56509J). 19 The invention relates to a polypeptide, hereinafter referred to
as epidernin, having an antibiotic activity, a process for preparing it by
means of a new strain of Stéphylococcys gpedgspei s resistant to this
substance, 5 the new resistant strain, antibiotic preparation forns
contai ning the active substance epidermn, and the use of the active

subst ance for Beegtissibangg i nf ecti ous di seases. It is known from

EP- A-0, 027,710 that a particular 10 strain of Staphyl ococcus

epi dermi di s, nanRi¢ \Eribdung st eip cantibiaipthdwirkendgs Polvmpiid, 1i0 596 Folde Fokienmind genannthein
Nat i onal Col | é/e'tfqht?ﬁ 2t senpfgtieysteliung, nptals @quagegﬂbélﬁsre weisienten -peuen Stammbs von
| ow nol ecul &r S ?cca%m'qsr"eﬁ'% dlem pauom espisterien Sipmm. denyigsstaft Beidarmintopthalignde antibioti-
gram positive$ ﬁ%ﬂ%gs folfpdn i 4ie Verwendyagedss Mirksteffop é‘f" B@@"Tpﬁ""g P""t" i kf'&f%(?’k’a"k”"'

known t hat thg % a}g Ia¥7 O$CUS e I der m dl Sg%{!:r %@'ﬂm @ hy sep|derm|dls,

al., Int.
B:na ustrial
It is not cf’e?;am 4 e%em g o[lyg?pﬁ it 7"5’5&'? e@ﬁ/ 4?'59 auf

produces an olnfg g EoRT? ?r{f' 's
i
the above-ment! % %I h%oce&w %E“;’el% ‘R%}rk”ébst@ﬁi&@mr ot. g In
S li egen
26.10. 1984 at gy ﬁosutic@ tﬁﬁﬂ'ﬂj@_ 8 Mfﬁﬁ%ﬁ%‘@ﬂ &3 Tcht b ﬁ Wghgf?;?n gmlt
DSM_3095 angl \d&hstkbnleﬁnah&é@étﬁﬁnhgletﬁ%sa&&ﬁ&%n gentioned strain NCI B 11536
produces - 2- BshRurgd il Qbudon, Y@@ Pdined fosiehtsl AN WeY SRpHYRBocoI: Sflddrldl] bie am
ef fect, prefeeald.psobei gsrameiitsehé Sannmaluippih eMikréorgafieMen™ dinfdg dér Nummia 0811308k, hinterlegt
met hod of prepatatundicantd datr dbengwihpten BRchrWINEIB @836 aknialidt | i, G Paiedd mbdifididrtan
t he~product s &érsiBluagsh yhdbMudarissitengevprfahesnrdas] Elnli¢he] atibialiScB Gvorrugswiefse 2@ grampositive Keime,
alkia, it showirsotesPaweriid| Gpiddinfif ereegt @sichen beime Vargeighoit idem Rrodéktenndus Stepbylateccus
Conpari son of eridpamigia NIE 11586 tng: MA @05 ysiter] @ndefem Ph@m!‘etl@tetsph'&ealplderelmimﬁm@usgm-

MF 205 N@P'Befz'i@:?ﬁfwg’fn 1
- Asx 2 115 dx
- Vérgleich der BaustePre: 1 1
-1 dy % 2 2 2 Ala
2 2 11lle 2 L2
1 20 Phe 2 Epidermin  Produkte von Staphiepjdermidis
2 1 Lan MF 205 2 NCIB 11536 -
[er_\r/]-l\/e-Lgp Asn 1 Dnb 1 (N -
Asx - .2 1
Glx - 3 1
Pro 1l 1 1
35
Gly 2 2 2
Ala 2 2 1
A Ile 2 2 1
4  phe 2 - 2 1
Lys 2 2 1
Lan 2 - -
4 B-Me-Lan 1 - -
Dhb 1 - -
Tyr 1 1l
S~(2-Aminovinyl) -
8 p-cystein 1 - -
X - 1-2 ' -

56
Dhb entspricht der a,B-Dehvdroaminobuttersdure, Asx und Glx

bedeuten Asn/Asp bzw. Gln/Gliu.



25 Tyr 1 1 S-(2-Aninovinyl)- Dcysteine

1 ' ‘ - X - 1-2 30 Dhb corresponds
to [err]-dehydroam nobutyrit aci<d, %?/{ﬁ d i ndi cate Asn/ Asp and
G@n/du, respectively. After total %@&é‘of epi derm n using 35 6N
hydrochloric acid (18 hours at [err]) quantitative amno acid analysis by

i on exchange elR&OTERIHYEG n EpiisthANMRILEN SABERETB sHinddiDel 116 dFiGbde MY dbaritan-
6000 E - vir Amipgatiratatislyse GRNE l&n%ugt&ls&fé%ﬂaguaﬁ?%ﬂe (%&h&ﬁig% Haﬂmcﬂmb :’apﬁio-
Asp (1. 00), rdika.c(6000E olgentie/ a-AminE3diron-Blisdmindndei3 3 Tyr (0.30),
(2.02) and Asps(1,00). B0 X0.95), (G (2,08}, gia (4.)3), 1BY2. esj,dwn@ mhlmgtzmplnuq_ya@wd) (tldl@\bb. '1).
- tyrosi ne scoburemiugalie voi Enhicoivkelduteyathtbie\sich tier Tyersingehelt dsa Sewlihfdelyisite auf den weitgehend
subst ant i al $tychismekiedhbroYyert van@93al ue of 0.93. The configuration of the
prot ei n ami no Pigciastiguration ggs Srothinaminnséined wusde glutch Gascbroptiographjsiter Béntaflixeopropionyl-
. n-propyl esteifesayse-n-prepylasier a@m@‘fﬂ@plhmmwmmww rénnua arfnigtetan terichiralen stationd-
hydr ol ysat ef" §@ r'aYﬂ"EfF?“\T%'aéﬁ Rolygilopero (Phirgsi- Velh Dueeh eraleich awitagiger Flestmischung von
L-val i ne’t &f '" ?fP%tPP d‘?%[\%d%"G'PP'F agqefﬂhw Baustqigen cisiokanfigisationrugpr

.15 a test ratlonthe constituents
i sted 233.@ tﬁ @2,',‘0 i JEJ%’@"& ot gﬁg '93 e "a@“"’ %Lam;”f"'" s
; Al no °§0| c?s §r Fohfie {IEg ciemﬁ%g %‘F% %é'"{‘&‘?

NOR-pr ot

and [e”FI de idefmiffnfl dbrdd foigbr8 ALa8B ra SO
configuration, Mﬂﬁr fg,i,,o egr fngt Hy agtﬁﬁa if neAﬂg E‘H} Q%ﬁ%&)%ﬁme

confi gurati o, | ddichiéhe iSbrr Qs 158ieh ﬂ\eMﬁbHﬁné\eﬂ%@mseﬂ@isessm bazw. MethanollElseés:g ltisélch in.
S- (2-am novi pigkigrer XikasEIEE LMESISHANBABSREM, A28on, Diethylethdr BatrdiBierC ONMPOUN ermn
can, be char ast eFarbresktifty the Kissbihspmiteg dﬁh@dnﬁl Chior/ ¥ Ur(ﬁ)M=434DJB%l(aiJn6tﬁﬁammo)-
powder 2. dipbanyiiriethirt)y OrciniBerinwgfelsieli AnjsalashytVbtrveloldaumd. YelstsRingshier Nachwels iR UV-
wat er / gl aci allicstdbeit 25¢ nmaindldweh Speitheami WagdeaCci al acetic acid, soluble in | ower
al cohol s, i ngoPUnhdchichtehranistograptiie ExwudercKioseigpifettigpibtivy 160 Eishmarckaeaélaum et her.
3. Col our r System A Ehiorefogi/MpthanoljidPe Ashradnisk (2/2/N nhy diF 0 0,785

chl ori nefsTDM [ usiorvE: Dhlotsforn/Meihanet 115 Anvieniak(7085(10)e n\RFe DRGINE] | _

or ci n/ sul phur i %ys&m% -Buigpel/Elsepsigipeser (411/1)  sul phur iRF 0008 Non- dest r ucti ve

detection  5-BPLGi:siokABb hht at 254 nm and by spraying with water. -
6. Stabllrtﬁt Stabit von pH=2 bis pH=7, bei htheren pH-Werten iritt starker Aktivititsabfall ein.

_ 7. Molmasse: im Bersich von 2160. Je nach Isolierungsmethoden kdnnen als Anionen, z.B. Chlorid,
o a0 Acstat oder Phosphat, enthalten sein.
' ’ 8. Ultraviolettabsorptionsspektrum: In wéssriger L&sung langwelliges Maximum bei 267 nm (Abb. 3).
9. Infrarotabsorptionsspekirum: IR-Spektrum einer Probe in einer Kaliumbromidtablette (Abb. 4).
10. Kemmagnetische Resonanzspekiren 'H-NMR Spektrum: Abb. 5, 13G-NMR-Spekirum: Abb. 6
Geeignete Fragmente zur Sequenzierung des Epidermins wurden durch tryptische Spaltung erhalten.
35 Die Umsetzung mit Trypsin fihrte in kurzer Zeit zum Verlust der antibiotischen Aktivitdt. Makroskopisch
beobachtete man bei der tryptischen Spaltung einen gallertartigen weiBen Niederschlag, weicher durch
Zentrifugation abgetrennt werden konnte. Der Uberstand wurde lyophilisiert und an Sephadex G-25
(Dextrangel der Firma Pharmacia) in 1%iger Essigséure geichromatographiert.
- N Die mit Ninhydrin, Chlor/TDM und Wasser anférbbare, chemisch einheitliche Fraktion (im folgenden als
40 P1 bezeichnef) erwies sich als N-terminales Bruchstlick der tryptischen Spaltung von Epidermin (siche
unten).
Der extrem hydrophobe, gallertartige Niederschiag bestand aus mehreren chemischen Komponenten,
welche bei der tryptischen Spaltung aus dem C-terminalen Bruchstiick des Gesamtmolekiils entstanden.
Ein chemisch einhsitliches Produkt (im folgenden P2 bezeichnet) erhielt man durch Auflésen des Nieder-
45 schlags in Dimethylformamid und anschlieBender Geichromatographie an Sephadex LH-20 (Dextrangel,
durch Hydroxypropylierung aus Sephadex G-25 hergestellt, Firma Pharmacia) mit Dimethylformamid als
~ Fliefmittel. P2 lieB sich mit Wasser, Chlor/TDM und unter UV-Licht detektieren. Die Ninhydrinreaktion an P2
verlief negativ. .
Die Aminoséurenanalyse des Fragments P1 ergab folgende Zusammensetzung: Pro (1), Lan (1), B-Me-
s0 Lan (1), Gly (1), Ala (2), lle (2), Phe (1), Lys (2). Da durch Dansylierung des Gesamimolekiils Isoleucin als
N-terminale Aminos8ure bestimmt wurde und das Fragment P2 kein Isoleucin enthdit, mug das Fragment
P1 das N-terminale Spaltprodukt des Gesamtmolekills sein. Die C-terminale Aminos&ure von Fragment P1
muB auf Grund der tryptischen Spaltung Lysin sein.
Zur weiteren Strukturaufkidirung von P1 wurde die C-terminale Aminos3ure Lysin enzymatisch mittels
56 Carboxypeptidase B (Firma Boehringer Mannheim) entfernt. Das daraus entstandene Fragment P12 konnte
durch Gelchromatographie an Sephadex G-25 (1% Essigs#ure) in reiner Form isoliert werden. P12 besteht
aus folgenden Aminoséuren: Pro (1), Lan (1), 8-Me-Lan (1), Gly (1), Ala (2), lle (2), Phe (1), Lys (1).
Die Schwefelbriicken der Thioetheraminos@uren Lanthionin und g-Methyllanthionin verhindern eine



4. . Thin layer chromat ography: r.'éady- made silica gel plates 60 [err]

(Merck) wete used. 5 System A: chl orof or mf met hanol / 17% amoni a
(2/2/1), © [err] =grddeSymtgym B: chl or of or nf met hanol /
17% amroni a ( 70/ 35/ 10) [err] = 0.30 System C.

n- but anol /gl aci al acetic acid/ 10 wat er (4/1/1)

[err] = 0.05 Sequenzanyfsenach Sdmark-iDyrch Pmseizung vonSt12lmid Ranyy-Nisw2 bihielt friao Bin Bthwafetfi@ies
pH 7; a shar pPerelgpeptid. Bekel witd pespbanin §- aid Uviapineiberiiriwad @edsthylanthionin Wbb-aminbiaster-
mass: in the F 'c'ﬂ‘i‘ loflanjny By Dodgfepoptidsequenz wurde)durehoFdmanbbauamd FAB-Spekiroraetdp aufge-
chl ori de, ace phos hate epend ng on t he nethod of isol ation used.

8. Utrdv '%1 f- % @‘E‘E rRigTeY'{-Na'kdaBous sol ution, |ong-wave

maxi mum at ZG%I St "e @e'suchunge" iy die guordnung der, Sehyefelbrieken PRI FspamepleR2r eigiben
| R spectrum o 93Ne lérlnapotasswmbromdetablet (Fig. 4). 10.

‘Nucl ear magnetic resonance spectra 25 [err]-NWR spectrum Fig. 5,

[err]-NMR gpectrum Fig. 6. S eSf‘ra'g'rrE'rrrslfor sequenci ng epi derm n
wer e obt ai ned by tfMéﬁAféﬁﬂ‘KQQ§¥sRﬁﬁELTQ@-W1 0ABQ-PrREY giﬂoaﬂua
resulted in a loss of the antibiotic activity. Magroscopical

jelly-like white precipitate was observed on tryptTT-ct nd this

precipitate could be renoved by centrifugation. The supernatant was

|'yophi | i sees and paslBjraChyptchedspalung @thalfehd BRGALIE BRENS1RR PERANRHSE figlcharakterisieren:
(dextran gel meads, by (@Y aREhe), T ()% Redlitefsaas uhl S-EYmikVAPN-E2)stalh, UN! T Or m
fraction (herei D&afdiatobutterstibre staming busa@r D&y&ﬁarﬂﬂo))utte\‘ﬂahrﬁ,fwé@@ r Sblohtdbs \Bebdmt-
ni nhydri n, ' chhaekilsekrgidlelifiysinivigt rie oypoacesl Spatturipesstzhaie Nriindgrappaaler DeraaRMhobater-
the tryptic ciéuaayda Béhyepinimsinran niitieter Bainaymppe stabil sind, lagdesieyEH @Be byderem in o-
hydr ophobi &, Kelgshiyen ynke preci pitate consisted of several chenical

conponent s whi ¢RasjePEsCheFagePnHRE iptriterminabmit derc-iatpbuitpestiote bioakierGNinbydninnagktion an P2
fragment of tYReAYftiegativinhiean dea dush Tiyalyeelyse yung Miminssdwenprstyse: {deqitiiciertsin rerfinosiuren
referred to e@"tﬂaﬁ '"oﬁ"te@f"ﬂaé'ﬂ TLWSIW'"EI PRG0S besiigt IF elren weitesencBaustein, der durch
di et hyl f or ° ol Pf 'eﬁ ﬁ'alhaft H%j\dafﬁﬁ aBépﬁ@d‘é@cKme@oanzspek-

(dextran ggﬁg‘g %'T fg)ggﬁ Rh 5 %‘GZS Phar maci a

}32 mit
wi t h di net hyl g b'd tzu?agvon ii
chl Or! ne/ TDMﬁf% ﬁ EGWﬁ tﬁp':eys? el:ﬁjssa icqb?; -Al 5'3%@';‘51 A?nmosﬁgendzrégat:zg:g::
negat i ve. AMg3Paatl dbss URbOhg ertlank]

(N 30 Die Struktur dieses Bausteins konnte durch heterogene Hydrlerung des nativen Antibiotikums gekldrt
werden. Die vier Reaktionsprodukte H1, H2, H3 und H4 wurden durch semipriparative HPLG gereinigt,
totathydrolysiert und der Gaschromatographie an chiraler stationsirer Phase unterworfen (Abb. 15). Dabei
frat im Vergleich zum Chromatogramm in Abb. 2 bei H1 und H3 ein zusitzlicher Peak auf, der tiber sein
Massenspektrum als S-{2-Aminoethyl)-D-cystein identifiziert wurde. In Epldermin war diese Aminossure als

