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Menetelmia valmistaa farmakologisesti arvokkaita trisyklisia
yhdisteita - Forfarande for framstidllning av farmakologiskt
viardefulla tricykliska foreningar

Tamin keksinnén kohteena on menetelmd valmistaa farmakologi-
sesti arvokkaita trisyklisia yhdisteitd, joiden kaava on

(I)

jossa
R3 on allyyli, kun n = 1 ja
R3 on metyyli tai allyyli, kun n = 2.

Keksinnén mukaan saaduilla trisykloyhdisteilla on farmakologi-
sia aktiivisuuksia kuten immunosuppressiivinen aktiivisuus,
antimikrobiaalinen aktiivisuus ja vastaavia, naiden valmistus-
menetelmi, niaitid sisdltdva farmaseuttinen seos ja naiden
kaytto.

Kisilla olevasta keksinnostd huomattakoon, ettd tama keksinto
saa alkunsa ja perustuu erdiden uusien spesifisten yhdistei-
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den, so. FR-900506, FR-900523 ja FR-900525 -aineiden ensimmii-
seen ja uuteen léytdmiseen. Tarkemmin sanoen FR-900506, FR-
900523 ja FR-900525 -aineet eristettiin ensimmiisen kerran
puhtaassa muodossa kasvatusliuoksista, jotka saatiin fermen-
toimalla uusia streptomyces-sukuun kuuluvia lajeja.

FR-900506, FR-900523 ja FR-900525 -aineiden kemiallisia raken-
teita koskevien laajojen selvitystutkimusten seurauksena tamin
keksinnén keksijit ovat onnistuneet mididrittimiin niiden yhdis-
teiden kemialliset rakenteet ja valmistamaan timin keksinnodn
mukaisia trisykloyhdisteiti.

Tamdn keksinndén mukaiset uudet trisykloyhdisteet voidaan
esittdid seuraavalla yleiskaavalla (I)

(I)
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jossa

R1 on hydroksi tai suojattu hydroksi,

R2 on vety, hydroksi tai suojattu hydroksi,

R3 on metyyli, etyyli, propyyli tai allyyli,

n on kokonaisluku 1 tai 2, ja

viiva- ja katkoviivasymboli on yksinkertainen sidos tai kak-
soissidos,

ja niiden suolat.

Kohdeyhdisteistad (I) havaittiin seuraavien yhdisteiden muodos-
tuvan fermentaation avulla.

(1) Yhdiste (I), R3 on allyyli ja n on kokonaisluku 2; tialle
yhdisteelle on annettu nimeksi FR-900506;

(2) Yhdiste (1), R3 on metyyli ja n on kokonaisluku 2; talle
vhdisteelle on annettu nimeksi FR-900523 (toinen nimi:
WS 723B); ja

(3) Yhdiste (1), R3 on allyyli ja n on kokonaisluku 1; talle
vyhdisteelle on annettu nimeksi FR-900525.

Taman keksinndn mukaisesta trisykloyhdisteestd (I) huomatta-
koon, ettd ne voivat esiintyd yhtend tai useampana konformee-
rina tai stereoisomeerisena parina kuten optisina ja geometri-
sina isomeereina johtuen asymmetrisesta hiiliatomista (ato-
meista) ja kaksoissidoksesta (sidoksista). Myos tdllaiset
isomeerit sisaltyvat tamdn keksinnén piiriin.

Timin keksinndn mukaisesti kohteena olevat trisykloyhdisteet
(1) voidaan valmistaa siten, ettd viljelladn mikro-organismia
Streptomyces tsukubaensis (FERM BP-927) tai Streptomyces

hygroscopicus subsp. yakushimaensis (FERM BP-928) ravintoalus-

tassa ja otetaan talteen yhdiste FR-900506, jonka kaava on
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CH,-CH=CH,

OCH3 OCH3

ja/tai yhdiste FR-900523, jonka kaava on

OoCH

3 OCH3

ja/tai yhdiste FR 900525, jonka kaava on
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OCH, OCHg

Seuraavassa on yksityiskohtaisesti esitetty taman keksinnén
mukaisten trisykloyhdisteiden (I) valmistusmenetelmia.

(I) Fermentaatioprosessit:

Tamian keksinndén mukaiset aineet FR-900506, FR-900523 ja
FR-900525 voidaan siis valmistaa fermentoimalla ravintoalus-
tassa yhdisteitd FR-900506, FR-900523 ja/tai FR-900525 tuotta-
via kantoja, jotka kuuluvat streptomyces-sukuun kuten Strepto-
myces tsukubaensis no. 9993 ja Streptomyces hygroscopicus
subsp. yakushimaensis no. 7238 - kantaja.

Seuraavassa on esitetty yksityiskohtia mikro-organismeista,
joita kAytetian aineiden FR-900506, FR-900523 ja FR-900525
tuottamiseen.

[A] Tamin keksinnoén mukaiset aineet FR-900506, FR-900523 ja
FR-900525 voidaan valmistaa fermentoimalla ravintoalustassa
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aineita FR-900506 ja/tai FR-900525 tuottavaa kantaa joka
kuuluu streptomyces-sukuun kuten Streptomyces tsukubaensis no.
9993 kantaa.

MIKRO-ORGANISMI

Mikro-organismi, jota voidaan kayttaid aineiden FR-900506
ja/tai FR-900525 tuottamiseen, on streptomyces-sukuun kuuluva,
ainetta (aineita) FR-900506 ja/tai FR-900525 tuottava kanta.
Ndistd Streptomyces tsukubaensis no. 9993 kanta on #skettidin
eristetty Japanissa, Toyosato-cho, Tsukuba-gun, Ibaraki
Prefecture, keratystid maandytteestd. Tédmén eristetyn Strepto-
myces tsukubaensis no. 9993 kannan lyofilisoitu niayte on
talletettu Fermentation Research Institute -laitokseen, Agency
of Industrial Science and Technology (No. 1-3, Higashi
l-chome, Yatabemachi Tsukuba-gun, Ibaraki Prefecture, Japan)
talletusnumerolla FERM-P-7886 (talletuspaiva: 5.10.1984) ja
sen jalkeen siirretty Budapestin sopimuksen mukaisesti samaan

talletuslaitokseen 19.10.1985 uudella talletusnumerolla
FERM BP-927.

Huomattakoon, ettd uuden yhdisteen (yhdisteiden) FR-900506
ja/tai FR-900525 tuotto ei ole rajoitettu nimenomaan tidssi
Yhteydessa kuvatun organismin kdyttédén, vaan taman organismin
kdyttd on annettu ainoastaan havainnollisuuden vuoksi. Tami
keksint6 sisdltdd myés minkd tahansa mutantin, joka kykenee
tuottamaan aineita FR-900506 ja/tai FR-900525 kdytdn, mukaan
lukien luonnon mutantit seka keinotekoiset mutantit, jotka
voidaan valmistaa kuvatusta organismista tavanomaisin keinoin
kuten siteilyttamallad réntgensdateilld, ultraviolettisateily-
tykselld, kdsittelemdlld N-metyyli-N'-nitro-N-nitrosoguanidil-
la, 2-amino?uriini11a ja vastaavilla.

Streptomyces tsukubaensis no. 9993 kannalla on seuraavat
morfologiset, biologiset, fysiologiset ominaisuudet ja vil je-
lyominaisuudet.
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(1) Morfologiset ominaisuudet:

Tiassa taksonomisessa tutkimuksessa kdytettiin paaasiallisesti
Shirlingin ja Gottliebin kuvaamia menetelmid (Shirling, E.B.
ja D. Gottlieb: Methods for characterization of Streptomyces
species. International Journal of Systematic Bacteriology, 16,
313 - 340, 1966).

Morfologiset havainnot tehtiin valo- ja elektronimikroskoo-
peilla viljelmilld, joita oli kasvatettu 30°C:ssa 14 paivaa
ohrajauhoagarilla, hiivamallasuuteagarilla ja epdorgaaniset
suolat - tarkkelysagarilla. Kypsdt sporoforit muodostivat
Rectiflexibiles-rakenteita, jolloin jokaisessa ketjussa oli
10 - 50 tai yli 50 itidtd. Elektronimikroskoopilla havainnoi-
taessa itidt olivat pitkinomaisia tai sylinterimdisia ja
kooltaan 0,5 - 0,7 x 0,7 - 0,8 pum. Itididen pinnat olivat
sileiti.

