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A taldlmany térgya: eljaras Gj antibiotikumok
— nevezetesen az A 40926 AB komplex N-acilami-
noglukuronil aglikonja, az A 40926 antibiotikum
A faktor N-acilaminoglukuronil aglikonja, az A
540926 antibiotikum B, faktor N-acilaminogluku-
ronil aglikonja, az A 40926 antibiotikum B, faktor
N-acilaminoglukuronil aglikonja, az A 40926 anti-

biotikum aglikonja és ezek addicids s6i elBallitasa-
ra, az A 40926 antibiotikum komplexbdl vagy en-
nek egy faktorabol kiindulva, valamint az emlitett
0j antibiotikumok alkalmazasa a rajuk érzékeny
mikroorganizmusok altal okozott fert3z6 betegsé-
gek kezelésére.
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A talél,mény targya: eljaras 0j antibiotikumok
— nevezetesen az A 40926 antibiotikum AB komp-
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lex N-acilaminoglukuronil-aglikonja, az A 40926

antibiotikum A faktor N-acilaminoglukuronil-ag-
likonja, az A 40926 antibiotikum B, faktor N-acil-
aminoglukuronil-aglikonja, az A 40926 antibioti-
kum B, faktor N-acilaminoglukuronil-aglikonja,
az A 40926 antibiotikum aglikonja — és ezek addi-
cios soi elballitasara, az A 40926 antibiotikum
komplexbél vagy ennek valamelyik faktorabdl ki-
indulva. Az Gj antibiotikumok alkalmasak fert5z6
betegségek kezelésére, amelyek a rajuk érzékeny
mikroorganizmusokkal kapcsolatosak.

Az A 40926 antibiotikum komplex és ennek fak-
torai Gram-pozitiv baktériumok és Neisseria tor-
zsek ellen aktiv antibiotikumok, amelyeket Actino-
madura térzsek termelnek.

Az Actinomadura genushoz tartozé egyik, A
40926 antibiotikum komplexet termeld torzset
1984, junius 8-an helyeztiik letétbe az American
Type Culture Collection-nél (ATCC, Rockville,
Maryland, Amerikai Egyesiilt Allamok), a Buda-
pesti SzerzOdés elbirasai szerint.

Az A 40926 antibiotikumot ¢és faktorait, az eze-
ket termeld mikroorganizmusokat és az elééllita-
sukra irdnyul6 eljarést a 177882 szami, 1986. 4pri-
lis 16-4n kozzétett eurdpai szabadalmi beielentés
ismerteti. A fizikokémiai adatok alapjan és ismert
antibiotikumok szerkezetére vald hivatkozéssal az
- A 40926 faktoroknak az (I) dltalanos képlet tulaj-
donithatdé (a szAmozas analdg azzal, amelyet J.
- Williams a J. A, C. S. 106, 4895—4908, 1984 he-
lyen javasol); e képletben

A jelentése N-(11—12 szénatomos)- acﬂammo-
glukuronil-csoport és

B jelentése mannozil- vagy acetil-mannozil-cso-
port.

Kozelebbrdl:

— az A 40926 antibiotikum A faktor olyan eléb-

bi képletd vegyiilet, amelyben A jelentése undeka-
noilaminoglukuronil-csoport és B Jelentese man-
nozil-csoport;
. — az A 40926 antibiotikum B, faktor olyan
elébbi képletli vegyiilet, amelyben A jelentése izo-
dodekanoilaminoglukuronil-csoport és B jelentése
mannozil-csoport és

— az A 40926 antibiotikum B, faktor olyan
¢l8bbi (I) altaldnos képletd vegyiilet, amelyben A

. jelentése dodekanoilaminoglukuronil-csoport és B
jelentése mannozil-csoport.

Az A 40926 antibiotikum PA és PB faktor ab-
ban kilénbozik a megfeleld A és B faktortdl, hogy
bennitk a mannoéz-egység helyett acetil-matméz
egység van jelen. o

Az A 40926 antibiotikum a komplex antibiotiku-
mok kdzé taitozik; 5 komponensét killonitették el,
amelyeket PA, PB, A, B, és B, faktorként azonosi-
tottak.

Legalabbis bizonyos fermentécios koriilmények
k8zétt az A 40926 antibiotikumot termeld torzsek
£ terméke az A 40926 antibiotikum PA é PB
faktor. '

Az A 40926 antibiotikum A és B faktor elsésor-
ban az A 40926 antibiotikum PA ill. PB faktor 4t-
alakul4si terméke és gyakran mar a fermentlében
jelen van.
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Azt talaltak, hogy az A 40926 antibiotikum PA
faktor bazisos koriilmények kozott atalakithatd A
40926 antibiotikum A faktorra, az A 40926 anti-
biotikum PB faktor pedig A 40926 antibiotikum B

faktorra.

Kovetkezésképp: ha egy fermentlevet vagy egy
ebbdl elballitott, A 40926 antibiotikumot tartalma-
z6 kivonatot vagy koncentratumot bizonyos ideig
bézisos koriilmények kozott allni hagyunk (pl. pH
9 felett, egy nukleofil bazis vizes oldatdban egy éj-
jelen at), olyan A 40926 antibiotikum komplexet
kapunk, amely A 40926 antibiotikum A és B fak-
torban feldlsult.

A leirasban és az igénypontokban az , A 40926
antibiotikum ~ N-acilaminoglukuronilaglikonjai”
kifejezés az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglu-
kuronil-aglikon AB komplexre és/vagy ennek egy
faktorira utal, amilyen az A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-aglikon A faktor, A 40926
antibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon B
faktor, A 40926 antibiotikum N-acilaminogluku-
ronil-aglikon B, faktor és az A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-aglikon B, faktor.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon AB komplex (nem-addicids sé alakban)
a kovetkezd jellemzoket mutatja:

A)az 1. abra szerinti UV abszorpcids spektrum,
a kdvetkezd abszorpciés maximumokkal:

lambdainax (nm)

a) 0,IN HCl 282
b) pH 7,4 foszfat puffer 282, 310 (vall)
¢) 0,IN KOH 302

B) a 2. 4bra szerinti IR spektrum, a kovetkezd .
abszorpcids maximumokkal (cm—'):
3700~-3100; 3000—2800 (nujol), 1650; 1620—
1550; 1500; 1460 (nujol); 1375 (nujol); 1300;
1250~—1180; 1150; 1060; 1010; 970; 930; 840; 820

C) a 3. 4bra szerinti 'H—NMR spektrum, amely
a kovetkezd jelcsoportokat (ppm-ben) mutatja 270
MHz-en, DMSO--ds (hexadeutero-dimetilszulf-
oxid) és CFz:COOH elegyében felvéve, belsd stan-
dardként TMS-t (0,00 ppm) alkalmazva (delta,
ppm):
0,84, d és.t (izopropil-CHj-ek és termindlis CHs);
1,14, m [(CH:).); 1,44, m (—CH;—C—CO és
izopropil—CH); 2,00, t (—CH,—CO); 2,5, s
(DMSOds); 2,5, s (N—CHs); 2,93, m (CH, (Z2)];
3,33, m [CH, (Z’2)]; 3,20—3,80, m (cukor CH-k);
5,34, d (az acilaminoglukuronsav anomer proton-
ja); 4,10, m (X6); 4,33, d (X5); 4,43, d (X7); 4.9,
m (XZ) 5,1 (4F és 76) 54,s (Xl), S 58, d (X4);

" 5,7,5(4B); 6,06, d (X3); 773 s (6B); 626——842 s
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és m (aromas CH-k és peptid NH-k); 8,70—10, 5
széles s (fenolos OH-k és NH,)

duplett

multiplett

szingulett

triplett

W

r—omag‘

D) retencids id3 (Rt) 1,20 és 1,30 a teikoplanin
A, komponenshez (R, = 20 3 perc) viszonyitva, for-
ditott fazist HPLC-vel meghatérozva a kévetkezd
koriilmények kozott:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (bels6 atmeérd) X250 mm
elo oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)

2.



1
A eludldszer: CH;CN 10%
NaH,POs-H;0 (2,5g/1) 90%
pH 6,0-ra bedllitva
B elualdszer: CH,CN 70%

NaH,PO,-H,0O (2,5 g/1)
pH 6,0-ra beéllitva
eluélés: linedris gradiens (5% —60% B elulészer
az A eludl6szerben), 40 perc alatt
4ramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
bels6 standard: teikoplanin A, 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A))
E) s6képzésre képes savas csoportok
F) s6képzésre képes amino-csoportok
G) a maghoz nem kapcsolddik mannédz-egység.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon A faktor (nem-s6 alakban) a kévetkezd
jellemzdket mutatja:

A) a kovetkezd abszorpcidés maximumokat tar-
talmaz6 UV abszorpcids spektrum:

30%

lambdamax (nm)

a) 0,IN HCl 282
b) pH 7,4 foszfat puffer 282; 310 (vall)
¢) 0,IN KOH ' 302

B) a 4. abra szerinti IR abszorpcids spektrum,
amely a kdvetkezd abszorpcids maximumokat mu-
tatja (cm—'):

3700—3000; 3000—2800; 1650; 1585; 1505; 1460
(nujol); 1375 (nujol); 1295; 1230; 1210; 1150;
1070; 1060; 1010; 845; 820; 720 (nujol)

C) az 5. 4bra szerinti 'H~-NMR spektrum,

amely a kovetkezd jelcsoportokat mutatja (ppm-
ben) 270 MHz-en DMSO—ds-ban (hexadeutero-di-
metilszulfoxid) felvéve, belsé standardként (0,00
ppm) TMS-t alkalmazva (delta, ppm):
0,85, t (terminélis CHs); 1,0—1,3 (alifas CH;z-ek);
1,42, m (OC—C—CH,); 2,00, t (CO—CH,); 2,35,
s (NCHs); 2,49, s (DMSOds); 2,82, m (Z2);
2,8—3,8 (cukor-protonok és Z’2); 4,12, m (X6);
4,56, s (X1); 4,34, d (X5); 4,41, d (X7); 4,96, m
(X2); 5,08—5,12 (4F és Z6); 5,40 (az acilaminoglu-
kuronilsav anomer protonja); 5,58, d (X4); 5,74, s
(4B); 6,08, d (X3); 7,75, s (6B); 6,25—8,40, s, d &5
m (aromas CH-k és peptid—NH-k).

D) retenciés idé (R 1,20 a teikoplanin A; 2
komponenshez viszonyitva, amelynek R, értéke
20,3 perc, az elemzést forditott fazist HPLC tech-
nikéval végezve a k8vetkezd kdritlmények kozott:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsd atmérd) X 250 mm
el6oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 pm)

A elualdszer: CH;CN 10%
NaH:PO,-H:0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra beallitva

B eludlészer: CH;CN 70%
NaH,PO4s-H,0 (2,5 g/1) 30%

pH 6,0-ra bedllitva
elualés: linedris gradiens (5% —60% B elual6szer
A eludlészerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: teikoplanin A, 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

E) molekulatémeg kb. 1554, FAB—MS-sel meg-
hatérozva

F) s6képzésre képes savas funkcidk
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G) sOképzésre képes amino-funkcid
H) a maghoz nem kapcsolddik mannédz-egység.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon By faktor (a nem-addicios s6 alakban) a
kovetkezd tulajdonsagokkal rendelkezik:

A) UV abszorpci6s spektruma a kdvetkez8 ab-
szorpcids maximumokat mutatja:

la.l'nbdamax (nm)

a) 0,IN HClI 282
b) pH 7,4 foszfat puffer 282; 310 (vall)
¢) 0,IN KOH 302

B) a 6. dbran bemutatott IR abszorpcids spekt-
rum, amely a kdvetkez6 abszorpciés maximumo-
kat mutatja (cm™');

3700—3100; 3000—2800 (nujql); 1650; 1585;
1505; 1460 (nujol); 1375 (nujol); ]295; 1230; 1210;
1150; 1060; 1010; 980; 840; 820; 720 (nujol);

C) a 7. 4bran bemutatott '"H--NMR spektrum,

amely a kdvetkezd jel-csoportokat (ppm-ben) mu-
tatja 270 MHz-en, DMSO—ds-ban (hexadeutero-
dimetilszulfoxid) felvéve, belsd standardként (0,00
ppm) TMS-t alkalmazva (delta, ppm);
0,84, d (izopropil—CH;-ek); 1,01,3 (alifas CH,-
ek); 1,3—1,6 (OC—C—CH; és izopropil—CH);
2,00, t (OC—CH:); 2,32, s (NCHjy); 2,49, s
(DMSO0ds); 2,82, m (Z2); 2,9~3,8 (cukor proto-
nok); 4,12, m (X6); 4,44, s (X1); 4,33, d (X5);
4,37, d (X7); 4,95, m (X2); 5,06=-5,10 (4F és Z6);
5,38, d (az acilaminoglukuronilspv anomer proton-
ja); 5,39, d (X4); 5,72, s (4B); 6,05, d (X3); 7,74, s
(6B); 6,27—8,5 (aroms és peptld NH-k)

D) retencids idd (R) 1,30 a teikoplanin A; 2
komponenshez (R:=20,3 perc) viszonyitva, az

elemzést forditott fazisa HPLC-vel a kovetkezd

korulmények kozott végezve):

oszlop: Ultrasphere ODS (5 um/Altex/Beckman)
4,6 mm (bels6 atmér3) x 250 mm

elG-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 pm)

A eludlészer: CH;CN 10%
NaH,PO.-H;O (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra beallitva

Beluyéldszer: CH;CN : 70%
NaH:PO.-H,0 (2,5g/1) 30%

pH 6,0-ra beallitva
eludlas: linedris gradiens (5% —60% B elualészer
A eludloszerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm '
belsS standard: teikoplanin A; 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A))

E) molekulatdmeg kb. 1568, FAB—MS-sel meg-
hatérozva

F) sbképzésre képes savas csoportok

G) s6képzésre képes amino-csoport

H) a maghoz nem kapcsolddik mannbz-egység

Az A 40926 antibiotikum N-gcilaminoglukuro-
nil-aglikon B, faktor molekulatdomege kb. 1569,
FAB—MS-sel meghatarozva, és fizikokémiai tu-
lajdonsagai lényegében megegyeznek az A 40926
antibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon B,
faktor elébbiekben ismertetett jellemzdivel, a ko-
vetkezd eltérésekkel: 0,84-nél (delta, ppm) triplet-
tel rendelkezik (amely egy n-propil-csoport metil-
csoportjanak tulajdonithatd) az elGbbiekben leirt
NMR rendszerben, és retencids ideje a teikoplanin

3
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A 2 komponenséhez viszonyitva 1,32 az el6bbiek-
ben ismertetett rendszerben.

Az A 40926 antibiotikum aglikonja a kovetkezd
tulajdonsdgokat mutatja:

A) a 8. abra szerinti UV abszorpcios spektruma
a kovetkez® ‘abszorpciés maximumokat mutatja:

lambdamax (nm)

a) 0,IN HClI 280
b) pH 7,4 foszfat puffer 280; 310 (vall)
¢) 0,IN KOH 299

B) a 9. 4bra szerinti IR abszorpcids spektruma a
k&vetkezd abszorpciés maximumokat mutatja
(cm—!):

3700—3100; 30002800 (nujol); 1655; 1620—
1550; 1500; 1460 (nujol); 1375 (nujol); 1300; 1205;
1145; 1010; 970; 930; 840 '

C) a 10. &bra szerinti 'H—NMR spektruma a ko-
vetkez8 jel-csoportokat (ppm-ben) mutatja 270
MHz-en DMSO—ds (hexametildeutero-dimetil-
szulfoxid) és CF;COOH elegyében felvéve, belsd
standardként (0,00 ppm) ZTMS-t alkalmazva (del-
ta, ppm):

2,51, s (DMSO—ds); 2,50, s (NCH3); 2,88, m (Z2);
3,33, m (2°2); 4,10, m (X6); 4,34, d (X5); 4,43, d
(XN); 4,93, m (X2); 5,04, s (4F); 5,09, s (Z6); 5,54,
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kum N-acilaminoglukuronil-aglikon A faktornak
tulajdonithatd;
— az olyan ¢]8bbi (I) dltaldnos képlet, amelyben

_ A jelentése izododekanoilaminoglukuronil-csoport

1C

20

d (X4); 5,75, s (4B); 6,05, d (X3); 7,76, s (6B);

6,3—8,4 (aromas és peptid NH-k)

D) retencibs idd (Ry) 0,59 a teikoplanin Az 2
komponenséhez (R, = 20,3 perc) viszonyitva, fordi-
tott fazist HPLC-vel a kévetkezé koriilménye
kozott végezve a meghatérozast: :
oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsd atmérs) x 250 mm
elB-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 pm)

A elualészer: CH;CN 10%
NaH,PO:-H,0 (2,5 /1) 90%
pH 6,0-ra beéllitva

B elualdszer : CH;CN 70%

- NaH,PO,-H,0 (2,5 g/1) 30%
pH 6,0-ra bedllitva

elualés: linearis gradiens (5% —60% B eludloszer
A elualoszerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: teikoplanin A; 2 komponens
{Gruppo Lepetit S. p. A))
Ugyanilyen koriilmények kozott az L 17054 anti-
biotikumhoz (Gruppo Lepetit S. p. A., 119575 sz.
eurdpai szabadalmi bejelentés, kozzétéve 1984.
szeptember 26-4n) viszonyitott retencids id6 1,42.
E) molekulatomege kb. 1211 FAB—MS-sel meg-
hatérozva
F) sOképzésre képes savas csoportok
G) soképzésre képes amino-csoport
H) a maghoz nem kapcsolodik manndz-egység.
A fizikokémiai adatok alapjan és az ugyanezen
osztalyba tartoz6 ismert antibiotikumok szerkeze-
tének ismeretében az A 40926 antibiotikumnak N-
-acilaminoglukuronil-aglikonnak az olyan elobbi
(I) 4ltalanos képlet tulajdonithato, amelyben A je-
lentése N-(11—12 : szénatomos)-acilaminoglukuro-
nil-csoport és B jelentése hidrogénatom.
Kdzelebbrol:

— az olyan elGbbi (I) aitalanos képlet, amelyben '

A jelentése n-undekanoilaminoglukuronil-csoport
és B jelentése hidrogénatom, az A 40926 antibioti-

4
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és B jelentése hirdogénatom, az A 40926 antibioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikon B, faktornak
tulajdonithatd;

— az olyan el8bbi (I) dltaldnos képlet, amelyben
A jelentése n-dodekanoilaminoglukuronil-csoport
és B jelentése hidrogénatom, az A 40926 antibioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikon B; faktornak
tulajdonithat6.

Ez ut6bbi a taldlmany szerinti eljérassal az A
40926 antibiotikum B, faktorbol &llithat6 eld,
amely faktor az A 40926 antibiotikum B faktor
komponense; R, értéke a teikoplanin A, 2 kompo-
nenshez viszonyitva 1,27 a 177882 sz. eur6pai sza-
badalmi bejelentésben lefrt és az alabbiakban is-
mertetett forditott fazisi rendszerben. Az A 40926
antibiotikum B faktorbdl a Bo faktor (a nagycbb
mennyiségben jelenlevd faktor) elkillénitése utdn
allithato eld. '

Az olyan elébbi (I) altalanos képiet, amelyben A
és B jelentése hidrogénatom, az A 40926 antibioti-
kum aglikonnak tulajdonithato.

A leirasban és az igénypontokban A 40926 anti-
biotikum  N-acilaminoglukuronil-aglikon komp-
lexrél vagy ennek faktorairdl vagy az A 40926 anti-
biotikum aglikonr6l mondottak magukban foglal-
jak a ,,belsd s6™ alakot, valamint az esetleges savas
&s bézisos addicids sokat is.

A taldlmany szerinti vegyilletek antibakterialis
aktivitasa in vitro a standard higitasi proba segitsé-
gével mutathat6 ki, kildnboz6 mikroorganizmu-
sok alkalmazaséval.

Az MIC érték (minimalis gatlé koncentrécio)
meghatarozaséhoz alkalmazott taptalajok és te-
nyésztési korilmények a kovetkezdk:

— Isosensitest husleves (Oxoid) — 24 ora a Sta-
phylococcus torzsek, a Streptococcus faecalis és a
Gram-negativ baktériumok (E. coli) esetében;

— Todd—Hewitt htsleves (Difco) — 24 6ra mas
Streptococcus torzsek esetében; .
— GC alap-htsteves (Difco) + 1% Isovitalex
(BBL), 48 6ra, COs-ban disitott atmoszféra a

Neisseria gonorrhoeae esetében;

— Brain Heart husleves (Difco) + 1% C adalék
(Difco) — 48 6ra a Haemophilus influenzae eseté-
ben;

— AC leves (Difco), 24 6ra, anaerob atmoszféra
a Clostridium perfringens esetében;

— Wilkins-Chalgren agar (T. D. Wilkins és S
Chalgren, Antimicrob. Ag. Chemother. 10, 926,
1976), 48 6ra, anaerdb atmoszféra a tobbi anaerob
(C. difficile, Propionibacterium acnes, Bacteroides
fragilis) esetében;

— PPLO leves (Difco} + 10% l6szérum + 1%
glitkdz, 48 6ra a Mycoplasma gallisepticum eseté-
ben; :

— PPLO leves adalékokkal (R. T. Evans, D.
Taylor-Robinson, J. Antimicrob. Chemother. 4,
57), 24 6ra az U. urealyticum esetében.

Az inkubalast 37 °C-on végezzik.

Az inokulumok a kévetkezdk:

— 1% (térf./térf.) 48 Orés leves tenyészetbdl a
M. gallisepticum esetében;

4.
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— kb. 10 szinvaltoztatd egység/ml az U. urealy-
ticum esetében;

— kb. 10°—10° telepképzd egység/ml mis leves-
higitdsos MIC értékek esetében;

— kb. 10*—10° baktérium (folt) a beoltést tbb-
pontos inokulatorral végezve (az agar-higit&sos
MIC értékek esetében) C. difficile, P. acnes, B
fragilis).