36 s#urelabiler Baustein S-(2-Aminovinyl)-D-cystein enthalten.
Die beiden aus dem G-terminalen Bruchstlick P2 durch Behandlung mit Raney-Nickel W2 entstandenen
Peptide P21 und P22 konnten durch Aminosgurenanalyse und Gaschromatographie an Chirasil-Val wie folgt

: charakterisiert werden:

® Reaktionsprodukte P 21 P 22
Aminosdurenanalyse und Gas- 2 D-Ala 1 D-Ala
chromatographie an Chirasil-val 1 L=-Ala meso-Lan
® 1 L-Phe 1 L-Phe
1 L-Tyr 1 L-Tyr
1l L-Asp 1 L-Asp

50 1l Gly 1 Gly

Zusétzlich waren beide Produkte C-terminal durch Ethylamin blockiert. S-(2-Aminovinyl)-D-cystein
zerfiel bei der Entschwefelung bei gleichzeitiger Hydrierung in D-Atanin und Ethylamin.
55 Die Sequenzierung des briickenfreien Heptapeptides P21 (Partialhydrolyse; 0.1 N-Salzs#ure, 93° C, 16
Stunden) ergab folgende Struktur:
H3aC-CH2-CO-CO-Gly-D-Ala-L-Phe-L-Asn-D-Ala-L-Tyr-L-Ala-NHEt
Die Zuordnung der in P22 enthaltenen meso-Lanthioninbriicke durch Partialhydrolyse und diverse

5



“am no -acids | anthionin

the follow ng conmposition: Pro (1), -Lan (1), [err]- Me-Lan (1), Ay (1),
Ala (2), tle (2), Phe (1), 20 Lys (2). Since isoleucine was deternmined to
be the n-terninal am no acid by"danéiyb%ii g} the total nolecule, and
since the fragment P2 does not contain Isoleucine, the fragnent Pl nust be
the N-term nal cleavage product of the total nolecule. 25 The Cterm nal
am no aci d chémischa giersuctidigen s teninatigtBennEragnionteA 0O PAT uad PR @arkit yigt mie folgender
cl eavage. TBiruktdraies fug tryptisctet Spatting eistafdedet FfagmériteP2 zutveeinkiréner m nal ami no aci d
| ysine was enzymatically renoved by neans of carboxypepti dase B (Boehri nger
30 Mannheinm). The resulting fragnent P12 could be isolated in pure form by
gel chro#fat ography on Sephadex G 25 (g%'m ScraT consi sts of the
foll owing amno acids: Pro (1), Lan (&), [err]- Me-Lan (1), Ay (1), A a
(2), Ile (2), PheEx(at)-,cﬁ?mﬂf%ly%&ﬁWnbAldgEyreAlbhﬁHt—hﬁHoet her
“and [err]-nethyllanthionine prevent Il- 6-
sequence anal ysis according to the Edman procedur & Sc+rgCHL2 wWith
- Raney-Ni"®W2, a sul phur-free dodecapepti de was obtai ned. meso-Lan was

converted i ntQ %r algggéf-@lia}nnhr}e%a Qo eglr%n;gt h‘ﬁll _et i oni ne ? (fonvg’reged
o ® an gL SIS A AR, GRS s T
cl ar i £1 ed iy il Bobld PA0a) b3 inl Ghokt 7 B FamleRaHen Hacubrz 58 hlétbded pacyolischen
i nyestigati &ﬁ tﬁ’ﬁ' £ fbdraingenen of "t'he sul'phur bridges iIn e fragnen
P12 yielded the Tollowng structure: 15 [ERR] 20 The C-term nal _
fragment PZyal-abs\idsdnal dyhiiiisleftenCleRRoiBS cildchan BbioSa B?id%bi&ﬂ%@@ﬁlﬁéﬂmﬁﬂ as
follows: Asn (1), Lan (1), dy (1), Phe (1), Tyr (pl , a-- ketobutyric acid
and S-(2-am novinyl)-Dcysteine. The a-ketobutyric acid originates fromthe
2% _ dehysdr oami nobutyric aci d méseiLagithdenliy follows [ysine[err] in the
sequence of the total nolecghe_ Trypiic cl eavageyliberates the am no group
of the dehydroami nobutyric pctd; since dehydroafnfo acids with a free am no
group are unstable, they arp 30 converted, inter alia, into a-keto acids.
The tryptic fr &nide-2R2-NS-0HeChdy satPhieh & 1 Bl-NB+ Ol +20 d with the

a- ket obuwyric acid (ninhydggp reaction on P2 pFQves nejgative). In addition
to the amno acids | anthiontne, glycine, phenylalaning, 35 tyrosine and
aspartic acid, which are identified by total hydrolysifs and am no acid

anal ysis, P2 fras—a rurtner comnponent which 1s destroyed by acid
\./ 30 B .
CH3 " B-Methyllanthionin
{S)CH 8 Ch,
35
| NH-CH-CO~Pro-Gly-HN-CH-CO-Ala~Lys
o (8) - (R)
- V ...
40
(':H3 meso-Lanthionin
CH CHy 8 CH,
° | (s) | ()
—HN~-C-CO-G1ly~HN~CH~-CO-Phe~Asn~HN-CH-CO-Tyr-HN-CH-CO-NH-CH
2) (8) I ® |
50 _CHZ s CH
S~(2~Aminovinyl)~-D-cystein
66 Die dem N-Terminus ndherstehenden Hélften der sinzelnen Thioetheraminos&uren sind jeweils D-

konfiguriert (entspricht dir (S)-Konfiguration in der R,S-Nomenklatur).
Gegenstand der Erfindung ist also ein einheitiiches und damit als rein anzusehendes Produkt, Epider-
min genannt, desweiteren Verfahren zu seiner Herstellung, Isolierung und Relnigung.

8



-7- total hydrolysis. This was able to be characterised by neans of its
signals in the 13C nucl ear resonance spectra of epidermn (Fig. 6) and of
the fragnent P2 (Figure 8).*5 ° Aib & 984 gtgon of the chem cal nature

of this amno acid was obtained by reacting P2 with Raney-Ni W2, from which
two main products were forned. Both products isolated by preparative HPLC
showed, after t ®eakudhy desPipduzenterabaphgtidedctus Nepldediidid B8IMNED9E. @riglgtCaspobisth b7 C in
anm no aci d cheicamKogpiexmeditm dbr Zvaanmanssince 2l bis W%t Feisshexirald, t1i bis3% Maexdrhkt usd 0j25bis
of this conpotérfaCBouadeal 028 bis| G% CalOH)bieilviot Eroeaptangebers handalr asgaizh dier omd ot folyénelen
native anti biBwmes. sofefre nitie anderss cnegabapr widu om sGeWishistirozepia.) DS Marichuiridanywediisiotischer
purified by s/élﬁrv-tabw'@mac&ﬂﬁ eStwdprcer eichit al |y hydr ol ysed and subjected to gas
chr omat ogr aphy SArsYehe @y Afreichening éas A %Hﬁ?é” den peispjaigwels ‘E’G{WWWWQIFFGMW-
chr omat ogr am P "Pﬁ'g nomnenwpbsicflif Effelgiyilt eiprelngr 'E'ﬂ?rq”@ﬁl d%‘"#fn figionstest Brierprift yaude.
i dentified ZOD'B SKWE@"E‘? e GFFF’%\EX‘HQPH eSV freitps 59'%'8’%‘6’“" n-

I n epidermn, B"l‘ F"a% Wﬁ it -Butg g rﬁ.g? énaq.la H des
- grc Hﬂm% e Iol I gurch
il A i%ﬂ e e . e

SI'S gas chroia

t]
ana

be charact er|,§I

on Chirasil - Va Ein aso ggﬂe tda" &r? zur nreicherung is L?ci]r dle Adsorption Igeszgenéllﬂ]gﬂ
achd’ anal y§d Sxuidiitrats an pém g;bﬁt\o-a oder vb nCTyYREr dfe (WE% aad}' rbasis (F'ri
L-Al a MeSePva). Do Ahihdit@R) Yon \Eldermin erfolgt dabei nicht durkh leinf Adsorptlon1 sricb Qurth die
L-Tyr 1 Katidnéhaudfauschwirkung freier Acrylsiuregruppierungen am Harz Datf\SPricht die Tatbache,ARP dle
dy 1 dlive Komportbntel riar auteh Eiistidf mithxiriandVkedel L S0oME tén @ kiBs! vistdeh Réhnte. Das

C-term nal bystat lspirardivae muBbuwor rigm dEsnbgahar | Valduino mitWArhlontak NeLtrISer0 Wwerden. Auf ein
hydr ogenat 2ooren$hlicBermies ridnfilley | dus NRtreyal/Ebernkonote cantp disedl Autartbeltong) Ritials aAuisoYption Nih
et hyl am ne. HSAmberlite XADSteperinhiet wgdenf t he bri dge-free heptapepti de P21

(partial hydrol fa¢ dsoligung yenhEpidenti|dorch Adsaritidy kpnar quph be@itshwéirer)d ger Huligerundhdes
fol | owi ng st rM;Erqug@lsmus direkt in der Kulturbrilhe erfolgen.

[err]-[err % CO- Beblititgiosty Ang chromptegranhisghg- Pntesgughungeny, wurdenapr - ixgafylistedenT Bretanolextrakt
ar rangenen Rilhre ig Inkubatien dasi Byeakies imi ng@ %‘s'é’ﬁ'ﬂ"gPW’q“EQ'e‘le@Eﬂ Ri-Yerte ergab ab pH

gret
reconci | ed, b1>9 r@%:t: D%nns?ﬁ?qgﬁm atci:éra:nmen es emgeengten ararglégt?b[d W‘gﬁﬁiﬁaﬁtﬁeﬁe Vielzahl mit

verschiedenen Spriihreagentien anféirbbarer Verbindungen. Parallel dazu durchgefiihrte Bioautogramme
ergaben wichtige Hinweise auf die Natur des neuen Wirkstoffs. In sauren und fast allen neuiralen Systemen
AN 30 bleibt das Antibiotikum bei der Diinnschichtchromatographie an Kieseigel 60 am Start sitzen, wihrend die
Chromatographie mit alkalischen Laufmitteln Re-Werte zwischen 0,3 und 0,75 ergab. Die Kombination der
Bioautographie mit der Diinnschichichromatographie in alkalischen Systemen zeigte eine Korrelation mit
einer Verbindung, welche durch Ninhydrin anfirbbar war.
Als Ergsbnis dieser Vorversuche konnte festgehalten werden, daB es sich bei dem Antibiofikum um ein

35 stark basisches Peptid handelt, weiches sich einer weiteren Aufreinigung durch Saulenchromatographie an
Kieselgel 60 entzog, da es mit sauren oder neutralen Systemen nicht von der Siule elulert werden konnte.

Die Chromatographie des Amberlite XAD-Eluats bzw. des von Lipiden befreiten Butanolexirakis an
, Sephadex LH-20 mit Methanol/Essigs&ure (95:5) trennte eine groBe Zahl von kleinen Peptiden, Aminoséu-
- N ren und Salzen aus dem Medium vom Antibiotikum ab (Schema Abb. 9).

40 Bei der sich anschlieBenden multiplikativen Gegenstromvertsilung nach Craig konnten die bei der
Exiraktion des Antibiotikums aus dem Kulturfiltrat gemachten Erfahrungen herangezogen werden. In einer
ersten Fllssig-FlUssig-Vertsilung mit dem System n-Butanol/Essigester/0,1 N Essigs#ure (3:1:3) blieb das
Antibiotikum am Start sitzen. Bel der zweiten Craig-Verteilung mit dem neutralen System 2-Butanol/0,05 N
Ammoniumacetat (1:1) fand man das Antibiotikum in der Mitte der Apparatur. Ammoniumacstat konnte

45 durch Lyophilisation am Hochvakuum wieder entfernt werden.

Epidermin fiel nach Gefriertrocknung als ein in allen verwendeten Dlnnschichtsystemen einheitliches
Pulver an.

Wihrend die Reinigung gem#B der Verfahrensweise der Europdischen Patentanmeldung 0 027 710
durch Gefrier-Auftau-Exiraktion, Verdampfung der Exiraktionsmittel, Ultrafiliration, Fallung durch Ammo-

50 niumsulfat, lonen-Austausch-Chromatographie und Gelffiliration an Sephadex G-50 oder G-25 oder G-15
oder an Biogel P2 erfoigte, flihrt die erfindungsgeméBe Reinigung zu einem einheitlichen Reinprodukt durch
die Adsorption des zentrifugierten Kulturfilirates an Amberlite XAD-8, gefolgt von einer Gelchromatographie
an Sephadex LH-20, und anschlieBender zweifacher Gegensiromvertsilung nach Craig. Die Isolierung und
Reinigung gem&s dem Verfahren der vorstehend genannten Européiischen patentanmeldung und dem

s erfindungsgeméBen Verfahren erweist sich somit als voilig unterschiedlich.

Woeiters Unterschiede gegeniliber dem bekannten Verfahren gemés der obengenannten EP-A-0.027.710
bestehen in der Wahl der komplexen Nihriésung. Wahrend die bekannte NéhriBsung Brain Heart Infusion
(37 g BHIN) nur eine sehr geringe Antibiotika-Ausbeute erbrachte, zeigt eine erfindungsgem#fe Ndhridsung,



on enzymatic fragnents of P21 and- P22, .only with 15 the follow ng structure
of the fragment P2 derived fromtryptic cl eavage [ ERR] Fornmal substitution
of the 2-ketobutyric acid," whi ch bv\ﬁq;(ﬁi gi2 fragnent at the N-termnal,
by the ami no acid dehydrobutyrl ne I's present 25 in the native
antibiotic, and subsequent fragnent condensation by the tryptic peptides P1
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ri bosomal | Galchyrhidiedsi sehd,gulscEgetmided. Dy dleste Riaukivapejdel bt et iNShribung folgender
EPI DERM N Zusarwrusniedaundn pibatiere3 felifRifichdxizakt,]2 % Mdlzortrakt widt0i87| % Lakciomiyarorid. olxiafin
[err]  smeGBudliemedigte Maltase [nEstRMalFéxtakh dievieste dfroduktioni Gildéosé dolitl nur i Yerbihdung miitn o
aci ds cl osaderenoC-Riaileneingeseittngrsion Auchodie Bm‘@rmtbrg\@ﬂéﬂkmﬁ ufd Mglioss bzws Galaktbsnendt o
the S configjosedisfegen pyie Ergebrisse AMle paderanaiitliehey C-Quellen zelgien tieis oden iy ?*'I?I @riw to
a unifor m'ﬁ?ﬂﬂ“Phé?‘%F‘éﬂa@ ‘ﬁ‘r@ oRgEiEen dnbtieliadn Koy ZGWP?PP?P vop jyelis? gl birctia sfies

for prepar gtop (1 % desere @ i '8'?‘ IAE“ dt(F“"g’?g\TQ'frs Qpt gieh alayNy %88:1(: s
i d d
Wt t he% ?{ Q’g %ﬂﬂs SRS T 'Pac? 'D"E ﬁgzéu@ﬁx i

and 0.25 t0 e tlo erf nteli' %ﬁ l.[‘Ji Ter‘- negqu% en d@? &E esten

al ways perg; %t ﬁu%i ?@&&
MaXF MUMargg hé?én' &eﬁ%&r&hée}é iwﬁrti %
concent r atging PRogiiibh BilaRt Niden \WeF 2uddBeél Gon é?srple%%@iég) Qciu@é}rb% tzls'l{f;ted r p Wé?tt Qn n'
10 litre fcRamnbiREmen wRELs e ABR @€ bén/ SaRsmSaébicH, raabérlfﬂuademstﬁ&ﬁmm%taﬁ BaM e
by the pl aishibbérasisi DBtk el .pHMribhth a6 scHRach INARIRIAL Berdith! StzREds PRAGRET ah.ed
by ext r actaAngstieokon CaRiuRtErorstakadn duch Magnesilihemsbnitrveriondat Werdé) dalbiinifdroid tidlerte
Nebut anal .besskret Brgebhisseraisviacdumaarbenbia i 50 mivDCSeh@tihydiasid kante ieFociaktbh gegaiilibbrias
nat ur al emeM Gkiciorhcaofat obcht diveas gasicigartaverdeh.t Behder Velwarting aon GQuslibn (Zatked durdtbden
coul d be Hidnirekenantogs zue Bildung iorggnisshér $duwen] digiddrel @neiseriigecifetionety \koragldxiert werden,
preci pi t atwobsl gleickreitig hing Abpufierurig des Mediuresaariolstt was evapor ated, and the
resi due was HiAphildurgetd sind die Ergebnisse anhand des Verlaufs der Lebendkeimzah! und der Antibiotikum-
26 Produktion, ausgedriickt in mm Hemmhof gegen Micrococcus luteus ATGC 9341, der erfindungsgeméifien
Medien im Vergieich zu Brain Heart Infusion Medium (Firma Difco} geméB der oben zitierten Europﬁischen
Patentschrift angegeben.
Mittels einer Eichgeraden ergaben sich im Plaitendiffusionstest nachstehend aufgefithrte Aktw:tatsstel-_
gerungen zum Zeitpunkt des Produktionsmaximums.

o/ ao Die Aktivitdt in N&hridsung Brain Heart Infusion wurde gleich 100% gesstzt.
a) Brain Heart Infusion Agar 100 &
b) 3 & Fleischextrakt, 2 % Malzextrakt,
% 25 mM Calciumcarbonat 200 %
c) 3 % Fleischextrakt, 2 % Malzextrakt,
i 50 mM Calciumhydroxid. . 320 %

40 - Y :

Diese Angaben stellen keine absoluten Produkiionswerte dar. Ein Vergleich der mit Hilfe des Plattendif-
fusionstests gewonnenen Werte zeigt aber eindeutig, daB gegenilber der bekannien Arbeitsweise bei
Einhaltung der erfindungsgemiBen Arbeitsweise eine signifikante Steigerung der Ausbeuten erzielt wurde.