(2) Viljelyominaisuudet:

Viljelyominaisuudet tutkittiin Shirlingin ja Gottliebin edella
kuvaamalla ja Waksmannin kuvaamalla kymmenellad eri alustalla
(Waksman, S.A.: The actinomycetes, vol. 2: Classification,
indentification and description of genera and species. The
Williams and Wilkins Co., Baltimore, 1961).

Inkubointi suoritettiin 14 pdivan aikana 30°C:ssa. Tdssd tut-
kimuksessa kaytetyt varien nimet perustuivat Guide to Color-
standardiin (kdsikirjan julkaisija Nippon Shikisai Kenkyusho,
Tokio). Pesikkeet kuuluivat harmaaseen varisarjaan kasvatetta-
essa ohrajauhoagarilla, hiivamallasuuteagarilla ja epaorgaani-
set suola - tirkkelysaragilla. Liukoista pigmenttid muodostui
hiivamallashuteagarilla mutta ei muilla alustoilla. Tulokset
on esitetty taulukossa 1.



Kannan no.
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Taulukko 1
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9993 ja Streptomyces misakiensis IFO 12891 kannan
vil jelyominaisuudet.

Vil jelyominaisuudet

Alusta no. 9993 IFO 12891
ohrajauhoagar G kohtalainen kohtalainen
A harmaa harmahtavan valkoinen
R vaalean punertava variton
S el ei
hiiva-mallas- G kohtalainen kohtalainen
uuteagar A vaalean harmaa harmaan valkoinen
R himmed punertava vaalean ruskea
oranssi
S himmed punertava ei
oranssi
epaorgaaniset G kohtalainen kohtalainen
suolat - tarkke- A vaalea keltaisen harmahtavan valkoinen
lysagar oranssi
vaalea harmaa
R tumma oranssi vaalea kellertdvian
ruskea
s ei ei
Glukoosiaspara- G heikko kohtalainen
giiniagar A valkoinen harmahtavan valkoinen
P R vaalean ruskea vaalea kellertidvan
e ruskea
:»' S ei vaalean ruskea
.".*. Glyseriiniaspa- G kohtalainen kohtalainen
) ragiiniagar A vaalean punerta- harmahtavan valkoinen
va-valkoinen
et . R vaalean punertava vaalea kellertavan
cee ruskea
’ S ei vaalean ruskea

-----
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9
Alusta no. 9993 IFQO 12891
Czapekagar G heikko runsas
A ei harmahtavan valkoinen
R vaalean punertava tumma oranssi - tumma
ruskea
S ei el
Ravintoagar G heikko heikko
A valkoinen, heikko valkoinen
R variton varitodn
s ei ei
perunadekstroo- G heikko kohtalainen
siagar A ei kellertavan harmaa
R vaalean punainen ruskea
S el ei
tyrosiiniagar G kohtalainen kohtalainen
A valkoinen harmahtavan valkoinen
- vaalean harmaa
R himmed punertava tumma oranssi - musta
oranssi
[ ei el
peptonihiiva- G heikko heikko
uuterauta-agar A ei ei
R variton variton
s ei ei
Lyhennykset: G = kasvu,
A = ilmamassan vari
R = vari k&antopuolella
S = liukoinen pigmentti
Soluseinimin analyysi suoritettiin Becker et al. (Becker, B.,

M.P. Lechevalier, R.E. Gordon ja H.A. Lechevalier: Rapid
differentiation between Nocardia and Streptomyces by paper
chromatography of whole cell hydrolysates: Appl. Microbiol.,

12, 421 - 423, 1964) ja Yamagutsin (Yamaguchi, T.:

Comparison

of the cell wall composition of morfhologically distinct

actinomycetes: J.

Bacteriol., 89, 444-453, 1965) menetelmilla.
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Kannan no. 9993 koko seinamdn hydrolysaatin analyysi osoitti,
etta mukana oli LL-diaminopimeliinihappoa. Tamin kannan solu-
seinamian uskotaan siten olevan tyyppia I.

(3) Biologiset ja fysiologiset ominaisuudet:

Kannan no. 9993 fysiologiset ominaisuudet madritettiin Shir-
ling ja Gottliebin kuvaamilla edelld mainituilla menetelmilli.
Tulokset on esitetty taulukossa 2. Kasvun lampdtila-alue ja
optimaalinen lampétila ma&ritettiin hiiva-mallasuuteagarilla
kdyttamédlla ld&mpotilagradientilla varustettua inkubaattoria
(valmistaja Toyo Kagaku Sangyo Co., Ltd.). Kasvun lampé6tila-
alue oli 18 - 35°C ja optimaalinen lampdtila 28°C. Maidon
peptonisoituminen ja gelatiinin nesteytyminen olivat positii-
visia. Melanoidipigmentin tuotto oli negatiivinen.

Taul ukko 2

Kannan no. 9993 ja Streptomyces misakiensis IFO 12891 fysiolo-
giset ominaisuudet.

Fysiologiset

ominaisuudet no. 9993 IFO 12891
Kasvun lampotila-alue 18 - 359C 12 - 35°c
Optimilampotila 28°¢ 289c¢

Nitraatin pelkistaminen negatiivinen negatiivinen
Tdrkkelyksen hydrolyysi negatiivinen positiivinen

Maidon koagulointi negatiivinen negatiivinen
Maidon peptonisointi positiivinen heikosti positiivinen
Melaniinin tuotto negatiivinen negatiivinen
Gelatiinin nesteytyminen positiivinen negatiivinen
HoS:n tuotto negatiivinen negatiivinen
NaCl:n sietokyky (%) < 3% 3% <, <5 %

»

Hiililahteen kaytto tutkittiin Pridhamin ja Gottliebin mene-
telmilla (Pridham, T.G. ja D. Gottlieb: The utilization of
carbon compounds by some Actinomycetales as an aid for species
determination: J. Bacteriol., 56, 107-114, 1947). 14 paivan
30°C:ssa tapahtuneen inkuboinnin jalkeen kasvu havainnoitiin.
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Yhteenveto tamidn kannan hiilildhteiden kaytdsta on esitetty
taulukossa 3. Kanta no. 9993 kykeni kayttamaan glyseriinia,
malto-osia ja natriumsukkinaattia. Lisdksi havaittiin epavarma
D-glukoosin, sakkaroosin, D-mannoosin ja salisiinin kaytto.

Taulukko 3

Kannan no. 9993 ja Streptomyces misakiensis IFO 12891 hiili-
lahteiden kaytto.

Hiilil&ahteet no. 9993 IFO 12891
D-glukoosi + -
Sakkaroosi
Glyseriini
D-ksyloosi - -
D-fruktoosi - -
Laktoosi - -
Maltoosi + -
Ramnoosi - -
Raffinoosi - -
D-Galaktoosi - -
L-arabinoosi - -
D-mannoosi t -
D-trehaloosi - -
Inositoli - -
D-mannitoli - -
- Inuliini - +
o Selluloosa - -
L. Salisiini t -
... Kitiini - -
) Natriumsitraatti - -
Natriumsukkinaatti + -
Natriumasetaatti - -

+ I+

Symbolit: +°: kAyttaa ¢+ : kayttada mahdollisesti - : ei kayta
Kannan no. 9993 mikroskooppiset tutkimukset ja soluseinaman

koostumuksen analyysi osoittavat, ettd tamd kanta kuuluu
sukuun Streptomyces Waksman ja Henrici 1943.

.....
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Tdta kantaa verrattiin sen vuoksi eri streptomyces-lajeihin
julkaistujen kuvausten valossa. [International Journal of
Systematic Bacteriology, 18, 69 - 189, 279 - 392 (1968) ja
19, 391 - 512 (1969), ja Bergy's Manual of Determinative
Bacteriology 8th Edition (1974)].

Vertailun tuloksena katsotaan kannan no. 9993 muistuttavan
Streptomyces aburaviensis Nishimura et. al., Streptomyces
avellaneus Baldacci ja Grein ja Streptomyces misakiensis
Nakamura -kantaja. Sen vuoksi verrattiin kannan no. 9993
viljelyominaisuuksia vastaaviin Streptomyces aburaviensis

IFO 12830, Streptomyces avellaneus IFO 13451 ja Streptomyces
misakiensis IFO 12891 -kantoihin. TamAn seurauksena kanta

no. 9993 muistutti eniten Streptomyces misakiensis IFO 12891
kantaa. Sen vuoksi kantaa noo. 9993 verrattiin edelleen Strep-
tomyces misakiensis IFO 12891 kantaan, kuten on esitetty
edella taulukoissa 1, 2 ja 3. Jatkovertailujen perusteella
kanta no. 9993 voitiin erottaa Streptomyces misakiensis

IFO 12891 kannasta jidl jempdnd esitetyissd kohdissa. Sen vuoksi
kantaa no. 9993 pidetdin uutena streptomyces-lajina ja sille
on annettu nimeksi Streptomyces tsukubaensis sp. nov., joka
viittaa Tsukuba-gun seudulta kerdttyyn maahan, josta organismi
eristettiin.