Az egyes mikroorganizmusokra vonatkozd né-
hény MIC értéket a kovetkezd I. Tabl4zatban tiin-
tetiink fel. .

1. Téablazat
Torzs MIC (pg/ml)
A 40926 antibiotikum
N-acilaminogluku-
ronil-aglikon AB aglikon
komplex
1 0,13 0,13
2 0,13 0,25
3 0,13 0,13
4 0,06 0,5
5 0,13 . 1
6 0,13 0,5
7 0,06 0,5
8 0,25
9 0,25 i
10 0,06 1
11 16 32
12 4 16
13 32
14 128 felett 128
15 64 128 felett
A 40926 antibiotikum N-acilaminoglu-
kuronil-aglikon
A faktor B, B és B, faktor
1 0,06 0,06
2 0,13 0,13
16 0,25 0,25
3 0,06 0,06
4 0,06 0,06
5 0,06 0,06
6 0,13 0,13
7 0,06 0,06
8 0,03 0,03
12 8 8
13 32 32
14 128 felett 128 felett
17 128 felett 128 felett
1. Staph. aureus L165 _
2, Staph, aureus L165 (10° telepképz0 egység/ml)
3. Staph. epidermidis L147 ATCC 12228 (koagu-
14z negativ) :
4. Strep. pyogenes L49 C203
5. Strep. pneumoniae LA44 UC4l1
6. Strep. faecalis L149 ATCC 7080
7. Strep. mitis L796 (klinikai izolatum)
8. Clostridium perfringens L290 ISS 30543
9. Clostridium difficile L1363 ATCC 9689
10. Propionibacterium acnes 11014 ATCC 6919
11. Bacteroides fragilis L1010 ATCC 23745
‘12. Neisseria gonorrhoeae L997 ISM68/126
13. Haemophilus influenzae L 970 b tipus ATCC

19418
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14.
15.
16.
17.

Escherichia coli L47 SKF 12140

Mycoplasma gallisepticum 1431 S6 Weybridge
Staph. haemolyticus L602 (koagulaz negativ)
Ureaplasma urealyticum L 1479 (klinikai izo-
latum)

Azt talaltuk, hogy az A 40926 antibiotikum N-

-acilaminoglukuronil-aglikon AB komplex és fak-
torai kiilonosen aktivak koagulaz negativ Staphy-
lococcusokkal szemben. A kiildnbozd klinikai izo-
latumokb6! szdrmazd S. epidermidis és S. hae-
molyticus torzsekre vonatkozdé MIC értékeket
(ug/ml) a kovetkez8kben mutatjuk be:

11.Tablazat

A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-
-aglikon AB komplex
MIC (ug/ml)

Torzs

S. epidermidis L 393 0,06
S. epidermidis L 408 0,13
S. epidermidis L 410 0,06
S. haemolyticus L 381 0,25
S. haemolyticus L 382 0,13
S. haemolyticus L 383 0,5

S. haemolyticus L 403 0,25

Ezenkiviil azt talaltuk, hogy az A 40926 antibio-
tikum N-acilaminoglukuronil-aglikon AB komplex
MICy (ug/ml) értéke — azaz az a koncentracio,
antely 36 koagulaz negativ Staphylococcus klinikai
izolatum kozul legalabb 90% novekedését gatolja
— 0,5 pg/ml. ,

A talalméany szerinti vegyliletek antimikrobiélis
aktivitasat egérben, kisérleti vérmérgezés esetében
is megerdsitettik.

A kontroll és a kezelt csoportok 10—10 db,
18—22 g tdmegli CD—1 egeret (Charles River) tar-
talmaztak. Ezeket intraperitonedlisan fert8ztik
0,5—0,5 ml baktérium-szuszpenzidval, amelyet
ugy allitottunk el8, hogy S. pyogenes C 203 (1L49)
egy €jszakén at novesziett tenyészetét steril pepto-
nizalt séoldattal higitottuk. Az inokulumokat agy
£llitottuk be, hogy a nem-kezelt 4llatok 48 6rén be-
11l elpusztuljanak a vérmérgezésben. A megvizsga-
landé vegyiileteket kozvetlenil a fertdzés utan
szubkutan adagoltuk be. A hetedik napon, Spear-
man és Kérber modszerével (D. J. Finney: Statisti-
cal Methods in Biological Assay, Griffin, p. 524,
1952) az egyes dozisokhoz tartozd talélé allatok
sy4zalékos mennyisége alapjan kiszamitottuk az -
EDs értékeket (mg/kg-ban). ,

Ilyen koralmények kozott az A 40926 antidbioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikon AB komplex,
ill. az A 40926 antibiotikum aglikon EDso értéke
0,34 ill. 6,2 mg/kg.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nii-aglikon AB komplex, ennek faktorai és az A
40926 antibiotikum aglikon savas és bézisos cso-
portokat tartalmaz és szerves, ill. szervetlen ellen-
ionokkal a szokésos eljarasok kereteben sokat ké-
per. . . ;

A talalmany szerinti vegyilletek jellegzetes és
a szokasos reakcidkkal
Allithatok eld, szerves, ill. szervetlen savakkal,
amilyenek pl. a kovetkez8k: sOsav, hidrogénbro-

5 .
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mid, kénsav, foszforsav, ecetsav, trifluorecetsav,
triklérecetsav, borostyankdsav, citromsav, aszkor-
binsav, tejsav, maleinsav, fumarsav, palmitinsav,
kolsav, pamoinsav, nyalkasav, glutaminsav, kam-
forsav, glutarsav, glikolsav, ftalsav, borkdsav,
laurinsav, sztearinsav, szalicilsav, meténszulfon-
sav, benzolszulfonsav, szorbinsav, pikrinsav, ben-
zoesav, fahéjsav stb.

A bazisok jellegzetes példai: alkalifém- vagy al-
kalifoldfém-hidroxidok (pl. natrium-, kalium-,
kalcium-, magnézium-, bariumhidroxid), ammé-
nia & az alifas, aliciklusos vagy aromads szerves
aminok (pl. metilamin, dimetilamin, trimetilamin
és a pikolin).

A talalmény szerinti ,nem-s6” vegylletek atala-
kitasa a megfeleld addicios s6kké és viszont (azaz
egy talalmany szerinti vegyiilet addicios séjanak
atalakitdsa a nem-s6 alakké) a szakember tudasa-
hoz tartozik és a talalmany kiterjed ezekre a miive-
letekre.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon AB komplex és/vagy ennek faktorai és
az A 40926 antibiotikum aglikon pl. ugy alakithat6
at a megfeleld sav- vagy bazis-addicios sové, hogy
a nem-so alakot vizes oldészerben oldjuk és kis
molaris feleslegben az oldathoz adjuk a kivalasz-
tott savat vagy bazist. A keresett sO kinyerésére
ezutan a kapott oldatot vagy szuszpenzidt liofili-
zaljuk.

Abban az esetben, ha a végeredményként kapott
s6 oldhatatlan abban az oldészerben, amelyben a
nem-s6 alak oldhatd, a sot szfiréssel nyerjiik ki a
nem-so alak szerves oldoszeres oldatabol, a kivé-
lasztott sav vagy bézis sztdchiometrikus mennyi-
ségben vagy kis molaris feleslegben valé hozzéada-
sa utdn.

Ezekre az oldhatatlan s6kra példak a kalcium-,
magnézium- és a barium-sok. S

A nem-so6 alak ugy allithat6 eld, hogy 4 megfele-
13 savval vagy bazissal képezett sot vizes oldbszer-
ben oldjuk, majd az oldatot a nem-sé alak felsza-
baditasara semlegesitjlk.

Ha a semlegesitést kovetden a sav vagy a bazis,
feleslegének eltavolitdsara van szitkség, a szokasos
sémentesitési eljarast alkalmazhatjuk.
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Eldnyosen alkalmazhato pl. a szilanizalt szilika-

gélen végzett oszlopkromatogréfia; erre a célra
hasznalhatunk funkcionalisan &t nem alakitott po-
lisztirolt, akril- és ellendrzott porusnagysagi poli-
dextran-gyantékat (amilyen pl. a Sephadex LH 20)
is, valamint aktiv szenet. Miutan a nem-keresett
sokat vizes oldattal eludltuk, a keresett terméket
viz és egy polaris vagy apolaris szerves oldoszer ele-
gyével (pl. 50:50 acetonitril : viz elegy — kb, 100%
acetonitril) elualjuk, lineéris gradiens vagy 1épcsds
gradiens alkalmazésa mellett.

Mint ez a szakember szdmdra ismert, a gyogya-
szati szempontbél elfogadhatd savakkal (vagy ba-
zisokkal) vagy a gyogyaszati szempontb6l nem el-
fogadhat6 savakkal (vagy bazisokkal) végzett so6-
képzés célszerd tisztitdsi technikaként alkalmazha-
t6. Kialakulasa és elkiilonitése utén egy A 40926
antibiotikum sé-alakja atalakithaté a megfeleld
nem-sO alakkéa vagy egy gydgyaszati szempontbdl
elfogadhat6 so-alakka.

Egyes esetekben az A 40926 antibiotikum N-acil-
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aminoglukuronil-aglikon AB komplex, vagy egy

6

faktora, illetdleg az A 40926 antibiotikum aglikon
bazis-addicios séja oldhatébb vizben és hidrofil ol-
doszerekben.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikonok és az A 40926 antibiotikum aglikon
clédllitdsa: : '

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon AB komplexet, az A 40926 antibioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikon A faktort, az
A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-agli-
kon B faktort, az A 40926 antibiotikum N-acilami-
noglukuronil-aglikon Bo faktort, az A 40926 anti-
biotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon B; fak-
tort és az A 40926 antibiotikum aglikont ellendr-
zott savas hidrolizissel allitjuk eld az A 40926 anti-
biotikum komplexbdl, ennck valamelyik faktoréa-
bol (ezek: az A 40926 A faktor, A 40926 B faktor,
A 40926 PA faktor, A 40926 PB faktor, A 40926
B, faktor és A 40926 B, faktor) vagy eze." “torok
tetszBleges aranyu keverékébdl.

Ezt a hidrolizist 4ltaldban egy erds sav jelenlété-
ben végezziik, megfeleld szerves old6szerben. A re-
akcié hémeérséklete tag hatarok kozott véltoztat-
hato: eldnyosen 4 °C és 100 °C kozott, legeldnyo-
sebben pedig 25 °C és 80 °C kozott helyezkedik el.

A reakcié iddtartama a konkrét reakci6-koril-
mények fliggvényében valtozik. ‘

A reakcioidd altalaban 30 perc és 120 6ra kozotti
id8tartam. -

Mivel azonban a reakci6 lefolyésa TLC-vel vagy
HPLC-vel kovethetd, a szakember képes annak el-
dontésére, hogy a kiindulasi anyagok hidrolizisét
mikor kell teljesnek tekinteni és mikor indithat6
meg a kinyerési eljaras.

Az erds savakra jellegzetes példak az 4svanyi és
az erds szerves savak, amilyenek a hidrogénhaloge-
nidek (pl. a hidrogénklorid, hidrogénbromid és
hidrogénjodid), a foszforsavak, kénsav, halogén-
ecetsavak (pl. a triklérecetsav, trifluorecetsav,
klér-difluorecetsav) stb, '

Megfeleldnek tekintjitk azt a szerves oldoszert,
amely a kovetkezd tulajdonsagokkal rendelkezik:

a) legalabb részben képes oldatba vinni a kiindu-
14si anyagokat;

b) az eldallitott termékek vagy kivalnak az oldo-
szerbBl vagy a szok&sos eljarasokkal elkillénithe-
t6k;

¢c) semmiképpen sem befolyasolja kedvezStlenil

-a reakcio lefolyasat.

Az ilyen szerves oldoszerekre példék a protikus
vagy aprotikus oldoszerek, pl. az 1—4 szénatomos
alkil-szulfoxidok (pl. a dimetil-szulfoxid és a dietil-
szulfoxid), az 1—4 szénatomos alkil-formamidok '
(pl. a dimetil-formamid és a dietil-formamid), a di-
oxan, tetrahidrofurdn és hasonl6 oldészerek, ame-
fyek a kivalasztott savval kompatibilisek.

A hidrolizist altalaban korlatozott mennyiségl
viz (pl. a reakcidelegy 0,1—10%-4nak (tomeg/to-
meg/megfele:8 mennyiségl viz) jelenlétében hajt-
juk végre. {:z a vizmennyiség nyilvanvaléan mar
jelen lehet vagy a dindulési anyagokban, az oldo-

“szerekben vagy a reagensekben, vagy sziikség ese-

tén ad hoc hozzaadhato.

A talalmany szerinti eljaras egyik elényds valto-
sata szerint dimetil-szulfoxid/cc. sdsav elegyet
hasznalunk, 40 °C és 80 °C kozétti hdmérsékleten.
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A dimetil-szulfoxid/cc. sbsav aranya &ltaldban
8:2—9,5:0,5. Témény s6savként kitiintetetten a
37%-o0s (t8meg/tdmeg) sdsavat alkalmazzuk.

A reakcei6 terméke altaldban az N-acilaminoglu-
kuronil-aglikon és az aglikon elegye. A hémérsék-
let ellendrzésével és egyes esetekben a sav koncent-
racidja és erdssége beallitaséval az eljarast — leg-
alabbis bizonyos mértékben — gy irdnyithatjuk,
hogy a két fGtermék — azaz az A 40926 antibioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikonok és az A
40926 antibiotikum aglikon — koziil valamelyik-
hez jussunk, Kozelebbrdl: viszonylag alacsony hé-
mérséklet fenntartdsaval, a sav-keverék tdménysé-
gének lehetséges csdkkentésével és a reakci6idd
megfeleld ellenBrzésével az N-acilaminoglukuro-
nil-aglikonok kitermelése n8velhet8, mig ardnylag
magasabb hémérsékleteken és hosszabb id3k alatt
egyedil az aglikont kapjuk.

A reakci6 lefolyasat ebben az esetben is TLC-vel
vagy elénydsen HPLC-vel kovetjiik és a reakciot
leallithatjuk, amint a keresett anyag optimdlis ter-

melését elértitk, annak érdekében, hogy a tovabbi

kinyerési eljaras kitermelését a maximélisra novel-

juk. .

_ Ha olyan terméket kapunk, ‘amely az A 40926
antibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikonok és
az A 40926 antibiotikum aglikon keveréke, ez kro-
matografiaval (igy folyadék-folyadék kromatogra-
fidval, gyorskromatografiaval, HPLC-vel = nagy-
nyomasd folyadékkromatogréfidval és affinitds-
kromatografidval) valaszthaté szét.

- Ha affinitaskromatografiat alkalmazunk, egy
kitiintetett adszorbens az immobilizalt D-alanil-D-
-alanin, amelyet a 122969 sz. eurdpai szabadalmi
leiras (k6zzétéve 1984. oktdOber 31-én) ismertet.
Kiillondsen Kkitlintetett az agaréz-epszilon-amino-
kaproil-D-alanil-D-alanin. Az eludld elegy vizes
pufferbdl és egy sdoldatbédl all. A pH és a s6kon-
centracié bedllft4sa hatdsdra az A 40926 antibioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikonfai elkildnid-
nek az A 40926 antibiotikum aglikontél.

A taldlmany tovabbi targya és elényds kiviteli
modja eljaras az A 40926 antibiotikum N-acilami-
noglukuronil-aglikon AB komplex vagy ennek
egyik faktora tilnyomd mennyiségben val6 eldalli-
tasara, amely abbdl 4ll, hogy az A 40926 antibioti-
kum komplexet vagy ennek egyik faktorat (azaz az
A 40926 antibiotikum AB komplexet, az A 40926
antibiotikum A faktort, az A 40926 antibiotikum
B-faktort, az A 40926 antibiotikum B, faktort, az
A 40926 antibiotikum B, faktort, az A 40926 anti-
biotikum PA faktort vagy az A 40926 antibioti-
kum PB faktort) ellendrzott savas hidrolizisnek
vetjitk ala egy polaris aprotikus olddszer és egy
erds asvanyi vagy szerves sav keverékével, korlato-

Czott (0,1—10 témeg/tdmeg%) mennyiségl viz je-
lenlétében, a szobahdmérséklet és 100 °C (elbény6-
sen 40 °C és 65 °C) kozotti hOmérsékleten, 3—120
oréan at.

Legel6ny6sebben a hidrolizald elegy dimetil-
szulfoxid és 37%-o0s s6sav 9:1—9,5:0,5 aranyt ele-
gye, a hémérséklet 65 °C és a reakcididd 5 ora.

Ha az N-acilaminoglukuronil-aglikonok eldalli-
tasdhoz kiindulési anyagként az A 40926 antibioti-
kum komplexet alkalmazzuk, olyan végterméket
kapunk, amely lényegében az eredeti komplex fak-
torainak meégfelel6 keverék, mig ha egyetlen fak-

10

15

20

25

30

40 .

45

56

6C

656

2

tort — pl. az A 40926 antibiotikum A faktort vagy
B faktort — alkalmazunk, egyetlen N-acilamino-
glukuronil-aglikon faktort kapunk, amely az A
40926 antibiotikum  N-acilaminoglukuronil-agli-
kon A faktorral, illet8leg az A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-aglikon B, B, vagy B, fak-
torral azonos.

Ha az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuy-

ronil-aglikon AB komplexet kapjuk, ez ismert mé-

don — pl. folyadék-folyadék kromatografisval

vagy eldénydsen preparativ HPLC-vel — vilaszt-

haté szét az egyes faktorokra. _
Egy kitiintetett eljarés szerint forditott fazisd fo-

lyadék-kromatografiat végziink, elénybdsen savallé

acél oszlopokon, mérsékelt nyomdson (5—50 bar),

vagy nagy nyomason (100—200 bar). A szilard fa-

zis lehet egy szilanizalt szilikagél, 2—18 (legel6nyd-
sebben 18) szénatommal vagy fenilcsoporttal a
szénhidrogén fazisl un; az elualészer egy polaris,

vizzel elegyedd (az cldz8kben meghatarozott) oldée "
szer €s egy, a gyantaval kompatibilis pH-ju (elé-

nyosen pH 4—8) vizes puffer elegye.
LegelOnybsebben linedris gradiens eluciét vég-
ziink egy polaris vizoldhat6 aprotikus oldészer —
pl. acetonitril — és egy pH 4~8, eldnydsen pH kb.
6 vizes puffer oldat elegyével. Igy 5%—45% ko-
ztti linedris gradienst képezhetiink acetonitril: pH
6 foszfat puffer 70:30 aranyu elegyével és acetonit-
ril: pH 6 foszfat puffer 10:90 ardnyu elegyével.
A taldlmény egy tovdbbi targya és kitiintetett fo-
ganatositasi modja eljaras az A 40926 antibioti-
kum aglikon szelektiv elballitsara, amely abbol

all, hogy az A 40926 antibiotikum komplexet vagy -

ennek egyik faktorat — azaz az A 40926 antibioti-
kum AB kombplexet, az A 40926 antibiotikum A
faktort, az A 40926 antibiotikum B faktort, az A
40926 antibiotikum PA faktort, az A 40926 anti-

biotikum PB faktort, az A 40926 antibiotikum By -
faktort vagy az A 40926 antibiotikum B, faktort
", az A 40926 antibiotikum mannozil-aglikont
‘vagy az A 40926 antibiotikum N-acilaminogluku-

ronil-aglikont (az AB komplexet vagy ennek vala-

‘melyik faktorat) ellenérzott savas hidrolizisnek
vetjitk ald o

(a) egy szerves protikus olddszer jelenlétében,
amelyet a kévetkezO8k koéziil valasztunk ki: a reak-

" ¢ié hémérsékletén cseppfolyds alifas savak és alfa-

halogénezett alifas savak; a reakciéd h8mérsékletén
vizzel enyhén elegyedd folyékony alifas és cikloali-
fas alkanolok; a reakcio hémérsékletén vizzel eny-
hén clegyedd folyékony fenil-helyettesitett roévid-

szénldnct alkanolok, ahol a fenil-csoport adott .

esetben [—4 szénatomos alkil-, 1—4 szénatomos
alkoxi-csoportokat vagy halogénatomokat tartal-

mazhat helyettesit6kként; és a reakcid hémérsékle--

tén folyékony beta-polihalogénezett rovidszénlan-
cu alkanolok; vagy

(b) egy erds sav jelenlétében, amely kompatibilis
az oldoszerrel (ez lehet egy erds &svanyi sav, erds
szerves sav vagy hidrogén alakban egy erds savas
kationcserélé gyanta) és :

(c) kb. 20 °C és kb. 100 °C kozdtti reakcid-ho-
mérsékleten.

Ha protikus olddszerként alifés savat vagy alfa-
halogénezett alifas savat alkalmazunk, elényben
részesitjiik az 1—5 szénatomos alifas savakat és a
2—35 szénatomos alfa-halogénezett alifas savakat,

; .
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bar eredményesen hasznalhat6 barmelyik alif4s sav

vagy alfa-halogénezett alif4s sav, amely a reakci6’

hémérsékletén képes a kiinduldsi anyagok kell§
mennyiségben val6 felold4sara.

Példak az el6bbi savakra: a hangyasav, ccetsav,
propionsav, vajsav, izovajsav, valeriansav, izova-
leriansav, trimetil-ecetsav, fluor-ecetsav, kldr-ecet -
sav, difluor-ecetsav, diklér-ecetsav, trifluor-ecet-
sav, triklér-ecetsav, pentafluor-propionsav, 2,2,3,
4,4,4-hexafluor-vajsav, heptafluor-vajsav stb.