Der zur Herstellung: von Epidermin verwendete Stamm wird nach Schieifer & Kloos (Int. J. Syst. Bact.
45 25, 50-61 (1975)) wie foigt charakterisiert:

Gramfétbung : positiv
Zeligrie : Durchmesser 0,5-0,8 um
Koloniengrd e : ca. 1 mm Durchmesser
Aussehen der Kolonien : glatt, gléinzend, in der Mitte leicht erhdht

50 Kolonienfarbe : grédulich - weiB
Zellen in Kultur : oft Einzelzellen oder Zweier-Pakete, selten grdBers Haufen
Hamolyse : auf Blutplatten ausgestrichene Kulturen zeigten starke Hémolyse
Anaerobes Wachstum : der Starm wichst auch unter anaeroben Bedingungen
Lysozymempfindlichkeit: : die Zellen sind bis 2 mg/ml resistent gegen Lysozym

55 Lysostaphinempfindlichkeit :  die Zellen sind schon bei 20 pg/ml sensitiv flir Lysostaphin
Epidermin-Resistenz : bis 1 mg/ml nachgewiesen

Sonstige Resistenzen : in Fllissigkultur zeigt der Stamm eine ausgepréigte Resistenz gegenliber
: Streptomycin (bis 1T mg/mil) und Spectinomycin (0.5 mg/ml)

8



in nmethanol and stirred into five tinmes. the quantity of cold diethyl ether.
The activity was |eft behind 20 conpletely in the precipitate (Figure 9).
Anot her particularly suitable rethod g ge9ng@us ation is adsorption of the
centrifuged culture filtrate on Anrberlite XAD-8 or related types of polyner
based on acrylic esters (Serva). .The attachnment 25 of epidermin is effected
not by si npl e &hidhtar PeCisiehdut by t Pae Smimi vichst rach guidpisrig¥%ec@ewi-%i Nejrivachidride e
acrylic acid grelapemessr susgeshichene Kuliuren $ihg sehi ldebdonf i rned by the fact that the
active conponeriie Yeayerigrg yoniyersehisdenes &cRuelienvnieh@aurebiiciug gngl apdarr Erzymigpidipnen wurden
met hanol / con®it Hif dFﬂ”"@@B‘?'ﬁf?‘*"‘FK"@"@tﬁ’WﬂW}- Ninganp bestinyat e has to be _
neutral i sed wi s MePepl Wé‘"ﬁéﬁﬂg“ﬁf{%l’f@@%’?’?ﬂ“sﬁ "é‘?ﬁgﬂ?eatq'%ﬁ‘f rie Kasgifsls:
After this wIPKYRILERSHACHEEFD {4 ERMEPbialh S BP 1870 ABVARSNSINGs 1o need ,f or

subsequent reprecipitation from nethanol/ether. 35 | sol ati on of the

epi derm n by | on, al be carr,jed out, directly in the culture
broth during Mt %%u%ff?rh“ée‘fﬁ%"rto‘m%é’rﬁasrﬂnderesﬁé’ﬁiymrﬁfkt Mand

chromat ographi ¢ i nvestigations were carried out on the |yophilised butanol

extract. |nculatdpunpd the, t wit ueou uti of digffere H
val ues resul tedC?n a sharp ?'gcg:irie}gse 5 he|Iflkg'acti \%liltt% fr ce)%qglzl 10- gfﬁ\ﬁghds%,&;i%'
whereas the antibiotic . ahle jn H1 78 KioessSchled fpr Amin =~ Sraph

chromat ographkaftddmErlevapor at ed but anol -extract showed a plurality af
conpounds whi @mﬁ%r}i bse stained with variqus spray reagents. 10 Bi oautograns
carried out in paracfeef yi el ded i nportant. i ndicati ofis"as to the nat uffe of
the new acti v@-Jlimsttam=. In acidic and virtually al ¥ neutral systen® the
antibiotic repriMieth the baseline in thiyn | ayer chromatography on gilica
gel 60, 1% whereas é%rborrat ography with a(PJIgaI i ne el ugﬁ?s gave RF val u%s of
bet ween 0.3 aM@¥F°B® The conbi nation of *bi oautograpthy with thin |aydr
chromat ogr aphy.aktodlekal i ne systens showgd)a correl aggpn with a conpoynd
whi ch coul d b@_srt ai,ned with ninhydrin. 20 The result of these
preliminary t st§e\ﬁ§§°ﬁﬁat the antibiotic is a strondly basic peptid& which
coul d not #be PoMemevitmirifi ed ‘by col urm ehromat ography on silica gel =60
since it coul c*ﬁqtt% eluted fromthe colum with acidic or neutral _
systens. 25 r omat ogr aphy of the Anberlite XAD eluate or of thé
but anol ext r alrMefddd®s% om | i pi ds, on Sephadex LH B®2with methanol / acetic
acid (95:3 s®pFfdinede | arge nunber of snmall peptigesg, am no acids and
salts fromthﬁ_geii umaway fromthe antibiotic 30 (Fig. 9). In the
]

subsequent rmu °&5t i ve countercurrent “distribution follow ng the ©
procedure devékocphirose + + +
a- Methylglucosid - k.A. -

® N-Acetylglucosamin - K.A. +
Nitratreduktion + + +

o Phosphatase _ + + +
%  Bildung von Acetylmethyl-. + k.A. +

carbinol (Voges-Pros-
kauer Reaktion)
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purificatsion i

. the centri fuged‘ cul

~achi evedswi t R

 shoul d onIy be used

Al Tt he Bt %‘5?9 %ﬁwéﬁgﬁ

by Craig, it was possible to draw on the experience gai ned during
extraction of the antibiotic from35 the culture filtrate. 1In a first
liquid-liquid distribution With the Beifas g-é:lutanollethyl acetate/0.1 N
acetic acid (3:1:3) the antibiotic remal neg - 12 - the baseline. In
the second Craig distribution with the neutral system 2- butanol /0.05 N
anmoni umacetate (1 1) the antibiotic was at the md- p0| nt of the

appar at us. gl d be renoved agai qh I yophi | i sation
under a hi gh cuum Af ter flreeze dryi ng, epider s obtai ned a$ a
powder whi ch & i formin all the thi T | ayer syskedms used. Weress

10 procedure of European Patent

Application 0, Q27, MBS eC ut by freezi ng/ t hawi ng extracti on,
evaporation of the%%tractel ﬁ&&k@fe'on s, ultrafiltration, precipitation with

ammoni um sul phat e, "‘ie(?ﬁtéféhﬁﬁgﬁgk‘m omat ogr aphy -and gel filtration on
Sephadex G 50 (01 GedBdemtGglpostit e liiaktlghogﬁitda%rstthpetﬂz‘é%' %g ;%
accordi nﬁ’ to the '@‘é&‘%bﬁ@ %q%dssca i form pure product by adSorp on of
ture %(ﬂ? erlite XAD-8 foll owed by gel
chr omat ogr aphy+#n $€3R8dARIEPERO and subsequent two-fol d countercurrent
distribution according to Craig. 20 Thus, the nmethods of isolation and
punifi catd on u Lent, | L.catiaqn
and acco?sldlglugaa,fﬁi g,%?n@@or? B%gsngggérg}em fors Ia%ﬁ%e{ugﬁ%%ﬁg P E Prer g’ ﬁ%"e"% o
fromthe known process according 25 to the above- rrentloned
EP- A- 0, 027, 710 consi st in the choice of the conmplex nutrient solution.
Wher eas the kidephonutrient solution Brain Xeartglnfusion (37 g BH /1) gave
Onky a vary sypjh f%rétdfm a nyriept solution according to the
I nvention cons] S%%E%‘%ﬁ O%J{? meat Liiextreéf; 1 to 3% sugar or sugar
al cohol s, sucdh:@iSeBeEta&@ktact, naltose, gd act@se, |actose, mannitol,
gl ucose or glgreedse and 0.25 to 1% cal ci y car o} / 5%
cal ci um hydr qQxi %ﬁ. gave very good resul ts %e@%gﬁgc {Jggk\%gvtigg%
#+fent sol ution having tﬁe fc9 | owi ng conposition: 3% neat
extract, 2% mpHt extract and 0. 37% - 13 ¢,zalcium hydroxide. O all the
C sources, nultose gave the best production after malt extract. d ucose:
'Nn (t:onj unct og V\nghnsgl}me df sourcc?sejt A cgﬂr;bl na\t,i Onhf()f
o?\g%'séei @@gﬂ aﬂms gehe '%wef\?re'?gggw:;%‘( IRdvorste™

lm folgenden wird eine genauere Beschreibung zur Herstellung des Antibiotikums Epidermin gegeben:
Die Fermentation 48t sich in dazu geeigneten Schuttelkolben durchflihren, zur Hersteliung gréBerer
Substanzmengen k&nnen auch Fermenter von 200 Liter und mehr verwendet werden.
a5 Flir Kolbenversuche wurden 500 mi Erlenmeyerkolben mit einem seitlichen Einstich verwendet. Die
Kolben wurden mit 10G ml Nahrissung gefllit und 20 Minuten bel 121° C autoklaviert. Als Impfmaterial
diente 1% einer 4 Stunden aiten Vorkultur. Die inkubation erfolgte bei 37° C auf der rotierenden Schilttelma-
: schine bei 140 rpm.
e FUr die Fermentation im 10-Liter-Mafstab wurden Fermenter mit 10 | Nutzinhalt (Modell MF-14 New
40 Brunswick, Scientific Co., New Brunswick, USA) mit 9,8 | N3hrl8sung geflillt und 30 Minuten bei 134" C
autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurde mit 100 ml siner 4 Stunden alten Vorkultur beimpft und bei 37°C,
0,6 vwm und 240 rpm des Blatirlihrers fermentiert. . Der relailv stariien Schaumbildung wurde durch
wiederholte Zugabe von sterilem Polyol begegnet. - -
FUr die Fermentation im 25 | MaBstab wurde ein 25 | Fermenter (Typ b 25, BraunlMelsungen mit
46 Umwurfsystem) mit 25 | NghriSsung unter Zusatz von 3 mi Polyol beschichtet und in situ bei 121°C 30
Minuten sterilisiert. Als Impfmaterial dienten 300 ml einer 4 Stunden alten Vorkultur. Die Fermentation
erfolgte bei 37° C, 0,6 vvm und 1000 rpm.
Der Verlauf einer Fermentation im 10 | MaBstab in einer NahriSsung, enthaltend 30 g Fleischextrakt, 20
g Malzexirakt und 5 g Calciumcarbonat in 1 Liter, ist in Abbildung 11 dargestellt. Intensives Wachstum
50 verbunden mit der Verwertung der angebotenen C-Quelle unter S#urebildung kann am Abfall des pH-
Wertes erkannt werden. Mit Beginn der Alkalisierung kann das Antibiotikum im Kulturfilirat nachgewiesen
werden. Die Produktion errsicht nach 12 bis 18 Stunden ihr Maximum.
Zur Kontrolle des Fermentationsverlaufes wurden zu verschiedenen Zeiten wahrend der Fermentation
steril Proben entnommen.Die Proben wurden folgendermafen ausgewertet:
55 a.) pH-Wert:
Messung mit einem Labor-pH-Meter (Knick pH-mV-Meter)
b) Wachstumsverlaut: .
Das Wachstum konnte anhand der Zunahme der Lebendkeimzahl verfolgt werden.

| act ose an
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production. The addition of all 20 amino acids as an N source in
concentrations of 2 g/l each gave the sane results as the neat extract.
Casamino acid (Difco) is a 10 sui t g @1904ggey of N only if tryptophan
(1-2 mm and vitamns are added. Suitable vitam ns-include (preferred
concentrations being shown in brackets): biotin (0.006 ng/l), nicotinic

aci d (2.3 ny/ | )Hierzuhwerdém 8.5 (ml. Gerilgphinpmmener Kittoi innSalitdClrerdUbet. Grdnapvon) 0,1 ol @i Phatten
15 pant ot her(MF‘ﬁ“ : Peptomif) ¢.)Fleiscexinakh gt faghsalz$ g Binatiienhydrogenpiosphaifog dilucose 10 g
ventilation at ¥ehpeeawiatied Wachpi8: Sunsian dnkuketion B @7 O lennise gtie - Binzetialoniéro pusgezahit
pattern is obt 1%f8% i f the pH I S between 6.0 and 7.0 before fernmentation.

In the absénce & 1A" iptikumkang ¥Rt es or dI’OXI des of dival ent cations such

as cal ci um car ° °b vau? gg@ Eﬁeﬁgﬂ a@”*"?’l%e ﬁ?OBd%u(M"?"E?ﬁ bzgniriugiertaund. 200fit des

the addition oP 4 oI the HvaI ue shows a .
ara Iwu eeuf't

characteri st iC °T"HP%ka? case no 25

e o ﬁgﬁ e q’_jé::%"&ﬂ L, 5 s e
al kal i ne ran ﬂr%lé) %ilé;ﬁnu!s flnglt'a ne e nfelche-
possible to Yaf dRaGsH KbmpGﬁJn AR mi e?taufcs%té”ld'%m umqﬁé lorghﬂlﬂrﬁbﬁlﬁé -8,

results than gaﬁ\,g,ghdémlga,eg}mgaig@d 1\Ohbibht: 50 roxi d
production can be increased conpared with that obtained with 25 n1\/| cal ci um

cakbonat e. ;sWmipibine sources of C (sugars) are utilised by the strain,

organi c acids are Torned which are conpl exed by dival ent cations and at the
sanme tinme the neditenmKiisrinat iveiet tbedTa. 8 Liter Ihberlifei XAD-& gddebshh ONDuichiguf Bistd kefne
in terms of tAhlivitituiesigesielli preadeanBeimgansdhiteBandetd dVaschbn ImiitWisger b edecstbiomalBN@ink Rtivitat
product i on ofeluigrit Miscliiebend onydecoi 18 litar Matharfol gewasdbert. dnyWasckvssg aiuris tkelne Aktivitit
Meet ococcu® |daipkdigs. DigTEhation sddgte Hit detheintiSaiastlire 9% yoheitiolgende Grakiivaen enhaltent viupden:
conpared with Brain Heart Infusion Medium (Difco) according to the

above- mentioned European patent. The follow ng increases in activity at the
monent of maxi mum product i &iF afck iombl ai nBd8i & ekbivo plate diffusion test
using a calibrated line. T ty.i ngBeanpn QN nutrient

sol uti on v&s equated with ?30@?12{;5?6“ n' R 2 l HFG?%F%E(’ ga(rE

100% b) 3% neat extract, 2R R P act 2 aktiys M cal ci um carbonate
200% c) 3% neat extract, Z%rrgadﬁ;@xtqactg 501 n%gﬁécgkumlbthqm de ‘
320% These data do not consjfit t.e a ol uie production val ye However, a
conpar i son,of the val ues a Ak kP he i}l kg Lne AkEIFaEEEest ol earl Ya
shows that a significant increase | n y| el ds is achieved by using the

proocedure accorpk Aekibien iWdRich BASHhicABhromatographisch auf Ihren Gehalt an. Epidermin getestet, anschiie-
Bend wurden die aktiven Fraktionen vereinigt und am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt (81,2 g).
Der Rlckstand wurde in Methanol/Essigséure {95/5) aufgenommen (400 ml), von uni8slichen Bestandtelien
36 abzentrifuglert und in Portionen von je 50 mi an Sephadex LH-20 (S#ule 100x5 cm, FlieBmittel
Methanol/Essigsdure 95:5) gelchromatographiert. Positive Fraktlonen wurden vereinigt und eingedampft
(148 g).