Erot Streptomyces misakiensis IRO 12891 kannasta

Kannan no. 9993 viljelyominaisuudet ovat erilaiset Streptomy-
ces misakiensis IRO 12891 kantaan verrattuna ohrajauhoagaril-
la, hiiva-mallasuuteagarilla, glukoosi-asparatiiniagarilla,
ctsapek-agarilla ja peruna-dekstroosiagarilla.

Kannan no. 9993 tarkkelyshydrolyysi on negatiivinen, mutta
Streptomyces misakiensis IFO 12891 kannalla taméd on positiivi-
nen.
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Kannan no. 9993 gelatiinin nesteyttdminen on positiivinen,

mutta Streptomyces misakiensis IFO 12891 kannalla taman on
negatiivinen.

Kanta no. 9993 on hiililihteistd kidyttad glyseriinia, maltoo-
sia ja natriumsukkinaattia, kun taas Streptomyces misakiensis
IFO 12891 ei voi niita kayttida. Kanta no. 9993 ei voi taas
kayttda D-galaktoosia ja inuliinia, kun taas Streptomyces
misakiensis IFO 12891 voi niita kayttaa.

AINEIDEN FR-900506, JA FR-900525 TUOTTAMINEN

Uudet tamin keksinnon mukaiset aineet FR-900506 ja FR-9500525
voidaan tuottaa viljelemdlld ravintoalustassa ainetta (ainei-
ta) FR-900506 ja/tai FR-900525 tuottavaa kantaa, joka kuuluu
streptomyces-sukuun (esim. Streptomyces tsukubaensis no. 9993,
FERM BP-927).

Yleisesti sanoen voidaan ainetta (aineita) FR-900506 ja/tai
FR-900525 tuottaa viljelem#lld ainetta (aineita) FR-900506
ja/tai FR-900525 tuottavaa kantaa vesipitoisessa ravintoalus-
tassa, joka sisdltdid assimiloituvia hiili- ja typpiladhteita,
parhaiten aerobisissa olosuhteissa (esim. ravisteluviljely,
pinnanalaisvil jely jne.).

Parhaana pidetyt hiilildhteet ravintoalustassa ovat hiilihyd-
raatteja kuten glukoosi, ksyloosi, galaktoosi, glyseriini,
tarkkelys, dekstriini ja vastaavat. Muita 1ahteitd, joita
voidaan kayttaid, ovat maltoosi, ramnoosi, raffinoosi, arabi-
noosi, mannoosi, salisiini, natriumsukkinaatti ja vastaavat.

Parhaana pidettyji typpildhteita ovat hiivauute, peptoni,
gluteenijauﬁo, pellavansiemenjauho, soijapavunjauho, maissin
liotusvesi, kuivahiiva, vehndnalkio, héyhenjauho, maapdhki-
nadjauho jne., sekd epdorgaaniset ja orgaaniset typpiyhdisteet
kuten ammoniumsuolat, (esim. ammoniumnitraatti, ammoniumsul-
faatti, ammoniumfosfaatti jne.), urea aminohappo ja vastaavat.
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Hiili- ja typpiladhteitd, joita tosin kaytetddn edullisesti
vyhdistelmdna, ei tarvitse kayttda puhtaissa muodoissaan, koska
kdyttoon sopivat mydés vahemman puhtaat materiaalit, jotka si-
saltavat hivenmddrina kasvutekijoéitda ja huomattavia midria mi-
neraaliravinteita. Haluttaessa alustaan voidaan lisdta mine-
raalisuoloja kuten natrium- tai kalsiumkarbonaattia, natrium-
tai kaliumfosfaatti, natrium- tai kaliumkloridia, natrium- tai
kaliumjodidia, magnesiumsuoloja, kuparisuoloja, kobolttisuolaa
ja vastaavia. Tarvittaessa, erityisesti kun viljelyalusta
vaahtoaa voimakkaasti, voidaan lisdtd vaahdonestoainetta kuten
nestemdaista parafiinia, rasvadljya, kasvidljyd, mineraalidljya
tai silikonia.

Jos aineita FR-900506 ja FR-900525 tuottaa suuria miarid, pi-
detddan parhaana pinnanalaisia aerobisia viljelyolosuhteita.
Pienten mairien tuottamista varten kidytetdidn ravistelu- tai
pintavil jelmada pullossa. Jos kasvu tapahtuu suurissa tankeis-
sa, on suositeltavaa kayttada organismin vegetatiivista muotoa
siirrostamiseen tuotantotankeissa, ettd vdltettdisiin kasvun
lag-vaihe aineiden FR-900506 ja FR-900525 tuottoprosessia.
Siten on toivottavaa tuottaa ensin organismin vegetatiivinen
siirroste siirrostamalla suhteellisen pieni maara vil jelyalus-
taa organismin itidille tai rihmastolla ja vil jelemdalla mai-
nittua siirrostettua alustaa, minkd jalkeen vegetatiivinen
siirroste siirretdin aseptisesti suuriin tankkeihin. Alusta,
jossa vegetatiivinen siirroste tuotetaan, on oleellisesti sama

tai erilainen kuin alusta, jota kdytetdadn aineiden FR-900506
ja FR-900525 tuottoon.

Vil jelyseoksen sekoittaminen ja ilmastus voidaan suorittaa
monilla eri tavoilla. Sekoitus voidaan saada aikaan potkurilla
tai samantapaisella mekaanisella sekoituslaitteistolla, pyo6-
rittamalla Eai ravistelemalla fermentoria, erilaisten pumppa-
uslaitteistojen avulla tai johtamalla steriilida ilmaa alustan
lapi. Ilmastus voidaan suorittaa johtamalla steriilid ilmaa
fermentaatioseoksen lapi.
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Fermentaatio suoritetaan tavallisesti lampodtilassa valilla
noin 20°C - 30°C, parhaiten 25 - 35°C:ssa, noin 50 - 150
tunnin aikana, joka voi vaihdella riippuen fermentaatio-olo-
suhteista ja mittakaavasta.

Niin tuotetut aineet FR-900506 ja/tai FR-900525 voidaan ottaa
talteen viljelyalustasta tavanomaisin keinoin, jota yleisesti
kdytetiain muiden tunnettujen biologisesti aktiivisten aineiden
talteenottamiseen. Tuotetut aineet FR-900506 ja FR-900525
voidaan siten eristiia ja puhdistaa rihmastosta ja suodoksesta,
jotka saadaan suodattamalla tai sentrifugoimalla viljelyliemi,
tavanomaisilla menetelmilld kuten vakevdéimalla alipaineessa,
lyofilisoimalla, uuttamalla tavanomaisilla liuottimilla,
pH-siadén avulla, kdsittelem#llsd tavanomaisella hartsilla
(esim. anioni- tai kationi-ioninvaihtohartsi, ei-ionillinen
adsorptiohartsi jne.), kdsittelemdlld tavanomaisilla adsorben-
teilla (esim. aktivoitu hiili, piihappo, silikageeli, sellu-
loosa, alumiinioksidi jne.), kiteyttamalla, kiteyttamalla
uudelleen jne.

AINEIDEN FR-900506 JA FR-900525 FYSIOLOGISET JA KEMIALLISET
OMINAISUUDET

Edella mainituilla menetelmilld valmistetuilla aineilla FR-
900506 ja FR-900525 on seuraavat fysikaaliset ja kemialliset
ominaisuudet.