A talalmany egyik foganatositasi médja szerint
elényben részesitett olddszerek a rovidszénlanct
alifas savak — pl. az ecetsav és a propionsay —,
vagy a rovidszénlanch alfa-halogénezett alifas sa-
vak — pl. a kl6r-ecetsav, diklér-ecetsav, triklor-
-ecetsav, difluor-ecetsav, klér-difluor-ecetsav, tri-
fluor-ecetsav és pentafluor-propionsav. Ezen savas
oldészerek kozill azok, amelyek nagy sav-er8ssé-
glek, egyidejdleg képesek hatni olddszerként és
erds savként, amely a hidrolitikus reakeciot el6segi-
ti, igy nincs szitkség egy erds sav tovabbi hozzéada-
sara a hidrolizis-reakcié el8segitésére. Erre a célra
killénésen hasznosnak bizonyul a trifluor-ecetsav,
75—95% kozotti koncentraciéban és 60 °C—90
°C kozotti h8mérsékleten alkalmazva, mi mellett a
reakci6 idStartama 0,5—8 6ra ko6zott valtozik.

A leginkébb kitiintetett foganatositasi mod sze-
rint 5—10 szénatomos primer és szekunder alkano-
lokat és szekunder cikloalkanolokat alkalmazunk
célszerfien a reakcidelegy olddszereiként ennek az
ellendrzott savas hidrolizisnek a lefolytatasara.
Példak az ilyen alkanolokra: I-pentanol, 2-penta-

nol, 3-pentanol, 1-hexanol, 2-hexanol, 3-hexanol,

3,3-dimetil-1-butanol, 4-metil-1-pentanol, 3-metil-
-1-pentanol, 2,2-dimetil-3-pentanol, 2,4-dimetil-3-
-pentanol, 4,4-dimetil-2-pentanol, 5-metil-2-hexa-
- nol, 1-heptanol, 2-heptanol, 5-metil-1-hexanol, 2-

- -etil-1-hexanol, 2-metil-3-hexanol, I-oktanol, 2-
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-oktanol, ciklopentanol, 2-ciklopentil-etanol, 3-°

-ciklopentil-1-propanol, ciklohexanol, ciklohepta-
nol, ciklooktanol, 2,3-dimetil-ciklohexanol, 4-etil-
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-ciklohexanol, ciklooktil-metanol, 6-metil-5-hep- .

ten-2-ol, 1-nonanol, 2-nonanol, 1-dekanol, 2-de-
kanol és 3-dekanol.

A fenilcsoporttal helyettesitett révidszénlanca
alkanolokra példak a kovetkezék: benzilalkohol,
m-klér-benzilalkohol, o-fluor-benzilalkohol, m-
-fluor-benzilalkohol, p-fluor-benzilalkohol, m-me-
til-benzilalkohol, m-metoxi-benzilalkohol, o-etoxi-
-benzilalkohol, m-butoxi-benzilalkohol, p-terc.
butoxi-benzilalkohol, p-terc.-butil-benzilalkohol,
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fenetilalkohol, e-klor-fenetilalkohol, m-klér-fene- -

tilalkohol, o-metoxi-fenetilalkohol, m-metoxi-fe-
netilalkoliol, o-propil-fenetilalkohol, e-etoxi-fene-
tilalkohol, p-fluor-fenetilalkohol, p-brém-fenetil-
alkohol, o-propoxi-fenetilalkohol, o-butoxi-fene-
tilalkohol, 1-(p-izopropil-fenil)-etanol, 3-fenil-1-
-propanol, 2-fenil-1-propanol, 4-fenil-1-butanol és
3-fenil-1-butanol.

Ha a szerves protikus olddszert a beta-polihalo-
génezett rovidszénlanch alkanolok koéziil valaszt-
juk ki, amelyek a reakcié h8mérsékletén folyéko-
nyak, eldnyben részesitjitkk az 1—4 szénatomos be-
ta-klér- és/vagy -fluor-alkanolokat. Példdk az
ilyen beta-polihalogénezett révidszénlanca alkano-
lokra: a diklor-etanol, triklér-etanol, dikldr-fluor-
etanol, difluor-klér-etanol, difluor-etanol, triflu-
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or-etanol, 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol, 2,2,
3,4,4,4-hexafluor-butanol és a 2,2,3,3,4,4,4-hepta-
fluor-butanol.

Az A 40926 antibiotikum aglikon el@allitasara
elBnyben részesitett hidrolizis-korilmények a k&-
vetkez6k: az ellenGrzott hidrolizist egy polaris ap-
rotikus oldoszer és egy erds asvanyi vagy szerves
sav keverékével végezzik, korlatozott mennyiségi
(0,110 tomeg/tomeg%) viz jelenlétében, 40 °C
€s 100 °C — el8nydsen 65 °C és 90 °C — kozotti
hémérsékleten, 1—4 6ra idStartamon at.

Legeldnydsebben a kovetkez koriilményeket al-
kalmazhatjuk: a hidrolizald elegy dimetil-szulf-
oxid és 37%-os sosav 8:2—9,5:0,5 aranya elegye;
a hémérséklet kb. 80 °C; a reakcididd kb. 3 dra.

Mint az elGbbiekben erre utaltunk, ilyen koriil-
mények kozott az A 40926 antibiotikum mannozil-
-aglikonja és az A 40926 antibiotikum N-acilami-
noglukuronil-aglikon (az AB komplex vagy ennek
valamelyik faktora) — amelyek az A 40926 anti-
biotikum komplex (vagy ennek egyik faktora vagy
az ilyen faktorok keveréke) cukor-maradékai rész-
leges hidrolizisének termékei — ugyancsak atala-
kulnak A 40926 antibiotikum aglikonna.

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon AB komplex, ennek egyes faktorai (A,
B, By és B)) és az A 40926 antibiotikum aglikon ak-
tiv .Gram-pozitiv baktériumokkal szemben, ame-
lyek szamos, széles korben elterjedt fert6z8 beteg-
ségért feleldsek. Mivel ezekre a patogénekre foko-
z0d6 rezisztencia jellemzd a szok4sos gydgyaszati
kezelésekkel szemben, még mindig nagy szitkség
van arra, hogy 0j antibiotikumokat allitsunk el3.

Az antibakterialis kezeléshez az A 40926 antibio-
tikum N-acilaminoglukuronil-aglikon AB komp-
lex, ennek valamelyik faktora és/vagy az A 40926
antibiotikum aglikon, valamint ezeknek vagy keve-
rékeiknek nem-toxikus, gyogyaszati szemponthél
elfogadhatd soi killonb6zé médokon — pl. helyi-
leg vagy parenteralisan — adagolhaték be. Altala-
ban ‘el8nyben részesitjitk a parenterdlis beviteli
modot.

Az injekcios készitmények olajos vagy vizes hor-
dozbkkal elkészitett szuszpenzidk, oldatok vagy
emulzidk, ¢és hat4sfokozdkat tartalmazhatnak,
amilyenek a szuszpendald, stabilizdl6 és/vagy disz- -
pergald szerek. 2T ,

Egy mdsik megoldas szerint az aktiv komponens
poralaki ‘lehet, amely az adagolas idépontjaban
szolgallatja a kivant oldatot egy megfeleld vivé-
anyag, pl. steril viz hozzdadasakor. :

A beviteli modtdl fiigg8en ezek a vegyiiletek kii-
lonboz6 adagolasi formakban készithetdk ki.
~ ‘Egyes esetekben a talalmany szerinti vegyiiletek
enteralis bevonatial rendelkezd adagolési alakban
készithet6k ki, oralis bevitel céljabodl, amint ez a
szakember szdmara ismevetes (I. pl.: Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 15. kiadas, Mack Publi-
shing Co., Easton, Pennsylvania, Amerikai Egye-
siilt AllamoXk, p. 1614). '

Erre kiils nésen abban az esetben lehet szilkség,
ha f6ként az enteréilis szakaszban kivanatos az an-
timikrobialis anyag abszorpcidja, tehat annak el-
valtozas nélkiil kell athaladnia a gyomor-szaka-
szon.

A beviend§ aktiv komponens mennyisége kiil6n-
b6z8 tényez8ktd! fligg, amilyen a kezelésre szoruld
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beteg tomege és llapota, a bevitel médja és gyako-
risaga és a sz6banforgé betegségkivalté ok.

A talélmany szerinti antibiotikumok, nevezete-
sen az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon és az A 40926 antibiotikum aglikon, va-
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lamint ezek fiziol6giailag elfogadhat6 séi altalaban

hatékonyak kb. 0,5—50 mg aktiv komponens/test-
tomeg-kg napi bevitele mellett; ezt a mennyiséget
tetszblegesen osztjuk szét, napi 1—4 adagra.

Kilondsen eldnydsen olyan adagolasi egység-
alakban készithetjiik ki a készitményeket, amelyek
kb. 100—kb. 5000 mg/egység hatéanyagot tartal-
maznak.

Kiilénb6z6 mechanizmusok és mddszerek ala-
pulvételével késleltetett hatdsi készitmények Allit-
hat6k el8, amint ez a szakember szdmara ismert.

Egy kittintetett eljaras olyan késleltetett hatast
készitmény elG4llitasara, amely A 40926 anti-
biotikum N-acilaminoglukuronil-aglikont vagy A
40926 antibiotikum aglikont tartalmaz, abbél 4ll,
hogy ennek az antibiotikumnak egy vizoldhatatlan
alakjat alkalmazzuk, vizes vagy olajos kdzegben
szuszpendalva.

Gydgyszerkészitmények elbdllitdsa

Intramuszkularis injekcié céljdra szolgald egy-
ségadagolasi alakot allitunk el 5 ml steril szusz-
penziéval (USP) — ez 8% propilénglikolt tartal-
maz — és 500 mg fizioldgiailag elfogadhaté bazis-
-addicids séval, amelyet az A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-aglikon AB komplexbdl 4l-
litottunk eld.

Intramuszkularis injekcid céljara szolgald egy-
ségadagolési alakot allitunk el8 5 ml steril szusz-
penzidval (USP) — ez 8% propilénglikolt tartal-
maz — és 500 mg fiziol6giailag elfogadhat6 bazis-
-addiciés soval, amelyet az A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-aglikon A faktorbél alli-
tottunk el8.

Intramuszkularis injekcié céljéra szolgald egy-
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ségadagolasi alakot allitunk eld 5 ml steril szusz-
penzioval (USP) — ez 8% propilénglikolt tartal-

maz — €és 500 mg bazis-addicibs, fizioldgiailag el-
fogadhaté s6val, amelyet az A 40926 antibiotikum
N-acilaminoglukuronil-aglikon B faktorbdl 4lljtot-
tunk eld.

Intramuszkuléris injekci6é céljara szolgald egy-
ségadagolasi alakot 4llitunk el6 1,000 mg A 40926
antibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon keve-
rékkel, amelyet vizben nem oldhat6 alakban 5 ml
steril vizben (pro inj.) szuszpendaltunk.

Tovéabba: a taldlmany szerinti antibiotikumok
felhasznalhat6k a Clostridium difficile névekedé-
sének elnyomdséra, amely a bélrendszerben pszeu-
domembran-kolitiszt okoz. Ezek az antibiotiku-
mok atkalmazhatdk voltak a pszeudomembran-
-kolitisz kezelésében az antibiotikumok vagy ezek
gyogyaszati szempontbdl elfogadhaté séi hatékony
adagjanak oralis bevitele segitségével, miutan a ha-
téanyagot gydgyészati szempontbdl elfogadhatd
adagolasi alakban kikészitettiik. Ilyen alkalmazés
esetén az antibiotikumok zselatin kapszulaban
vagy folyékony szuszpenzié alakjaban vihet8k be.

Gyogyszerként vald aktivitdsuk mellett az A
40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-agli-
konjai és az A 40926 antibiotikum aglikon, vala-
mint ezek gy6gyaszati szempontbdl elfogadhatd
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2

sgi felhasznalhatdk az allati ndvekedés eldsegité-
sére. »

Erre a célra a talalmany szerinti vegyilleteket
oralisan, megfelel takarményban adagoljuk be.
Az alkalmazott pontos koncentracid azonos azzal,
amely ahhoz sziikséges, hogy az aktiv komponenst
a nbvekedeést elSsegitd hatasos mennyiségben biz-
tositsa normél mennyiségli takarmany elfogyasz-
tasa mellett. o )

A talélmdny szerinti aktiv vegyiletnek az 4llatta-
karmanyhoz val6 hozzaadé4sat el6nydsen tgy hajt-
juk végre, hogy megfeleld takarmany-premixet ké-
szitink el6, amely az aktiv vegyilletet hatésos
mennyiségben tartalmazza, és a premixet beleke-
verjiik a teljes takarmanyadagba.

Egy masik megoldas szerint egy kozti koncentra-
tum vagy takarményadalék — amely az aktiv kom-
ponenst tartalmazza — keverhet 8ssze a takar-
ménnyal. .

A takarmany-premixek és a teljes takarmanyok
elGallitasi és beviteli médja kézikonyvekben talal-
haté lefrva, amilyenek pl. a kovetkez8k: W. H.
Freedman & Co., Applied Animal Nutrition, San -

Francisco, Amerikai Egyesiilt Allamok, 1969, vagy =~

Livestock Feeds and Feeding, O & B books, Cor- _
vallis, Oregon, Amerikai Egyestilt Allamok, 1977,

Ezcket, a hivatkozas révén, a leirds részeivé -
tessziik. :

Az A 40926 kiinduldsi anyagok leirdsa és elb-
Gilitdsa

Az A 40926 antibiotikum komplex, az A 40926
antibiotikum A faktor, B faktor, By faktor, PA
faktor vagy PB faktor elBallitisa Ggy torténik,
hogy egy annak termelésére képes Actinomadura
Sp. torzset — azaz az Actinomadura sp. ATCC

39727 torzset vagy ennek egy A 40926 antibiotiku- .
mot termeld varidnsat vagy mutansat — aerob ko-

riilmények kadz6tt vizes taptalajban (amely asszimi-
lalhatd szén- és nitrogénforrasokat és szervetlen -

sOkat tartalmaz) tenyésztjitk. A fermentécids ipar- = -

ban rendszerint alkalmazott t4ptalajok kdziil sok
felhasznalhat®, egyes tdptalajokat azonban el6ny-
ben részesitiink. Kitiintetett szénforrds a glitkdz,
manndz, galaktéz, keményits, kukoricaliszt stb.
Kittintetett nitrogénforras az amménia, a nitritok,
szb6jaliszt, pepton, huskivonat, éleszt8kivonat,
tripton, aminosavak stb. A t4ptalajban alkalmaz- .
haté szervetlen s6k azonosak azokkal a szokasosan -

" alkalmazott oldhaté sokkal, amelyek képesek nat-

rium, kélium, vas, cink, kobalt, magnézium, kal-
sium, ammodnium, klorid, karbonat, szulfat, fosz-
fat, nitrdt stb. ionok biztositasara. _ .
Az antibiotikum-termeld tdrzset rendszerint réa-
z6lombikban elétenyésztjilk, majd a tenyészetet
ivegfermentorok beoltdséra hasznaljuk fel, jelen-
*8sebb mennyiségli antibiotikum elallitasira. Az
:16-tenyésztéshez alkalmazott taptalaj azonos lehet
dzzal, amelyet a nagyobb méret{l fermentaciokhoz
hasznalunk, de mas taptalajok szintén felhasznal-
haték. Az A 40926 antibiotikumot termel8 t6rzs 20
"C és 40 °C kozotti hdmérsékleten, eldnydsen 24
’C és 35 °C koubtt tenyészthetd. A fermentécio
alatt az antibiotikum termelést oly médon kovet-
hetjiik, hogy pl. bioldgiai vizsgalatokkal vagy vé-
konyréteg-kromatogréfidval (TLC) vagy nagynyo-
mést folyadékkromatografidval (HPLC) megha-
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tdrozzuk a fermentlé-mintak vagy a micélium kivo-

nat minték antibiotikus aktivitasat.

Vizsgélati organizmusként az A 40926 antibioti-
kumokra érzékeny organizmusokat hasznalhatunk
fel, amilyen a Bacillus subtilis és a Streptococcus
aureus. A bioldgiai meghatarozast elénydsen agar-
diffuziés modszerrel végezzik, agar lemezeken. A
maximélis antibiotikum termelés 4ltaldban a fer-
* mentacio 2. és 5. napja kozott kovetkezik be.

Az A 40926 antibiotikumot az Actinomadura
sp. ATCC 39727 tdrzs — vagy ennek egy A 40926
antibiotikumot termel® muténsa vagy varidnsa —
tenyésztésével 4llitjuk eld. Az antibiotikum {8t6-

_ megében a fermentlében van jelen.

Az A 40926 antibiotikumot termeld Actinoma-
dura sp. ATCC 39727 térzs jellemzését a kovetke-
z0kben adjuk meg:

Makroszkdpos és mikroszkdpos vizsgdlat

A vegetativ micélium hajlékony, eldgazé hifak-
bol all (4tmérd kb. 0,8 wm), amely egyes taptalajo-
kon — ezeket a I11. T4bl4zatban csillaggal jeloljiik
— t6bbnapi ndvekedés utdn enyhe tendenciat mu-

“tat a pélcaalaki elemekké valé fragmentalasra,
mig gliikéz-aszparagin tdptalajon kokkoid elemek-
ké fragmental.

Erre a térzsre egyes taptalajokon a vegetativ mi-
célium borvdrds szine jellemzé,

Légmicélium csak néhény téptalajon van jelen.
Kozelebbr6l: a I11. Tabl4zatban feltiintetettek k-
zill csak zabliszt agaron és talaj agaron képz8dik.
Ezeken a téptalajokon a légmicélium fehéres-sziir-
ke és spérahordozékat képez — amelyek sarl6
alakban rendez6dnek el —, valamint révid, kb.
10—20 spérébél 4116 spirdlokat.

A sporak hengeresek és 4tlagos méretiik 0,8 x
1,2 um,

A ndvekedési jellemzk meghatdrozdsa

A tenyésztési jellemz8k meghatirozasahoz az
Actinomadura sp. ATCC 39727 t6rzset kilénbs-
z8, Shirling és Gottlieb 4ltal javasolt standard tap-
talajokon tenyésztjitk (E. B. Shirling, D. Gottlieb,
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Method for characterization of Streptomyces spe-

cies. Int. J. Syst. Bacteriol. 16, 313340, 1966), és
ezek mellett néhany, Waksman 4ltal ajanlott t4pta-
lajt is felhasznalunk (S. A. Waksman, The Acto-

45

nomycetes. The Williams and Wilkins Co., Balti- v

more, Vol. 2, 328—334.).

A szinmeghatdrozast, ha ez sziikségesnek bizo-
nyult, Maerz és Paul médszerének alkalmazaséval
végeztilk (A. Maerz, M. Rea Paul, A Dictionary of
Color, 2" ed., McGraw-Hill Book Company Inc.,
New York, 1950).

Az organizmus kiilonbszs szénforrasok haszno-
sitéséra irdnyul6 képességét a Shirling és Gottlieb
altal leirt médszerrel hatéroztuk meg. ,

A tenyésztési és fiziolGgiai jellemzBket, valamint
a szénforras hasznositast a I11., IV. és V. Tablazat-
ban mutatjuk be.

A III. Tablazat elkészitéséhez a leolvasasokat
2 hetes, 28 °C-on végzett tenyésztés utan hajtottuk
végre.
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1II. Tablazat
Az Actinomadura sp. ATCC 39727 térzs
tenyésztési jellemz6i

Tdptalaj

2. sz. taptalaj
(éleszt8kivonat-ma-
lata agar)

3. sz. taptalaj
(zabliszt agar)

4. sz. taptalaj
(szervetlen so-kemé-
nyit8 agar)

5. sz. téptalaj
(glicerin-aszparagin
agar)

6. sz. taptalaj*
(pepton-éleszt8kivo-
nat vas agar)

7. sz. taptalaj*
(tirozin agar)

Zabliszt agar*

Hickey—Tresner
agar*®

Czapek-f. gliitk6z
agar
Gliik6z-aszparagin
agar*

Tépagar
Burgonyés agar*

Bennet-f. agar*

Kalcium-malat agar
Lef6l6z6tt tej-agar
Czapek-f. szachar6z
agar ‘
Tojasalbumin agar*
Sabouraud-f. agar
Talaj agar

Dextroz-tripton
agar*

Burgonyaszelet

Jellemzbk

- bOséges novekedés, kérges

feliilettel, nyomokban
borostyanszin{i-rézsaszini
oldhaté pigment (8/L/8)
béséges névekedés, sima
feltilet, ibolyaszind (55/
E/4), nagyon gyér sziirke
Iégmicélium, lila oldhat6
pigment (55/H/4)
mérsékelt névekedés,
nagyon sima és vékony fel-
szin, krémszind (10/D/2)
mérsékelt névekedés, sima
€s vékony felszin (10/B/2),
sargabarack

mérsékelt ndvekedés, eny-
hén kérges feliilet, boros-
tyanszind (12/D/9)
bdséges ndvekedés, sima és
vékony felszin, borostyan-
szinG-barna (13/K/12)
intenziv novekedés, sima
felszin, borvords (8/1L/7);
légmicélium  mérsékelten
vildgos-sargassziirke (44/
B/2)

intenziv névekedés, rancos
felilet,  borostyanszind-
barna (13/K/12)

mérsékelt ndvekedés, sima
feltlet, vildgossarga (9/1/3)
gyér ndvekedés, krémszind
felszin, szalmasérga (3/E/1)
intenziv n6vekedés, rancos
feliilet, vildgossdrga (11/
c/7

intenziv névekedés, rancos
feliilet, borvoros (8/1/9)
intenziv ndvekedés, kérges
felilet, borvérds (8/L/9);

. mély borostyan-rézsaszinid

oldhat6 pigment (5/3/10)
mérsékelt ndvekedés, sima
felszin, sargabarack (10/
E/3)

intenziv novekedés, eny-
hén rancos felitlet, narancs
(5/B/9) ‘
intenziv nodvekedés, sima
feltlet, sdrgabarack (10/
B/6)

intenzfv névekedés, sima
feltilet, rézsaszind oldhat6
pigment nyomok (52/B/3)
nincs novekedés

‘gyér ndvekedés, szintelen;
fehéres-sarga légmicélium
mérsékelt novekedés, sima
és vékony feliilet, vilagos-
sérga (16/C/2)

intenziv ndvekedés, na-
rancs-barna; nyomokban
fehéres-sziirke 1égmicélium

-10-



Az Actinomadura t6rzs sp. ATCC 39727 torzs
tenyésztési jellemzai
(folytatas)

IV. Tablazat
Fiziologiai jellemz8k

Vizsgdlat
keményité-hidrolizis
H.S képz4dés

Eredmények

negativ

a 6. sz. taptalajon nega-
tiv, 6lomacetatos szala-
gokon pozitiv

tirozin-reakcid pozitiv
kazein-hidrolizis pozitiv
kalcium-malat hidroli-
zZis negativ
zselatin-folydsitas pozitiv
lakmusz-tej

koagulalas negativ

peptonizalas pozitiv
celluloz-bontés negativ
nitrat-redukcid pozitiv

V. Tablazat
Szénforras-hasznositas

Szénforrds Novekedés
arabin6z +
xiloz +
manndz +
fruktdz +
raffinéz +
ramnoz +
glukéz +
laktoz +
galaktéz +
inozit —
szachar6z +
celluloz -—
szalicin +
mannit +
riboz —_

+ = novekedés észlelhetd

L]

nincs ndvekedés

Kemotaxonoémiai jellemzés
Sejtfal elemzés

A sejifalban jelenlevé aminosavak elemzését
Becker és munkatarsai modszereivel végeztik (Ra-
pid differentiation between Nocardia and Strepto-
myces by paper chromatography of whole cell hyd-
rolysates. Appl. Microbiol. 12, 421-—423, 1964).