. Filir die multiplikative Verteilung nach Craig kamen Apparaturen der Frma Labortec (Basel) zum Einsatz.
R Eine erste Trennung wurde mit einer 50 ml-Apparatur im System n-Butanol/Essigester/0,1 M Ess:gsaure
’ 40 (3/1/3) durchgeflihrt. Die in der Unterphase (100 mi) geloste Probe (5 g) wurde folgenden Trennbedingun-

gen unterworfen:

Stufenzahl: 160
Schiittelbewegungsn/Stufe: - 70
Schilttelintensitét: 45

45 Trennzeit: 20 min

Zur Endreinigung wurde das erhaltene Rohprodukt (4,2 g) in Portionen von je 2 g in der Unterphase des
Systemns 2-Butanol/0,05 N Ammoniumacetat (50 mi) geldst und in einer 10 mi-Apparatur mit 440 Elementen

aufgereinigt.
Stufenzahl: ' 440
60 Schilitelbewegungen/Stufe: 50
Schiltielintensitat: 50
Trennzeit: 10 min.

Die Epidermin enthaltenden Elemente wurden vereinigt, eingeengt, mit Wasser aufgenommen und
mehrmals am Hochvakuum lyophylisiert. Das Antibiotikum (2,6 g) srwies sich bei allen vorgenommenen

55 Untersuchungen als sinheitlich.
Wihrend der Herstellung und Isolierung des Epidermins wurde zur biologischen Charakterisierung der
Plattendiffusionstest angewandt; nédmlich zur Aufnahme des Wirkungsspektrums sowie zur Kontrolle von
Produktion, Aufarbeitung und Anreicherung. Der Test wurde, wie bei ZBhner und Maas, Blology of

kR



conpared w th the known procedure. The strain used to produce epidernmn is
charactertsed 25 as follows accoiding to Schleifer & Kl oos [Int. J. Syst.

Bact. 25, 50-61 (1975)]: G’am coI or B . positive Cell
si ze : %;f'grrf dBarreter 30 Col ony size
about 1 mmin dianeter Appear ance of col onies . snoot h, gl ossy,

slightly r aht®Reks Sprinher g, BorlidHeRibiber§New Mok 187R) beschrieben, in Petrischalen der Firma
gr eyi sh- whickeinef, aKittingeh MitCittetrotidelien von 6 mm Durchmesser. (Madhbre &Nabe)] Iirehpdurehgeihrt38ie -
groups of Fiterondaibrdeurden mit 20 3.1 denl lastrgftonden| ToatPssiglestirhetatj Soi Raumtemperatur auf einer
cul t ur es Gigsplstacheockizt codl ag| diel Testpiattewadgsispt. GlegTdstplaitel yaien Bsi SAa@kwisrtaund
growt h & nach ca. 16 Stunden:diet \Wechsitmshemmgnoansgswartdh under anaer obi ¢ condi ti ons
Lysozynme séRsRautinglasigeim diento Streptococcush eyageries sAT&Ce8668 gind t aufgrund selngrs prelyjengloseran
quant i ti es Herdhehyng, MicpocpgprsiutedsDATAGRSAE aphin sensitivity . the cells
are sen5|t|T9%P'§t@"T“ §E§¥°§%P?\F’V§9@ﬁsﬁ?f3%§§%tltles of 20 [err]/m E dermn
resi st ance Per Tes‘ke"“ "‘“’“e "06 H‘iﬁ'ﬁ@-w Apetpsijsitangaul, B\‘@aﬁ?“ it fywein [Mediugy: é mhAgar p“

Cin i q’ﬂl Cl“io[ htsprozent). 35 mi ucoselbsung (50 Gewichtsprozent)

a ner ked r g Wf%??g N%?h Ll ';eﬁusgff
/m ) In C 1 Fdrese spe? @\%ﬂ? on 1

g HPO, UG ie zu 10 ml

ol byen: e ng &J.ewa fﬁi ﬁﬁg{ S%éﬁ Arithe

spread- qyt , utilisation of various

C sources b béﬁdc ltBr(m&xbrﬂ-rPe% 16’5 kﬁeﬁscﬁ'é}ﬂm 9! G NP 2L Lh %g
using the Agirg Pﬁl@&) Wiab GER diral BARESEISH. 1,0N6H; 578188 Ubraari! §¥§Fn?&bée5 fdn ON
a ‘conbi nat wgiderP QRGP FidRat i D gokdssdn. BB MolBlatieh R6rRthn AREkre g K
t he cl assi !¢ alfbeRBhrbberdshOOS & SCHLEIFER [J. Clin. Mcrobiol. 1, 82-88
(4975)] .20 Testpatldn fir db&BlirRungsspdltrivhi sati on of C sources and ot her enzyne
reacti ons Cestatisrc@it Bkie@iozy me Pr oducer Staph. epid. Staph.epid. Kl oos &
Api - Staph «.) Aerob lebende Bakterien:
Ubernachtkulturen wurden in den jeweiligen Testmedien angezogen und die Platten wis bei Micrococcus
luteus ATCC 9341 beschrieben hergestelit.
25 8.) Anasrob lebende Bakterien:
Die Vorkulturen flir Clostridium pasteurianum ATCC 6013 und Propionibacterium acnes DSM 1897
wurden in Reagenzglésern gezogen, die zur Verdringung des Sauerstoffes bls zum Wattestopfen mit
Néhrldsung aufgefliflt wurden. Mit 3 ml Vorkultur wurden 100 ml Agar beimpft und Platten in 10 ml
Portionen gegossen.
S/ 30 Die Inkubation erfolgte im Anaerobier-Topf (BBL-Gas Pak 100, Becton, Dickinson GmbH, Heidelberg) ben
der jewsils optimalen Temperatur.
Testplatton mit hefeartig wachsenden Pilzen:
In Schiittelkultur wurden die Zellen im jewelligen Testmedlum 18-20 Stunden angezogen. Nach Auszihien
in der Thoma-Z&hlkammer wurden die Tesfplatten zu einer Dichte von 10° Organismen/mi Agar angelmpft
36 Testplatien mit Pilzen und Sireptomyceten:
Die Testorganismen wurden auf Schrégrbhrchen (Medium: Hefeextrakt 4 g, Malzextrakt 10 g, Glucose 4 g
auf 1 1) bei den entsprechenden Temperaturen bis zur Sporulation angezogen. Die Sporen wurden mit 3 mi
- Saline-Tween 80 (1 Tropfen Tween 80 auf 100 ml Saline) abgeschwemmt und in Testplatten eingegossen.
St Die Substanz Epidermin besitzt eine sehr gute antibakierielle Wirksamkeit; sie wirkt besonders gut
: 40 gegen eine ganze Reihe grampositiver Bakterien. Die antibakterielle Wirkung von Epidermin wurde verglei-
chend mit der von Nisin (Nisin vgl. u.d. DE-A-2 000 818 bzw. GB-B-1 182 156) untersucht; bel einigen
wichtigen, klinisch reievanten Kelmen wurde auch Fusidinséure in den Vergleich miteinbezogen. Die
Wirksamkeit wurde mit Hilfe des Plattendiffusionsiests und- durch die Bestimmung der minimalen Hemm-
konzentrationen ermitielt.

a.) Plattendiffusionstest:
im Plaitendiffusionstest wurde die Empfindlichkeit verschiedener Mikroorganismen gegen Epidermin

und Nisin getestet. Tabelle 2 zeigt, daB beide Antibiotika fast ausschlieflich auf grampositive Baktenen
s0 wjrken. Verwendet wurde Nisin mit einer Aktivitat von 40000 units.
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5 X _ Schl eifer Control D-d ucose

+ " n.d. + D-Fruct ose - + +

+ 10 D Mannose () EP 0 181613 B1 + Mal t ose

+ + + Lact ose (+) (+)

+ D-Trehal ose D-Mannitol 15 Xylitol D Meli biose

T_' d. Raffi nOSi Tabelle 2: Emp_'fifs.'l.i(flél?er:'jt_ @Egﬁ(él%ﬁl} ylgﬁggguggcﬁ’iossi%_

n.d. N-Acetyl gl ucosanmi ne Angabe in mm Hemmhnf¢ Konzentrationen Ni mgdmd und
reducti on + 0,5 ny/ml. + Phosphat ase +

+ 5 + Formation of acetyl - + n. d. + 25
met hyl car bi nol - ' =

n. d. Mikppepganismen Kulturbed, nEpiidermin Nisin +. 30
+ positive reaction - negative reagém®P Metiliufil €arly @Qsitiye g,5
reacti on dges not occur until later +° variable result 35 n.d. no data

- 17 - The strat

sl anting tubes ®2kEeEieRdi um having the fol | owi ng conposition: Peptone

10 g5 Dsodﬂubabydrngleas,plgmapp@saw 2 g Meat extract

8 g Qucose =TTTTmmmTomossssssssess “r® g (autocl aved separately) Common
saiN/ 7.2 10 then
"ncubat ed over nf‘gﬁPr%‘PaT%?rIr ]a“gﬁgc%’tﬁ)sequent?vchofen at -80CSPA frsh & ube
was thawed for &athrekactsseryskeliapodience 2B es Sof acti&it wSwer k6 olisser ved

on | engthy storagenrébi & @rlgghggnﬁij_esscrl pt3pag of st he prgpargti ong45 pf the
antibiotic epid ;{ge I‘I’I]e-d out in

lven:: rent ation ca
sti=t abl e s#aki ngrg}’ﬁg?%‘:taﬁfdc?‘ﬁgﬁ?%er to pr e{)irce | dr ger nt i*th es
subst ance ferneArdhsohdctterapegpansty of 200279Qre$ or nok: nay belﬁseIcB 20
For flask testsgpagdtivd dededgneyer flasks wg4dp a bateral g nl gp were used.
The flasks were

Bacillus pumilus 37°C 4 14 12 12 10
% Bacillus subtilis ATCC 6051 37°C 4 12 11 9 8
Bacillus subtilis ATCC 6051 37°C 6 17 16 14 12
Bacillus subtilis ATCC 6633 37°C 4 14 11 9 8 :
Y 30 Bacillus subtilis F 24-2 37°C 4 13 11 8 Sp
' Bacillus subtilis A 14 37°C 4 12 i6 9 sp
Brevibacterium flavum 37°¢C 4 1l 10 8 7
Clostridium pasteurianum 30°C 7 17 15 14 13
35 Clostridium sporogenes 37°C 8 10 9 8 Sp
Corynebacterium spec. 27°C 4 15 13 9 8
o Corynebacterium insidiosum  27°C 4 19 17 10 8
- Corynebacterium rathayi 27°C 4 14 12 10 9
40 Micrococcus luteus ATCC 381 27°C 5 10 9 - -
Micrococcus luteus ATCC 9341 27°C 2 21 20 17 16
Propionibacterium acnes - 37°C 8 22 19 21 18
P Sarcina lutea 37¢C 5 15 14 15 14
Staphylococcus aureus Ti 202 37°C 4 13 10 10 9
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filled with 100 ml of nutrient solution and autoclaved for 20 m nutes at
[err]. Thé inocul ant used was 1% of a prelimnary culture 4 hours old.

| ncubation 25 was carried 6ut at [eél“,'T%psﬁgpaki ng machine rotating at 140
rom For fernmentation on a 10 litre scale, fernmenters with a useful
capacity of 10 litres (Mddel M--14 made by New Brunsw ck Scientific Co.,

New Brunswi CKt¢agly1Sfecoved aureblsetsmi 683 BH¢cl ol nutrignt sel utggn and

aut ocl aved :‘Ngr 8 ginut es at 134C Afterc_ﬁ;%i ng t he tri ir;t sl utjon was
i nocul at ed WPEAPABEORPCTHS AUFEUS BEAAFSS il tur e¥4 hour®® ol dtand Pernént ed
at [err], O.6taphyleciocnusm copadd of 240 rPHC 2 18 - ¥br t2%e bl 8de -
stirrer.s Thegkglatbd&dusdyodenkgam ng i szpunt gract ecppy rpeaggdl y7 addi ng
sterile polyol. For fernentation on a 25 litre scale, a 25 litre fernenter
(Type b 25 nmade by Braun/Mel sungen, 5 with a recirculating systen) was .
filled with BBbdcbérinlkes cgrampegatdn:with the addition of 3 m of polyol
and ster"i)pl i sed-rn=sttuat~Terr~for=30 m nutes. The inocul ant used was 300
m of a'prelimnpary culture 4 hours old._.Jhe fernentatj,on S cagri 10
out at [err]?rﬁ'.‘%“%v'ﬁ’r’%ﬁm‘%oo rpm The tolrse &f fer ta\tAgon 0 ae.go
litre scal e Pnotewsitvalg®zrisol uti on cont a#fithg 39 g of rBeat @&xtra8t,S®0 g of
malt extract and 5 g of cal ciumcarbonate per litre is shown in Figure 11.
| ntensi yg 15 g\['owth comhined with the utilisation of the C source provided,
with formatiBR-HPOBYTE2 be detected as the pH value falls, Wth the

-—— . way e Wy Yo = Py Ay

start of alkalisation the antibiotic can be detected in the culture

filtrate. Progdpght Oy IQRcesPens af tefyel? 10318 howrs. 2@ 10 l&
order to m)n#%or {he course of fer ntat#y# sagpl es e taken under_
sker i | ezcondP HT DRSO SR S8 EPRRR Hur ity Fer nntati of. Th& sanples Were
eval uat ed asStoepowmyces virigel-val ue: 287°C 3Measurldd wilth a | @bor&tory
pH meter (Knick pH nV nmetgi-hmByenes Course of growth: Gowth can be
nonitored by observing the increase in the nunber of |iving bacteria. 30
To do this, - i 4 i i din
sal i ne #nd 0(4) nbedduttdti s ddifl keipe Wirlspreezdntnab; sl i des (nedi um pept one
10 g, neat eg%r,acgp@té;, comon salt 3 g, disodium hydrogen phosphate 35

2 g, glucose 10 g per litre). After 18 hours'

\~ a0 b)Minimale Hemmkonzentration:

Die minimale Hemmkonzentration flir klinisch relevante Keime, angegeben in wg/mi, wurde in Mikrotiter-
platten in folgendem Madium geprlift:
5 mi Na-Lactat, 5 g Na2S0i, 0,5 g KH2PO4, 0,1 g MgClz, 5 g NH.Cl, 10 g Glucose, 50 pg Calciumpanto-
55 thenat, 50 ug Thiamin, 0.25 ug Folsdure, 50 g Niacin, 25 g p-Aminobenzoesiure, 50 g Pyridoxin-
Hydrochlorid, 25 g Riboflavin in 1000 mi Aqua dest. _
In Tabelle 3 sind die minimalen Hemmkonzentrationen (ug/mif) von Epidermin, Nisin und Fusidinstiure im
Vergleich dargestelit. Das hierbei verwendete Nisin besaB eine Aktivitéit von 2500 units.