FR-900506

(1) Muoto ja vari: valkoinen jauhe

(2) Alkuaineanalyysi: C: 64,72 %, H: 8,78 %, N: 1,59 %
’ 64,59 8,74 1,52
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(3) Varireaktio:

Positiivinen: seriumsulfaattireaktio, rikkihapporeaktio,
Ehrlichin reaktio, Dragendorffin reaktio
ja jodihoéyry-reaktio

Negatiivinen: ferrikloridireaktio, ninhydriinireaktio ja
Molishin reaktio

(4) Liukojisuus:

Liukenee: metanoli, etanoli, asetoni, etyyliasetaat-
ti, kloroformi, dietyylieetteri ja bent-
seeni

Liukenee niukasti: heksaani, petrolieetteri

Ei liukene: vesi

(5) sSulamispiste: 85 - 90°C

23
D

(7) UV-absorptiospektri: loppuabsorptio

(6) Ominaiskiertokyky: [a]

-73% (c = 0,8 CHlj)

(8) IR-absorptiospektri:
vCHCl 5: 3680, 3580, 3520, 2930, 2870, 2830,
max 1745, 1720, 1700, 1645, 1450, 1380,
1350, 1330, 1310, 1285, 1170, 1135,

1090, 1050, 1030, 1000, 990, 960(sh),
918 cm~1

.....

. (9) 13c NMR-spektri:
’ 5(ppm, CDClj): 212,59 (s) [196,18 (s) (169,07 (s)
{212,45 (s), {192,37 (s), {168,90 (s),
164,90 (s) 138,89 (s) (135,73 (d)
{166,01 (s), {139,67 (s), {135,60 (d),
132,52 (s) 130,27 (d) 122,87 (4)
{131,99 (s), {130,21 (d), (123,01 (d),
116,57 (t) 97,35 (s) 84,42 (d),
{116,56 (t) {98,76 (s),
77,79 (d) 75,54 (d) {73,93 (d)
{78,22 (d), [76,97 (d), (73,09 (d),
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{73,72 (d) {70,05
75,57 (d), 69,15

(53,03 (d) 48,85
53,13 (d), 48,62
39,40 (t)
31,58 (t), 30,79
26,46 (d), 24,65
14,06 (q) 9,69
14,23 (q), 9,98

spektri on esitetty

37803

(d) 56,75

(d),

(t) 40,33

(t), {40,84

(t), 27,72
{26,34

(t), 20,45
{19,73

(q)

(q),

taulukossa 1.

(10) 1y NMR-spektri: spektri on esitetty taulukossa 2.

(11) Ohutkerroskromatografia:

Stationadrifaasi

silikageelilevy

Kehitysliuotin

kloroformi
(10:1, v/v)

: metanoli

etyyliasetaatti

(12) RAineen ominaisuus: neutraali aine.

Rf-arvot
0,58

0,52

(d),

()
(a)

(t)
(t).
(q)
(q),

Rineen FR-900506 suhteen on huomattava, etta 13¢c- ja 1H-NMR-
spektrien mittauksissa talla yhdistella oli signaalipareja eri
kemiallisilla siirtymilla.

Niin karakterisoidulla FR-900506 yhdisteelld on edelleen
seuraavat ominaisuudet.

(1)

muuttuneet.

12¢ NMﬁ—spektrien mittaukset 25°C ja 60°C:ssa osoittivat
ettid eri signaalien kunkin parin intensiteetit olivat
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(ii) Ohutlevykromatografia- ja suuren suorituskyvyn nestekro-

matografia- mittaukset osoittivat,

etta FR-900506 esiin-

tyy yhtena ainoana t&planad ohutlevykromatografiassa ja
yhtena ainoana piikkin& suuren suorituskyvyn nestekroma-

tografiassa.

Tama valkoinen FR-900506 aine voitiin muuntaa kiteiseen muo-

toon kiteyttidmdlla uudelleen asetonitriilistai.

raavat fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet.

(1)

(2)

(3)

(4)

(%)

Muoto ja vari:

Alkuaineanalyysi:

Sulamispiste:

Ominaiskiertokyky:

13¢ NMR-spektii:
6(ppm, CDClg):

varittémia prismoija

Silla on seu-

C: 64,30 %, H: 8,92 %, N: 1,77 %
64,20 %, 8,86 %, 1,72 %,
127 - 129°c
[a]%3 -84,4° (c = 1,02 CHlj)

211,98 (s) {196,28 (s) 168,97 (s)
{211,74 (s), 1193,56 (s), {168,81 (s),
164,85 (s) {138,76 (s) (135,73 (d)
{155,97 (s), (139,51 (s), {135,63 (d),
132,38 (s) (130,39 (d) (122,82 (d)
{131,90 (s), {130,17 (d), {122,96 (d),
116,43 (t) 97,19 (s) 84,29 (4),
{98,63 (s),

77,84 (d) 77.52 (d) 69,89 (d)
{78,21 (d), {76,97 (d), {69,00 (d),
56,63 (d) 52,97 (d) 48,76 (t)
{54,87 (d), {52,32 (d), {48,31 (t),
40,21 (d) 31,62 (t), 30,72 (t),

{40,54 (a),
24,56 (t), (21,12 (t) 20,33 (q)
{20,86 (t), {19,74 (q),
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16,10 (q), (15,75 (q), 14,05 (q),

9,64 (q)
9,96 (q),
spektri on esitetty kuviossa 3.

{16,17 (q) {15,88 (q) {13,89 (q)

(6) lH NMR-spektri: Spektri on esitetty kuviossa 4.

Muut fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet, so. varittomien
FR-900506 prismojen varireaktio, liukoisuus, ultraviolettiab-
sorptiospektri, infrapuna-absorptiospektri, ohutlevykromato-
grafia ja paino-ominaisuudet olivat samat kuin saman aineen
valkoisella jauheella identtisissd olosuhteissa.

Edelli olevista fysikaalisista ja kemiallisista ominaisuuksis-
ta ja réontgendifraktioanalyysista voitiin pédatelld FR-900506
yhdisteellid olevan seuraava kemiallinen rakenne
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17-Allyyli-1,14-dihydroksi-12-[1-(4-hydroksi-3-metoksisyklo-
heksyyli)-1-metyylivinyyli]-23,25-dimetoksi~13,19,21,27-tetra-
metyyli-11,28-dioksi-4-atsatrisyklo[22.3.1.04 9]Joktakos-18-
eeni-2,3,10,16~-tetraoni.

FR-900525

(1) Muoto ja vari: valkoinen jauhe

(2) BAlkuaineanalyysi: cC: 65,17 %, H: 8,53 %, N: 1,76 %
(3) Vviarireaktio:

Positiivinen: seriumsulfaattireaktio, rikkihapporeaktio,
Ehrlichin reaktio, Dragendorffin reaktio
ja jodihdyry-reaktio

Negatiivinen: ferrikloridireaktio, ninhydriinireaktio ja
Molishin reaktio

(4) kivkoisuus:

Liukenee: metanoli, etanoli, asetoni, etyyliasetaat-
ti, kloroformi, dietyylieetteri ja bent-
seeni

Liukenee niukasti: heksaani, petrolieetteri

Ei liukene: vesi

(5) Sulamispiste: 85 - 89°C

(6) Ominaiskiertokyky: [a]g3 -88° (¢ =1,0 CHlz)
(7) UV-absorptiospektri: loppuabsorptio

(8) IR-absorptiospektri:

vCHCI1 3: 3680, 3580, 3475, 3340, 2940, 2880,

max 2830, 1755, 1705, 1635, 1455, 1382,
1370, 1330, 1310, 1273, 1170, 1135,
1093, 1050, 1020, 995, 970, 920,
876 cm~ 1l
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(9) 13¢c NMR-spektri:

(ppm, CDCl3):

21

211,87
163,11
{161,39
132,28
[131,34
116, 48

{212,61

78,60
79,86
57,52

53,45
{53,26
44,47
{45,23
33,10
{34,17
30,80
{30,66
25,43
[24,40
9,85
{10,00
spektri

37803

(s) (188,57
(s), {191,12
(s) | 140,28
(s), {139,37
(s) (130,09
(s), {130,00
(t) 99,16
{ 99,11
(d) {76,73
(d), (77,33
(q) 56,56
{56,48
(d) 49,15
(d), {49,73
(t) {41,40
(t), (40,40
(d) {32,81
(d), (32,29
(t) 28,60
(t),
(t) {18,93
(t) 20,57
(q)
(q)
on esitetty

(s) !168,76

(s), 170,18
(s) (135,63
(s), {135,70
(d) (122,50
(d), {123,23
(s) 84,42
(s) {84,48
(d) 59,97
(d), {60,45
(q) 56,14
(q), {55,97
(t) 48,46
(t), {47,62
(d) {35,19
(d)y, 35,11
(t) (31,53
(t), (31,33
(t), (26,03

{26,98
(q) (14,09
(qa), il3,95

taulukossa 5.