A teljes sejt-hidrolizatum elemzése mezo-diami-
nopimelinsay jelenlétére mutat.

A Kawamoto és munkatarsai modszereivel (1.
Kawamoto, T. Oka, T. Mara: Cell-wall composi-
tion of Micromonospora olivoasterospora, Micro-
monospora sagamiensis and related organisms, J.
Bact. 146, 527—534, 1981) el6allitott tiszta sejtfal
elemzése glicin tavollétére mutat.

Cukorelemzés

A cukortartalom meghatarozasat M. P. Leche-
valier modszere szerint végeztiik (Identification of
aerobic Actinomycetes of clinical importance, J.
Lab. Clin. Med. 71, 934—944, 1968), vékonyréteg-
kromatografias lemezek alkalmazasaval, a J. L.
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Staneck és G. D. Roberts altal leirt médon (Simpli-
fied approach to identification of aerobic Actino-
mycetes by thin-layer chromatography, 28, 226—
231, 1974), a kovetkezd olddszer-rendszer al-
kalmazéasaval (térf./térf.): etilacetat:piridin:viz
100:35:25.

A kapott eredmények arra mutatnak, hogy f8leg
glitkéz és ribdz van jelen, és kisebb mennyiségben
ugyancsak kimutathaté a galakt6z, mannéz és a
maduréz.

Mikolsavak

A mikolsavak jelenlétének kimutat4sara irdnyu-
16 vizsgalatokat Minnikin és munkatarsai (D. E.
Minnikin, L. Alshamaony, M. Goodfellow: Diffe-
rentiation of Mycobacterium, Nocardia and re-
lated taxa by thin layer chromatography analysis
of whole organism methanolysates, J. Gen. Micro-
biol. 88, 200—204, 1975) médszere szerint hajtot-
tuk végre.

A vizsgalat eredménye negativ: mikolsavak nem
talalhatok.

A torzs azonositdsa

A torzset az ,,Actinomycetes, Actinomadura ge-
nus” rendszertani helyre soroljuk be a kdvetkezd
ismérvek alapjan: jelen van a mezo-diaminopime-
linsav és a madur6z, nincs jelen a peptidoglikdn-
ban a glicin, hidnyzik a mikolsav és mérsékelten
hosszl spéralancokat hordozd 1égmicélium képzs-
dik.

Miés mikroorganizmusokhoz hasonléan az A
40926 antibiotikumot termeld tdrzs jellemzdi is
véltozasoknak vannak kitéve. Példaul elallithat-
juk a torzs mesterséges varidnsait és mutansait, kii-
16nb6z8 ismert mutagénekkel (pl. UV-besugarzas-
sal, rontgensugarzassal, nagyfrekvenciaji hulla-
mokkal, radioaktiv sugérzéssal), vegyi anyagokkal
(pl. salétromsavval, N-metil-N'-nitro-N-nitrozo-
-guanidinnel) és mas médon valé kezeléssel. Vala-
mennyi természetes és mesterséges varianst és mu-
tanst, amely az Actinomadura genus speciesei kozé
tartozik és A 40926 antibiotikumot termel, az Acti-
nomadura sp. ATCC 39727 torzzsel egyenértéki-
nek tekintiink,

A taldlminy szerinti antibiotikumoknak a ter-
mel6 mikroorganizmus fermentlevébdl vald kinye-
rését ismert modon végezzilkk. Ezek a modszerek a
kovetkezBket foglaljak magukban: olddszeres ext-
rakcid, kicsapas nem-olddszerek hozzadadésaval
vagy az oldat pH-janak véltoztatasaval, megoszta-
sos kromatografia, forditott fazisi megosztésos
kromatogréfia, ioncseréld kromatografia, affini-
taskromatogréfia stb.

Kittintetett eljaras a rogzitett D-alanil-D-alani-
non végzett affinitdskromatografia, amelyet fordi-
tott fazist oszlopkromatografia kovet.

A talalméany szerinti kinyerési eljaras szempont-
jabol megfeleld rogzitett D-alanil-D-alanin matri-
xokat ismertet a 112555 sz. eurdpai szabadalmi be-
jelentés. A talalmany szerinti eljaras vonatkozasa-
ban a kitiintetett matrix a meghatarozott pérusmeé-
retii keresztkétéses polidextrannal Osszekapcsolt
D-alanil-D-alanin. ,

A fermentlé kozvetleniil szlirés utdn vagy el8ze-
tes tisztit4si eljards utdn vethetd ald affinitaskro-
matografidnak. Az utobbi esetben a teljes ferment-
levet megligositjuk — a pH-t elénydsen 8,5 és 10,5

1

-11-



kozé allitjuk be —-a micéliumon adszorbealédott
antibiotikum oldatba vitelére, majd a fermentlevet
sziirjuk. A tiszta szlirlet pH-jat 2,5—4,5-re allitjuk
be és ismét szfirjilk, sziirést elGsegitd anyag jelenlé-
tében. A sziirletet elvetjiik, a kinyert szfir8lepényt
pedig vizben szuszpendéljuk, a pH-t ligosra —
elénydsen 8 és 9 kozé — allitjuk be, majd a szusz-
penziot szurjik. A sziirdlepényt ugyanilyen modon
kezeljiik, az A 40926 antibiotikumot tartalmazo
szirleteket pedig Osszegy(jtjlik.

Ezeket a szrleteket vagy a szdrt fermentleveket
ezutan rogzitett D-alanil-D-alaninon — oszlopban
vagy szakaszosan — affinitdskromatografidnak
vetjiik ala.

Az A 40926 antibictikumnak az affinitast muta-
td matrixhoz vald kotését el8nydsen kb. 7,0—8,0
pH-n végezzuk és az eludlast magasabb pH értéke-
ken (el8nydsen 9,0 és 10,5 kozott) hajtjuk végre,
vizes bézis segitségével. Ez a vizes bazis lehet am-
mobnia, egy illékony amin, egy alkali-fém- vagy al-
kalifoldfém-hidroxid vagy ligos pufferoldat, adott
esetben egy poldris. szerves olddszer — pl. a kdvet-
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kez8kben meghatarozott polaris, vizzel elegyedé

olddszer — jelenlétében.

A szennyezéseket ugy tavolitjuk el, hogy az osz-
lopot pH 4—8 vizes pufferrel 6blitjik at, amely
adott esetben sékat, karbamidot és/vagy vizzel ele-
gyedd olddszereket tartalmaz. Ezutdn az A 40926
antibiotikumot az eldbbi eludld szerekkel eludljuk.

" A nyers antibiotikumot el8nydsen tgy nyerjitk ki,
hogy az egyesitett, antibiotikumot tartalmazo
frakciGkbdl a vizet egy szerves oldOszerrel —
amely vizzel minimalis azeotrép keverékek képzé-
sére képes — végzett azeotrdp desztillacidval elta-

“volitjuk, majd a keresett termék kicsapasara egy
nem-olddszert adagolunk.

A kovetkezOket jeloljik meg olyan olddszerek
jellegzetes példaiként, amelyek vizzel minimaélis
azeotrop elegyeket képesek alkcini: n-butanol,
benzol, toluol, butiléter, széntetraklorid, kloro-
form, ciklohegém, 2,5-dimetil-furdn, hexan és xi-
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lol. Az el6nyben részesitett oldészer az n-butanol.

Példak a nem-olddszerekre: petroléter, révid-
szénlanch alkil-éterek (pl. etiléter, propiléter és bu-
tiléter) és rovidszénlancu alkil-ketonok, pl. aceton.

Fgy masik megoldés szerint az egyesitett, anti-
biotikumot tartalmazé frakcidkat kis térfogatra
téményitjiik be — eldnydsen egy, az el6bbiekben
meghatérozott szerves olddszerrel végzctt azeotrdp
desztill4cio segitségével — és a kapott vizes oldatot
liofilizaljuk.

Ha az eluélashoz alkalmazott vizes bazis nem il-
Iékony, kicsapas vagy fagyasztva -szarits elott
sziikségessé valhat a semlegesités és a koncentra-
tum somentesitése.

Egy egyszerdl sdmentesitési eljaras szerint az an-
tibiotikumot tartalmazé vizes oldatot szilanizalt
szilikagél oszlopra visszitk fel, az oszlopot desztil-
141t vizzel mossuk és poléris, vizzel elegyed6 old6-
szer és viz elegyével elualjuk.

A poléris, vizzel elegyedd old6szerek jellegzetes
példai: vizben old4dé alkoholok (pl. metanol, eta-
nol, izopropanol, n-butanol), aceton, acetonitril,
r6v1dszenléncu alkdnkarbonsavak révndszénlancu
alkilészterei (pl. etilacetdt), tetrahidrofurdn, dio-
xan, dimetil-formamid és ezek elegyei. A kitiinte-

tett polaris, vizzel elegyedd oldészer az acetonitril.
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Egy masnk megoldas szerint a sémentesltest ugy
hajthatjuk végre, hogy az antibiotikumot tartal-
mazb oldatot felvissziik az el6bbiekben ismertetett
affinitds-oszlopra, ezt desztillalt vizzel mossuk és
egy illékony vizes bazissal eludlunk, amint ezt az
affinitaskromatografiaval kapcsolatos eluécib ese-
tére az elébbiekben leirtuk. -

Az igy kapott termék az A 40926 antibiotikum
komplex. Ezt sziikség esetén tovabb tisztithatjuk
vagy megosztasnak vethetjiik ala az A, B, By, PA
és PB faktor elGdllitdsara.

Célszer eljarast jelent a tiszta A 40926 antibio-
tikum komplex elGallitdsara az elébbi médon ka-
pott komplex tovabbi tisztitasa affmltéskromatog- ‘

rafias oszlopon. Altalaban az el6bb emlitett stacio-

narius fazist (D-alanil-D-alanin) alkalmazzuk és a
keresett antibiotikumot gy eludljuk, hogy az eléb-
biekben ismertetett, a rdgzitett D-alanil-D-alanin
felhasznélasan alapuléd affinitdskromatografias el—
jarast koverjitk.

Kitiintetett rogzitett D-alanil-D-alanin a Se-
pharose-epszilon-aminokaproil-D-alanil-D-alanin;
puffer-elegyként eldnyben részesitjik a pH 7—8-ra
beallitott, NaCl-ra nézve 2M 0,16%-0s (t6meg/
térf.) ammoniat. El6nyben részesitjiik tovabba a
kovetkezd oldatok alkalmazédsat: 4toblitd oldat-
ként pH 8—9,5-re beadllitott, Na—Cl-ra nézve 2M
0,16%-0s (tomeg/térf.) ammonia-oldat; eluald
elegyként pH 10,5~—12-re bedllitott, NaCl-ra nézve
2M 0,16%-0s (t8meg/térf.) ammonia, mimellett a
leginkabb kitiintetett eludld-elegy az el6bbi bssze-
tételdi oldat, pH 11,5-re beallitva.

Az A 40926 antibiotikum faktorokat -~ neveze-
tesen az A 40926 antibiotikum A faktort, az A
40926 antibiotikum B faktort, az A 40926 antibio-
tikum By faktort, az A 40926 antibiotikum PA fak-
tort és az A 40926 antibiotikum PB faktort — az A
40926 antibiotikum komplex vizes oldatdbél osz-
lopkromatografidval, elGnydsen forditott fazish
oszlopkromatografidval kiildnitjiik el. A forditott
fazisu osziopkromatografia esetében a kitiintetett
staciondrius fazis a szilanizalt szilikagél. J6 ered-
ményeket kapunk abban az esetben is, ha az osz-
lopkromatografiat eredeti (funkcionalisan nem &t-
alakitott) polisztirol és akrilsav gyantdkon hajtjuk.
végre. A kereskedelemben ezek a kovetkezd neve-
ken szerezhet8k be: Amberlite XAD—2, XAD—4,
XAD—7 és XAD—8 (Rohm és Haas), vagy Diaion
HP 20 (Mitsubishi). '

Abban az esetben, ha a forditott fazish tisztitasi
lépést staciondrius fazisként szilanizalt szilikagélen
hajtjuk végre, az oszlopot — egy elény6ds megoldas
szerint. — elézetesen egy pH 4—9 vizes pufferol-
dattal, eldnyssen pH 5,5—6,5 puffer-oldattal hoz-
zuk egyenstilyba, majd egy poldris, vizzel elegyedd
oldoszerrel (linedris gradiens képzésével ugyaneb-
ben a pufferoldatban) etualjuk. Jellemzd példék a
polaris, vizzel elegyedd oldészerekre: vizoldhato
alkoholok (pl. metanol, etanol, izoproparnol, n-bu-
tanol}, aceton, acetonitril, tetrahidrofurén, dioxén
és dimetil-f ;ymamid, illetéleg ezek elegyei. A ki-
tiintetett polaris, vizzel elegyedd olddszer azeaceto-
nitril.

Az eludlt frakcidk ant1bnot1kum~tartalmét a szo-
kasos biolégiai vizsgalatok segitségével — amilyen
a papirkorongos vagy az agardiffziés elemzés —
haiarozzuk meg, valamely érzékeny mikroorganiz-
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mussal. Az érzékeny mikroorganizmusok kozé tar-
tozik a Bacillus subtilis és a Streptococcus aureus.

A kromatografids eljaras lefolydsa eldénydsen
kovethetd TLC vagy HPLC technikakkal is.

Kitiintetett HPLC technikat képvisel az olyan
forditott fazist HPLC, amelynek soran porézus,
gbmbalakt szilanizalt szilikagél részecskéket hasz-
nalunk fel az oszlop megtdltésére. Ezt ez eljarast az
el6bbiekben ismertettitk, a HPLC eljarasnak az A
40926 antibiotikumok elemzésére val6 felhasznala-
sa targyalésakor.

A hasonlé antibiotikus aktivitast mutatd frak-
cidkat Osszedntjitk és az elGbbiekben leirt médon
sémentesitjilk. ggy lényegében tiszta A 40926 anti-
biotikum A, B, Bo, PA és PB faktorhoz jutunk.

A lényegében tiszta A 40926 antibiotikum A fak-
tori, A 40926 antibiotikum B faktort, A 40926 an-
tibiotikum B, faktort, A 40926 antibiotikum PA
faktort és A 40926 antibiotikum PB faktort az eze-
ket tartalmazd frakciokbél szdmos ismert eljaras-
sal nyerhetjuk ki, amilyen pl. a liofilizal4s, kicsa-
pés nem-olddszerekkel vagy kicsapas a vizes oldat
pH-janak megvaltoztatdsval.

Egy kitiintetett eljaras abbdl all, hogy olyan ol-
doszert adagolunk, amely képes vizzel azeotrép
elegyeket képezni, azeotrdp desztillicidval eltdvo-
litjuk a vizet, majd egy — pl. az eldbbiekben is-
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oldatban —, majd az el8bbiekben leirt médon el-
kilonitjitk a keresett antibiotikum komplexet.

Az A 40926 antibiotikumot tartalmaz6 oldatok-
ra példak a fcrmentlevek, kivonatok és az affini-
taskromatografia soran elualt frakciok.

Ha a nyers komplexet az eldbbickben leirt mo-
don, affinitdskromatografiaval tovabb tisztitjuk,
tiszta A 40926 antibiotikumot kaphatunk.

Az igy kapott termékre, amely a tiszta faktorok-
bol leszdrmaztathat6 bioldgiai és fizikokémiai tu-
lajdonségokkal rendelkezik, a példdkban mint A
40926 antibiotikum AB komplexre fogunk hivat-

kozni.

- Egy kitiintetett eljarés egy A 40926 antibiotikum
komplex készitmény PA és PB faktorban valé dii-
sitdsara abbdl all, hogy az affinitdskromatografia

* soran elualt frakcubkat gyorsan semlegesftjitk egy

20

25

mertetett — nem-olddszert adunk a maradékhoz és

a képzddott csapadékot szliréssel Osszegyiijtjiik.

Legalabbis bizonyos fermentacids kérilmények
kozott az A 40926 antibiotikum PA és PB faktor
az A 40926-ot termelé mikroorganizmus 8 anti-
biotikum terméke.

Az A 40926 antibiotikum A és B faktor féként
az A 40926 antibiotikum PA, illet8leg PB faktor
atalakuldsi terméke és gyakran mar a fermentlében
jelen van.
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Azt taldltuk, hogy az A 40926 antibiotikum PA

faktor atalakithaté az A 40926 antibiotikum A
faktorra, az A 40926 antibiotikum PB faktor pedig
A 40926 antibiotikum B faktorrd, bazisos kortil-
mények alkalmazisaval. Az A 40926 antibiotikum

40

PA faktor és az A 40926 antibiotikum PB faktor A

40926 antibiotikum A faktorra, illetSleg B faktor-
ra alakithaté at pl. 0,5—10%-o0s vizes ammoOniéval
vagy mias nukleofil bazissal — pl. egy szerves
aminnal — szobah&mérsékleten, 8—24 O6ran 4t
végzett kezeléssel,

Kovetkezésképp: ha egy A 40926 antibiotikumot
tartalmazé fermentlevet, koncentrdtumat vagy ki-
vonatat bizonyos kérilmények kozott allni hagy-
juk (pl. egy nukleofil bazis vizes oldata hozzaadasa
utan, pH 9 folott, egy éjszakan 4t), olyan A 40926
antibiotikum Xkomplexet kapunk, amely az A
40926 antibiotikum A és B faktorban feldusult. Ha
roévid az az id8, amelyen 4t a fermentlevet, ennek
kivonatat vagy koncentratumat a bazisos koériilmé-
nyeknek kitessziik, olyan A 40926 antibiotikum
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komplexet kapunk, amely az A 40926 antibioti-

kum PA és PB faktorban dusult fel.

Ezért egy kitiintetett eljards az olyan A 40926
antibiotikum komplex eldéllitdsara, amely A és B
faktorban feldtsult, abbdl 4ll, hogy az A 40926 an-
tibiotikum komplex oldatat (amely féként A 40926
antibiotikum PA és PB faktort tartalmaz) szoba-
hémérsékleten 8—12 6rén 4t 4llni hagyjuk egy vi-
zes nukleofil bézis oldatban — pl. vizes amménia
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savval, elénydsen egy 4svanyi savval, pl. kénsavval
vagy sésavval

A tiszta A 40926 antibiotikum PA és PB faktor
ebbdl a komplexbd! vald elkitldnitését valamelyik,
az elébbickben ismertetett eljaras szerint végezhet-
juk.

Egy kitiintetett eljarast képvisel a forditott fazi-
st folyadékkromatografia, elénydsen savallé acél
oszlopban mérsékelt nyomason (5—50 bar), vagy
nagy nyomason (100—200 bar). A szilard fazis le-
het egy szilanizalt szilikagél, amely a szénhidrogén
fazisban 2—18 (legelény6sebben 18) szénatomos
csoportokat vagy fenil-csoportot tartalmaz, az elu-
aloszer pedig egy, az elébbiekben meghatarozott
polaris, vizzel clegyedd oldészer és a gyantaval
kompatibilis pH-j0 (el6nydsen pH 4—8) vizes ol-
dat — puffer — elegye.

Az eluécidt a szokasos moédon kdvetjilk, a ho-
mogén antibiotikumot tartalmazé frakcidkat
Osszedntjitk &s a tiszta vegyiiletek elkiilonitésére,
amelyek az alabbi jellemzOkkel rendelkeznek, az
eldbbiekben leirt médon kezeljiik.

Bonyolult HPLC elemzéssel kimutathat6, hogy
az A 40926 antibiotikum B faktor ténylegesen két,
By és B, faktornak ncvezett komponens keveréke.

Az A 40926 antibiotikum B, faktor — amely az
A 40926 antibiotikumnak kb. 90%-at teszi ki —
azzal jellemezhetd, hogy R, értéke a teikoplanin A,
2 komponenséhez viszonyitva 1,22 a B faktor fizi-
kokémiai jellemz8ivel kapcsolatban a kdvetkezd
D) pontban leirt rendszerben; a B, faktor megfele-
18 R, értéke pedig — ez az A 40926 antibiotikum B
faktor kb, 1,0%-at képviseli — ugyanebben a
rendszerben 1,27.