40

50
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- 19 - incubation at 37C the individual colonies could be counted. c)
Concentrat'ion of antibiotic: The sanples were centrifuged in an Eppendorf 5
centrifuge 3200 for 2 minutes and 20 [ §hePérd B Supernatant were tested
in a plate diffusion test. At the sane tinme a calibration curve was plotted
w th known concentrations. After maxi mum production had been reached 10 the
culture liquid s.centrifuged off at 1380 rpm by continuous centrifuging
(centrifuge: ngggéigléb—4 Loher & Sohne, Ruhstorf/Rott). For optinm
separation of the cells the flowrate had to be kept very low. A first
concentration CLlY& S, i,eved using the adsorption
on Anberlit%® X&E&gﬂﬁéﬁtﬁgne gﬁggggggigE ﬁ@?@ﬁ ‘bed in the follow ng
Exanmple 1: Exanple 1 20 80 litres of culture filtrate was poured:
over about 8 litres of Amberlite XAD-8. No activity could be detected in

t he throughf| oW —WIem SUBSEqUENt  WaShi Mg~ W T water—was—car T etout—ageatn
no activity was eluted. Subsequently, masﬁPheeﬁBéncarr?%ﬁiésn§aﬁrﬁnth N3gsin
litres of nethanol. No activity was detected in the washing water. El ution
re;cergﬁgtﬁgrgghnge _ .héQYQ&OE loric acid,99 I, and tne EOIIOMAHQ' 28
main activity Esag2299e8°s BTCC18§§§|ve FractDoh28: 2 1 nd act|V|ty 4

Fraction 5 lge. ¥pﬂguﬁghh¥bthcc 6389 - The fractions were,gested by thig,

| ayer chronatourap tor o) er T Cot et the-actve—fracttons
were conbi ned EX 8 5§§z¥apeLaL+en2L3§dL¥necc in B 5ntarv 16

evapor at or (81Me g;utihs STcesBHmB was takeg gpogn nethanol /gestic aci d 8
(95/5) (400 m ), cent ,t E'Ie cConponent s ana

sibf ected eo gebe : Aok2D 16
(col um 100x5 EﬂL_2LyaQENEELLEEQLLQQQL_Q*QQLQQ95 5). P05|212e fractlons>ﬂIB
wer e conbi ned ﬁndcgggcgfé@agg-7by evaporat|PQ8(14 8 0). 28ul tiplicatyg
distribution & T e —TeTe
used. First s = : : ing 2 32
syst em of ﬁ’bupﬁapiéﬂibyla&ﬁegcn¢@¢eégvlswtace;gs aci d (3/1/§) The sanplgy
(5 g) dissolved in the | ower phase (100 mM) was subjected to the follow ng

wa aV¥a alala

condi ti ons for—separatonr—Nurber—of—stagess
160
o/ 30 Die in der Tabelle 2 genannien Medien werden nachfolgend beschrieben. Die Medien wurden nach

Einstellen des pH-Wertes 20 Minuten bei 121° C autoklaviert.
Die Mengenangaben beziehen sich jewsils auf 1 | Wasser. Bei chemisch definierten Medien wurde -
entionislertes Wasser verwendet.

85 Medium:
(2) Glucose-Agar-Medium:
N Pepton 10 g
o Fleischextrakt 8 g
NaCl = . - 3g
45
80
55
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Vi brating novenments per stage: 70 20 Intensity of

vi brati on: ) - 45 Separating timne:

20 mn. For final purification theggrgs uct obtained (4.2 g) was

di ssolved in batches of 2 g in theEFodvj\%? égﬁ?ée of a 2-butanol/0.05 N
ammoni um 25 acetate system (50 m) and purified in a 10 mMl apparatus with

440 el ements. Nu erﬂgé st ages: 440 Vi brating
novenments per stad82%v4 50 Int 3n§ity of vibration:
50 30 Separati ngCtppgee 10 g (getrenntjguphlaviart)
el enent s cont ai ni agaepi derm n were conbi nedzgcgncentrated by evaporation,
taken uf with wat ?h 7 - 21 - and | yophilised several tines under high
vacuum The antibfoti&“(2.6 g) proved to be uniformin all the tests
carried out. During the preparation and isolation of the 5 epidermn the
pl ate diffusi 03 t defevasizaEdifumr bi ol ogi cal characterisation, nanely to
record the spectrydeof aciiyity and to noni tgr producti on, working up and
concent fation. The.tesf was carried out in 'e?ri di shes nmade by G einer,
Nurtingen, 10 witHatFe¥EF2kfiscs 6 nmin di afBt®r (Macherey & Nagel, Duren)
as described in Z&hneesand Maas, Biol ogy of Angibiotics (Springer Verl ag,
Berlin- Heidel bergghlgw York, 1972). The filpgrgdiscs were wetted with 20
[err] ofg the approgr'za e test liquid, 15 dried on a glass slide at anbient
t enperature and pP cetl"on the test plates. The test plates were incubated
at 37C and t h&d)i nRkbidrderiom gRowBakterdieaval uated after about 16 hours. The
routine test bact eibdsssaetrajite Streptococcyg gyogenes 20 ATCC 8668 and,
owing to its less_problematic handling, Mc geoccus | ut eus ATCC 9341. Test
phdtes with Strepfggg%'&us pyogenes -ATCC 866%. Before preparation of the
test plates the tB3€lpacteria had to be freshl§y inocul ated on bl ood 25
plates w th nuci nagaedi um 500 m of agar pkb7g4, 160 ml of nucin solution
(120% by wei ght), §57rr£ of glucose solution (50% by weight) and 70 m of
sheep' s bl ood] . ?tef 15 to 18 hours' incubation at [err] a saline
suspens®on (E578 BUSTieRk BFo&Bared 30 and 18 of this suspension was
pi petted into 100(prirmd Mifico)ent base (nedium peptone 10 g, neat extract 8
g, conmon salt 3 ? ferr] 2 g, glucose 10 g,pe; litre, pH 7.2). The plates
carrying 10 m ba gﬁ_gs could be stored for several days at [err]. 35 Test
plat es wth M croBBctud | uteus ATCC 9341: An over ni ght culture (nmedium
peptone 10 g, (fleaMinimalrsdigmgfiic Bakkerdaht (BUTRER etr 12, g196€flucose
D-Glucnse

8

di-Ammoniumtartrat 4

35 NacCl 5
KZHPO4 2
1

0

0

: MgSO4 ® 7 Hzo
et CaClz
40 MnSQ,; x H20 _ _
Ferrioxamin B _ 0,02 g
Agar C 20 g
pPH 7,2
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- 22 - 10 g per litre, pH 7.2) was diluted to an extinction of 1.0 at 578
nm 100 m’ of agar was inoculated with 0.25 m of this suspension and 10 n
bat ches were poured over slides.' The tEpsi1dils¥gey could 5 be stored for
several days at [err]. Test plates for the activity spectrum Test plates
Wi th bacteria: [err]) Aerobi c bacteria: Overnight cultures were grown in
the relevant 10 test .media and the plates were prepared as described
for M crococcds?) uteRiwpcElgagiostaidiym pagtestddnifsact eri a: The
prelimnary cul turesyéoschetirakd um pasteuri anug ATCG 6013 and

Pr opi oni bacterium 15 nes DSM 1897 were grown I n test tubes which
had been fifl l ed up E’E%f?hEJ‘ESF'?‘Gn wool stopper w nutd¥ient solution in
order to displace tMgloxggerakt00 M of agar was 3 nocy ated with 3 nml of

t he existing cultu#g Ed 10 M 20 bat che 0were oured over the
plates. Incubation Was“Bffected in an anaerobi ¢“pot (®BBL- Gas Pak 100,

Bect on, D|(1:k| nson (Gl utlesedel berg) at the optimsmtemperature. Test plates
W th yeast-llkefu The cells were wn jn the rel evant test
medi um for 18-20 hor}g%%o‘glgsgﬁgﬁen cujture. Afte%rcou i ng had been carried
out in a Thoma courﬁghg chanber the test plates2fre igoculated to a
density of [err] or m;sgs per m of agar. 30 Test plates with fungi and
St kept onycgt es: . Th es ani sms were own on slanting, tubes (nedium
yeast extract @Blg, %weéx??gaeslxewé,atgue%éa@efmrgPﬁ@fpﬂqrtlr%ciar%% acnes:
correspondi ng terrpermgggecumhltheagghul ation ocqgrmsed. g The spores - 23
- were floated off with m of saline Tween 80 (1 drop of Tween 80 to 100
m of saline) and p’iﬂﬁ"éd into test plates. The stan®@ epidernmin has a
e\r-Jy good @nti bactgsgal 7p2activity; it i's particularly effective against a
series of grampositive bacteria. The antibacteri al effect of epidermn was
tested by conparison with that of n|S|n (for nisin cf. inter alia

DE- A- 2, 000, 818 or GB-B-1, 182, 156) ; a few inportant, clinicall

rel evant bact erln:'péde"?'[}s'?td?eé" A ¥Pri g‘“al"@o“ﬁ"‘??&?’ nquRg (Wyedep art?’%%'i‘f’" Wiiungen

ef f ect i ver®sgs et erpin St POl sl Wl saa%ayt.ocgpcﬂs% A

ohr groie
the m nimum i ”Ee:éﬁ ermn von Yo ut2|'e en prdermm resistent ist. Der Stamm NCIB 11536 besitzt keine

derartige Resisienz yegen das von thm produzierte niedermolekulare Antibiotikum.
Der neue Klon DSM 3095 wurde wie foilgt gewonnen:

N\ s0 Die Adaption wurde in 100 ml Erlenmeyerkdibchen mit einem selilichen Einstich und 10 mi N&hridsung
(Brain Heart Infusion) -durchgefiihrt. Die Startkultur wurde mit 0,5 ml einer 12 Stunden alten Kultur
angeimpft. FUr die K&ibchen, die steigende Epidermin-Konzentrationen enthielten, dienten 0,5 ml der jowsils -
vorangegangenen, guigewachsenen Kultur als Impfmaterial. Die Beurteilung des Wachstums - erfolgte
photometrisch bei 578 nm. Die Kultur, die bei einer Konzentration von 1,0 mg/ml Epidermin in Fillssigkultur

36 noch gut gewachsen war, wurde in Saline verdlinnt und auf siner Platte, in die 0,5 mg/ml Epidermin
singegossen waren, ausplatiierf. Als Vergleichswert wurde eine unverdlinnte 12 Stunden alte Kultur des
literaturbekannten Vergleichsstammes NCIB 11536 ausplattiert. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37° C
_, zeigten sich bei der auf 10™° verdlnnten adaptierten Kultur 94 Einzelkolonien. Der unverdiinnt auf 0,15
vz mg/mi Epidermin enthaltende Platten ausplattierte Vergleichsstamm wuchs auch nach 48 Stunden Inkuba-
40 tion nicht. Die resistenten Kolonien wurden selektioniert und auf Platten Medium 2 im Raster ausgestrichen.
Nach einem Vortest auf Produktion durch Ausstechen von Stiickchen mit 5§ mm Durchmesser und
Aldivitédtstest auf Micrococcus luteus ATCC 9341 wurden produzierende Kione im Flilssigmedium getestet.

Vergleich dis resistenten Stammes mit dem literaturbekannten Stamm:

a) Minimale Hemmkonzentration im Plattendiffusionstest:

Auf Testplatten mit den beiden Stdmmen ergaben sich die in Tabelle 4 aufgeflihrten minimalen
Hemmkonzentrationen.
60
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a) _Plate diffusion test: 15 The plate diffusion test tested the
sensitivity of various microorganisns to epidernmin and nisin. Table 2 shows
that both these antibiotics act al t qvely on gram positive
bacteria. N sin with an activity ggﬁfoﬁggdgg?mts was used. - 24 - Table
2: Sensitivity to epidermin and nisin Gven in mmof inhibited area,
concentrations 1 ng/m and 0.5 ng/m . M croorgani sns

conditions TabElleedni MiNiigiale dhemmMedizentrationen, son Epidesmgactiaria

Eubact erial es,” gf am posi iy Widdy OPAE1BhsRUSESERISNCIB 115362 60a 5,

8 Sp 9 8 Arthrobacter crglst opol et es 16
15 Arthrebacter gl obifor RS 3 [err] 5 14 12 14 13

Art hrobact er oxydans [err] 5 12 11 11 10

Art hr obact er [pascens Z7 5 id - 12 14 I3 Baci}lus

cer eus St55“““'[ err] 3 g HI&P - - Bacillus pufilus"-
37C 4 0 14 12 10 Bacjllus subtilis ATCC 6051 37C i _
12 11 9 tiTrsy ATCC 6051 lerr] § 17 16

14 12 Bacil llus sug’&rrlﬁ I8 6633 [err] 18 14 11 9| s
Bacillus subtjilis BSM3D95 37C 4> 100013 11 8 Sp Bacillus
subtilis A 14 [err] 4 12 10 9 Sp Brevi bactefi um

fl &um 3H+E—4 ++ +6 o) —Crostrrdromrpastenr! anum
[err] 7 17 15 14 13 dostridi um sporogenes 37C 8
10 9 8 Sp Corynebacterium spec. 27C 4 + 15 13 9
8 Cor ynebadd)atdehiinn il bR 27C 4 19 17 10 8

Corynebact eriunirarhayi~ "~~~ -27C 4 14 12 10 9 M crococcus

| Wt-eus ABHCC 3Wachstum-/€ad Pradukiionsverlauf der bBiden StSimme wurden in NhriBE0g A6 FidisbhoktRles 2%
ATCC 9341 Mabmextdakt, 0,37% Ca(OH)z) verglichén. SieR8 Abbilduhg 12.6 Pr opi oni bact eri um acnes

[err] 8 Wachstuft@verlauf:9  LeBéndkelrBzafthestimmang ut ea [err] 5

15 14 15 Prodivkti@isegginy: 0 cAiddbgegen Bigrwedtgusd@sus AFTC93414m Plattendiffusioh@est. 10 10

9 - 25 -BeiBi mpittgritanitamy wirdieinechessaBsRic@ 8Bon[beehathtet. 4 11 9 Sp -

St aphyl o®occus aureus Pen.res [err] 4 12 11 9" 8

St aphy| ococs EnrEsiightqit gegen Epidermin Ddﬁf&"'ede'?” ‘i"ﬁ".hs_tﬁﬂﬁphas%Z 9 -

Strept ococcus p ogenes . [errk

Eubact erl al esP ﬁ;’éﬁ'ﬁhﬁé aﬁ’ﬁ'e&%e’“wgtdéﬁ “’Hﬁ'zﬁ'&*fﬂsfal“g‘es d“’°h das A“"b'°el:§? de die Uptersu-
e&qungrten Kione wurden im[%?thnomete%(Epp orf- hgtometer8 mit

8 \ép Ac‘lnl r‘r%u}@'@é'@?t e -ggf?h-'t- ----------- gl aucescens [err]
10 e ko .B. im.einz J& Eé rd n: 9
Jeweils 0,5 m! siher 12 gn PJI ylo l&é NCIEq%alB bzw. d:és selektionier-
8 B ten resistenten Stammes DMS 3095 wurden auf fnsches Medium dberlmpft
Diese Kulturen lieB man bis zu einer Extinktion von 0,043 bei 578 nm hochwachsen (Kiiveiten mit elner
35 Schichtdicks von 1 cm)} und vertsilte sie dann in Portionen zu 7,5 mi in die Kilvetten des Biophotometers
{Schichtdicke 2 cm).
Die Dichte der Zellsuspensuon wurde im Biophotometer auf sine Transmission von 90% eingestelit. Die
- inkubation erfolgte bei 37 C und maximaler Bsltiftung. Epidermin wurde als w%issnge Lésung in unter-
- \’a’ schiedlichen Wachstumsphasen zugegesben.
40 Bei beiden Stimmen wurden zu Beginn und in der Mitte der logarithmischen Phase unterschiedliche
Epidsrmin-Konzentrationen zugegeben. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 und 14 dargestelit.
Mit den bis jetzt getesteten Konzentra'aonen konnte beim resistenten Stamm keine Lyse beobachtst
werden.
Das erfindungsgem#Be Antibiotikum Epidermin Ubt, genauso wie die Kulturbriihe, aus der es isoliert
45 wurde, eine bakterizide Wirkung aus, die zur Lysis der Zellen flihrt.
Angesichts der bakteriziden Wirkung und des breiten Wirkungsspektrums gegen grampositive Bakterien
ist das erfindungsgem#iBe Polypeptid-Antibiotikum Epidermin besonders wirksam bei der Behandlung von
Infektionen, die durch grampositive Bakterien verursacht wurden. Epidermin ist besonders wertvoll filr die
Bekampfung von Hautinfektionen, wie Ekzeme, impetigo, Cellulitis und insbesonders Akne. Die sehr gute
so0 Wirksamkeit gegen einige wichtige Propionibakteriumacnes-Stimme wurde in den Tabellen 2 und 3
gezeigt. Es kann gesagi werden, da8 Epidermin, welches normalerweise von Organismen, die die menschii-
che Haut besiedeln, erzeugt wird, bessere Aktivititen zum Schutze der Haut auslibt als sonstige Ubliche
Antibiotika.
Die eingangs erwihnten pharmazeutischen Zubsreitungsformen, die das erfindungsgeméfe Antibioti-
55 kum zusammen mit pharmazeutisch Ublichen Hilfsstoffen und Trégerstoffen enthalten, k8nnen der oralen,
parenteralen, enteralen oder topischen Applikation dienen. Solche. Zubereitungsformen, insbesonders aber
topische Zubereitungsformen kdnnen als L&sungen, Emulsionen, Gels, Lotionen, Salben, Cremes oder
Puder vorliegen.
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Streptomyces virido- [err] 3 11 10 9 8
chronogenes (-) indicates that there was no. activity; Sp = traces b)