(10) 1y NMR-spektri: spektri on esitetty taulukossa 6.

(11) ohutkerroskromatografia:

Stationdarifaasi
silikageelilevy

Kehitysliuotin
etyyliasetaatti

(12) Aineen ominaisuus: neutraali aine.

(s)
(s),
(d)
(d),
(d)
(d),
(d),
(d),
(d)
(d),
(q),
(q),
(t)
(t),
(d)
(d),
(t)
(t),
(d)
(d),
(q)
(q),
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FR-900525 yhdisteestid on huomattava, etti 13¢ ja 1y NMR-spekt-
rien mittauksissa tdlla yhdistelld esiintyi signaalipareja eri
kemiallisilla siirtymilld. Kuitenkin ohutlevykromatografia- ja
suuren suorituskyvyn nestekromatografia-mittauksissa FR-900525
yhdisteelld oli yksi ainoa tédpld ohutlevykromatografiassa ja
yksi ainoa piikki suuren suorituskyvyn nestekromatografiassa.

Esilla olevista fysikaalisista ja kemiallisista ominaisuuksis-
ta ja FR-900506 yhdisteen kemiallisen rakenteen onnistuneen
mddrityksen perusteella voitiin FR-900525 yhdisteelli paitella
olevan seuraava kemiallinen rakenne.

OCH

OCH3

16-Allyyli-1,13-dihydroksi-11-[2-(4-hydroksi-3-metoksisyklo-
heksyyli)-l-metyylivinyyli]-22,24-dimetoksi-12,18,20,26-tetra-
metyyli-10,27-dioksi-4-atsatrisyklo[21.3.1.04-8)oktakos-18-
eeni-2,3,9,15-tetraoni.
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[B] Tdman keksinndén mukainen FR-900523 voidaan valmistaa
fermentoimalla yhdistetta FR-900523 tuottavaa, streptomyces-
sukuun kuuluvaa kantaa kuten Streptomyces hygroscopicus subsp.
yakushimaensis no. 7238 ravintoalustaa.

MIKRO-ORGANISMI

Mikro-organismi, jota voidaan kayttda FR-900523 yhdisteen
tuottamiseen on FR-900523 yhdistettd tuottava kanta, joka
kuuluu streptomyces-sukuun. N&8istd Streptomyces hygroscopicus
subsp. yakushimaensis no. 7238 on dskettdin eristetty maa-
niaytteestd, jonka kerdamiskohta oli Yakushima, Kagoshima
Prefecture, Japani.

Juuri eristetyn Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushima-
ensis no. 7238 kannan lyofilisoitu nayte on talletettu
Fermentation Research Institute laitokseen, Agency of
Industrial Science and Technology (No. 1-3, Higashi l-chome,
Yatabemachi, Tsukuba-gun, Ibaraki Prefecture, Japani) numerol-
la FERM p-8043 (talletuspaivd: 12.1.1985) ja sen jalkeen
muutettu samassa talletuslaitoksessa Budapestin sopimuksen
alaiseksi 19.10.1985 uudella talletusnumerolla FERM BP-928.

Huomattakoon, etta uuden FR-900523 yhdisteen tuottaminen ei
rajoitu nimenomaan tdssid yhteydessid kuvatun organismin kaytta-
miseen, joka on annettu ainocastaan havainnollisuuden vuoksi.
Tdma keksintd kasittdd siten myds kaikkien mahdollisten mu-
tanttien kayton, jotka kykenevat tuottamaan FR-900523 ainetta,
mukaan lukien luonnonmutantit sek@ keinotekoiset mutantit,
jotka voidaan valmistaa kuvatusta organismista tavanomaisin
keinoin kuten sateilyttadmillid roéntgensdteilld, ultraviolet-
tisdteilyttamdalla, kdsittelemdlld M-metyyli-N'-nitro-N-nitro-
soguanidiinilla, 2-aminopuriinilla ja vastaavilla.

Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushimaensis no. 7238
kannalla on seuraavat morfologiset, biologiset ja fysiologiset
ominaisuudet sekid vil jelyominaisuudet.
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[1] Morfologiset ominaisuudet:

Tdssd taksonoomisessa tutkimuksessa kidytettiin paadasiallisesti
Shirlingin ja Gottliebin kuvaamia menetelmia (Shirling, E.B.
ja D. Gottlieb: Methods for characterization of Streptomyces
species. International Journal of Systematic Bacteriology 16,
313 - 340, 1966).

Morfologiset havainnot tehtiin valo- ja elektronimikroskoo-
peilla viljelmilld, joita oli kasvatettu 30°C:ssa 14 paivii
ohrajauhoagarilla, hiiva-mallasuuteagarilla ja epiorgaaniset
suolat - tédrkkelysagarilla. Kypsat sporoforit olivat kohtalai-
sen lyhyitd ja muodostivat Retinaculiaperti ja Spirales-ketju-
ja, joissa oli noin 20 itidta kussakin ketjussa. Ilmarihmas-
tossa havaittiin hygroskooppista itidmassaa ohrajauhoagarilla
ja epdorgaaniset suolat - tdrkkelysaragilla. Itididen pinnan
epdsddnndllisyydet olivat hyvin lyhyiden, paksujen harjantei-
den ja nystyrodiden vialilla.

(2] Vviljelyominaisuudet:

Vil jelyominaisuudet tutkittiin Shirlingin ja Gottliebin edelli
kuvaamalla ja Waksmannin (Waksman, S.A.: The actinomycetes
vol. 2: Classification, indentification and description of
genera and species. The Williams and Wilkins Co., Baltimore,
1961) kuvaamalla kymmenellid alustalla.

Inkubointi tehtiin 30°C:ssa 14 pdivan aikana. Tissi tutkimuk-
sessa kdytetyt vdrien nimet perustuivat Guide to Color Stan-
dardiin (k&@sikirjan julkaisija Nippon Shikisai Kenkyusho,
Tokio). Pesdkkeet kuuluivat harmaaseen viarisarjaan kasvatetta-
essa ohrajauhoagarilla, hiiva-mallasuuteagarilla ja epdor-
gaaniset suolat - tarkkelysagarilla. Tutkituilla alustoilla ei

muodostunut liukoista pigmenttid. Tulokset on esitetty taulu-
kossa 4.
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Soluseindmidn analyysi suoritettiin Becker et al. (Becker, B.,
M.P. Lechevalier, R.E. Gordon ja H.A. Lechevalier: Rapid
differentation between Nocardia and Streptomyces by paper
chromatography of whole cell hydrolysates: Appl. Microbiol.,
12, 421 - 423, 1964) ja Yamaguchin (Yamaguchi, T.: Comparison
of the cell wall composition of morfhologically distinct
actinomycetes: J. Bacteriol., 89, 444 - 453, 1965) menetelmil-
la. Kannan no. 7238 koko seinamidn hydrolysaatin analyysi
osoitti, ettd mukana oli LL-diaminopimeliinihappoa. T&amin
kannan soluseinamédn uskotaan siten olevan tyyppia I.

(3] Biologiset ja fysiologiset ominaisuudet:

Kannan no. 7238 fysiologiset ominaisuudet maidritettiin shir-
lingin ja Gottliebin kuvaamilla edellid mainituilla menetelmil-
14. Tulokset on esitetty taulukossa 5. Kasvun lampétila-alue
ja optimaalinen lampdtila mddritettiin hiiva-mallasuuteagaril-
la kdyttamalla lampotilagradientilla varustettua inkubaattoria
(valmistaja Toyo Kagaku Sangyo Co., Ltd.). Kasvun lampétila-
alue oli 18 - 36°C ja optimaalinen lampdtila 28°C. Tiarkkelyk-
sen hydrolyysi ja gelatiinin nesteytyminen olivat positiivi-
sia. Melanoidipigmentin tuotto oli negatiivinen.
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Hiilildhteiden hyvaksikayttod tutkittiin Pridhamin ja Gott-
liebin menetelmilld (Pridham, T.G. ja D. Gottlieb: The utili-
zation of carbon compounds by some Actinomycetales as an aid
for species determination: J. Bacteriol., 56, 107-114, 1946).
Kasvu mddritettiin 14 pdivan inkuboinnin jdlkeen 30°C:ssa.

