-
mazza az A 40926 antibiotikum A faktornak
nevezett antibiotikumot, a 348-365. frakcio
pedig az A 40926 antibiotikum B faktornak
nevezett anyagot.

B) Az A 40926 antibiotikum A faktort, il-
letdleg az A 40926 antibiotikum B faktort
tartalmazé egyesitett frakcidkat az acetonitril
eltavolitisdra csokkentett nyoméson betdmé-
nyitjuk, (kb. a kiinduladsi oldatok térfogata
kétszeresének megfeleld mennyiségll) vizzel
higitjuk és felvisszitk az elébbiekben leirt
tipusy szilanizalt szilikagél oszlopra (a duz-
zasztott métrix térfogata 50 ml; Agymagassdg
15 cm). Az oszlopot ionmentesitett vizzel
mossuk, amig a sok eltavolitdsa teljessé nem
valik. Végul az oszlopot 60:40 (térf./térf.)
acetonitril:viz eleggyel fejlesztjiuk ki.

Az eludlt frakcidkat csokkentett nyoma-
son betdményitjik és a maradékot fagyasztva
szaritjuk. Az eludlt frakcidk elsé csoportja-
bél . (az elébbi 310-330. frakcid) 134 mg
A 40926 antibiotikum A faktort kapunk, az
eluadlt frakciok mésodik csoportjabol (az
elobbi  348-365. frakcid) pedig 206 mg
A 40926 antibiotikum B faktort.

5. mivelet

Az A 40926 antibiotikum PA faktor és PB
faktor elkiillénitése

Lényegében a 2. A) mivelet és a 2. B)
mivelet elsd lépéseit kovetve a gyantdhoz
kotott antibiotikumot 2 x 20 liter 1 tdémeg/
/térf.%¥-os ammoéniumhidroxiddal eludljuk. Az
eludtumok pH-jat kénsavval 7,8-ra allitjuk be
és az oldatokat vakuumban, n-butanollal
végzett azeotrop desztilldciéval kis térfogat-
ra toményitjuk be. Vizes koncentrétumot ka-
punk, amelyet papiron szirink. A kapott
szurlet A 40926 antibiotikum PA faktort,
A 40926 antibiotikum PB faktort és kisebb
mennyiségl A 40926 antibiotikum A faktort
és B faktort (HPLC) tartalmaz.

Ebbél a vizes koncentratumbdl egy
10 ml-es mintat, amely kb. 50 mg/ml tiszta
A 40926 antibiotikum komplexet (HPLC-vel
végzett elemzés) tartalmaz, 5 mikrométer pé-
rusméretll szurén (Acrodise®, Gelman Science
Inc.) szGrink, majd a szlrletet felvisszik
egy 2 cm &tmérdji savélld acél oszlopra,
amely 20 g oktadecil-szilil forditott fézisu
szilikagélt (Lichrosorb RP 18, Merck Inc.)
tartalmaz; részecskenagysag 10 um, A szilika-
gélt ezutdn meérsékelt nyoméson (névleges
nyomés kb. 1,4-108 Pa) betdltjuk egy Chro-
matospac Modulprep készulék (Joben Yvon,
Franciaorszédg) savallé acél oszlopéba és ace-
tonitril:pH 6,0 18 mmol nétriumfoszfat puffer
{térf./térf.) elegyével kiegyensilyozzuk az
oszlopot. Az eludlast ugyanannak az oldo-

9
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szerelegynek az alkalmazasaval hajtjuk vég-
re, amelyet a kiegyensulyozashoz hasznél-
tunk; Aramlési sebesség kb. 10,5 ml/perc. Az
eludldst Bac. subtilis-szel végzett biologiai
meghatdarozassal és HPLC-vel kovetjuk.

A hasonlé antibiotikum-tartalmi frakcio—
kat dsszedntjuk és 5 kromatografids futtatés
homogén frakcidit a szerves oldoszer ledesz-
tillalasaval betoményitjik.

A kapott oldatot az eredeti térfogat
kétszeresének megfeleld mennyiségl vizes
1 mélos néatrium-kloriddal higitjuk és az ol-
datot felvisszuk egy szilanizalt szilikagél
oszlopra (50 g, agy-magassag 5 cm; szilani-
zalt szilikagél 60, Merck Inc.), amelyet vizzel
egyensulyoztunk ki.