M ni mum i nhi bitory concentration: The s®bpiigusyg Bii bitory concentration for
clinically relevant bacteria given in pg/m was 5 tested in mcrotitre
plates in the following nedium 5 m Na-lactate, 5 g [err], 0.5 g [err],
0.1 g [err], 5 Piqblepnden Bejsniplesigendie Hersigliupg saichbrothermaprutischer fowertdangstneher r |
t hi am ne, 0.25 Eg folic acid, 50 pg niacin, 25 [err] p-am nobenzoic acid,
50 ferr] pyrid& é hydrochl oride, 10 25 [err] riboflavin in 1000 m of
distilled wat - 26 - Table 3 shows the m nimum i nhibitory
concentrati%ns—"ﬁ[irerr]IM) of epidermn, nisin and fusidic acid in a

" conparative stu T i Si sed here had an activity of 2500 units. 5
~Table 3: Mni rru%xlmr?r#]ﬁ'fk?’é??&c"%'ﬁge@ht ration in pg/nm: Epidernin Fusi di ¢

acid Nisin St. epidermdis W5 99 2 4
128 Sc. pyagenes ATCC 8668 _ . 0,125 1 4 Sc.
pneunoni ae ATCC 6302 Epidermin 16 1,829M. |uteus
- ATCC 15957 0, 25 Ethanol (94,8, ¥ol.-%) 16 '\/Bssbugeus ATCC 9341
[err] 0,06 0,5 D 8 erosis NCTC 97
0, 125 0,125 1.2 f§ﬂ€¥188ﬁggh?éc 11775 1489 159
>128 15 >128 E. col i"38F®C F@Fineralisiert 128 3,0 g >128
>128 Propionib. acnes PC 904 , 0, 06 0,5 32
Propi oni b. acnes ATCC 25746 0, 25 ) 1 - 64 The nedi a

menti oned in Herwbgn@ are descri bed hereinafter. The nedi a were autocl aved
f(&‘ra/_ 20 10 ni nBridegnigt wifdeinr flery fQea¥sch Hshapai!.@-&fopwerglybolMaeser e|dsls tdied LosTilige anschliefend
quantiti es 28 Yl refer to 1 litre of water.- In the case of chenically

defined nedi a, .deioni sed water was used. - 27 - Medium (2)

A ucose- agar Eﬁﬂfﬁ’biﬂl Pept one 10 g Meat extract

8 g5 L\‘l)%g] 3 g Naz2HPO4 29
d ucose —_— 10 g (autocl aved separately) Agar

5 - .
_20 9 pH 7'5 10 ln(%bgLoh%%%ﬁteﬁtﬂatleﬁ: medi um

Y o Epidermin 1,00 g .
l.2-Propylenglykol 7,00 g
Alkyldimethylbenzylammonium=-
chiorid (Benzalkon A(R)) 0,15 g

% Sorbitanmonopalmitat (Span 40(R)) 0,40 g
Sorbimacrogolpalmitat (Tween 40(R)) 1,20 g
o 8lsduredecylester (Cetiol V(R)) 2,40 g
- m Gemisch aus Cetyl- und Stearyl- '

alkohol (Lanette O(R}) 1,60 49
Cetylpalmitat % B 6,80 g
demineralisiertes Wasser ad 100 g

46

Herstsllung:

Die vorgenannten Mengen an Alkyldimethylbenzylammoniumchlorid, Sorbitanmonopalmitat, Sorbi'macrogol-
palmitat, Olsiuredecylester, Cetyl- und Stearylalkohol und Cetylpalmitat werden in 75 mi Wasser singeriihtt,

60 die gefilterte L6sung von Epidermin in 1,2-Propylenglykol und dem restfichen Wasser wird dazugerlihrt und
die Tinkiur homogenisiert, ’

Beispiel 4

85 QGel

100 g Gel enthalten
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Yeast extract 4 g Malt extract 10 g d ucose

4 g Agar ' 209 15 pH 7.3 (4) Oxoi d medi um for
bacteria: Meat extract ’ ' ég)oga{?gfggpe 10 g Nad
59 20 Agar g pH 7.2 (5 Nutrient broth

8 g (Difco) Agar ' 20925 pH 7.2 (6) M nimal
medi um f or bact eé HU]'TER et al., 1966): D-d ucose 1.0 8 g
Di - ammoni um t ar tFR$Q rm1n4 . g Nad 5% 9 30

[err] -PolyethyleBglykglpehel des Laurylalkohols 1 g [err]

0.2 g [err] (R) 0.01 g Ferrioxam ne B 0.02 g
35 5 agar (Brid 3300 20 gpH7.2 - 28 -9 Medium
for O ostridium padrBoPPHAaRTIVEAL extract 3 QrQ gst extract
3 g Mlt EXtfaﬁérylsaurepolymehsaﬁ 5CarbopolPGBT4(5%) 1,2 g © 20
g D-d ucose % jﬁam g % g Agar
20 g pH 7.0 1OP'§8?"°"BP8%§P&F PGSF’?&BP’ & %&di um for Propirefi Bacteri um
acnes: f%loglycopaﬁgdnedybanzoeé@uieprgp$gaster 0,4 g20 g
pH 7.2 15 ng' dgrrri nis very well tolerated and when ua % topically
no toxic effects € detected. A mmjor advantage is the fact °f t he

resi stant nut ant N&taphjbvgeccus epi dermi di s DSM 30952afls r esi Eﬁaﬁt Sto the
epLder m;n which agm%gggg_gg1e}'lg§ssw§§g@,_—20 NCI B 1153gghas ngggucg
resistance to the low nolecular antibiotic which it produces. The new clone
DSM 3095 was obtai ned as foll ows: Adaptation was carried out in 100 m
Er | enmeyerHérdteimigs With a lateral insert and 10 m of nutrient 25 solution
(Brai n Heabie virgdgaisanem Mengh en sitifsmitiélm gerden in 75 ml Wasser eingeriihrt; das Epidermin wird in dem
N~ 20 Gemisch aus 1,2-Propylenglykol und dem restlichen Wasser geldst und diese Lisung ebenfalls eingerlihrt;
das fertige Gel wird nochrnals homogenisiert.

Legenden zu den Abbildungen:

26 Abb, 1: Aminosiursnchromatogramm des - sauren Totalhydrolysats von Epidermin; Ninhydrin-F&r-

bung, » = 5§70 nm.
Abb. 2: Gaschromatogramm der N-Pentafluoropropionyl-aminosiure-n-propylester des sauren To-

talhydrglysats von Epic!ermln an Chirasil-Val. Temperaturprogramm 3 Min. 85° C isotherm,
. dann 4 G/Min. bis 200 C; Trigergas Hz (0,92 bar). - .
N 30 Abb. 3: UV-Spektrum von Epidermin in Wasser, pH 3 (C=0,15 mg/mi).

Abb. 4 - Infrarot-Spekirum von Epidermin in einer Kaliumbromidiablette.
Abb. 5: TH-Kemresonanzspekirum von Epidermin (20 mg/A,5 ml Dy-Dimethylformamid, 400,16
MHz).
Abb. 6: 1"C—Kenru'fasona\nzspektrum von Epidermin (40 mg/0,5 mi 12C, 2H-Dimethyiformamid, 100,86
35 MHz, 45360 Pulse).

Abb. 7: HPLGC-Chromatogramm von Epidermin an 1 Bondapak Ciz {300x3,2 mm). Mobile Phase:
A=Acetonitril/0,01 M KH2PO4 (10/80), B =Acetonitril0,01 H KHzPOs (70/30); linearer Gra-
dient von 10% B auf 100% B in 30 Min., FlieBgeschwindigkeit 2 mi/min.

St Abb. 8: 13C-Kernresonanzspektrum des Fragments P2 (12 mg/0,5 mi '2C, 2H-Dimethylformamid,
- 40 100,6 MHz, 38300 Pulse).
Abb. 9: Isolierung von Epidermin.

Abb. 10:  Vergleich der Medien anhand Lebendkeimzahl {durchgezogene Linien) und Aktivitdt gegen
Micrococcus luteus (gestrichelte Linien) -
A Brain Heart Infusion
45 O 3% Fleischexirakt 2% Malzextrakt 0,25% CaCOs
® 3% Fleischexirakt 2% Malzexirakt 0,37% Ca(OH)z
Abb. 11:  Verlauf einer Fermentation im 10 1-Mafstab
® pH-Verlauf
A Lebendkeimzahl
50 O Aktivitst gegen Streptococcus pyogenes ATCC 8668
Abb. 12; Vergleich von literaturbekanntem Starnm und resistentem Klon DSM 3095 anhand Lebend-
keimzahl (durchgezogene Linien) und Aktivitit gegen Micrococcus luteus ATCC 9341
(gestrichelie Linien).
O literaturbekannter Stamm
55 4 resistenter Klon
Abb. 13:  Epiderminzugabe in verschiedenen Wachstumsphasen bei Staphylococcus epidermidis
NCIB 11536: _
Kurve 1: normaler Wachstumsveriauf
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culture was inoculated with 0.5 ml of a culture 12 hours old. For the

fl asks whi ch contained increasi ng concentrations of epidermn, 0.5 nl of

t he previous, well-grown culture -wer egpgemt ggg.gpocul ant.  The 30 growth was
assessed photorretrl cally at 578 nm The culture, which was still well-grown
at a concentration of 1.0 ng/m of epidermn in liquid culture, was diluted
in saline and spread dfive 2a Zegabel@on H kg/mhEpiderndn Bu Reginm dep fogarifimisshen Phabeatlihrt zur
been poured. 35 As a do®gparison, an undiluted 12-hour-old culture - - 29 -
of the conparison st rdfuyeNEI48gabe 598,10 ketrirFridpran intrier Mitleeden dagprishmisghen Efpse At
on a plate. After 24 Ifb8¥asZsd¥sbation at [err], 94 individual col onies
were visibfe in the ad¥pedaiigaby KH"G?‘H%Q"D&EQH‘GW in de’['\é’F‘? fler "-’Fﬁré“'f’:'ﬁﬁ‘i'ﬂ‘hf"ﬁﬁ)ﬁ’h" zur

oven artor 4g ABLIE ﬁww@ nehag a' n' it g%m geg%ﬁ’gasg{ﬁ%évﬂd
spread onto pl ates of v s&e" 'e§ hg"t s 2 . test
10 for proguction by emeglglli "g eg‘(Na g%"%h ﬁ"ﬂﬁ" eg@ngﬁre?%a QPchgnnE?sgé ~nur

testing the activity %%%m&r@eﬁj britsdhb BfiSe fhrt

were tested in a liquig reS|st nt strarn wt

the strain knoug, §s OméaE& rﬂa Faﬁ\wrcl@s NiPentafiuo lrébimd\iﬁﬁ%ﬁ@é-ﬁ Blodylester eines Totalh-
concentration in the Rhrlysusivbd ¥ MNchi@Sitval "@mparRirilegarnMs Mih.080Y C isotherm, dann
coaeentratsggons shown 20cihvm. Bal@bwcém\;gé@swgt ai ned on test plates containi ng

the two strains. Table 4: Mninmuminhibitory concentrations of epidermn in

the plate di Phwstadsprii@mt With NCI B 11536 25 and DSM 3095. Strain

[err]/m NC B 11536 10 30 DSM 3095

> 1000 b) 1G Andibibiisem wirksampssLRoly peptid, géiwentdpiderntvin, geehnpaichuk! clticlo folgprads tAgninesaucshzu-
the two stwai nssammeeseizorgp Asre(). iPre-A). Givt ) &lat2)slel (@ Phor2) Beo(@eken (@x BMedan (13Dhb
-2% mal t ext r act) T0.(B7A4FAmiRvVny!)-Bexstefry (Guritfolgender Primérstgtu: Gr owt h pat t er n:
determ nation of nunber of I|ivi ng bacterl a. Production pattern: activity
agai nst M-crococcus | uteus AT, ‘%Jﬁf pl at e d| ffusion test. 5 Better
productlon is observed with t reS|stan raln Sensitivity to
epidernin®n various growthlﬂz ‘ 2

H-Ile-Ala-NH~-CH-CO-Lys~Phe~Ile-NH-CH-CO :
N2 (8) (R) ;

% CH B-Methyllanthienin

| 3
N | (§)cl:a s CH,

40

-NH-CH-CO-Pr0~Gly~HN~CH-CO-~Ala-Lys—
(s) [¢:3 I -

45

?H3 meso-Lanthionin

. CHZ 5 CHZ |
| (8) | (2)
-HN~-C=-CO~Gly-HN~CH-CO~Phe~Asn~HN-CH~CO-Tyr ~HN-CH-CO~NH~CH '
(%) (5) | (R) I
55 CHZ S

S~ (2-aminovinyl)~-D~cystein
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phases: Tests on the inherent inhibition of the produ0|na 10 strain hy the
antrbiotic and a test on the resistance of - the selected clones were carried
out in a biophotoneter (Eppendorf photoneter with auto um
means). These tests may, for exanpl e EfRei1g8a8iR 15 Uﬂmmmmnn llﬂm m
bat ches of a 12-hour-old culture of Staphyl ococcus epidetrmdi g N® B311536
or the selected resis ant ral n DVS 3095 were inocul ated onto fresh

medi um 20 The "E" E?bg yopdP é‘glr'}étef"d?’fﬂ'“gzr“cﬁﬁg'ﬂ‘i’\f’?'l '°9fﬁ“‘@9§t’fi°ﬁ(ﬂhﬁi9rfum zur
0. 043 at 578 nm was ot dl\§h eF_ W 'h t\'/er t hi ckness of 1 cm '
were then distribute blepf s VO f%mn?p"feﬂ“' ik 9%i %‘Bﬁ&?’ 'ﬁ%ﬂ"@t’"‘ﬁ?’ﬁﬂ?e‘fﬂa%f“hﬂ

:(layer thickness 2 ¢ oft C

<(51dj ﬁsted !tso a transmwaneih, ab§ Jgﬁ?/ﬁ%@ DAt S d%r }PH@MSFF rﬁ\?ﬁ’v@m zur
carried out ajpd 94" i i t ; n

carried ou hotl 98 ] %ﬁmgﬂﬂw e\és%ﬂ&dehé?ﬂh&ﬂs;x;ﬁs%%%?grﬂ @@QBQDQ@@&S

different epiderm n caneentigbs amS120REmn asleesinal sk méPet-‘ EHnil
m ddl e ofrt he | ogari t&m&nﬁ&g@ew&iiwn? 6r§n£re shown ?Hﬁ @g%?%gﬂ'ahé]er%%q‘ur