Taulukkoon 6 on koottu t&man kannan hiilildhteiden kaytto.
Kanta no. 7238 voi kayttaa D-glukoosia, sakkaroosia, laktoo-
sia, maltoosia, D-trehaloosia, inositolia, inuliinia ja sa-
lisiinia.

Taulukko 6

Kannan no. 7238, Streptomyces antimyocoticus IFO 12893 ja
Streptomyces hygroscopicus subsp. glebosus IFO 13786 hiili-
ladhteiden kayttd.

Hiililahteet no. 7238 IFO 12839 IFQ 13786
D-glukoosi + + +
Sakkaroosi + + +
Glyseriini - + +
D-ksyloosi - + +
D-fruktoosi - + +
Laktoosi + + -
Maltoosi + - +
Ramnoosi - + -
Raffinoosi - + +
D-Galaktoosi - + +
L-arabinoosi - t t
D-mannoosi - + +
D-trehaloosi + t +
Inositoli + + +
D-mannitoli - + +
Inuliini + + -
Selluloocsa t - -
Salisiini + + -~
Kitiini t - -
Natriumsitraatti - - +
Natriumsukkinaatti - + +
Natriumasetaatti - - -

Symbolit: + : kayttaa ¢+ : kdyttdid mahdollisesti - : ei kayti
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Kannan no 7238 mikroskooppiset tutkimukset ja soluseinaman
koostumuksen analyysi osoittavat, ettd tadmd kanta kuuluu
Streptomyces Waksman ja Henrici 1943 sukuun.

Sen vuoksi tidtid kantaa verrattiin eri streptomyces-lajeihin
julkaistujen kuvausten valossa. [International Journal of
Systematic Bacteriology, 18, 69 - 189, 279 - 392 (1968) ja
19, 391 - 512 (1969), ja Bergy's Manual of Determinative
Bacteriology 8th Edition (1974)]).

Vertailun tuloksena kannan no. 7238 katsotaan muistuttavan
kantoja Streptomyces antimycoticus Waksman 1957 ja Streptomy-
ces hygroscopicus subsp. glebosus Ohmori, et. al. 1962. Kannan
no. 7238 viljelyominaisuuksia verrattiin sen vuoksi vielad vas-
taavien Streptomyces antimycoticus IFO 12839 ja Streptomyces
hygroscopicus subsp. glegosus IFO 13786 kantojen ominaisuuk-
siin, kuten on esitetty edelld taulukoissa 4, 5 ja 6. Taman
jatkovertailun perusteella kanta no. 7238 voidaan erottaa
kannoista Streptomyces antimycoticus IFO 12839 ja Streptomyces
hygroscopicus subsp. glebosus IFO 13786 seuraavissa suhteissa.

(i) Ero kantaan Streptomyces antimycoticus IFO 12839 verrat-
tuna

Kannan no. 7238 viljelyominaisuudet ercavat Streptomyces
antimycoticus IFO 12839 kannasta hiiva-mallasuuteagarilla,
glukoosi-asparagiiniagarilla, glyseriini-asparagiiniagarilla,
peruna-dekstroosiagarilla ja tyrosiiniagarilla.

Mitd taas tulee hiilildhteiden kayttoon, niin kanta no. 7238
voi kadyttda maltoosia, kun taas Streptomyces antimyoticus

IFO 12389 ei voi sitid kdyttaa. Kanta no. 7238 ei mydskaan voi
kayttaa glyéeriini&, D-fruktoosia, ramnoosia, raffinoosia,
D-galaktoosia, D-mannocosia, mannitolia ja natriumsukkinaattia,
kun taas Streptomyces antimycoticus IFO 12839 voi naita kayt-
taa.
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(ii) Ero Streptomyces hygroscopicus subsp. glebosus IFO 13786
kantaan verrattuna

Kannan no. 7238 viljelyominaisuudet eroavat Streptomyces
hygroscopicus subsp. glebosus IFO 13786 kannasta hiiva-malla-
suuteagarilla, peruna-dekstroosiagarilla ja tyrosiiniagarilla.

Kannan no. 7238 maidon peptonisointi on negatiivinen, kun taas
Streptomyces hygroscopicus subsp. glebosus IFO 13786 kannalla
se on positiivinen. Kanta no. 7238 voi kastaa 7 %:sen natrium-
kloridin lasndollessa, kun taas Streptomyces hygroscopicus

subsp. glebosus IFO 13786 ei voi kasvaa samoissa olosuhteissa.

Mitd taas tulee hiililidhteiden kayttédén, niin kanta no. 7238
voi kayttdd laktoosia, inuliinia ja salisiinia, kun taas
Streptomyces hygroscopicus subsp. glebosus IFO 12786 ei voi
niitd kdyttad. Kanta no. 7238 ei voi kéyttaa glyseriinia,
D-ksyloosia, D-fruktoosia, raffinoosia, D-galaktoosia, D-man-
noosia, mannitolia ja natriumsukkinaattia, kun taas Strepto-
myces hygroscopicus subsp. glebosus IFO 13786 voi niiti kayt-
taa.

Kanta no. 7238 kuitenkin muodostaa hygroskooppista itiémas-
saa kaurajauhoagarilla ja epidorgaaniset suolat - tarkkelys-
agarilla, ja muut kannan no. 7238 morfologiset ja viljelyomi-
naisuudet ovat samanlaiset kuin Streptomyces hygroscopicus
subsp. glebosus IFO 13786 kannalla. Kannan no. 7238 katsotaan
sen vuoksi kuuluvan Streptomyces hygroscopicus lajiin, mutta
kanta no. 7238 on erilainen kuin Streptomyces hygroscopicus
subsp. glebosus IFO 13786, vaikka tidmi tunnettu kanta on
kaikkein samankaltaisin kannan no. 7238 kanssa Streptomyces
hygroscopicus alalajeista. Edelld olevan perusteella pidetdan
kantaan no. 7238 uutena Streptomyces hygroscopicus lajina ja
sille on annettu nimeksi Streptomyces hygroscopicus subsp.
yakushimaensis subsp. nov., viitaten Yakashimassa keréttyyn
maahan, josta organismi eristettiin.
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FR-900523 AINEEN TUOTTAMINEN

Uusi FR-900523 aine voidaan tuottaa viljelemdlla ravintoalus-
tassa FR-900523 ainetta tuottavaa kantaa, joka kuuluu Strep-
tomyces-sukuun (esim. Streptomyces hygroscopicus subsp.
yakushimaensis no. 7238, FERM BP-928).

FR-900523 ainetta voidaan yleisesti valmistaa viljelemdlla
FR-900523 ainetta tuottavaa kantaa vesipitoisessa ravintoalus-
tassa, joka sisaltaa assimiloituvan hiilen ja typen lahteita,
parhaiten aerobisissa olosuhteissa (esim. ravisteluvil jely,
pinnanalaisviljely jne.).

Parhaina hiililadhteind ravintoalustassa pidetdan hiilihydraat-
teja kun glukoosia sakkaroosia, laktoosia, glyseriiniia, tark-
kelysta dekstriinid ja vastaavia. Muita lahteitd, joita voi-
daan kdyttdd ovat maltoosi, D-trehaloosi, inositoli, inuliini,
salisiini ja vastaavat.

Suositeltuja typpildhteitid ovat hiivauute, peptoni, glutee-

nijauho, puuvillasiemenjauho, soijapapujauho, maissinliotus-
vesi, kuivahiiva, vehn&nalkio, héyhenjauho, maapahkinajauho

jne., sekd epdorgaaniset ja orgaaniset typpiyhdisteet, kuten
ammoniumsuolat (esim. ammoniumnitraatti, ammoniumsulfaatti,

ammoniumfosfaatti jne.), urea, aminohappo ja vastaavat.

Hiili- ja typpildhteitd, joita tosin kédytetddn edullisesti
yhdistelmdnad, ei tarvitse kayttdd puhtaissa muodoissaan, koska
kdyttoon sopivat myés vahemmdan puhtaat materiaalit, jotka
sisaltdvdt hivenmddrind kasvutekijdéitd ja huomattavia maaria
mineraaliravinteita. Haluttaessa alustaan voidaan lisata
mineraalisuoloja kuten natrium- tai kalsiumkarbonaattia, nat-
rium- tai kéliumfosfaattia, natrium- tai kaliumkloridia, nat-
rium- tai kaliumjodidia, magnesiumsuoloja, kuparisuoloja,
kobolttisuolaa ja vastaavia. Tarvittaessa, erityisesti kun
viljelyalusta vaahtocaa voimakkaasti, voidaan lisatia vaahdon-
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estoainetta kuten nestemidistid parafiinia, rasvaol jya, kasvi-
6ljyd, mineraalidljya tai silikonia.