A tiszta A 40926 antibiotikum B, faktort az A
40926 antibiotikum B faktor tovabb-tisztitaséval
allitjuk el6, pl. oly modon, hogy megismételjuk az
elkulémtéshez alkalmazott forditott fazisi kroma-
tografias eljarast.

Az A 40926 antibiotikum By faktor fizikokémiai
és_ bioldgiai’ jellemz8i 1ényegében azonosak az A
40926 antibiotikum B faktoréival, azzal a kiildnb-
séggel, hogy az elGbbiekben emlitett rendszerekben
végzett HPLC elemzés soran csak egy csiicsot mu-
tat (a teikoplanin A, 2 komponenséhez viszonyitott
R, érték a leirt HPLC rendszerben 1,22). .

Az A 40926 antibiotikum B faktor és az A 40926
antibiotikum B, faktor kdz6tt fenndlls, az el8bbi-
ekben részletezett hasonlosdgok miatt a leirdsban
az A 40926 antibiotikum B faktor biolégiai tulaj-
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donsagaival kapcsolatban szerepld utalasokat gy
kell érteni, hogy azok egyben az A 40926 antibioti-
kum B, faktorra is vonatkoznak, amely az A 40926
antibiotikum B faktor {6 komponense (annak kb.
90%-4t teszi ki) és nagy mértékben hozz4jarul an-
nak biolégiai tulajdonsagaihoz. .

Egy masik megoldas szerint a talalmany szerinti
antibiotikumok erds vagy gyenge anioncseréld
gyantdk — ideértve a funkciondlisan atalakitott
polisztirolt, akril- vagy polidextrdn matrixokat —
alkalmazaséval killonithetok el a fermentlébdl
vagy tisztithatok tovabb. A gyenge anioncserél8k
- pl. a kovetkezd kereskedelmi neveken forgalomba

hozott gyantdk kozill keriilnek ki: Dowex
MWA--1 vagy WGR (Dow Chemical), Amberlite
IRA—73 (Rohm & Haas), DEAE-—Sephadex
(Pharmacia). A talalméany szerinti eljarasban hasz-
nalhaté erds anioncseréld gyantdk pl. a kovetkezd
kereskedelmi néven forgalomba hozott termékeket
foglaljdk magukban: Dowex MSA—I, SBR,
SBR—P (Dow Chemical), Amberlite IR—904
(Rohm & Haas) és QAF—Sephadex (Pharmacia).

A talalmény szerinti antibiotikumoknak az ilyen
gyantékrdl valé eludlasat elektrolitok — pl. nétri-
um- vagy kéliumklorid — vizes oldatainak linearis
grédiens elegyeivel végezziik, amelyeket vizzel vagy

" viz és egy szerves, vizzel elegyedd oldészer — pl.
révidszénlancu alkohol (pl. 1—4 szénatomos alko-
hol) vagy egy rovidszénlancu alkil-keton (pl. ace-
ton) — elegyeivel allitunk eld.

Az A 40926 antibiotikum mannozil-aglikont gy
allitjuk eld, hogy az A és B faktorban feldusitott A
40926 antibiotikum komplexet, az A 40926 anti-
biotikum A faktort, B faktort, By, faktort vagy
ezek elegyeit ellendrzott savas koritlmények kozott
hidrolizaljuk.

Ezeket az ellen8rzott savas kortilményeket Ggy
biztositjuk, hogy egy dsvanyi vagy egy erds szerves
sav tobmény vizes oldatat alkalmazzuk, kivant eset-
ben egy aprotikus szerves olddszer jelenlétében.
Kitlintetett példédk az erds 4svanyi savakra a kén-
sav és a foszforsav.

Kitiintetett erds szerves sav a trifluorecetsav.

Kitiintetett aprotikus szerves olddszerek az ali-
ciklusos vagy ciklikus alkil-éterek, amilyen pl. a di-
oxan és a tetrahidrofuran; a révidszénlanct alkil-
szulfoxidok — pl. a dimetil-szulfoxid - és a révid-
szénlanct alkil-amidok, pl. a dimetil-formamid.

A reakcié hémérsékletét altaldban 0 C° és a
reakcidelegy visszafolyatasi hOmérséklete kozott
tartjuk. Sok esetben ez 15 °C és 75 °C ko6zétt he-
lyezkedik el, mig kitiintetettek a 20 °C és 55 °C ko-
zotti h8mérsékletek, és leginkéabb kitiintetett a szo-
bahOmérséklet.

A reakcifid6 a reakcid konkrét paraméterei
fiiggvényében valtozik és mivel a reakcid lefolyédsa
TLC vagy HPLC technikaval kovethetS, a szak-
ember képes a reakcid el8rehaladasanak figyelésé-
re és annak meghatérozasara, hogy a reakci6é mi-
kor tekinthetd teljesnek.

Ennek az eljarasnak egy kitiintetett foganatosi-
tasi modjat képviseli az A 40926 antibiotikum
komplexnek vagy egy tiszta komponensének 80—
95%-0s vizes trifluorecetsav jelenlétében szoba-
hémérsékleten végzett ellendrzott hidrolizise, az A
40926 antibiotikum mannozil-aglikon el6allita-
sra.
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_az oldoszerekkel végzett extrakcio és a kromatog-
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Ennek az eljarasnak egy masik elényos médjat
képviseli az A 40926 antibiotikum mannozil-agli-
konjanak 2:1—1:2 vizes 1—2N kénsav és dioxan
elegye jelenlétében végzett ellendrzott hidrolizise.

A hidrolizis-Iépés végén kinyert nyers A 40926
antibiotikum mannozil-aglikon tisztitdsa 6nma-
gukban ismert eljarasok szerint torténhet, amilyen
a nem-olddszerek hozzdaddsaval végzett kicsapas,

réfia.

A kitlintetett kromatogréfiés eljarasok kozé tar-
tozik az oszlopkromatogréfia, és a leginkabb ki-
tintetett kromatografias eljarés a forditott fazisa
oszlop-kromatogréfia. ‘

Egy alkalmas forditott fazisi folyadék-kroma-
tografias eljards soran el8nydsen savallé acél osz-
lopot alkalmazunk mérsékelt (5—S0 bar) vagy
nagy nyomason (100—200 bar). A szilard fazis le-
het egy szilanizalt szilikagél, 2—18 (eldnydsen 18)
szénatomos szénhidrogén fazissal, vagy fenil-cso-
porttal. Az elualészer egy polaris, vizzel elegyedd
olddszer és a gyantaval kompatibilis pH-ju (el6-
ny6sen pH 3—8) vizes puffer elegye.

Jellemzd példdk a polaris, vizzel elegyedd oldo-
szerekre: vizoldhat6 alkoholok (pl. a metanol, eta-
nol, izopropanol, n-butanol), aceton, acetonitril,
alkénkarbonsavak rdvidszénlanct alkilészterei (pl.
az etilacetat), tetrahidrofuran, dioxan, dimetil-for-
mamid €s ezek elegyei. A kitiintetett polaris, vizzel
elegyedd olddszer az acetonitril.

Az eludlt frakcidk antibiotikum tartalmaét a szo-
késos bioldgiai vizsglatok valamelyikével — ami-
lyen a papirkorongos vagy az agardiffiiziés megha-
tarozas —, érzékeny mikroorganizmusok alkalma-
zaséval allapitjuk meg. Az érzékeny organizmu-
sokra példa a Bacillus subtilis és a S. aureus.

A tisztitas, akarcsak a reakcid, ugyancsak eld-
nyodsen TLC vagy HPLC technikdkkal kovethetd.

Egy kituntetett HPLC technikdt képvisel az

olyan forditott fazisd HPLC, amelynek sordn 18
szénatomos alkil-csoportokkal funkcionalizalt,
porézus, gbmbalaku szilanizalt szilikagélt haszna-
lunk fel; a gébmbalakii részecskék atmérGje eldnyo-
sen 5 y (ilyen pl. az 5 um Ultrasphere® ODS Altex,
Beckman Co.). El&-oszlopként 18 szénatomos al-
kil-csoportokkal funkcionalizalt szilikagéllel tol-
tott oszlopot hasznédlunk (ilyen pl. az RP 18
Brownlee Labs), eludlészerként pedig egy — pl. az
clébbiekben leirt — polaris, vizzel elegyedd oldé-

" szer és egy vizes puffer-oldat linearis gradiens ele-

gyét.

Ezt az oldatot el6nydsen pH 5—7-re allitjuk be.
Egy kitiintetett eludldszer 5—60% B eluenst tartal-
maz — linearis gradiens. szerinti eloszlasban —
A eluensben, ahol o
az A eluens acetonitril: pH 5—7 vizes puffer 10:90

- elegye ¢és

60

65

a B eluens acetonitril: pH 5—7 vizes puffer 10:90
elegye.

Mint ez a «zakember szdmara ismert, belsd stan-
dardként szamos anyag alkalmazhat6. Ebben az
esetben nagyon célszer( belsS standard az L 17054
antibiotikum, amelynek retenciés ideje ebben a
HPL.C rendszerben kozel all a taldlmény szerinti
vegylletekéihez. Ez a standard anyag ismert: a
0119575 sz. eurdpai szabadalmi bejelentésben ir-
jak le. :
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A talalmany szerinti vegyiiletek antibakteridlis
aktivitasat in vitro standard higitasos vizsgalatok-
kal hatarozhatjuk meg, killonbsz6 mikroorganiz-
mus tenyészetek alkalmazasaval.

Az A 40926 antibiotikum A faktor fizikokémiai
Jellemz6i
A) a 11. abra szerinti UV abszorpcids spektrum,
amely a k6vetkez8 abszorpciés maximumokat mu-
tatja:
lambdam.x (nm)

a) 0,1N HCl 281
b) pH 7,38 foszfat puffer 281; 300 (vall)
¢) 0,IN natrium- vagy
kaliumhidroxid 300
d) metanol 282
e) pH 9,0 foszfat puffer 282
£ 300 (valh)

B) a 12. 4bran bemutatott IR abszorpcids spekt-

rum, amely a kévetkez8 abszorpciés maximumo-
kat mutatja (cm™'):
3700—3100; 3100—2800; (nujol); 1635; 1620—
1560; 1510; 1480-—1410 (nujol); 1375 (nujol);
1320—1250; 1250—1190; 1100—950; 845; 810;
720 (nujol)

C) a 15. abran bemutatott 'H-—NMR spektrum,

amely a kovetkezd jel-csoportokat mutatja (ppm-
ben) 270 MHz-en, DMSO—ds-ban (hexadeutero-
-dimetil-szulfoxid) felvéve, belsé standardként
TMS-t (0,00 ppm) alkalmazva (delta, ppm):
0,86 (t-k, 6H); 1,21 (kb. 11H); 1,43 (2H); 2,01
(2H); 2,31—2,34 (3H); 4—6,2 (kb. 16H); 6,2—8
(kb. 23H); 8,44; 9,22; 9,66 (széles savok, mozgé-
kony protonok) 2,5—4: interferencia a HO cst-
csok hatédsara

D) retenci6s id6 (R)) 1,22 a teikoplanin A; 2
komponenséhez viszonyitva (R(=20,3 perc) az
elemzést forditott fazisi HPLC-vel a kovetkezd
koritllmények kozott végezve:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 im/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsd atmérd) x 250 mm
- el6-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)
A eludloszer:

CH;CN 10%
NaH,;PO,-H.0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra beéllitva

B eluéloszer:
CH;CN © 70%
NaH:PO:-H:0 (2,5 g/1) 30%

pH 6,0-ra beéllitva
elualas: linearis gradiens 5%-—60% B eluéloszer
az A elualdszerben, 40 perc alatt
4ramlési sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 256 nm
belsd standard: teikoplanin Az 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

Ugyanilyen kériilmények kdzott a tesztoszteron-
hoz (Roussel Uclaf) viszonyitott retencios id6 0,60.

E) Az elem-analizis — miutin a mintét el6zete-
sen kb. 140 °C-on koz8mbds atmoszféraban meg-
szaritottuk (stilyveszteség 4,6%)

— a kovetkez8 kozelitd (atlagos) szazalékos
Bsszetételt mutatja: -szén 55,82%; hidrogén
5,17%; nitrogén 6,31%; klor (osszes) 4,24%; kloér
(ionos) 0,37%. Szervetlen maradék 900 °C-on, le-
vegdn: 1,2%.
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F) Sav-bazis titralasi gérbe 2-metoxi-etanol
(MCS): viz 4:1 elegyben. A HCl-felesleg hozz&ada-
sa KOH-dal végzett titrdlas 4 ionizalhaté funkcié
jelenlétére utal, amelyek pkucs értékei a kovetke-
z6k: 4,6; 5,6; 7,2: 9,2. ‘ i

G) R érték 0,24 és a teikoplanin A; 2 komponen-
séhez viszonyitott R¢ érték 0,70 a kovetkezd kro-
matografias rendszerben:
5%-o0s (stly/térf.) vizes Na SO, 70
acetonitril - 30

szilanizélt szilikagél (60 Fasq, Merck) lemezeket al-

kalmazva (rétegvastagsag 0,25 mm)
ElBhivas: '
— UV fény
— Pauly-reagenssel — azaz diazotélt szulfanil-
savval (J. Chromatogr. 20, 171, 1965; Z.
Physiol. Chem. 292, 99, 1953) sarga szin '
— bioautografia Bac. subtilis ATCC 6633 fel-
hasznéldsaval, minimalis Davis taptalajon '
H) molekulatémeg kb. 1716 a FAB—MS spekt-
rumbdl levezetve, amely 1717-nél mutatja az
M+H"* csticsot. -

Az A 40926 antibiotikum B faktor fizikokémiai
Jellemzdi

A) a 14, abran bemutatott UV abszorpcids
spektrum a kovetkezd abszorpciés maximumokat -
mutatja:
lambdanax (nm)
282
281, 300 (vall)

a) 0,IN HCI
b) pH 7,38 foszfat puffer
¢) 0,I1N néatrium- vagy

kaliumhidroxid 300
d) pH 9,0 foszfat-puffer 283; 300 (vall)
¢) metanol 282

B) a 15. 4bran bemutatott IR abszorpcids spekt-

rum a kovetkez6 abszorpciés maximumokat mu- -~ .

tatja (cm™'):
3700—3080; 3080—2700 (nujol); 1720—1625;
1625—1560; 1505; 1460 (nujol); 1375 (nujol);
1295; 1230; 1210; 1150; 1100—1040; 1030; 1015;
970; 890; 840; 810; 720 (nujol)

C) a 16. abran bemutatott 'H—NMR spektrum
a kovetkezd jel-csoportokat mutatja (ppm) 270
MHz-nél; a spektrumot DMSO—ds-ban (hexadeu-
tero-dimetilszulfoxid) vettiik fel, belsd standard-
ként (0,00 ppm) TMS-t alkalmazva; delta (ppm):
0,85 (d, izopropil-metilek); 1,15 (kb. 13H); 1,44
(kb. 2H); 2,02 (2H); 2,32—2,35 (3H); 4—6,1 (kb.
16H); 6,1 —8 (kb. 23H); 8,52; 9,30; 9,68 (széles sa-
vok, mozgékony protonok); 2,5—4: interferencia
a H,O cslicsok miatt ’

D) retencids id6 (R,) a teikoplanin A, 2 kompo- . ’

nienséhez viszonyitva (R, =20,3 perc) 1,22 és 1,27 a

kovetkez korilmények kozott forditort fazis

HPLC modszerrel végzett elemzés sorén:

oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)
4,6 mm (belsé 4tmérd) X 250 mm

el3-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)

A eludlészer: '

CH:CN 10%
NaH;PO,-H.0 (2,5g/1) 90%
pH 6,0-ra beallitva
B elualészer: :
CH,CN 70%
NaH,PO,-H.02,5 g/) 30%
pH 6,0-ra bedllitva
15

-15.-
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elualés: lineéris gradiens 5% —60% ko6z6tt (B elu-
aloszer az A eludldszerben), 40 perc alatt
4ramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: teikoplanin A; 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

E) az elem-analizis — a minta el8zetes, kb. 140
°C-on koz6mbés atmoszférdban vald szaritdsa
utan (sdlyveszteség 9,6%) — a kdvetkezd kozelitd
(atlagos) szazalékos Osszetételt mutatja: szén
54,09; hidrogén 5,13; nitrogén 6,34; kldr (8sszes)
4,12; k16r (ionos) 0,39%.

Szervetlen maradék 900 °C-on levegbn végzett
szaritas utan: 5%.

F) Sav-bazis titralasi gorbe 2-metoxi-etanol
(MCS): viz 4:1 elegyben; a HCl-felesleg hozzaada-
sa utan (pH 2,7) KOH-dal végzett titralas 4 ionizal-
haté funkcié jelenlétére mutat, amelyek pkmcs ér-
tékei a kovetkez8k: 4,5; 5,6; 7,2; 9,2.

G) Ry érték 0,21 és a teikoplanin A, 2 kompo-
nenséhez viszonyitott Ry érték 0,53 a kovetkezd
kromatografias rendszerben:
5%-0s (tomeg/térf.) vizes Na;SOs 70
acetonitril 30
szilanizalt szilikagél lemezek (60 Fass Merck, réteg-
vastagsag 0,25 mm)

Kimutatés:
— UV fény
— Pauly-reagenssel — azaz diazotalt szulfanil-
savval (J. Chromatogr. 20, 171, 1965; é Z.
Physiol. Chem. 292, 99, 1953) sarga szin

— bioautografia Bac. subtilis ATCC 6633 fel-

hasznalasdval, Davis-f. tdptalajon

H) Molekulatomeg kb. 1730 a FAB—MS spekt-
rum alapjan, amely az M+ H?* csucsot 1731-nél
mutatja.

Az A 40926 antibiotikum By faktor fizikokémiai
Jjellemz6i .

A) a 14. &bran bemutatott UV abszorpcios
spektrum a kovetkezd abszorpcidés maximumokat
mutatja:
lambdama, (nm)
282
281, 300 (vall)

a) 0,INHCl
b) pH 7,38 foszfat puffer
¢) 0,1N nétrium- vagy

kéliumhidroxid 300 ,
d) pH 0,9 foszfat puffer 283; 300 (vall)
€) metanol 282

B) a 15. 4br4n bemutatott IR abszorpcids spekt-

rum a kovetkez3 abszorpciés maximumokat mu- -

tatja (cm™'):
3700—3080; 3080—2700 (nujol); 1720—1625;
1625—1560; 1505; 1460 (nujol); 1375 (nujol);

1295; 1230; 1210; 1150; 1100—1040; 1030; 1015;
970; 890; 840; 810; 720 (nujol)

C) a 16. abra szerinti '"H—NMR spektrum a ko-
vetkezd jel-csoportokat (ppm) mutatja 270 MHz-
en, DMSO—ds-ban (hexadeutero-dimetilszulfoxid)
felvéve, belsd standardként TMS-t (0,00 ppm) al-
kalmazva; delta, ppm:
0,85 (d, izopropil-metilek); 1,15 (kb. 13H); 1,44
(kb. 2H); 2,02 (2H); 2,322, 35 (3H); 4—6,1 (kb
16H); 6, 1——8 (kb. 23H) 8,52;9,50; 9,68 (széles sa-
vok, mozgékony protonok),
2,5—4: interferencia a H,O csticsok miatt

D) retencids id6 (R 1,22 a teikoplanin A, 2
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komponenséhez viszonyitva (R, = 20,3 perc) fordi-
tott fazisa HPLC technikéaval a kdvetkezd koriil-
mények kozott végzett elemzés soran:

oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsS atmérd) x 250 mm
el 8- osz]op Brownlee Labs RP 18 (5 um)
A eluélOszer: _
CH;CN 10%
NaH,PO,-H0 (2,5 g/1) S0%
pH 6,0-ra beéllitva
B elualészer:
CH,CN 70%
NaH,PO.-H.0 (2,5 g/1)
pH 6,0-ra beallitva S
eludlés: linearis gradiens 5% —60% ko6zott (B elu-

aloszer az A old6szerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
bels standard: teikoplanin A, 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

E) az elem-analizis — miutdn a mint4t el8zetesen
kb. 140 °C-on k6z6mbds atmoszférdban széritot-
tuk (tdmegveszteség 9,6%) — a ktvetkez6 kozelitd
(atlagos) széazalékos Osszetételt mutatja: szén
54,09%; hidrogén 5,13%; nitrogén 6,34%; klor
(6sszes) 4,12%; klor (ionos) 0,39%.

Szervetlen maradék 900 °C-on leveg8n végzett
izzitas utan: 5%.

F) A sav-bazis titralési gdrbe 4:1 2-metoxi-etanol
(MCS): viz elegyben — HCl-felesleg hozzaadéasa

utan KOH-dal végzett titralassal — 4 ionizalhaté -

funkcié jelenlétére mutat, amelyek pkmcs értékei a
kovetkezbk: 4,5; 5,6; 7,2; 9,2.

G) Az Ry érték 0,21 és a teikoplanin A; 2 kompo-
nenséhez vmzonyitott R; érték 0,53 a kovetkezd
kromatogréfias rendszerben: :
5%-os (t6meg/térf.) Na;SOq 70%
acetonitril - 30%
szilanizalt szilikagél lemezeket (60 Fzss Merck, ré-
tegvastagsag 0,25 mm) alkalmazva '
Kimutatas: -

— UV fény

— Pauly-reagenssel -— azaz diazotélt szulfaml-

savval (J. Chromatogr. 20, 171, 1965 és Z.
Physiol. Chem. 292, 99, 1953) sarga szin

— bioautografia Bac. subtilis ATCC 6633 alkal-

mazésaval, Davis-f. minimélis tdptalajon.

H) A molekulatémeg kb. 1730 az FAB—MS
spektrum alapjan, amely szerint az M+ H* c¢stcs
1731-nél helyezkedik el.