14. No |ysis was obsefureds: izZogdbheos 860 AfymnEpiddrhiaiim dadmit b Ibé‘uﬂthﬁﬂwlﬁ‘eﬂrﬁh&s%t R
tested hitherto. The aaeit hidyinot aueirepWelehstomsveasgeaungi Ng t o t he -
i nvention, |iRkb. 1¥e aschenmmtdgiamaro rdes rlu}ﬁ@nzdﬁuarttproptonyl-smInsﬁhntmopybw olRes Totalh-
baetericidal effect wdfolysety eenlitisan GhitagikYal Tempefarpegtamen 3| MinyiBe e ddothibing dann
bact eri ci'8al actl vi t y* S 59'31?9%é67§9€9t3r"bm activity against grampositive
bacteri a, ide antibiotic epiderm n according to the invention

| BrebRedise

is particul ive in the treat ment of infections caused by
grampositiye ar |,cuI arI val uabl e fo 10

conmbat i ng SKI ré:'ﬁg??%{ztn;ﬁfr? t zel % Igends, Aminosturenzu-
parti cul arI r(j r n rstm ét"a%@?nf Yiias: 1 abitb
strai ns of Prop| on| bac er| u cne been shown in Tables 2 and

3. It can be said that epidermn, 15 Whl ch |s normal |y produced by
‘organi sms inhabiting hunman skese-Lantbienihfective at protecting the skin
than othes conventional ang b.I_Q.Lu:s. The _pharn harnae?utical preparations
ment i oned herei nbefore V\/m 2 cont ai n the anti bipt2c according 20 to the
i nvention together with phgr maceutically convenfl onal excipients and

carriers, mmmma&mmml¢a,Lpgxmqﬂim .E&ilegally or topically.
% (3) (R} | | :

3 | - :
° (I:H3 B-Methyllanthionin

(S) clzn s cH,

L NH-CH-CO~Pz0-Gly~EN-CH-CO-Ala-Lys

(s) (R)
45
$H3 meso-~-Lanthionin
. CH2 S CHZ
(s) - | (z)
—HN-=C~CO~Glv~HN~ CH -CO-Phe-Asn~HN-CH-CO- -Tyr-HN-CH-CO-NH~CH
(2) (S) (R) I
85 | ' CH2 S

S~ (2-Aminovinyl)-D~cystein
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These, pr epar ations, particularly topical preparations, may be presented as

sol utions, emulsions, gels, 25 |[otions, 0|ntnents The
fol I owi ng Exanpl es relate to the Pr a6 381 678 B eliﬂ‘qﬂmmmm m f or ms:
Exanple 2 30 Tincture 100 g of tincture contalns:

1.0 g Ethanol (94.5 % by vol une) 56.0 g 1, 2-Propyl ene gl ycol

40.0 g 35 Demoherdi teawe di-Teerhiaws ndherstehenden Héh‘&n (deg) einzelnen JRioethdrindnaiudni jowsils D-
Epi derm n is dodiggleteiddi n a m xture of ethanol/1,2- propyl ene glycol/water
~and the solution is then filtered sterile. 5 Exanple 3 Lotion 100 g of

| otion cont @i ripidemis} gaméhiAnspruch 1, gekennzeichnet durch folgende waite(E0PagamB®r: 1, 2- Pr opyl ene

glycol 5 1. Natur:7arbjoseg Pulvegy | di net h | benzyl ammoni um chl ori de (Benzal kon
Alerr]) Zd.ﬁfg:hl&it b Pyt oslichon qutmn@ V(ag isessio éqzw] ethanollEisessIg, Wslich
0.40 g 15 Sor bf“rPé?E’P’S 6‘!‘0“651' i gliciuin lethylether, Petrolether;

1.20 g
I Kiesslgeiplatje n oM I rn;%vn 4 S~ ino)-
gﬁgglh O|O| ef;ﬁ e'gt 8‘ n) g cm/Schwefelsh IS d@ L(FF'B uﬁ%%%@&%g@mgr Nagc‘%gg:s im
0. 80 g n er a | mund Spr asser;

quantities of aI .ky ch:c hxmto ra io: Er']sﬁgr):den mo@@fel rt@glaqpen Eﬁsggﬂf r%ﬂ\ﬁgﬁg%& tate,

sor bi nacr ozol al cohol and

cetyl pal mtate agﬁte&té ran@1 nd,@&ggs, 5, or 1,1)(\/51 e RlFI.tg d solution of
epinderm gg i n 1, 2-Hpi 8PYLRNLGE:YCOl "and t he remsu ni ng water are stirred in,

and the tincture SubinEeRerwnged2 b%q;@vaaaah&.eéen@ﬂlwéﬁﬁ)uﬁ safkem&avus@maﬁbms

Epi derm n 7. Molmasse: im Bereich von 2160 (chne Anionen); 0 g 35 Pol yethyl ene

gl ycol ether of 8lutaiglhttdbasiomdspekiRin: jin waskeer |8sung Iangwelhges Maximum bei 267 nm (Abb. 3);

1.0 g : 9. Infrarotabsorptionsspektrum: IR-Spektrum einer Probe in einer Kaliumbromidtablette (Abb. 4);
N~ 20 10. Kernmagnetische Resonanzspektren 'H-NMR- Spektrum: Abb. 5, 13C-NMR-Spektrum: Abb. 6

3. Verfahren zur Herstellung, Isolierung und Reinigung des Antibiotikums Epidermin, gemés Anspruch 1
und 2, dadurch gekennzeichnet, daB Staphylococcus epidermidis DSM 3095 aerobisch bei 34 bis 37" C
in siner komplexen N&hrldsung, bestehend aus 2 bis 4% einer Stickstoffquelle wie Fleischexirakt, 1 bis
25 3% eines Zuckers bzw. Zuckeralkohols als Kohlenstoffquelle und 0,25 bis 1% eines Carbonats
undfoder 0,25 bis 0,5% seines Hydroxids eines Erdalkalimetalls, gezlichtet wird, die Kulturbrilhe
anschliefend nach Entfernung der Zellen und anorganischer Salze zur isolierung des gebildeten
Wirkstoffes entweder mit n-Butanol bei pH 8 exirahierf, der Butanolexirakt evaporiert, der Riickstand in
Methanol geldst und die L3sung durch Etherféllung von den lipidischen Begleitstoffen befreit oder mit
N 30 Polymeren auf Acrylesier- oder Polystyrolbasis, behandelt wird, wobel das adsorbierte Epidermin rnit
Methanol/konzenirierte Salzsiure (99:1) vom Harz geldst, die L&sung anschliefend mit Ammonial
neutralisiert und am Vakuum eingeengt wird, und die so gewonnenen Isolate zur Abtrennung von
weiteren niedermolekutaren Peptiden, Aminos&uren und Salzen gelchromatographiert (Sephadex LH-20
mit Methanol/Essigs@ure (95:5)) und anschlieBend einer muitiplikativen Gegenstromverteilung nach
35 Craig, bei welcher zuerst sine Filissig-Flissig-Verteilung mit dem System n-ButanoV/Essigester/0,1 N
Essigsdure (3:1:3) vorgenommen wird, bei der Epidermin am Start sitzen bleibt, und anschiiefend bei
einer zwelten Verteilung mit dem neutralen System 2-Butanol/0,05 N Ammoniumacetat (1:1) die
o Isolferung des reinen Epidermins erreicht wird, unterworfen werden und aus dem Eluat durch Gefrier-
SN . trocknung das Epidermin als farbloses Pulver isofiert wird.
40 :
4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB als Stickstoffquelle 2 bis 4 Gew.-% eines
Fielschextraktes, eines Gemisches aus allen 20.Aminosduren in Aminoséure-Konzentrationen von
jeweils 2 gfl, oder 2 bis 4 Gew.-% von. Casaminoacid in Gegenwart von Tryptophan, als Kohlenstoff-
quelle 1 bis 3 Gew.-% Malzexirakt, Mallose, Galaktose, Lakiose, Mannit, Glucose, Glycerin oder
45 Kombinationen von Lakiose mit Maltose, Galaktose mit Maltose, desweiteren 0,25 bis 1 Gew.-%
Calciumcarbonat oder 0,25 bis 0,6 Gew.-% Calciumhydroxid in das Fermentationsmedium eingebracht
und bei Verwendung von Casaminoacid noch Vitamine wie Biotin, Nicotins&ure, Thiamin, PyridoxinxHCI
und Calciumpaniothenat zugefligt werden, der pH-Waert vor der Fermentation auf 8,0 bis 7,0 eingestellt
und der Produktionsverlauf durch laufende Probenahmen Uberprlift wird.
50
6. Epidermin erhalien nach dem Verfahren des Anspruchs 3.

6. Als neuer Epidermin-erzeugender und gegen Epidermin resistenter Stamm Staphylococcus epidermidis
DSM 3085.
55
7. Staphylococcus epidermidids DSM 3095 mit folgender Charakterisierung
Gramfiirbung : positiv
Zellgrége : ' Durchmesser 0,5-0,8 Lm
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- 33 - 1, 2-Propyl ene glycol 50 g Acrylic acid

pol ymer (Carbopol 934(R)) . 1.2 g Methyl p- hydro
1.6 g Propyl p-hydroxybenzoate . EP 0 181 578 B1 E EE@‘M lll’H“l
. g.s. Sodium hydroxide solution . ad . sed
- wat er ad 100 g Preparation: The specified
quantities of excifolosiatgrifee 10 sti rr ea Timm Quitkmesterof water; the epidermn
i's dissolved in a Awsseberdsr dlonn2- pr oglpherifiszagdyic dir Mitedeieih erhf@nai ni ng wat er,
and this sol uti on Kolpnigafatben: stirred i g8uidhe wpigni shed gel is honogeni sed once
nor e. - 34 - L nKéfuthe figur e it Eing 9@"59’%19?1'3?“9!&56“9@&"%&& gf’%lm of
the acid tofal Boysnt e of epi der r‘FFfrP’”t Q?SF'F'C'?,‘*EP 51"%‘%“6?1‘9‘921@‘?'?‘1 amalysg)
nm 5 Figure 2: Get%‘a?f?ﬁeéwﬁ? F‘ asroben Bedingungen
dt"’%ueé‘cs
era

N- pent af | 9 Lysggym
P n“3;°&2?5’"@§%am okl o e e@h‘@%ﬁf%f%? B Chptn

i soth i th ;
(5050 et gzr[e sk s,ssbegz@ oLe up s gkuu};fﬁg% Tyt i

ng/m). Figure 4. Infra-red spectru nmaptasswm romd

tablet. 15 Fi gur §pper fisti-Ghnatiic! ear o@geem%&smecgmummeew Qﬂ'ﬁaﬁﬂuﬁlcﬁl@@

my/ 0.5 m [ err] - iyBRideidneh BRRbe ssfehlor Rtk kebrgllr ¢ O: 15C nucl ear
resgnance sgectrumof epidermn (40 ng/0.5 m [err],

[ err]-di met hylgf oasiBakerl@le AHBinfitteldiiForeitdiydh QektnhbRAget dar@h feinghl rGhalt atHlﬂ:aﬂermin gemis
chr omat ogr am of gpdér Nind 2018bdnaiblicherBragha palod&rlBisftd®ax3. 9 m). Mbile

phase: A=acetonitrile/0.01 M [err] (10/90), B=aceto- nitrile/0.01 M[err]
(70/30); line® Epidechhieatr Vefvedddfg & antibdk@08teBMittel. 30 m nutes, flowrate 2

m ¥+ n. 25 20Fi gure 8: 13C nucl ear resonance spectrum of the-fragment P2

(12 ng/ 0.5 m Clgimsr], [err]-di nethyl forpam de, 100.6 MHz, 38300 pul ses)
Figure 9: Isolation of epi der m n. F| gure 10: Conpari son of t he nedi a

terns of 30 1. Antlipiigally, Eﬁ*fY?ert‘Hep VERRER 155, (ﬂPE'P’F"é{‘ HF&‘?“FI%G& %‘? ﬂ%%&;%{jﬂ'm acid
activity agai nstComPesitiorAse (- fre fid Ay (%Id‘é%@blﬁ? @:iFh B (9 Lamfa; 4 )» Dhb (1),
I nfusion [e¥r] 39 Hedr®aRirpipb-Coyswieg ¢ wRedievie o /% gpyress [err]
3% neat extract 2% nmalt extract 0.37%[err] Figure 11: Course of
fermentation on a 10 litre scale [err] pH curve

o/ 30
35
40
45
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Jerr] nunber of living bacteria - 35 - [err] activity against

Strept ococcus pyogenes ATCC 8668 Figure 12: Corrparl son l‘ "{ Irom
the literature with resistant cl oneEEﬂ\qg’i%? f mm'"m Hmml
nunber of |iving bacteria (continuo ne and activity abainst*

M crococcus | uteus ATCC 9341 (broken Ilnes) [err] strain known from the
literature [err] resistant clone 10 Figure 13: Addition of epidernin at
various grow h phases in St aphﬂE&BoEEGghéﬁf‘H%‘Fmdl s NCI B 11536. Curve 1:
normal growth pattern Curve ZH,addit+o8 -of—+6—pg/ Ol of epidermin at the
start of the logarithmic phaie results in |ysis. Ll Curve 3:

additionsof 10 p /rqr of epld rmnin the mddle o the | ogarithmc phése
also results in Pyst& A& “B-CRabiver Bﬁeofl? M1 799 of epidermin in

the m ddle of the I|ogarithm(§&)phase | eads 20 (R) to rietardation of

grow h. Figure 14: Addition of epidermn at various growth phases in the
resultant clone_DSM 3095. Curve 1: normal growth patterd, identical to the
strain N& B 11?56. 25 Curve 2: addition of 120 pg/m of epiderm n at

the beginning ¢f the logarithm c phase produces only a slight retardation
of growth. Curye 3: Cl.ﬁddltIBQpleQBYi;@QnLﬁ{&LL{g of epidermn in the mddle of
the logarithm ¢ phase’ again 3 results only in a retardation of

gr awt h. Jgure 15: Gas chrorrat ogram of the N-propyl ester of

N- pent af ["'uor opy ofg J¢HH—am ﬁo—&e-n—ek—dsza total hydrolysate of H on
Chirasil-Val. Terrpelrature prograrme mnutes at [err], 35

I sothermc, the er carrler gas H2 - 36 - Patent
dains 1. A"tIT"f)l%t |C8aIPI"'9 §E¥|%" %4) d&'kmown as epi dernin,
cheract egd sed by t¢s foll ow ng am (® aci d corrp05|t|cn: Asn (1), Pro (1),
Ay (2), Ala 5 (2), Ile (2), Phe (2), Lys (2), Lan (2), [err]-Me-Lan (1),

Dhb (1), Tyr (1), S (Z-amnovinylj-Drcysternme (I)w th the foll ow ng
primary structyre: meso-Lanthionine [ERR] [err] [ err]-Methyl | ant hi oni ne
$H3 meso-Lanthionine
26 .
?n CHz 8 CHZ
| | (s) | (@
—HN-C-CO-Gly-HN~CH-CO-Phe-Asn-HN-CH~CO-Tyr -HN~-CH-CO-NH-CH
< (2) (s) | (R) I

S-(2-Aminovinyl)-D-cysteine

35 whilst the halves of the individual thioetheramino acids closer to the N-terminus are of D
configuration.
X/ 2. Epidermin as claimed in claim 1, characterised by the following additional parameters:
i 1. Nature: colourless powder;
40 2. Solubility: very readily soluble in mixtures of water/glacial acetic acid or methanol/glacial acetic

acid, soluble in lower alcohols, insoluble in chioroform, acetone, diethyl sther, petroleum ether;

3. Colour reaction on silica gel plates: -Ninhydrin, chlorine/TDM [TDM =4,4"-bis-{dimethylamino)-
diphenylmethane], orcin/sulphuric acid, anisaldehyde/sulphuric acid. Non-destructive detection in UV
light at 254 nm and by spraying with water;

46 4. Thin layer chromatography: ready-made silica gel plates 80 Fzsq (Merck) were used.
System A: chioroform/methanol/17% ammonia (2/2/1), Re = 0.73
System B: chloroform/methanol/17% ammonia (70/35/10) Re = 0.30
System C: n-butanol/giacial acetic acid/water (4/1/1) Rg = 0.05
5. HPLG: see Fig. 7.
50 6. Stability: stable from pH 2 to pH 7, but a sharp drop in activity occurs at higher pH values;