Jos ainetta FR-900523 tuottaa suuria m#irii, pideti#in parhaana
pinnanalaisia aerobisia viljelyolosuhteita. Pienten miirien
tuottamista varten kaytetddn ravistelu- tai pintaviljelmiai
pullossa. Jos kasvu tapahtuu suurissa tankeissa, on suositel-
tavaa kayttad organismin vegetatiivista muotoa siirrostamiseen
tuotantotankeissa, ettd valtettdisiin kasvun lag-vaihe aineen
FR-900523 tuottoprosessissa. Siten on toivottavaa tuottaa
ensin organismin vegetatiivinen siirroste siirrostamalla
suhteellisen pieni md#drd viljelyalustaa organismin itidille
tai rihmastolla ja viljelemdlld mainittua siirrostettua alus-
taa, minkad jalkeen viljelty vegetatiivinen siirroste siirre-
tad&n aseptisesti suuriin tankkeihin. Alusta, jossa vegetatii-
vinen siirroste tuotetaan, on oleellisesti sama tai erilainen
kuin alusta, jota kaytetain aineen FR-900523 tuottoon.

Vil jelyseoksen sekoittaminen ja ilmastus voidaan suorittaa
monilla eri tavoilla. Sekoitus voidaan saada aikaan potkurilla
tai samantapaisella mekaanisella sekoituslaitteistolla, pyd-
rittamédlla tai ravistelemalla fermentoria, erilaisten pump-
pauslaitteistojen avulla tai johtamalla steriilia ilmaa alus-
tan l&pi. Ilmastus voidaan suorittaa johtamalla steriilii
ilmaan fermentaatioseoksen l&pi.

Fermentaatio suoritetaan tavallisesti lampodtilassa valilli
noin 20 - 309C, parhaiten 25 - 359°:ssa, noin 50 - 150 tunnin
aikana, joka voi vaihdella riippuen fermentaatio-olosuhteista
ja mittakaavasta.

Ndin tuotettu aine FR-900523 voidaan ottaa talteen viljely-
alustasta tévanomaisin keinoin, jota yleisesti kiytetiain
muiden tunnettujen biologisesti aktiivisten aineiden tal-
teenottamiseen. Tuotettu aine FR-900523 on viljellyssi rihmas-
tossa ja siten aine FR-900523 voidaan erist#i ja puhdistaa
rihmastosta, joka saadaan suodattamalla tai sentrifugoimalla
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viljelyliemi, tavanomaisilla menetelmilld kuten vadkevoimdlla
alipaineessa, lyofilisoimalla, uuttamalla tavanomaisilla
livottimilla, pH-sdadén avulla, kdsittelemdlla tavanomaisella
hartsilla (esim. anioni- tai kationi-ioninvaihtohartsi, ei
ionillinen adsorptiohartsi jne.), kdsittelemdlla tavanomaisil-
la adsorbenteilla (esim. aktivoitu hiili, piihappo, silikagee-
11, selluloosa, alumiinioksidi jne.), kiteyttdmdlla, kiteytta-
malla uudelleen jne..

Erityisesti voidaan FR-900523 erottaa liuottamalla kumpaakin
tuotetta sisdltava, fermentaatiolla tuotetut aineet sopivaan
liuottimeen kuten etyyliasetaattiin, n-heksaaniin ja vastaa-
vaan ja kromatografoimalla sen jadlkeen liuos esim. silikagee-
lipylvaassa sopivalla orgaanisella liuottimella kuten etyy-
liasetaatilla ja n-heksaanilla tai niiden seoksella. N&din
erotettu FR-900523 aine voidaan sen jdlkeen puhdistaa tavan-
omaisilla menetelmilld, esim. kiteyttdmalld uudelleen, kroma-
tografoimalla uudelleen, suuren suorituskyvyn nestekromatogra-
fialla ja vastaavalla.

FR-900523 AINEEN FYSIOLOGISET JA KEMIALLISET OMINAISUUDET

FR-900523
(1) Muoto ija vari: varittomia neulasia
(2) Alkuaineanalyysi: C: 64,57 %, H: 8,84 %, N: 1,81 %

(3) Varireaktio:
Positiivinen: seriumsulfaattireaktio, rikkihapporeaktio,
Ehrlichin reaktio, Dragendorffin reaktio
ja jodihoyry-reaktio

»

Negatiivinen: ferrikloridireaktio, ninhydriinireaktio ja
Molishin reaktio
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(4)

(5)

(6)
(7)

(8)

(9)

Liukoisuus:
Liukenee:

Liukenee niukasti:

36

metanoli,

etanoli,

asetoni,

8378032

etyyliasetaat-

ti, kloroformi, dietyylieetteri ja bent-

seeni

n-heksaani,

petrolieetteri

Ei liukene: vesi
Sulamispiste: 152 - 154°¢
Ominaiskiertokyky: [a]g3 -73,0° (c = 0,65 CHl3)
UV-absorptiospektri: loppuabsorptio
IR-absorptiospektri:
vCHC13: 3670, 3580, 3510, 2930, 2875, 2825,
max 1745, 1722, 1700, 1647, 1450, 1380,
1350, 1330, 1307, 1285, 1170, 1135,
1090, 1050, 1030, 1000, 9%0, 978,
960, 930, 915, 888, 870,
850 cm~1
13¢ NMR-spektri:
8(ppm, CDCl4): 213,82 (s) 196,31 (s) 168,96 (s)
{213,32 (s), {193,34 (s), {168,85 (s),
164,84 (s) 137,80 (s) 132,89 (s)
{165,98 (s), {138,41 (s), 1131,96 (s),
129,62 (d) 124,51 (d4d) 97,13 (s)
{130,03 (s), {124,84 (d), {98,67 (s),
84,38 (d) 76,69 (d) 75,45 (d),
{78,06 (d), {76,91 (d),
73,89 (d) 73,70 (d), {73,09 (d)
. {73,40 (d) 72,84 (4),
70,40 (d) {56,75 (d) 56,93 (q)
{ 69,24 (d), 52,89 (d4), {57,43 (q),
56,61 (q) {56,24 (q) 48,58 (t)
{56,56 (q), (55,94 (q), {48,32 (t),
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47,14
47,38

20,63
19,77
15,51
15,96

{25 48
{26:64
{
{

pektri on esitetty

(d) ’

(d),

(d) {40,23 (d)
40,65
(d) 24,68

(q) &16,24 (q)

37803

(d),
(t),

(q), (16,34 (q),
(q) {14,31 (a)
(q) 14,18 (q),

27,85
{26,32
21,33
{20,83
{15,70
15,96
9,64
{10,04

taulukossa 9.

(10) 1y NMR-spektri: spektri on esitetty taulukossa 10.

(11) Ohutkerroskromatografia:

Stationddrifaasi
silikageelilevy

(12) Aineen ominaisuus:

Kehitysliuotin

kloroformi metanoli
(20:1, v/v)
etyyliasetaatti

neutraali aine.

FR-900523 yhdisteesti on huomattava, etti 13c ja lH- NMR-
spektrien mittauksissa tdllad yhdisteelld esiintyi signaalipa-
reja eri kemiallisilla siirtymilld. Kuitenkin ohutlevykromato-
grafia- ja suuren suorituskyvyn nestekromatografia-mittauksis-
sa FR-900523 yhdisteella oli yksi ainoca tdpld ohutlevykromato-
grafiassa ja yksi ainoa piikki suuren suorituskyvyn nestekro-

matografiassa.

(t)
(t),
(t)
(t),
(q)
(qa),
(q)
(q),

Edelld olevista fysikaalisista ja kemiallisista ominaisuuksis-
ta ja FR-900506 yhdisteen kemiallisen rakenteen onnistuneen

méérityksen’perusteella voitiin FR-900523 yhdisteelld paatella
olevan seuraava kemiallinen rakenne.
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OCH

OCH

3 3

1,14-Dihydroksi-12-[2-(4-hydroksi-3-metoksisykloheksyyli)-1-
metyylivinyyli]-23,25-dimetoksi-13,19,17,21,27-pentametyyli-
11,28-dioksa-4-atsatrisyklo[22.3.1.04:9]-0oktakos-18-eeni-
2,3,10,16-tetraoni.