Az A 40926 anubzoakum PA faktor ﬁztkoké-

‘miai jellemz6i:

A) a 17. 4bra szerinti UV abszorpcxés spektrum '
a kovetkez8 abszorpcids maxxmumokat mutatja:

282 o
300

a) 0,1N HCl
b) 0,IN KOH .
¢) pH 7,38 foszfat puffer 282; 300 (vall)
d) pH 9,0 foszfét puffer 283; 300 (vall)

B) a 18. abra szerinti IR abszorpci6s spektrum a
kovetkezd abszorpcids max1mumokat mutatja

(cm—):
3700—3100; 3000—2800 (nujol); 1760—1710;
1655; 1620—1550; 1505; 1460 (nujol); 1375

(nujol); 1260; 1250—950; 845; 805; 720 (nujol)

-16-
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C) a 19. 4bra szerinti '"H—NMR spektrum a ko-

vetkezd jel-csoportokat (ppm-ben) mutatja 270
MHz-nél DMSC—ds-ben (hexadeutero-dimetil-
szulfoxid) felvéve, bels6 standardként TMS-t (0,00
ppm) alkalmazva (delta, ppm):
0,86 (CH;-dublettek); 1,15—1,22 [m, (CH).l;
1,41 (m, CHy); 2,01 (s, CH3); 2,01 (m, CH;); 2,28
(s, N—CH,); 4,26—5,96 (széles, peptid- és aromas
metilek); 6,33—7,73 (széles, aromas CH-csopor-
tok és peptid-NH-csoportok)

D) retenciés id6 (R, 1,15 a teikoplanin A;
2 komponenshez (R, = 20,3 perc) viszonyitva fordi-
tott fazist HPLC modszerrel a kovetkezd koriil-
mények kozott végzett elemzés soran: v
oszlop: Ultrasphere ODS (5§ pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsé atmérd) x 250 mm
elé-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)
A eluéldszer:

CH,CN 10%
NaH.PO,-H,0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra beallitva

B elualdszer:
CH;CN 70%
NaH,PO,-H,0 (2,5 g/1) 30%

pH 6,0-ra beallitva ‘
eludlas: linearis gradiens 5%—60% kozétt (B elu-
aloszer az A eludldszerben), 40 perc alatt
aramldasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: teikoplanin A; 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

E) az R; érték 0,62 a teikoplanin A, 2 kompo-
nenshez viszonyitva a kovetkezd kromatografias
rendszerben:
5%-0s (tdmeg/térf.) vizes Na;SOq 70
acetonitril 30
szilanizalt szilikagél lemezek (60 Fass Merck, réteg-
vastagsag 0,25 mm)

Kimutatés:
— UV fény
— Pauly reagenssel-diazotalt szulfanilsav (J.
Chromatogr. 20, 171, 1965 é Z. Physiol.
Chem. 292, 99, 1953) — sérga szin

— bioautografia Bac. subtilis ATCC 6633 alkal-

mazaséaval, Davis-f, minimalis taptalajon.

F) Molekulatomeg kb. 1758 az FAB—MS spekt-
rum alapjan, amelyen szdmos csucs lathatd, a leg-
intenzivebb 1761-nél, Az FAB—MS elemzés miive-
leti korillményei a kévetkez8k:
berendezés: VG Mod ZAB SE, FAB agytuval

(Ion Tech) ellatva
korilmények: pozitiv FAB, Xe
gyorsitdfesziiltség 8 kV
matrix: tioglicerin:glicerin 1:1 (térf./
térf.)

Az A 40926 antibiotikum PB faktor fiziko-
kémiai jellemzGi

A) a 20. 4bra szerinti UV abszorpci6s spektrum
a kovetkezd abszorpcids maximumokat mutatja:

lambdamax (nm)

a) 0,IN HCl 282

b) 0,IN KOH 300

c) pH 7,38 foszfat puffer 282; 300 (vall)
d) pH 9,0 foszfat puffer 282; 300 (vall)
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B) a 21. &bra szerinti IR abszorpcids spektrum a
kbvetlkezé abszorpciés maximumokat mutatja
(ecm™):

3700—3100; 3000—2800 (nujol); 1760—1710;
1655; 1620—1560; 1605; 1480—1420 (nujol); 1375

" (nujol); 1320—1270; 1230—1190; 1150; 1120—

920; 845; 810; 720 (nujol) )

C.l. a 12, 4bra szerinti 'H—NMR spektrum a
kovetkezb jel-csoportokat mutatja (ppm-ben) 270
MHz-nél DMSO-—de-ban (hexadeutero-dimetil-
szulfoxid) felvéve, belsé standardként (0,00 ppm)
TMS-t hasznélva (delta, ppm):

0,84 (d, izopropil-metilek); 1,17 [m, (CH2)]; 1,43
(m, CHa); 1,99 (s, CH3); 2,01 (m, CHy); 2,31 (5,
N—CHj3); 2,79 (dd, CH); 3,70 (m, CH); 4,06—
6,02 (széles, peptid és aromas CH-csoportok);
6,45—7,74 (széles, aromas CH-csoportok és peptid
NH-csoportok); 8,19—9,99 (széles, peptid NH-
csoportok és fenolos OH-csoportok)

C.2. a 23. 4bra szerinti '"H—NMR spektrum a
kovetkezd jel-csoportokat mutatja (ppm-ben) 270
MHz-nél, DMSO—ds+ CF:COOD kézegben fel-
véve, belsd standardként (0,00 ppm) TMS-t alkal-
mazva (delta, ppm): '
0,84 (d, izopropil-metilek); 1,13 [m, (CHa).]; 1,40
(m, CHa); 1,98 (5, CHa); 2,00 (m, CH3); 2,92 (dd,
CH); 3,29—3,71 (m, cukor-CH-csoportok);
4,07—6,09 (s és m, peptid és aromas CH-csopor-
tok); 6,45—7,83 (s és m, aroméas CH-csoportok és =
peptid NH-csoportok); 8,17—10,38 (peptid NH-
-csoporiok, fenolos OH-csoportok)

D) retenciés idd (R() 1,27 és 1,32 a teikoplanin
A; 2 komponenshez viszonyitva (R.=20,3 perc) a
forditott fazist HPLC technikaval a kdvetkezd ko-
rillmények kozoétt végzett elemzés sordn:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsé atmérd) X250 mm
elB-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 pm)

A eluéloszer: CH;CN . 10%
NaH;PO.:-H:0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra bedllitva

B eludldszer: CH;CN 70%
NaH,PO,-H,0 (2,5 g/1) 30%

pH 6,0-ra beallitva

eluélés: linedris gradiens 5%—60% kozott (B elu-

&lészer az A eludldszerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: teikoplanin A, 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

E) R; érték a teikoplanin-A; 2 komponenséhez
viszonyitva 0,53 a kévetkezd kromatografias rend-
szerben:
5%-o0s (tomeg/térf.) vizes Na;SO, 70
acetonitril | : 30
szilanizalt szilikagél lemezek (60 Fass Merck) alkal-
mazésaval (rétegvastagsag 0,25 mm)

Kimutatas:
— UV fény
— Pauly reagenssel — diazotalt szulfanilsav (J.
Chromatogr. 20, 171, 1965 és Z. Physiol.
Chem. 292, 99, 1953) sarga szin

— bioautografia Bac. subtilis ATCC 6633 alkal-

mazésaval, minimalis Davis-f. téptalajon. -

F) Molekulatomeg kb. 1772 az FAB-—MS speki-
rum alapjan, amelyen szamos csucs lathatd, a

17-



legintenzivebb csiics 1776-nal. Az FAB—MS elem-
zés milveleti koriilményei a k6évetkezdk:
berendezés: VG Mod ZAB, FAB agyaval (lon
Tech) ellatva

pozitiv FAB, Xe

gyorsitd fesziiltség 8 kV

matrix: tioglicerin:glicerin 1:1 (térf./
térf.).

Az A 40926 antibiotikum mannozil-aglikon a
kovetkez6 tulajdonsagokkal rendelkezik:
~ A)a 24, &bra szerinti UV abszorpcids spektrum
a kdvetkez6 abszorpcids maximumokat mutatja:

korilmények:

lambdama: (nm)
280
280; 300 (vall)
298

a) 0,IN HCl

b) pH 7,38 foszfat puffer
¢) 0,1N kaliumhidroxid
d) pH 9,0 foszfat puffer 282; 300 (vall)

B) & 25. 4bra szerinti IR abszorpci6s spektrum a
kdvetlkezé abszorpciés 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) a 26. éabra szerinti 'H—NMR spektrum,

amely a kdvetkezd jel-csoportokat (ppm-ben) mu-
tatja 270 MHz-en, DMSO—ds (hexadeutero-dime-
tilszulfoxid) és CFsCOOH elegyében felvéve, belsd
standardként (0,00 ppm) TMS-t alkalmazva (delta,
ppm):
2,51 (s, DMSOds); 2,50 (s, NCH;); 2,88 (m, Z2);
3,30 (m, Z°2); 4,08 (m, X6); 4,44 (d, XS); 4,49 (d,
X7); 4,83 (m, X2); 5,02 (s, 4F); 5,08 (s, Z6); 5,31
(s, a manndz anomer 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) retencids id6 (R,) 1,18 az L 17054 (TA3—1)
antibiotikumhoz (R,=8,78 perc) viszonyitva, az
elemzést forditott fazist HPLC-vel a kdvetkezd
koriilmények kozott végezve:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

. 4,6 mm (belsd 4tmérd) x 250 mm
el6-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)

A eludldszer:CH,CN 10%
NaH;POs-H:0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra bedllitva

B elualészer: CH:CN 70%
NaH:PO4-H:0 (2,5 g/1) 30%

pH 6,0-ra beallitva
eludlas: lineéris gradiens (5%—60% B elualdszer
A eludldszerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,6 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: L 17054 (TA3—1) antibiotikum
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

E) Rr érték 0,39 a kovetkezd kromatografias
rendszerben:
5 g/1 NaH,PO,- H;O-t tartalmaz6 1M NaCl 70
acetonitril ' 30
pH 6,0-ra beéllitva, 60 Fass Merck lemezeket (szila-
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nizalt szilikagél, rétegvastagsdg 0,25 mm) hasz-

nélva
Kimutatés:
— UV fény
— sérga szin Pauly reagenssel — azaz diazotalt
szulfanilsavvai (J. Chromatogr. 20, 171,
1965; Z. Physiol. Chem. 292, 99, 1953)
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— bioautografia B. subtilis ATCC 6633-mal mi-
nimélis Davis-f, t4ptalajon
F) a gyors atom bombaz4sos (FAB) tbmegspekt-
rumban M + H* kb, 1374-nél talathaté.

Az A 40926 antibiotikum B faktor N-acilamino-
glukuronil-aglikon fizikokémiai jellemz6i

A) Dinatrium-sé .
C 52,11%; H 5,33%; N 6,31%; Cl (Osszes) 4,0%;

 Na,SO4 hamu 8%; tOmegveszteség 140 °C-on: 9%

B) Nétrium-sé
C 52,90%; H 5,44%; N 6,41%; Cl (6sszes) 4,05%;
N320§04 hamu 4,06%; t&megveszteség 140 °C-on:
8,9%

C) Hidroklorid
C52,63%; H 5,44%; N 6,37%; Cl (Osszes) 6,05%;
témegveszteség 140 °C-on: 8,5%

Az A 40926 antibiotikum A faktor N-acilamino-
glukuronil-aglikon fizikokémiai jellemzdi
- A) Dinétrium-s6
C51,74%; H 5,27%; N 6,35%; Cl (8sszes) 4,02%;
NngO.; hamu 8,08%; t8megveszteség 140 °C-on:
9,3%

B) Natrium-sé
C52,77%; H 5,34%; N 6,48%; Cl (6sszes) 4,01%;
Na.SOs hamu 4,09%; t6megveszteség 140 °C-on:
8,7%

C) Hidroklorid
C52,47%; H 5,41%; N 6,44%; CI (6sszes) 6,11%;
tomegveszteség 140 °C-on: 8,5% v

Az A 40926 antibiotikum aglikon fizikokémiai
JellemzGi

A) Natrium-sé
C53,19%; H 4,30%; N 7,36%:; Cl (dsszes) 5,32%;
Na§04 hamu 5,35%; témegveszteség 140 °C-on:
7,3%

B) Hidroklorid
C51,86%; H 4,50%; N 7,17%:; Cl (0sszes) 7,78%:;
témegveszteség 140 °C-on: 8,8%

Az addiciés s6knél a tdmegveszteséget nitrogén
atmoszféraban 140 °C-on val6 szaritas utan, mig a
hamutartalmat az USP XXII médszer szerint mér-
tik.

A taldlmény tovabbi szemléltetésére a kdvetkezd
példakat mutatjuk be, amelyek 6nmagukban nem
tekinthet8k korlatozé jellegiinek a taldlmany oltal-
mi kdre vonatkozésaban.

1. példa

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon AB komplex és az A 40926 antibioti:
kum aglikon el&4llitasa

a) 750 mg A 40926 antibiotikum AB komplexet
(amelyet lényegében a 3. eljaras szerint allitottunk
elé) feloldunk 150 ml 9:1 (térf./térf.) dimetil-
-szulfoxid:37 (tdmeg/témeg)%-0s s6sav (DMSO:
HCI) elegyber és a reakcidelegyet kb, 65 °C-ra me-
legitjiik fel.

A reakcio lefolyzsat HPLC-vel kovetjik, és mi-
utan a kiindulési anyagok teljes mértékben reagél-
tak egymassal (kb. 5 Ora elteltével), a reakcidt hi-
deg viz (600 ml) hozzdadasaval leallitjuk és a ka-
pott elegy pH-jat kb. 7,5-re allitjuk be.

Ez az anyag a cim szerinti vegytiletek keverékét
tartalmazza, amelyet affinitaskromatogréfidval, a
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kOvetkez$ eljaras szerint vélasztunk szét két f6
UsszetevQjére.

b) Az el8bbiek szerint kapott vizes elegyet (750
ml) felvisszik egy Sepharose-D-alanil-D-alanin
kromatografias oszlopra, amelyet a 8. eljarassal
kapcsolatban leirt médon allitottunk elé (100 ml
duzzasztott gyanta 10mM trisz-HCl pufferben, pH
7,5; az 4gy magassdga 10 cm). 200 ml, NaCl-ra 2M
pH 7,5 0,05M NH.OH-HCI puffert (B puffer) ve-
zetlink 4t az oszlopon, majd az A 40926 antibioti-
kum aglikont szelektive eltavolitjuk az oszloprodl,
1500 ml, NaCl-ra 2M pH 9,5 0,05M NH,OH-HCI-
lel (C puffer) végezve az eludlast.

Ezutdn az N-acilaminoglukuronil-aglikon AB
komplexet 0,1M vizes ammonidval (D puffer) elu-
aljuk.

Az elualt frakcidkat kb. pH 7,5-re allitjuk be és
antibiotikum tartalmuknak megfelelden 8sszednt-
jiik, majd a kiilénboz8 antibiotikum-tartalmi ol-
datokat Sepharose-D-alanil-D-alanin  oszlopon
kromatograféljuk (100 ml duzzasztott gyanta
10mM trisz-HC! pufferben, pH 7,5; az 4gy magas-
sdga 10 cm). Desztillalt vizet vezetiink 4t az oszlo-
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pon, a szervetlen sék kimosaséig. Ezt kovetden az

antibiotikumokat 0, 1N vizes ammoniéval eludljuk.

Ezeket az elualt frakcidkat antibiotikum tartal-
muknak megfelelGen osszedntjik,
nyomason, n-butanollal végzett azeotrép desztilla-
ciéval kis térfogatra toményitjik be és liofilizal-
juk. fgy 201 mg N-acilaminoglukuronil-aglikon
AB komplexet ill. 236 mg A 40926 antibiotikum
aglikont kapunk.

Az el6bbiekben leirt kisérletet megismételve, de
95:5 DMSO:37%-0s HCI elegyet alkalmazva, kb.
40 °C-on kb. § napon 4t, az N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon AB komplex kitermelése kb. 15%-kal
né6, mig az A 40926 antibiotikum aglikon kiterme-
1ése megfelelden csdkken.

Ezeket a kisérleteket A 40926 antibiotikum
komplexbdl, A 40926 antibiotikum A faktorbél, A
"~ 40926 antibiotikum B faktorbdl, A 40926 antibio-
tikum By faktorbdl, A 40926 antibiotikum PA fak-

25

csOkkentett
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torbol és A 40926 antibiotikum PB faktorbél kiin-

dulva megismételve lényegében ugyanezeket az
eredményeket kapjuk (azaz a kitermelések a &+ 5%
tartomanyban véltakoznak).

Kozelebbrdl: A 40926 antibiotikum A faktorbdl

vagy PA faktorbol kiindulva a kapott termék az A
40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-agli-
kon A faktor, mig az A 40926 antibiotikum PB
faktorbdl vagy Bo faktorbdl kiindulva a kapott ter-
mék az A 40926 antlblotlkum N-acilaminogluku-
ronil-aglikon B, faktor.

Az A 40926 antibiotikum B faktorbdl kiindulva -

az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-
-aglikon By és B, faktor keverékét kapjuk, amelyet
HPLC-vel vélaszthatunk szét.

2, példa

Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon A, B, és B, faktor szétvalasztasa.

20 mg A 40926 antibiotikum N-acilaminogluku-
ronil-aglikon AB komplexet 1 ml pH 6,0 18mM
natriumfoszfit pufferben oldunk, amely 10% ace-
tonitrilt tartalmaz. Az oldatot egy preparativ
HPLC oszlopba injektaljuk (7 mm belsé atmé-
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réx 250 mm; 7 pm részecskenagységu LlChrOSOI'b
RP 18 — Merck Co. — szilanizalt szilikagél).

Az oszlopot 5 ml/perc sebességgel A és B fazis-
sal eludljuk (linearis gradiens 10%—55% A fazis-

_sal, 55 perc alatt).

A fazis: 30/70 18mM nétriumfoszfat/CH,CN,
NaOH-dal pH 6,0-ra beallitva

B fazis: 90:10 18mM natriumfoszfat/CH,CN,
NaOH-dal pH 6,0-ra beallitva. .
Meghatérozmk az oszloprél eluélt frakcn()k uv .

~ abszorpcidjat 254 nm-en és az azonos koncentra-

ciéji eludlt frakcidkat Osszedntjik. Harom elu-

" dtum-csoportot kiilonitunk el; ezek az A 40926 an-

tibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon A, B,
illet6leg B, frakciot tartalmazzak.

A tisztitott A 40926 antibiotikum N-acilamino-
glukuronil-aglikon faktorokat tartalmazé eluétu-
mokat, amelyeket 11 egymésutdni kromatografias
=lemzés soran kapunk, Osszedntjiik és a szokasos
médon sémentesitjik: felvissziik egy oszlopra,
amely S ml duzzasztott Sepharose-D-alanil-D-ala-
aint (1. a 8. eljarast) tartalmaz. A sékat 10 ml ImM

HCl-lel, majd 5x 10 ml desztillalt vizzel eltavolit-

juk, majd az antibiotikumot 5x 10 ml 1 tomeg/
1¢érf.%-o0s vizes ammoniaval elualjuk. Az ammoni-
is eludtumokat czutan kilon-killdn dsszegyijtjok
5s lagyasztva szaritjuk. 15 mg A 40926 antibioti-
kum N-acilaminoglukuronil-aglikon A fakiort, 51
ng A 40926 antibiotikum N- ac;lammoQukuromL ‘
aglikon By faktort ¢s 3 mg A 40926 antibiotikum .

N-acilaminoglukuronil-aglikon B, faktort kapunk,
amelyek fizikokémiai adatait és kémiai képletét a

_‘eirasban az elSbbickben kézoltiik.

3. példa ‘
Az A 40926 anubwukum aglikon szelektiv elé-

“allitasa

~a) az A 40926 antibiotikum AB komplexbdl
750 mg A 40926 antibiotikum AB komplexet —
amelyet lényegében a 3. eljaras szerint allitottunk

el6 — feloldunk 150 ml 9:1 (térf./térf.) dimetil- -

szulfoxid 37%-05 s6sav elegyben és a reakcidele-

gyet kb. 80 °C-ra melegitjiik fel. A reakci6 el6re-

haladasat HPLC-vel kovetjiik és miutan a kiindu-
l4si anyagok teljes mértékben reagéltak egymassal

_ (kb. 3 bra ut4n), a reakci6t (600 ml) hideg vizzel le-
allitjuk és a kapott keverék pH-jat kb. 7,5-re allit- -

juk be.

Ez az elegy (750 ml) tartalmazza az A 40926 anti- -
biotikum aglikont,” amelyet affinitdéskromatogra-
fidval kil6nitiink el, Sepharose-D-alanil-D-alanin
kromatografias oszlopon amelyet a 8. eljarassal
kapcsolatban irunk le (100 ml duzzasztott gyanta

"~ 10mM pH 7,5 trisz-HCI pufferben; az 4gy magas-

saga 10 cm).

200 ml 0,05M NH,OH-HCl-t — amely NaCl-re -
2M 8ménysegl. — (B puffer) vezetiink &t az osz-
lopon, majd az A 40926 antibiotikum aglikont
szelektive eltavolitjuk az oszloprél oly médon,
hogy azt 1500 ml, NaCl-re 2M pH 9,5 0,05M
NH,OH-HCl-tel (C puffer) eludljuk. Az elualt
frakcidkat ezutdn antibiotikum tartalmuknak

- megfelel6en 8sszebntjitk, kb. pH 7,5-re allitjuk be
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és Sepharose-D-alanil-D-alanin oszlopon kroma-
tografaljuk (100 ml duzzasztott gyanta 10mM pH
7,5 trisz-HCI pufferben; az oszlopban az 4gy ma-

gassaga 10 cm). A szervetlen sOk kimosasaig desz-
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tilldlt vizet vezetiink 4t az oszlopon. Az A 40926
antibiotikum aglikont 0,1N vizes ammoniaval elu-
aljuk. Ezeket az eluatumokat csékkentett nyoma-
son, n-butanollal végzett azeotrép desztillacibval
kis térfogatra toményitjik be, majd liofilizaljuk.
530 mg A 40926 antibiotikum aghkont kapunk.