7. Molecular mass: in the region of 2160 (without anions);
8. Ultra-violet absorption spectrum: in agusous solution, long-wave maximum at 267 nm (Fig. 3);
9. Infra-red absorption spectrum: IR spectrum of a sample in a potassium bromide tablet (Fig. 4);
10. Nuclear magnetic resonance spectra 'H-NMR spectrum: Fig. 5, 1*C-NMR spectrum: Fig. 6.
65
3. Process for preparing, isolating and purifying the antlblotlc epidermin, as claimed in claims 1 and 2,
characterised In that Staphylococcus epidermidis DSM 3095 is grown aerobically at 3437°Cin a
complex nutrient sclution consisting of 2-4% of a nitrogen source such as meat extract, 1-3% of a
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[ERRl [err] meso- Lant hi oni ne [ ERR] - 37 - whilst the hal ves of the
i ndi vi dual thioetheram no acids closer to the N-term nus
configuration. 2. Epi dermin as cl aigFaig1s78imi m 1, Chaﬂmlm ’l’%’”””@"’
the following additional parameters: 1. Nature: colourlfes$s po
Solubility: wvery readily soluble in m xtures of water/glacial acetic acid
or net hanol / gl asugat or50@gar alcohol asafwesoince aidadbon sroll 0.85/te1% 10f & carlonate breiton 0125 fo 0.5% of a
i nsol ubl e i n chhysiraxide rofrpn alsalihe parth rétdt thyd, alter vemavalmé the elisuand diokganic sdts, in order to
Ool our react i onisoiatedhe dcive sybtanse faroed, thelulig dguonis eiifier exbiacted Withvr-pateii=at pH 8, the
-bi s- (di met hyieneheiest is evaporated, the regidye, isyfjssplediimmeth pefhanclang ithe/ solytignHe freest Teomy lipid
anl sal dehy@e/ suP naets é’&leﬂ’ef RIgFiPitpEy E_ljblslt(?ét‘*@jé’i"b(%‘f’!f"&ﬁ‘? baged jon peryjaie o, polystysene,
nm.and by spr ayi"’ t{p idermin s 'e'e‘ﬁ? 'F‘é psin wiihgneiang)ie ate?é higrggreid
silica 20 (99; Hhe lgttogés qu%a&s ?ngc Q]rate g ﬂlon in vaguo, and the

chl or of or i met hSABFY X LH-20 with
chl or of or n_ net h

8
a}y ala ﬂ %ﬁa%g igh pepﬁ? % ids
A n'1l ats l i ent stributi ordu o to ich
C. n-but anol/glﬁy qu%q S‘tp | em of g-butanol ? - qedtic 4cid
HPLC: see Fig. wmch ,gﬁ g,,ngr q?ae.{tg s co Inf) the
~drop in activi t;{ moniym ace

dermin ls af‘e‘alé Q'&olourless

mass: in the regdv,;ag,fgfn tgelgg)dtéwfp Mry,ﬁdﬁl ons) . ra viol et absorption
speg¢trum 4 n aqueous sol ution, |ong-wave maxi rmm at 267 nm(Fig. 3); 35
9. | nf r a- ree drREsEs P LieiBd HP OGN 3) Fharaddisddile @at, Wsi@bgen s6dH) bA%I By Weight of a meat

pot assi um br om egradtaddmiure( dfiall) 20 dhhino acids- in 3fine adi€) concenbdatibh6r2 dIRGHPEtH 4% by weight of
resonance spect taarhino adgd iNiie sependcrofl trypidphay, arfm, as kaGorNdirce p &cI% byrveibitt @f mét exBact,
Process for premaliossgalatiee] atibseg mamdiolp giudobeyighgertl drivembindtivlsi aft lactose vithl @raltasa,, or

as~cl ai meckoi n chaleciues Witamaltos, awh@2Bot18F bis weight of ¢aleim Stbapte/draXA5de 0§% by weight of
epi der mi di s DSMaBBOBhdoXide erintaducedintodhe fgrmpntatin nfedipm Iand  if casapminaabid js used. vitagnins
sol ution consi s¥ch@s §iotn nicotinist ackd, Hlianingg e¥ridexner e 2 iugisPafisthpnatec arp gdded. the pbi,

of a sugar or value Is adjusted to 6.0 to 7.0 before fermentation and the course of production is menitored by
continuous sampling.
25
5. Epidermin obtained by the process claimed in claim 3.

6. As a new epidermin-producing strain which is resistant to epidermin, Staphylococcus epidermidis DSM

: 3095.
-/ 30 :
7. Staphylococcus epidermidis DSM 3095 with the following characteristics:
Gram coloration : positive .
Cell size : 0.5-0.8 um in diameter
Colony size : about 1 mm in diameter
36 Appearance of colonies :  smooth, glossy, slightly raised in the centre
Colour of colonies : greyish-white
Cells in culiure : often single cells or groups of two, seldom larger clumps
{ Haemolysis : cultures spread on biood slides showed strong hasmolysis
- Anasrobic growth : the sirain grows even under anaerobic conditions
40 Lysozyme sensitivity : the cells are resistant to lysozyme in quantities of up to 2 mg/mi
Lysostaphin sensitivity : the cells are sensifive o lysostaphin sven in quantities of 20 ug/ml
Epidermin resistance :. demonstrated .up fo 1 mg/mi
Other resistances : - “.._in liquid culture the strain shows a marked resistance to Streptomycin
' {up.to 1 mg/ml) and Spectinomycin (0.5 mg/ml)
45 Increased NaCl content:  the strain still grows well with a sodium chloride content of up to 15%
by weight,

the colonies or the spread-out cultures being adhesive.

8. Antibacterial pharmaceutical preparations, characterised in that they contain épidermin as claimed in
50 claims 1 and 2 together with conventional carriers and/or excipients.

9. Epidermin for use as an antibacterial agent.

Revendications .

66
1. Polypeptide & activité antibiotique, dénommé épidermine, caractérisé par la composition suivante: Asn

(1), Pro (1), Gly (2), Ala {2), lle (2), Phe (2), Lys (2), Lan (2), 8-Me-Lan (1), Dhb (1), Tyr. (1).S-(2-
Aminovinyl)-D-cystéine (1) avec la struciure primaire suivante:
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10 sugar al cohol as the source of carbon and 0.25 to 1% of a c
and/or 0.25 to 0.5% of a hydroxi de of an alkaline earth™metal, then, after

renoval of the cells and inorganic gpbtygs stgperder to |so “E‘“mmtﬁm\
substance forned, the culture Ilquor 15 is-either extrac 3
at pH 8, the but anol extract is evaporated, the residue is =l $soFvelY in

nmet hanol and the solution is freed fromli p|d contam nants by et her
precipitation or it is treatedmésohlpothherindased on acrylate or

pol ystyrene, 20 whilst the a—%seasbed-sm—de-ﬁmwcsx of el eased fromthe resin
wi t h net hanol / concentrat ed h’y rochloric acid (99: 1), the solution is then
neutrali 8ed with anmmoni a and! concentrated by evaporation in vacuo, and the
i sol at ed mat er i &-Iedalakmm CHR-E0-%ysyBheel ket M CH-C0geh chr onat ogr aphy

[ Sephadex LH 20 with methangdy acetic acid (95: 5)) in orjder to separate off
ot her | ow nol ecul ar wei ght peptides, am no acids and dalts, and then

subj ect ed to muljtiplicative countercurrent distribution accordl ng to Craig,
in which™irst | i qHid- i firimét3grlignthitding on is effected usi ng a syst em
of n-butanol /et hyl icetatelo 1 N acetic acid (3:1:3) in which epidermn is
| eft on the basql | and subsequently in a second distribution using the
neutral system (ﬁd ROTTO 05 N a Rum acetate (1:1), the pure 35
epldermp is isqglategd as a coI ourle S povvder fromthe eluate by
freeze-drying. d |n n claim3, characterised in
that, as ni trogeﬁms rE‘é P’?’ Mgﬁ§ )g# extract, a m xture of

al | 20 am no acids {8 amino acid ch&entratlons of 2 g/l, or 2 to 4% by

wei ght of 5 asam no acrad rn the presence of trypt ophan, and as carbon

source l2to 3% Hy \A%cheroésmatn ﬁ%ﬁﬁﬁ'{i mal t ose, gal actose, | actose,

manni tol, gl ucoge or conbi natlons of lactose with maltose, or

gal actose with rel t 68e, and 0. o To byS Wer gt —oT Calcr UTRaED car bonat e
or 0.25 to 0.5% by i ght of cjl ci um hydr oxi degggre i nt roduded into (ghe

fernmentati on nedi and, if casamno acid is used vi tan ns such as biotin,
ni cotini¥€ acid, 'tHHT QﬁﬁﬂeGlipm'@icﬁ’ePP@A%dﬂ% S CORTFRNR r%ﬁ‘é‘n'la'@
added, the pH val ugzis adj ustedgo 6.0 15 7.0 before fmrmental i on and
the course of production is nonitored by contl rmgus_san@gmg-.—sq—-—cn

"Epi derm n obtai ned by the process clainmed in claim3. 20 6. As new
eRi derni n-produci ng strain which is resistantSt@- é{i‘ﬁ-&@?#i‘&'\l) Q‘aﬁfﬂﬂé&é’&ccus
epl derm di s DSM 3095. 25 7. St aphyl ococcus epiderm dis DSM 3095 with

the follow ngdaﬁ??eﬁ@eﬁe@ rnlloﬁféé @S¢ différonts acides thiodtheraminés les plus proches de l'extrémité N soet
' chacune de configuration D.

3 2. Epidermine selon la revendication 1, caractérisée par les paramétres supplémentaires suivants:
1. nature: poudre incolors;
2. solubilité: trés soluble dans des mélanges sau/acide acétique glacial et méthanol/acide acétique

- L glacial, soluble dans les alcools inférieurs, insoluble dans le chloroforme, 'acétone, le diéthyléther,
{'éther de pétrole;
40 3. réaction colorde sur des plaques de gel de silice: ninhydrine, chlore/TDM (TDM = 4,4'-bis-

(diméthylamino)diphénylméthane), orcine/acide sulfurique, amsaldéhyde/aclde sulfunque Mise en
évidence non desfructive & la lumidre UV 3 254 nm et par aspersion d'eau
4, chromatographie en couche mince: utllisamon de plaques de gel de smce 60 F2s4 (Merck) prétes

a I'emploi.
45 Systeme A: chloroforme/méthanollammomaque a17% (2/211), RF = 0,73
systéme B: Chloroforme/méthanol/ammoniaque & 17% (70/35/10)  RF = 0,30
systéme C: n-butanol/acide acétique glacial/eau (4/1/1) RF = 0,05

5. CLHP:. voir figure 7;
6. stabilité: stable de pH = 2 & pH = 7, aux pH supérieurs apparition d'une forie chute de I"acfivité;
50 7. masse molaire: dans le domaine de 2160 {(sans anions);
8. spectre d'absorption ultraviolet: en solution aqueuse maximum aux grandes longueurs d'onde 2
267 nm (figure 3); ‘
9. specire d'absorption infrarouge: spectre IR d'un échantillon dans une pastiite de bromure de
potassium (figure 4);
65 10. spectres de résonance magnétique nucléaire spectre RMN-*H: figure 5, spectre RMN-13C: ﬂgure
6.

3. Procédé de préparation, isolement et purification de I'antibiotique épidermine selon les revendications 1

26



G am col oration . positive Cell size

0.5-0.8 [err] in dianmeter 30 _ Col ony size s‘ I‘““ mmﬁummﬂ

i n di amet er Appearance of col onies qu-;gﬁgmcmh gl os )‘I d
in the centre Col our of col onies- - greyi sh white Cell's 'n Culture
. often single cells or 35 . groups of two,
sel dom | ar ger C|qg?q:pgracténsﬂaem)qu@taphylococcus epidermidis DSM 3095 et gultivé ggvggp@'gpja entre 34
bl ood slides sheh8d Geans tep WMU}TEW%COAW&@: Gonsistagiren\@ 4% d'une source d'azoeffelle qu'un
strain grows ev@ftrqgmeqancg 1 & 3% d'un sucre ou d‘un alcool de sucre comme source g eaFhopg et 0.25 2 1%
condi ti ons LysoZHfecedansig ¢toyi02h & 0.5% d'un hygrppeyde. diun snéla e!ca*'@%?r@%rh beujion de culture,
| ysozyne irf quar?P'l'ef P'!—S%"aﬁ?" celfylos efgos spis '85’%8 {Splersia Substance; ieformée,ss guite

cellLs are sensit olépHB rauta utanol e vaporé Is résidu e et anol
even in quantit |eé % tl TgB da Iﬂ"}uﬁ gégl gt;fﬁ&feprégipitaﬁon al zedes
up to 1 my/ini QO 'P‘*”P u Cé polystyori, Iqpiiemming g a°'%ha| %,P par
shows a nar SO Iuton ans un m nge méthanol/acide ¢hlorhydrique' concen a SO utlon e ensulte

n;< tralisée & 'am ue pt nce trée sous vide, ol gs& chr phids
streptomyelh (uld B AT SR S LS gg;?,gf dipha et
content poptfdes bé Mgl plid Jnol@éu tres acides aminés et d'autres sels, puis soumis 2 une
vell with a sodlsamemm RSt PN ERI-cRfant M3ioh Gralep Har YaqUéb kY séphritdn GGUidIlg@Se o
t he spread-out W§Mh3$ baehoNEsREREEd 28ique D, 1 (3:1:3 64 rBsRd 1Bklisdd, dans taquelle Pépidermi-
phacimaceut igal meapad ali ideRR, pad AERCINST debiide isBpatdion atcbay spadtialnsutre ButhasiZiatstate
as clainmed in cldmimnidm apd N(1i1pGicheit delEbideany eib iestrobleng at Fépieibsnirenast Boiée sous
exci pi ents. 30 Yorme dpouderintbiore Bgartiudec'éltast paniyephlisaiect eri al agent .

: 4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que I'on introduit dans le milisu de fermentation
Nee 20 comme source d'azote 2 & 4% en poids d'un extrait de viande, d'un mélange de tous les 20 acides
aminés en des concentrations en acides aminés de 2 g/l & chaque fols, ou 2 & 4% en poids de
casaminoacide en présence de tryptophane, comme source de carbone 1 & 3% en polds d'extrait de
malt, maftose, galactose, lactose, mannitol, glucose, glycérine ou des combinaisons de lactose avec du
maltose, de galactose avec du maltose, en outre 0,25 & 1% en poids de carbonate de calcium ou 0,25
25 a 0,5% en poids d'hydroxyde de calcium, et lors de [utilisation de casaminoacide, en outre des
vitamines comme la biotine, I'acide nicotinique, la thiamine, la pyridoxinexHCI et le paniothénate de
calcium, on régle le pH entre 8,0 et 7,0 avant la fermentation et on surveille le déroulemsent de la
production par des préiévements continus d'échantillons.

] so B. Epidermine obtenue par le procédé selon la revendication 3.

6. Staphylococcus epidermidis DSM 3095 en tant que nouvelle souche productrice d'épidermine et
" résistante & I'épidermine. :

35 7. Staphylococcus epidermidis DSM 3095 avec la caractérisation suivante

coloration Gram: positive
taille des cellules: diamétre 0,5-0,8 um
taflle des colonies: diamétre d'environ 1 mm
e aspect des colonies: lisss, brillant, Iégérement relevé au milieu
40 couleur des colonies: blanc-grisatre
collules en culiure: souvent cellules isoldes ou groupes de deux, amas plus imporiants
rares
hémolyse: . les cultures étalées sur des plaques de sang ont présenté une forte
hémolyse
45 croissance anaérobie: la souche croft aussi dans des conditions anaérobies
sensibilité au lysozyme: les cellules sont résistantes au lysozyme jusqu'a 2 mg/ml
sensibilité 2 la lysostaphine:  les cellules sont sensibles 2 la lysostaphine dés 20 ng/ml
résistance & 'épidermine: mise en évidence jusqu'a 1 mg/ml
autres résistances: en culture liquide la souche présente une résistance marquée a la
80 streptomycine (jusqu'a 1 mg/mi) et & [a spectinomycine (0,5 mg/mi)
teneur en NaCl élevée: la souche cro®t encore bien jusqu'a 15% en poids de chlorure de
sodium,

les colonies ou cultures étalées étant collantes.

§5 8. Préparations médicamenteuses antibactériennes caractérisées par une teneur en épidermme selon les
revendications 1 et 2 en plus des véhicules et/ou adjuvants habituels. :

8. Epidermine utilisable comme agent antibactérien.
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