Az oszlopot jonmentesitett vizzel mos-
suk, amig a sok eltavolitdsa teljessé nem vé-
lik (vizes AgNOas oldat hozzéadésa utén az
eluatumokban nem jelenik meg AgCl csapa-
dék), majd az oszlopot 1:1 (térf./térf.) aceto-
nitril:viz eleggyel elualjuk. A hasonlé anti-
biotikum-tartalmu frakciokat (HPLC elemzés)
Osszedntjik, n-butanollal végzett azeotrdop
desztillacioval kis térfogatra toményitjuk be
és igy egy vizes fazist kapunk, amelyet fa-
gyasztva széritunk. Kitermelések:

A 40926 antibiotikum PA faktor: 55 mg
A 40926 antibiotikum PB faktor: 51 mg
A 40926 antibiotikum A faktor: 38 mg
A 40926 antibiotikum Bo faktor: 33 mg
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6. muivelet

Az A 40926 antibiotikum PA faktor dtalakitdsa
A 40926 antibiotikum A faktorrd és az
A 40926 antibiotikum PB faktor édtalakitésa
A 40926 antibiotikum B faktorra

50-50 mgA 40926 antibiotikum PA fak-
tort, illetdleg A 40926 antibiotikum PB fak-
tort, 2,5 ml vizes 1 tomeg/térf.X-os ammoéni-
um-hidroxidban kilén-kiilén feloldunk és a
kapott oldatokat kb. 24 6rén &t keverés koz-
ben szobahdmérsékleten tartjuk.

Az A 40926 antibiotikum A faktort ugy
nyerjuk ki az eredetileg az A 40926 antibio-
tikum PA faktort tartalmazé oldatbdl, és az
A 40926 antibiotikum B faktort az eredetileg
az A 40926 antibiotikum PB faktort tartalmazé
oldatbdl, hogy a vizet n-butanollal végzett
azeotrdp desztillécidval eltavolitjuk, etiléteres
kicsapast végzunk és a csapadékot szliréssel
bsszegyujtjuk (kitermelés kb. 75%).

A D-Ala-D-Ala-Sepharose eldallitdsa

Aktivalt CH-Sepharose 4B-t (Pharmacia
Fine Chemicals) - 1 g - 15 percen 4t 1 mmo-
los jéghideg sosavban duzzadni hagyunk,
majd ugyanezzel az oldattal mossuk.

A kapott (kb. 3 ml térfogatu) gélt 6sz-
szekeverjuk egy olyan oldattal, amely
0,5 moélos natrium-klorid - 0,1 mdlos nétrium-
-hidrogén-karbonat puffer oldatban 30 mg
D-alanil-D-alanint tartalmaz; pH 8,

A keveréket 1 6rdn at szobahbmérsékle-
ten sikrézogépen razatjuk.

A kapcsolasi reakcido befejezbdése utan
a ligandum feleslegét a pufferrel kimossuk. A
dextréan hordozé meg nem kotdbtt aktivalt
csoportjait 1 mélos etanolamin-hidroklorid ol-
dattal, pH 9-en 1 oérén at végzett kezeléssel
blokkoljuk.

Ezutén a Sephadex-epszilon-aminokapro-
il-D-alanil-D-alanin modositott matrixot szi-
réssel kinyerjuk és alaposan mossuk, felvalt-
va, 0,5 mdélos néatrium-kloriddal és pH 4
0,1 mélos nétrium-acetattal, majd négyszer
-0,5 molos natrium-kloriddal és pH 8 0,1 moé-
los trisz(hidroximetil)aminometan pufferrel.

-9-
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés A 40926 antibiotikum manno-
zil-aglikon elbéllitasdra, mely a kovetkezd
jellemzb8kkel rendelkezik:

A) UV abszorpcidés spektruma a kévetkezd
abszorpcids maximumokat mutatja:

lambdasax(nm)
a) 0,1 n HCl 280
b) pH 7,38 foszfdt puffer 280; 300 (vall)
c) 0,1 n kéliumhidroxid 298
d) pH 9,0 foszfat puffer 282; 300 (vall)

B) IR abszorpcidés spektruma a kdvetkezd ab-
szorpcids maximumokat mutatja (cm-!):
3700-3100; 3000-2800 (nujol); 1655; 1620-
-1540; 1505; 1460; (nujol); 1375 (nujol);
1350-1250; 1210; 1150; 1020; 970; 850; 810

C) IH-NMR spektruma a kovetkezd jel-cso-

portokat mutatja (ppm-ben) 270 MHz-en

DMSO-ds-ban (hexadeutero-dimetil-szulfo-

xid és CF3COOH elegyében felvéve, belsd

standardként (0,00 ppm) TMS-t alkalamaz-

va (delta, ppm; multiplicitds; azonositds);