4. példa
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Az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro- ‘

nil-aglikon AB komplex és az A 40926 antibioti-
kum aglikon eléallitasa

Az 1. példa szerinti eljarassal, azonban kiindula-

si. anyagként az AB komplex helyett 750 mg A
40926 antibiotikum PA és PB faktor elegyét alkal-
mazva, 195 mg N-acilaminoglukuronil-aglikon AB
komplexet és 230 mg A 40926 antibiotikum agli-
kont allitunk el8.

A kiinduldsi anyagok elédllztdsa

1. eljdrds:

Fermentéci6 az Actinomadura sp. ATCC 39727
t6rzzsel

Az A 40926 antibiotikumot termelé Actinoma-
dura sp. ATCC 39727 térzs ferde zabliszt agar te-
nyészetét — amelyet 2—3 héten at 28 °C-on né-
vesztettiink — hasznaljuk fel egy 500 ml-es Erlen-
meyer lombik beoltasara, amely 100 ml kévetkezd
Osszetétell taptalajt tartalmaz:

0,5% hiskivonat

0,5% autolizalt élesztd

0,5% pepton

0,3% hidrolizalt kazein

2% glitk6z

0,15% NacCl

pH 7,5 sterilizalas elStt.

A lombikot 28 °C-on forgd razégépen inkubal-
jak, 200 ford./perc sebességgel, kb. 72 6réan 4t,
majd a tenyészetet Atvisszitk egy fermentorba,
amely 4 liter el3bbi dsszetételdl taptalajt tartalmaz.
Ezt a tenyészetet kb. 72 6éran at 28 °C-on tartjuk,
mikozben kb. 2 liter/perc sebességgel levegdt ara-
moltatunk be és kb. 900 ford./perc sebességgel ke-
vertetjliik a rendszert. Ezt a tenyészetet hasznaljuk
fel egy 200 literes fermentor beoltdsira, amely
ugyanezt a taptalajt tartalmazza. Ezt a fermentort
100 liter/perc sebességgel steril levegdvel leveg8z-
tetjiik és kb. 28 °C-on 250 ford./perc sebességgel
kevertetjiik. Az antibiotikum-termelést papirko-
rongos agardiffziés moédszerrel kovetjlik, mini-
maélis tdptalajon B. subtilist alkalmazva kisérleti
organizmusként. A maximélis aktivitast 72—96
dra utan érjiik el.

2. eljdrds

Az A 40926 antibiotikum kinyerése

A) Az elGbbiek szerint elGéllitott fermentlevet 4
°C-ra hfitjiik, pH-jat 9,5-re allitjuk be és kevertet-

10

B) Az 1. eljaras szerint elGéllitott fermentléhez
(miutéan sz{rtiik és a tiszta sz(irlet pH-jat kb. 8,5-re
allitottuk be), vagy a 2.A) eljaras szerint kapott
Osszedntott szlirlethez 2 liter médositott duzzasz-
tott D-ala-D-ala-cpszilon-aminokaproil-Sepharose
maétrixot adunk, A szuszpenzi6t egy éjjelen at szo-
bahOmérsékleten kevertetjitk, a gyantat szilréssel
kinyerjiik és egymas utdn a kdvetkez8kkel mos-
suk: kb. 2x 10 liter 0,45mM pH 7,5 trisz—HCl
puffer (trisz =2-amino-2-hidroxi-metil-1,3-propéan-

. diol), amely 5 t6meg/térf.% NaCl-t tartalmaz,

.majd 4 x 20 liter desztillalt viz. A gyantardl az anti-
biotikumot 2x 20 liter 1 tomeg/1érf,%-0s ammo-

- niumhidroxiddal elualjuk. Az eludtumokat egy éj-

15

jelen at szobahdmérsékleten 4llni hagyjuk, majd
kis térfogatra (kb. 2,5 liter) toményitjiik be. A vi-
zet n-butanollal végzett azeotrdp desztillacidval ta-

. _ volitjuk el. Ezutén petrolétert adagolunk; ennek
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jik. Kb. 1 6ra elteltével szlirjik és a szlirlet pH-jat

vizes 4svanyi savval kb. 3,5-re allitjuk be. A keve-

_réket 30 percen 4t 4 °C-on kevertetjtik, majd se-
gédanyaggal (Hyflo—FloMa®) szdirjitk. A tiszta
szlrletet elvetjiuk és a szfirGlepényt ionmentesitett
vizben szuszpendaljuk, a szuszpenzié pH-jat kb.
8,5-re allitjuk be, kevertetjiik, majd szlrjik. A ki-
nyert szlirGlepényt ugyanennek az eljaradsnak vet-
jik ala, Az dsszedntott szlrletek tartalmazzak az
A 40926 antibiotikumot.
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60

hatédséra 3,4 g nyers A 40926 antibiotikum komp-
lex csapédlk ki.

3. eljards

Az A 40926 antibiotikum AB komplex tisztitasa

A lényegében a 2. eljarés szerint elBallitott nyers
A 40926 antibiotikum komplexet (750 mg; HPLC
titer 70%) 400 ml vizben oldjuk, az oldat pH-jat
7,5-re dllitjuk be és szirjik. A szfirletet affinitas-
kromatografianak vetjik ala D-ala-D-ala-epszi-
lon-aminokaproil-Sepharose oszlopon (50 ml duz-
zasztott gyanta; az 4gy magasséga 5 cm). Az oszlo-
pot NaCl-ra 2M téménység( 0,16 tomeg/térf.%-
os, pH 7,5-re s6savval beallitott ammoniaval hoz-
zuk egyenstilyba és egymés utdn a kovetkez8 ha-
rom puffer oldattal fejlesztjiik ki:

A puffer: NaCl-ra 2M, sdsavval pH 7,5-re beél-
litott 0,16%-o0s (tdmeg/1érf.) ammonia (2,6 agy-
térfogat);

B puffer: NaCl-ra 2M, sésavval pH 9,5-re bealli-
tott 0,16 saly/térf.%-os ammoénia (16 4gy-térfo-
gat);

C pufter pH 11,4 1 témeg/térf.%-os vizes am-
monia (2,6 agy- lerfoz,at)

A C pufferrel az A 40926 antibiotikum komple-
xet cgyetlen frakcidban eludljuk. Ezt az elualt
frakcidot pH 7,0-re allitjuk be és Gjra felvissziik
ugyarierre az afﬁnués oszlopra, amelyet 10mM pH
7,0 trisz—HCI putTerrel hoztunk egyensulyba. Az
oszlopot a somentesités befejezfdéséig desztillalt
vizzel mossuk.

Ezutdn 2 4gy- térfogatnyi pH 11,0 0, 39 tdmeg/
térf,%-o0s vizes ammonidval eluéljuk az antibioti-
kumot. v

Az elualt frakcidkat kis térfogati vizes eleggyé
t3ményitjik be, majd fagyasztva szaritjuk. 374 mg
tiszta A 40926 antnbloukum AB komplexet ka-
punk.

4. eljards

Az A 40926 antibiotikum A és B faktor szét-
vélasztésa

A) 3,3 ¢, a 2. eljarés szerint eldallitott A 40926
antibiotikum komplexet vagy 2,3 g, a 3. eljaras
szerint eléallitott A 40926 antibiotikum AB komp-

" lexet 0,5 liter vizben szuszpendalunk, kevertetiink,

65

majd szilrjitk a szuszpenzidt. A tiszta szirletet fel-
vissziik egy szilanizalt szilikagél oszlopra (200 g;
agy-magassag 18 cm; szilanizalt szilikagél 60; 70—
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230 mesh, Merck Inc.), amelyet A oldattal el8ze-
tesen egyensiilyba hoztunk (0,25 sualy/térf.%
NaH,PO,-H,0-t ¢és 2,5 tomeg/térf.% NaCl-t tar-
talmazé, NaOH-dal pH 6,0-ra beéllitott 0,001M
vizes Na—EDTA oldat). Az oszlopot lineéris gra-
diens alkalmazasaval eluéljuk (0% —40% — térf./
térf.-acetonitril az A oldatban); dssztérfogat kb. 7
liter, kb. 48 é6ra alatt. Kb. 15,5 ml-es frakcidkat
szediink ; ezeket Bac. subtilis alkalmazasaval biol6-
giai vizsgélatnak vetjitkk ald és HPLC-vel elemez-
ziik. A hasonlé antibiotikum-tartalmu frakcidkat
Osszeontjitk. A 310—330 frakcié tartalmazza az
emlitett antibiotikumok koziil az A 40926 antibio-
tikum A faktort, a 348365 frakci6é pedig az A
40926 antibiotikum B frakciét.

B) az A 40926 antibiotikum A faktort, illetdleg
az A 40926 antibiotikum B faktort tartalmazé
egyesitett frakcidkat cstkkentett nyomason betd-
ményitjilk az acetonitril eltdvolitasara, vizzel higit-
juk (a kiindulasi oldatok térfogatdnak kb. kétsze-
resére) és felvisszilk az elGbbiekben leirt tipust szi-
lanizalt szilikagél oszlopra (a duzzasztott métrix
térfogata: 50 ml; az 4gy magassaga 15 cm). Az osz-
lopot a sok teljes eltavolitasaig ionmentesitett-viz-
zel mossuk, majd 60:40 (térf./térf.) acetonitril:viz
eleggyel fejlesztjik ki.

Az elualt frakcidkat cstkkentett nyomason be-
tdményitjitk és a maradékot fagyasztva széritjuk.
Az elualt frakciok els6 csoportjabdl (az elGbbi
310—330 frakcid) 134 mg A 40926 antibiotikum A
faktort, az eludlt frakcidk masodik csoportjabdl
(az elObbi 348365 frakcid) pedig 206 mg A 40926
antibiotikum B faktort kapunk.

5. eljdrds
Az A 40926 antibiotikum PA és PB faktor elkii-
16nitése
Lényegében a 2. A) eljarést és a 2. B) eljérds el-
- $6 1épései szerinti miveleteket kdvetve a gyantéhoz
kotott antibiotikumot 2 % 20 liter 1 tdmeg/térf. %-
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aramlasi sebesség kb. 10,5 ml/perc. Az eliciot
Bac. subtilis-szel végzett bioldgiai- vizsgalattal és
HPLC-vel kovetjiik.

A hasonlé antibiotikum-tartalma frakcidkat

. Osszedntjik € 5 kromatografids futtatas homogén

frakci6it betdményitjtik, a szerves olddszer eltdvo- -

" lit4séra.
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os ammoniumhidroxiddal eludljuk. Az eludtumok -

pH-jat kénsavval 7,8-re allitjuk be és az oldatokat
vdkuumban, n-butanollal végzett azeotr6p desztil-
laciéval kis térfogatra tdményitjitk be; igy vizes to-
mény oldatot kapunk, amelyet papiron szlrtink. A
kapott sziirlet az A 40926 antibiotikum PA fak-
tort, az A 40926 antibiotikum PB faktort, vala-
mint kisebb mennyiségli A 40926 antibiotikum A
faktort és B faktort tartalmaz (HPLC).

Ebbdl a vizes koncentratumbol egy mintat (10
ml), amely kb. 50 mg/ml tiszta A 40926 antibioti-
kum komplexet (HPLC elemzés) tartalmaz, S pm
pérusméretd szlirdn (Acrodisc®, Gelman Science
Inc.) szfiriink, majd a szfrletet felvisszitk egy 2 cm
atmér8ji savalld acél oszlopba toltstt 20 g oktade-
cil-szilil forditott fazist szilikagélre (Lichrosorb
RP 18, Merck Inc.; részecskenagysig 10 um). A
szilikagélt ezutdn mérsékelt nyomason (névleges
nyomas kb. 14 bar) betdltjilk egy Chromatospac
Modulprep berendezés savalld acél oszlopéba (Jo-
ben Yvon, Franciaorszag) és kiegyensulyozzuk egy
olyan eleggyel, amely 25:75 (térf./térf.) arényban
acetonitrilt és 18mM pH 6,0 nétriumfoszfat puf-
fert tartalmaz. Az eludldst ugyanannak az oldé-
szerelegynek az alkalmazdsaval hajtjuk végre,
amelyet a kiegyensiilyozdshoz hasznéltunk fel;
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A kapott oldatot IMrné.triumkloriddal az eredeti
térfogat kétszeresére higitjuk és ezt az oldatot fel-
visszitk egy szilanizalt szilikagél oszlopra (50 g;
dgymagassag 5 cm; szilanizalt szilikagél 60, Merck
Inc.), amelyet vizzel hoztunk egyensulyba. '

Az oszlopot a sok teljes eltavolitasaig (vxzes
AgNO; hozzaadésa utén az eluatumokban nem je-
lenik meg AgCl csapadék) ionmentesitett vizzel
mossuk, majd 1:1 térf./térf, acetonitril:viz
eleggyel eludljuk. A hasonlé antibiotikum-tartal-
mu eluatumokat (HPLC elemzés) ezutdn 8sszednt-
jitk, n-butanollal végzett azeotrép desztillacidval
kis térfogatra tdményitjiik be és igy egy vizes fazist
kafunk amelyet fagyasztva szaritunk. Kitermelé-
se

— A 40926 antibiotikum PA faktor: 55 mg
— A 40926 antibiotikum PB faktor:  51ml
— A 40926 antibiotikum A faktor: 38mg
— A 40926 antibiotikum B, faktor: 33 mg.

6. eljdrds
Alternativ eljards az A 40926 antibiotikum B

faktor elkiildnitésére

A 2. eljarés szerint két kisérletet végziink &s az

‘utolsd 1épésbdl szarmazéd Osszedntdtt koncentratu-

mot szlirjik, majd a szirletet felvissziik egy szila-
nizélt szilikagél oszlopra (400 g; az 4gy magassiga
30 cm; szilikagél 60, 70—230 mesh, Merck Inc.),
amelyet el8zetesen vizzel hoztunk egyensulyba

Az oszlopot 6 liter vizzel 6blitjiik 4t és az adszor- -
bedlt antibiotikumot acetonitril;viz eleggyel elual- _
juk, a kovetkezd sorrénd szerint:
— 2,7 liter 5 térf./térf.% acetonitril vizben
— 1,6 liter 10 térf./térf.% acetonitril vizben
— 2,97 liter 15 térf./térf.% acetonitril vizben
— 3,15 liter 20 térf./térf. % acetonitril vizben

Kb. 18 ml-es frakciokat szediink. ,

- Az elualt frakgidk aktivitdsat papirkorongos
bioldgiai elemzéssel, érzékeny mikroorganizmusok
(pl. Bac. subtilis) alkalmazéaséval hatdrozzuk meg,
illetBleg HPLC-vel vizsgaljuk. A hasonlé antibioti- -
kum-tartalm frakciokat (472—526) Gsszedntjik

és az oldatot csokkentett nyomason betSményit- .

jitk. Ehhez a koncentratumhoz n-butanolt adago-
lunk a viz azeotrdpos eltavolitdsara. A visszamara-
d¢ butanolos oldatot kis térfogatra toményitjitk be
az A 40926 antibiotikum B faktor (1,4 g) kicsapé-
sara. Ezt a terméket petroléterrel mossuk, keverte-
tés mellett, és szliréssel gydjtjilk Ossze (harom- :

szor). Vakuumban vald széritas utdn 760 mg A
40926 antibiotikum B faktort kapunk.

Ha az A 40926 antibiotikum B faktort az elébbi,
oszlopkromatogréfids eljardsnak vetjik ala, 540
mg A 40926 antibiotikum B, faktort kapunk vég-
termékként, amely az el8bbiekben az A 40926 anti-
biotikum B faktorra vonatkoz6an kozolt fizikoké-

"miai tulajdons4gokkal rendelkezik, azzal az elté:

réssel, hogy HPLC elemzés sordn csak egy csicsot
mutat, nevezetesen azt a cstcsot, amelynek reten-
cids ideje a teikoplanin A, 2 komponenshez viszo-
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nyitva 1,22. A tovabbiakban eludlt masik vegyiilet
retencids ideje ebben a HPLC rendszerben 1,27;
ezt A 40926 antibiotikum B, faktornak nevezziik.
Ez a vegyiilet az eldbbi mddszerrel kiilénithetd el
(kitermelés 15 mg).

7. eljdrds

Az A 40926 antibiotikum PA faktor, illet3leg az
A 40926 antibiotikum PB faktor 4talakitisa A
40926 antibiotikum A fakiorra, illetdleg B fak-
torra

50—50 mg A 40926 antibiotikum PA faktort, il-
let6leg A 40926 antibiotikum PB faktort kiilén-ki-
16n feloldunk 2,5 ml vizes 1 tdmeg/térf.%-os am-
moéniumhidroxidban és a kapott oldatokat keverte-
tés kdzben kb. 24 6ran 4t szobah8mérsékleten allni
hagyjuk. ,

A’ vizet n-butanollal végzett azeotrop desztilla-
cidval eltdvolitva, etiléteres kicsapést végezve és a
csapadékot szliréssel Osszegyiijtve az eredetileg A
40926 antibiotikum PA faktort tartalmazé oldat-
bél A 40926 antibiotikum A faktort, az eredetileg
A 40926 antibiotikum PB faktort tartalmazé ol-
datbol pedig A 40926 antibiotikum B faktort ka-
punk (kitermelés kb. 75%).

8. eljdrds

A D-ala-D-ala-Sepharose eldallitasa

a) A Sepharose aktivalasa epikl6érhidrinnel.

1 liter Sepharose 4B-t (Pharmacia Fine Chemi-
cals) pordzus iivegszlirGn sziirink, ionmentesitett
vizzel mosunk, majd enyhe kevertetés kdzben szo-
bahémérsékleten hozzdadjuk 1,2 liter IN NaOH
oldathoz. 100 ml epiklérhidrin hozzdadésa utén az
anyagot kb. 20 °C-on hideg vizzel végzett kiilsd
hités mellett 24 6ran 4t folyamatosan kevertetjiik.
A szuszpenzibt szlrjik és a szildrd anyagot kb.
5 liter ionmentesitett vizzel, semleges pH eléréséig,
mossuk.

b) A Sepharose-epszilon-ACA-D-Ala-D-Ala el6-
allitésa. '

17 g (62,2 mmol) epszilon-ACA-D-Ala-D-Ala-t
200 ml vizben oldunk, az oldat pH-jat 20%-os
NaOH-dal 11-re éllitjuk be és hozzdadunk kb. 500
ml epiklérhidronnel kezelt Sepharose 4B oldatot
(6sszes epoxid-tartalom kb. 15,5 m-egyenérték),
mechanikai kevertetés mellett.

A szuszpenzidt pH 11-en és szobahO8mérsékleten
kb. 2 napon 4t kevertetjiik (amig az epoxid-tarta-
lom mérésére szolgdlé préba negativ eredményt
nem ad), szirjiik és a gyantat 300 ml vizzel mos-
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suk. A szflirt gyant4t ismét vizzel mossuk (kb. 3 1i-

ter), semleges pH eléréséig. 460 ml Sepharose-ep-
szilon-ACA-D-Ala-D-Ala-t kapunk.

Szabadalmi igénypontok
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1. Eljaras (I) altalanos képletd antibiotikum, a

képletben v
A jelentése hidrogénatom vagy —N-(11—12 szén-
atomos)-acilaminoglukuronil-csoport és

B jelentése hidrogénatom,

nevezetesen az A 40926 antibiotikum N-acilamino-
glukuronil-aglikon AB komplex, az A 40926 anti-
biotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon A fak-
tor, az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-

60

65

nil-aglikon By faktor, az A 40926 antibiotikum N-
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acilgminoglukuronil-aglikon B, faktor, az A 40926
antibiotikum-aglikon, amely a kovetkez8 tulaj-
donsagokkal jellemezhetd:

A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-
aglikon AB komplex (a nem-addiciés s6 alakban):
A) UV abszorpcids spektrum a kévetkezd ab-
szorpcios maximumokkal:
lambdan, (nm)

a) 0,IN HCl 282
b) pH 7,4 foszfat puffer 282; 310 (vall)
¢)0,INKOH 302 ,

B) IR abszorpcids spektrum a kovetkezd ab-
szorpcidés maximumokkal (cm—);
3700—3100; 3000—2800 (nujol); 1650; 1620—
1550; 1500; 1460 (nujol); 1375 (nujol); 1300:
1250—1180; 1150; 1060; 1010; 970; 930; 840: 820

C) az '"H—NMR spektrum a kévetkezd jel-cso-
portokat mutatja (ppm-ben) 270 MHz-en,
DMSO—ds-ban (hexadeutero-dimetilszulfoxid)
felvéve, CFi,COOH hozzaadasa mellett, belsd stan-
dardként (0,00 ppm) TMS-t alkaimazva (delta,
ppm):
0,84, d és t (izopropil-CHs-ck és terminalis CH,);
L4, m [(CH.)); 1,44, m (—CH,—C—CO és
izopropil—CH); 2,00, t (—CH,;—CO); 2,5, s
(DMSOds); 2,5, s (N—CHs); 2,93, m [CH, (Z2)];
3,33, m [CH, (Z’2)]; 3,20—3,80, m (cukor CH-k);
5,34, d (az acilaminoglukuronsav anomer proton-
ja); 4,10, m (X6); 4,33, d (X5); 4,43, d (X7); 4,9,
m (X2);.5,1 (4F és Z6); 5,4, s (X1); 5,58, d (X4);
5,7, s (4B); 6,06, d (X3); 7,73, s (6B); 6,26—8,42, 5
s m (aromas CH-k és peptid—NH-k); 8,70—10,5,
széles vall (fenolos OH-k és NH3)

d = duplett
m = multiplett
s. = szingulett

t triplett

D) retencids idé (R) 1,20 és 1,30 a teikoplanin
A, 2 komponenshez viszonyitva (R; = 20,3 perc) az
elemzést forditott fazish HPLC-vel a kdvetkezd
korilmények koz26tt végezve: ,
oszlop: Ultrasphere ODS (5 um/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsé atmérd) x 250 mm

¢l6-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)
clualdszerek:
A elualészer:

CH;CN 10%
NaH,PO,-H,0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra beallitva

B eludlészer: :
CH;CN » 70%
NaH,PO4 H.0 (2,5 g/1) 30%

pH 6,0-ra bedllitva
eludlds: lineéris gradiens (5%—60% B eludlészer
A elualészerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsd standard: teikoplanin A, 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A))
E) sOképzésre kénes sav-csoportok
F) séképzésre képes amino-csoportok
G) a maghoz nem kapcsolédik mannéz-egység.