2,51, s (DMSoOds); 2,50, s (NCH3); 2,88, m

(Z2); 3,30, m (Z'2); 4,08, m (X6); 4,44, d

(X5); 4,49, 4 (X7); 4,83, m (X2); 5,02, s

(4F); 5,08, s (Z6); 5,31, s (a mannoz ano-

mer protonjai); 5,53, d (X4); 5,78, s (4B);

6,08, d (X3); 7,70, s (6B); 6,44-8,52 (aro-

més és peptid NH-k)

D

~

retenciés iddé (Rt) 1,18 az L 17054 (TA3-1)
antibiotikumhoz  viszonyitva (Re = 8,78
perc), az elemzést forditott fazisi HPLC-
-vel a kovetkezé korulmények kézédtt vé-
gezve:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 um) Altex
4,6 mm (belsd &tmérd) x 250 mm
elé-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)

A elualdszer:

CH3CN 10%
2,5 g/1 NaHzPO4.H20 90%
pH 6,0-ra beallitva

B eludlészer:

CH3CN T0%
2,5 g/1 NaHzP04.Hz20 30%

pH 6,0-ra beéllitva

eludléds: linearis gradiens (5%-60% B elua-
loszer A eluéldszerben), 40 perc
alatt

aramlasi sebesség: 1,6 ml/perc

UV detektor: 254 nm

belsé standard: L 17054 (TA3-1) antibioti-

kum
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E) Re 0,39 a kovetkezd kromatografids rend-
szerben:
5 g/1 NaHzPO4,H20-t
tartalmazé 1 mélos NaCl
acetonitril 30
pH 6,0-ra bedllitva, szilanizdlt szilikagél
60 Fa5¢ Merck lemezeket (rétegvastagsag
0,25 mm) - alkalmazva
Eléhivés:
- UV fény
~ sarga szin Pauly reagenssel, azaz dia-
zotdlt szulfanilsavval
- bioautogréfia B. subtilis ATCC 6633 fel-
hasznéléasdval minimélis Davis-f tdptalajon

70

F

~—

gyors atom-bombazasos (FAB) tomegspekt-
rum M + M* értékkel kb. 1374-nél, azzal
Jellemezve, hogy az A 40926 antibiotikum
komplexet, az A és B faktorban feldusitott
komplexet, vagy a PA, PB, A, B vagy Bo
faktort egy é&svanyi sav vagy egy erés
szerves sav tomény vizes oldaténak alkal-
mazaséval - kivant esetben egy aprotikus
szerves oldoszer jelenlétében - hidrolizél-
Juk. .

2. Az 1. igénypont szerinti eljéras, azzal
Jellemezve, hogy 4svanyi savként kénsavat
alkalmazunk.

3. Az 1, igénypont szerinti eljards, azzal
Jellemezve, hogy szerves savként trifluor-
~ecetsavat alkalmazunk.

4. Az 1, igénypont szerinti eljaris, azzal
Jjellemezve, hogy aprotikus szerves olddszer-
ként dioxant alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, agzal
Jellemezve, hogy a reakcidelegy hdmérsékle-
tét 0 °C és a visszafolyatdsi hémérséklet ko-
z6tt tartjuk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal
Jellemezve, hogy a reakcidelegy hémérsékle-
tét 15 oC és 75 °C kozdtt tartjuk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal
Jellemezve, hogy er6s savként 85-95%-os vi-
zes trifluor-ecetsavat alkalmazunk és a reak-
sidelegy hdémérsékletét a szobahémérsékletre
allitjuk be.

8. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal
Jellemezve, hogy a hidrolizist 2:1 - 1:2 ara-
nyu vizes In kénsav:dioxan elegy jelenlété-
ben hajtjuk végre.

9. Eljards gyogydszati készitmények els-
allitasara, azzal jellemezve, hogy az 1. igény-
pont szerinti eljarassal eloallitott A 40926
antibiotikum mannozil-aglikon vegyiletet egy
gyogyaszati szempontbdl elfogadhatd vivé-
anyaggal és/vagy adalékanyaggal osszeke~
verve gyogyszerkészitménnyé feldolgozzuk.

Kiadja az Orszégos Tﬁlélményi Hivatal, Budapest -
- A kiadasért felel: dr. Szvoboda Gabriella osztélyvezetd
R 4960 - KJK

90.3346.66-13-2 Alfoldi Nyomda Debrecen - Felelds vezetd: Szabo Viktor vezérigazgatd
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