A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-
-oglikon A faktor (a nem-addicids s6 alakban):
A) UV abszorpcias spektrum a kovetkezd ab-
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szorpcids maximumokkal:
lambdamax (nm)

a) 0,IN HCl 282
b) pH 7,4 foszfat puffer 282, 310 (vall)
¢) 0,IN KOH 302 '

B) IR abszorpcids spektrum a kovetkezd ab-
szorpciés maximumokkal (cm—):
3700~3000: 3000—2800; 1650; 1585; 1505; 1460
(nujol); 1375 (nujol); 1295; 1230; 1210; 1150;
1070; 1060; 1010; 845; 820; 720 (nujol)

C) az

portokat mutatja (ppm-ben) 270 MHz-en DMSO—
ds-ban (hexadeutero-dimetilszulfoxid) felvéve, bel-
s8 standardként (0,00 ppm) TMS-t alkalmazva
(delta, ppm):
0,85, t (termindlis CHy); 1,0—1,3 (alifas CHz-k);
1,42, m (OC—C—CHa); 2,00, t (CO—CHy); 2,35,
s (n—CHj); 2,49, s (DMSOds); 2,82, m (Z2);
2,8—3,8 (cukor protonok és Z'21); 4,12, m (X6);
4,56, s (X1); 4,34, d (X5); 4,41, d (X7); 4,96, m
(X2); 5,08—5,12 (4F és Z6); 5,40, d (az acilamino-
glukuronsav anomer protonja); 5,58, d (X4); 5,74,
s (4B); 6,05, d (X3); 7,75, s (6B); 6,25—8,40, 5, d
és m (aromas CH-k és peptid—NH-k).

D) a retencits id6 (Ro) 1,20 a teikoplanin Az 2
komponenshez viszonyitva (Ri=20,3 - perc), az
elemzést forditott fazist HPLC-vel a kovetkezd
koritlmények kézott végezve:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsd atmérd) x 250 mm
el3-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 um)
A eludldszer:

CH;CN 10%
NaH,PO:-H:0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra bedllitva

B elualdszer:
CH;CN 70%
NaH,PO4-H:0 (2,58/1) 30%
pH 6,0-ra beéllitva

elualas: lineéris gradiens (5%—60% B eludloszer
A elualoszerben), 40 perc alatt
Aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm -
belsd standard: teikoplanin Az 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A)
E) molekulatémeg kb. 1554, FAB—MS-sel meg-
hatérozva
F) s6képzésre képes savas-csoportok
G) sbképzésre képes amino-csoport
H) a maghoz nem kapcsolodik manndz-egység.

A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-
-aglikon By faktor (a nem-addicios s6 alakban):
A) UV abszorpcids spektrum a kovetkezd ab-
§ZOrpcios maximumokkal:
lambdama (nm)

a) 0, IN HCl 282
b) pH 7,4 foszfat puffer 282; 310 (valD)
¢) 0,IN KOH 302

B) IR abszorpcids spektrum a kovetkez8 ab-
szorpcios maximumokkal (cm™1);
3700—3100; 3000—2800 (nujol); 1650; 1585;
1505; 1460 (nujol); 1375 (nujol); 1295; 1230; 1210;
1150; 1060; 1010; 980; 840; 820; 720 (nujol);

C) az '"H—NMR spektrum a kovetkezd jel-cso-
portokat mutatja {ppm-ben), 270 MHz-¢en, DMSO—

196229

10

TH—NMR spektrum a kovetkezd jel-cso-.

de-ban {(hexadeutero-dimetilszulfoxid) felvéve, bel-
s& standardként (0,00 ppm) TMS-t alkalmazva
(delta, ppm); '
0,84, d (izopropil—CHs-ek); 1,10—1,3 (aliféas
CH;-¢k); 1,3—1,6 (OC—CH: és izopropil—~CH);
2,00, t (OC—~CHy); 2,32, s (NCHi); 2,49, s
(DMSOds); 2,82, m (Z2); 2,9—3,8 (cukor proto-
nok); 4,12, m (X6); 4,44, s (X1); 4,33, d (X5);
4,37, d (X7); 4,95, m (X2); 5,06—5,10 (4F és Z6);
5,38,d (az acilaminoglukuronilsav anomer proton-
ja); 5,59, d (X4); 5,72, s (4B); 6,05, d (X3); 7,74, 8
(6B); 6,27—8,5 (aromas és peptid —NH-k)

D) a retenciés idd (R,) 1,30 a teikoplanin A; 2
komponenshez viszonyitva (R;=20,3 perc) az
clemzést forditott fazist HPLC-vel a kdvetkezd

‘kértilmények kozott végezve:
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oszlop: Ultrasphere ODS (5 pm/Altex/Beckman)
4,6 mm (belsd 4tmérd) x 250 mm

el6-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 pm)

A eluédloszer:

CH,CN . 10%
NaH,PO;-H,0 (2,5 g/1) 90%
pH 6,0-ra bedllitva

B elualoszer: )
CH;CN 70%
NaH.PO:-H;0 (2,5 ¢/1) 30%
pH 6,0-ra beéllitva

elualas: linearis gradiens (5% —60% B elualdszer
A elualoszerben), 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm ,
belsd standard: teikoplanin A, 2 komponens
{(Gruppo Lepetit S. p. A)
E) molekulatdmeg kb. 1568 FAB—MS-sel meg-
hatarozva '
F) s6képzésre képes savas-funkciék
G) shképzésre képes amino-funkcié
H) a maghoz nem kapcsol6dik mannoz-egység.

A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuronil-
-aglikon B, faktor (a nem-addiciés s6 alakban):
molekulatdmege kb. 1568 FAB—MS-sel meghata-
rozva és lényegében azokkal a fizikokémiai tulaj-
donsagokkal rendelkezik, amelyeket az elébbiek-
ben az A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon Bo faktorra vonatkozdan ismertettiink,
a2 kovetkezd eltérésekkel:

0,84 ppm-nél az el6bbiekben leirt NMR-rendszer-
ben triplettet mutat, amely egy n-propil-csoport
metilcsoportjanak tulajdonithaté;

retencids ideje az el6bbiekben leirt rendszerben a
teikoplanin Az 2 komponenshez viszonyitva 1,32.

A 40926 antibiotikum aglikon (a nem-addicios

s6 alakban):
A) UV abszorpcios spektrum a kovetkez6 ab-
szorpciés maximumokkal:
- lambdanax (nm)

a) 0,IN HCl 280
b) pH 7,4 foszfat puffer 280; 310 (vall)
¢) 0,IN KOH 299

B) IR abszorpcids spektrum a kovetkezd ab-
szorpcids maximumokkal (cm™1):
3700—3100; 3000—2800 (nujol); 1655; 1620—
1550; 1500; 1460 (nujol); 1375 {nujol); 1300; 1205;
1145; 1010; 970; 930; 840

C) az 'H—NMR spekirum a kovetkezd jel-cso-

23
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portokat mutatja (ppm-ben) 270 MHz-en, DMSO—
ds (hexadeutero-dimetilszulfoxid) é CF,COOH
elegyében felvéve, belsd standardként (0,00 ppm)
TMS-t alkalmazva (delta, ppri):

2,51, s (DMSO—ds); 2,50, s (NCH,); 2,88, m (72);
3,33, m (2°2); 4,10, m (X6); 4,34, d (X5); 4,43, d
(X7); 4,93, m (X2); 5,04, s (4F); 5,09, s (Z6); 5,54,
d (X4); 5,75, s (4B); 6,05, d (X3); 7,76, s (6B);
6,3—8,4 (aromas és peptid-NH-k)

D) retenciés id8 (R:) 0,59 a teikoplanin A, 2
komponenshez viszonyitva (R.(=20,3 perc) az
elemzést forditort fazisG HPLC-vel a kovetkezd
kdrilmények kozott végezve:
oszlop: Ultrasphere ODS (5 um/Altex/Beckman)

4,6 mm (belsé 4tmérd) x 250 mm
el8-oszlop: Brownlee Labs RP 18 (5 pm)
A elualészer:

CH,CN

NaH,PO,-H:0 (2,5 /1)

pH 6,0-ra beallitva
B clualédszer:

CH;CN

NaH.PO,-H.O (2,5 g/l)

. pH 6,0-ra beéllitva
elualés: lineéris gradiens (5%—60% B elualoszer
A elualdszerben}, 40 perc alatt
aramlasi sebesség: 1,8 ml/perc
UV detektor: 254 nm
belsé standard: teikoplanin A; 2 komponens
(Gruppo Lepetit S. p. A.)

Ugyanilyen koriilmények kézoétt az L 17054 anti-
biotikumhoz (Gruppo Lepetit, 119575 sz. eurdpai
szabadalmi bejelentés) viszonyitott retencids id6
1,42.

E) molekulatémeg FAB—MS-sel meghatarozva
kb. 1211

F) s6képzésre képes sav-csoportok

G) sOképzésre képes amino-funkcid

H) a maghoz nem kapcsolddik mannédz-egység,
valamint addicids so6i elBallitasara, azzal jellemez-
ve, hogy

— az A 40926 antibiotikum komplexet, A 40926
antibiotikum AB komplexet, A 40926 antibioti-
kum A faktort, A 40926 antibiotikum B faktort, A
40926 antibiotikum Bo faktort, A 40926 antibioti-
kum PA faktort, A 40926 antibiotikum PB faktort
ellendrzott savas hidrolizisnek vetjitk al4 egy erls
savval, megfeleld szerves old6szerben, korlatozott
mennyiség (0,1—10 tdmeg/tdmeg%) viz jelenlé-
tében;

— ha a végtermékek keverékéhez jutunk, kivant
esetben ezeket kromatografias eljarassal valasztjuk
szét.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy a reakcié homérsékletét 4 °C s 80 °C
kozott tartjuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy er8s savként hidrogénhalogenideket,
foszforsavakat, kénsavat vagy halogén-ecetsava-
kat alkalmazunk.

4, Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jelle-
mezve, hogy erds savként sosavat alkalmazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy szerves olddészerként 1—4 szénatomos
alkil-szulfoxidot, 1—4 szénatomos alkil-formami-
dot, dioxént, tetrahidrofurant vagy hasonl6 old6-
szereket alkalmazunk.
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6. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jeile-
mezve, hogy a hidrolizist dimetil-szulfoxid és t6-
mény sosav 8:2—9,5:0,5 aranyd keverékével, 40
°C—B80 °C kozotti hémérsékleten hajtjuk végre.

7. Az 1. igénypont szerinti eljirds az A 40926 an-
tibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon komp-
iex vagy egy faktora el8&llitasara, azzal jellemezve,
hogy az A 40926 antibiotikum komplexet, A 40926
antibiotikum AB komplexet, A 40926 antibioti-
kum A faktort, A 40926 antibiotikum B faktort, A -
40926 antibiotikum B, faktort, A 40926 antibioti-
kum PA faktort, A 40926 zntibiotikum PB faktort
ellendrzott savas hidrolizisnek vetjik ald 9:1— .
9,5:0,5 aranyu dimetil-szulfoxid — 37 tomeg%-0s
sosav eleggyel, kb. 65 °C hdmérsékleten, kb, §
6ran at, és kivant esetben kromatografias eljaras-
sal szétvalasztjuk az A 40926 antibiotikum N-acil-
aminoglukuronil-aglikon A faktort és az A 40926
antibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikon B
faktort.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras az A 40926 an-
tibiotikum aglikon eléallitasara, azzal jellemezve,
hogy az' A 40926 antibiotikum komplexet vagy va-
lamely faktordt, az A 40926 antibiotikum AB
komplexet, az A 40926 antibiotikum-A faktort, A
40926 antibiotikum B faktort, A 40926 antibioti-
kum PA faktort, A 40926 antibiotikum PB fak-
tort, A 40926 antibiotikum By faktort, A 40926 an-
‘ibiotikum mannozil-aglikont vagy az A 40926 an-
:ibiotikum N-acilaminoglukuronil-aglikont — az
AB komplexet vagy valamelyik faktorat — ellen6r-
~0tt savas hidrolizisnek vetjuk ala

(a) egy szerves protikus olddszer jelenlétében,
emilyenek a reakcid hémérsékletén folyékony ali-
f4s és alfa-halogénezeit alifas savak, a reakcio hé-
raérsékletén folyékony, vizzel kissé elegyed6 alifés
¢s cikloalifas alkanolok, a reakcid hémérsékletén
folyékony, vizzel kissé elegyedd fenil-helyettesitett
rividszénlanci alkanolok — ahol a fenilcsoport
kivant esetben 1-—~4 szénatomos alkil-, 1—4 szén-
a'qmos alkoxi-" vagy halogén-helyettesfi6t tartal-
n azhat —, és a reakcié hdmérsékletén folyékony
bata-polihalogénezett révidszénldnch alkanolok,

(b) egy, az oldoszerrel kompatibilis old6szerrel,
amilyenek az crds asvanyi savak, er8s szerves sa-
vek, és az erds savas kationcseréld gyantak, hidro-
gén alakban; :

{c) kb. 20 °C és kb. 100 °C kozétti reakci6é-ho-
mrsékleten, »

9. Az 1.igénypont szerinti eljaras az A 40926 an-
titiotikum aglikon el8allitasara azzal jellemezve,
hogy az A 40926 antibiotikum komplexet, A 40926
antibiotikum AB komplexet, A 40926 antibioti-
kum A faktort, A 40926 antibiotikum B faktort, A
40926 antibiotikum B, faktort, A 40926 antibioti-
kun PA faktort, A 40926 antibiotikum PB fak-
tort, A 40926 antibiotikum N-acilaminoglukuro-
nil-aglikon ABkompléxet vagy valamely faktorat,
vagy az A 40926 antibiotikum mannozil-aglikont
ellendrzott savas hydrolizisnek vetjik ald 8:2—
9,5:0,5 dir etil-sztlfoxid:37 tomeg¥-os sbsav
eleggyel, kb, 80 °C. hémérsékleten.

10. Eljaras gyogyszerkészitmény eldallitasara,

azzal jellemezve, hogy egy 1. igénypont szerinti el- .+ .

jaréssal eldallitott vegylletet egy gydgyaszati szem-
poritbdl elfogadhatd vivBanyaggal és adott esetben
ada'¢kanyagokkal gyogyszerkészitménnyé feldol-
goz:uk.
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A 61K 31/70

Nemzetk6zi osztalyozas: C 07 K 9/00
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tkdzi osztalyozés: C 07 K 9/00
Nemze Y A 61K 31/70

Az A 40926 antibiotikum AD kompqug 6

H-acilamino-glukuronil aglikonja UY spekirumsa

1. dbra

0.1 I HCX
fosziat puffer pH 7,4

¢, 111 kdliumhidroxid

200 350 400 M )

-26-
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Nemzetkozi osztalyozas: C 07 K 9/00

2. dbra

A 40926 antibiotlikun
AB komplex N-acilaminoglukuronil agli%SP'

IR spektruma

100 -

A 61K 31/70

- 1400

T '1600 .':1-,'”

800

1000

1200

3500 - 3000 2500 . 2000

- 4000

(CM™)
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Az A 40926 antibiotilum

%B komplex N-aciluminoglukuronil aglikon ia ;

H-IMR spekiruma

186229

Nemzetkozi osztalyozés: C 07 K 9/00

A 61 K31/70

=

=
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Nemzetkzi oszta'yozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

4. 4bra

A 40926 antibiotikum A fakicr I acilaminoglukuronil aglikonja

IR spekiruma

800 600 400

1000

1400

1600

1800

2000

2500

3000

4000

100
8

9
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Nemzetkozi osztélyozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

5. dbra
A 40926 antibiotikum A faktlor
U-acilaminoglukuronil aglikonja

lH~NMR spektruma

20
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40

6.0

7.0
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‘Nemzetkdzi osztalyozas: C 07 K 9/00
: A 61 K 31/70

6. 4bra
A 40926 antibiotikum

B, faktor Il-acilaminegtukurenit—aptikonie
Iﬁ spektruma

i
iy
A

2000

600 400

-~ 800

1600

2500

xoow

1400 1000

1800 -

3000

. 4000

K}
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Nemzetkdzi osztalyozas: C 07 K 9/00
. - A 61 K 31/70

7. sbra
A 40926 antibiotikum BD fakior H-acilaminoglukuronil aglikonja '

lH—NMR spektruma

32
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Nemzetkdzi osztalyozés: C 07 K 9/00
A 61K 31/70
8. dbra _
L 4G926 antibiotikum aglikonja
UV spektruma '

O 0.1 N LCI

L J

250 300 350 400 M )

a Pl 7,4 foszfdl puffer
0,1N kdliumhidroxid
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'7 9. ibra Nemzetkdzi osztalyozas:
A 40926 antibiotium aglikon
IR gpektruma

C 07 K 9/00
A 81 K 31/70

Jja

1800

3500

100
80,
60 -
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Nemzetkdzi osztalyozas: C 07 K 8/00
A 61K 31/70

10. dbra
A 40926 antibiotium aglikonja

1H~NER spekltruma
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Nemzetkozi osztalyozéds C 07 K 9/00
A 61K 31/70

11. 4bra
A 40926 antibiotikum A faklor UV spektruma

¢ 0.1 I HCL

A pH 7,38 foszfdt puffer
0,11 nétrium- vagy kdliumhidroxid
metanol

pll 9,0 fogszfdt puffer

200 250 Vaoo AO)
36 )
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Nemzetkézi osztélyozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

12, 4bre ,
A 40926 antibiotium A faktor
IR spekiruma

400
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o
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Nemzetkozi osztalyozas: C 07 K 9/00

A 61K 31/70 7

13. 4bra
A 40926 antibiotikum A Taktor

lH-mm spektruma

g
i
2

LRI TRV EFGVI Y

o

b

- ON

e
X071

Kand.
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Nemzetkozi osztalyozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

14, 4dbra
A 40926 antibiotikum L faklor UV spektruma

(Y 0,1 N HCL ‘

pH 7.38‘foszf§t puffer
Ie) 0.1 1! kéliumhidrpxid
pll 9.0 fogzfat puffer

metanol

200

39
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Nemzetkdzi osztalyozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

15. 4bra
A 40926 antibiotikum B faktor

)

.

N

S
Z

I gpektruma

T T
800 600

T
1000

(CM-1)

8
X

3
E
:

e

3 ¢ g s & °
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40

}
2500

hulldm-
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- Nemzetkdzi osztélyozds: C 07 K 9/00
16. 4bra A 61K 31/70
A 40926 antibiolikum 3 fakior |

lH—NﬁR spektruma

DMSOdg

HZ0
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Nemzetkdzi osztalyozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

17, Zbra
A 40926 anlibintikum

P4 fakior UV spektiruma

0.1 N IICI

& pH 7.38 fogzfdt puffer
o 0.1 N kdliumhidroxid

pll 9.¢ foszfdt puffer

metanol

200
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Nemzetkozi osztélyozas: C 07 K 8/00
A 61K 31/70

18, Abra
A 40926 antibiotikum PA faktor
IR gpektruma

¥ 7 T T ’ T
1200 1000 800 600 400

T
1400

"hullédm-
sz4m

[]
1800 1600
(CM™)

2000
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2500
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14000

100
80
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40
20
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. Nemzetkdzi osztélyozas: C 07 K 9/00
19. dbre A 61K 31/70

A 40926 antibiotikum P4 faktor

lH—FEHE spelktruma

10
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Nem2etkozi osztdlyozés: C 07 K Q/OOv '
N A 61K 31/70

20. 4bra | ,

A 40926 eantilbiotikum PB fakior

UV gpeklruma

X 0.1 H HCT »

A pll 7.38 foszfit puffer
O.i'anétrium vag&ikéliuﬁhidrdxid
netanol

pH 9.0 rogzl4l puffer

200 250 300 | )
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Nemzetkozi osztélyozas: C 07 K 9/00
A 61K 31/70

21, 4bra

& 40926 entibiotilkum pi JeBfo? 29
TR spektruma

T
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T
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Nemzetkozi osztalyozas;

C 07 K 9/00
A 61K 31/70

22. 4bra
A 40926 antibiotikum 1B faktor

1H~HMR spekiruma

10
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Nemzetkozi osztalyozas C 07 K 9/00
A 61K 31/70

A 40926 antibiotikum 'L faktor

11

Ly speltrume
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Nemzetk6zi osztalyozas: C 07 K 9/00

A61K31/70
24. #4bra ‘ .
A 40926 antibioiikum mannozil eglikon
UV gpekiruma '
O 01 yHuCI
JAN pH 7.38 foszfét puffer .
o 0.1 N kdliumhidroxid '
— pIl 9.0 foszfdt puffer . .
PR
K
, I L -
200 300 400 X( )
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Nemzetkdzi osztalyozas: C 07 K 9/00
. A61K31/70

1
400

25. 4bre
A 40926 antibiotikum mannozil aglikonja
IR spektruma

T 14
1200 1000 800 600
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£ Nemzetkozi osztalyozés: C 07 K 9/00
26. dbra | A 61K 31/70

A 40926 antibiotikum mannozil aglikonja

LR spektruma

96

[ A™4]

10

11
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