Esimerkkina tédllaisista farmakologisista aktiivisuuksista
seuraavassa on havainnollistettu trisykloyhdisteiden eriita
farmakologisia testiarvoija.

Testi 1

Trisykloyhdisteiden (I) aiheuttama suppressio in vitro MLR-
2. reaktiossa (Mixed Lymphocyte Reaction).

MLR-testi suoritettiin mikrotiitterilevyilla, joiden jokainen

kalvo sisdlsi 5 x 10° CS57BL/6 reaktiosolua (H-2b), 5 x 10°

mitomysiini C:11a kasiteltyjd (25 ug/ml mitomysiini C 379C:ssa
St 30 minuuttia, pesu kolme kertaa RPMI 1640 mediumilla (BALB/C
:ﬂ: stimulaattorisoluja (H—2d) 0,2 ml RPMI 1640 mediumissa, joka
- oli taydennetty 10 %:1la vasikansikidseerumia, 2 mM natriumve-
tykarbonaatilla, penisilliinilld (50 yksikkoéia/ml) ja strepto-

-----
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mysiinillad (50 um/ml). Soluja inkuboitiin 37°C:ssa 68 tuntia
kostutetussa kaasukehdssd, joka sisdlsi 5 % hiilidioksidia ja
95 % ilmaa, ja pulssitettiin 3H-tymidiinillé (0,5 uCi) 4 tun-
tia ennen solujen talteenottamista. Taman keksinnoén mukainen
kohdeyhdiste liuotettiin etanoliin, laimennettiin edelleen
RPMI 1640 mediumilla ja lisdttiin viljelmiin niin, etta loppu-
konsentraatioksi saatiin 0,1 um/ml tai vahemman.

Tulokset on esitetty taulukossa 7 - 10. Kasilla olevan keksin-
non mukaiset trisykloyhdisteet suppressoivat hiiren MLR-reak-
tiota.

Taulukko 7

FR-900506:n vaikutus MLR-reaktioon

FR-900506:n

konsentraatio Radioaktiivisuudet Suppressio  ICgg
(ng/ml) (keskim. C.P.M. ¢ S.E.) (%) (ng/ml)
2,5 54 ¢ 4 99,5
1,25 168 + 23 98,3
0,625 614 t+ 57 93,8
0,313 3880 + 222 60,9 0,26
0,156 5490 1 431 44,7
0,078 7189 t 365 27,6
0 9935 + 428
Taulukko 9

FR-900523:n vaikutus MLR-reaktioon

FR-900523:n
konsentraatio Radioaktiivisuudet Suppressio ICgq
(ng/ml) - (keskim. C.P.M. ¢t S.E.) (%) (ng/ml)
100 25 % 12 99,9
10 156 t 37 99,3
1 5600 t 399 75,8 0,5
0,500 11624 t 395 49,7
0,250 17721 + 1083 23,3
0 23106 1052 0
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40
Taulukko 10
FR-900525:n vaikutus MLR-reaktioon
FR-900525:n
konsentraatio Radioaktiivisuudet Suppressio ICgg
(ng/ml) (keskim. C.P.M. t+ S.E.) (%) (ng/ml)
100 469 + 56 97,0
10 372 % 32 97,6
S 878 + 369 94,87 1,55
2,5 3564 + 512 77,4
1,2 10103 + 421 35,8
0 15741 + 411
Testi 2

Trisykloyhdisteiden (1) antimikrobiaaliset aktiivisuudet.

Trisykloyhdisteiden (I) antimikrobiaaliset aktiivisuudet eri

sienid vastaan middritettiin sarja laimennusmenetelmilli

Sabouraud-agarilla. Pienimmiat kestokonsentraatiot (MIC) ilmoi-
tettiin um/ml:na sen jdlkeen kun oli inkuboitu 24 tuntia

30°C:ssa.

Kasilla olevan keksinnén mukaisilla trisykloyhdisteilla oli
antimikrobiaaliset aktiivisuudet sienii, esim. Aspergillus
fumigatus IFO 5840 ja Fusarium oxysporum IFO 5942 sienii

vastaan, kuten on kuvattu seuraavissa taulukoissa 11 ja 12.

Taulukko

11

Trisykloyhdisteiden (I) MIC-arvot (um/ml) Aspergillus fumiga-

tus IFO 5846 sienti vastaan

Aineet MIC (um/ml)
FR-900506 0,025
FR-900523 0,3

FR-900525 0,5
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Taulukko 12

Trisykloyhdisteiden (I) MIC-arvot (ng/ml) Fusarium oxysporum
sientd vastaan

Aineet MIC (um/ml)
FR-900560 0,05
FR-900525 1

Testi 3

Trisykloyhdisteiden (1) vaikutus ihon allograftin eloonjdan-
tiin rotilla.

Ventaaliset allografit lahjoittajarotilta (Fischer) siirros-
tettiin vastaanottavien rottien (WKA) lateraaliselle rinnan
alueella. Siteet poistettiin pdivdna 5. Siirrosteet tutkittiin
paivittdin hylkimiseen asti, joksi madritettiin siirrosteen
epiteriumin yli 90 % nekroosi.

FR-900506 liuotettiin oliividljyyn ja annettiin intramusku-

laarisesti 14 peridkkdisend paivand alkaen siirrostamispai-
""" vasta.
Kuten taulukossa 13 on esitetty kaikki ihon allograftit tuli-
vat hyljityksi 8 paivan sisidlld rotilla, jotka oli kédsitelty
intramuskulaarisesti oliivi6éljyllad 14 perdkkdisend pdivana,
mutta paivittdinen kdsittely FR-900506 aineella selvasti
pidensi ihon allograftin eloonjaantia.

ooooo
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Taulukko 13

FR-900506 aineen vaikutus ihon allograftin eloonjaintiin

Annos Elainten Ihon allograftin
(mg/kqg) maara eloonijdéntipaivd
Kontrolli - 11 ?7,7,7,7,7,7,8,8,8,8,8
(oliividl jy)
FR-900506 1 8 19,19,19,20,21,21,22,22
3,2 6 22,23,23,26,27,35
10 5 56,61,82,85,89

esti 4

Trisykloyhdisteen (I) vaikutus II-tyyppiseen kollageenilla
indusoituun artriittiin rotilla.

Kollageenia liuotettiin 2 mg/ml kylmi#in 0,01 M etikkahappoon.
Liuos emulgoitiin yhtd suurella tilavuudella epataydellisti
Freundin apuainetta. Kylmidi emulsiota injisoitiin yhteensa

0,5 ml intradermaalisesti Lewis-naarasrottien selkidin useaan
kohtaan ja yhteen tai kahteen kohtaan hinnissi. FR-900506
livotettiin oliividljyyn ja annettiin suun kautta. Kontrolli-
rotat, jotka oli immunisoitu samalla maaralli II-tyypin kolla-
geenia, saivat suun kautta vain oliiviéljya. Artriitin esiin-
tymistapaukset merkittiin muistiin. Testin tulokset on esitet-
ty taulukossa 14. Tulehduksellinen polyartriitti indusoitui
kaikissa rotissa, jotka oli kdsitelty oliividljylla 14 paivaa
alkaen samaha paivind kuin suoritettiin immunisointi II-tyypin
kollageenilla.

Pdivittainen kadsittely FR-900506 aineella 14 paivan ajan
tukahdutti tdydellisesti artriitin indusoitumisen 3 viikon
havaintojakson aikana.
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Taulukko 14

FR-900506 aineen vaikutus II-tyypin kollageenilla indusoituun
artriittiin rotilla

Annos (mg/kgq per paivd) Artriitin esiintyminen
Kontrolli - 5/%
{(oliividl jy)

FR-900506 3,2 0/5
Testi 5

Trisykloyhdisteiden (I) vaikutus kokeelliseen allergeeniseen
Enkefalomyelyyttiin (EAE) SLJ/J-hiirella.

SJL/L-hiiristd valmistettiin selkdydinhomogenaatti. Selkayti-
met poistettiin isufflatoimalla (imemdlld), sekoitettiin
suurin piirtein yhta suuren tilavuuden kanssa vetta ja homo-
genisoitiin 4°C:ssa. Yhtd suuri tilavuus tata kylmaa homo-
genaattia (10 mg/ml) emulgoitiin tiydellisen Freundin apuai-
neen (CFA) kanssa, joka sisdlsi 0,6 ml/ml Mycobacterium tuber-
culosis H37RA-bakteeria.

EAE indusoitiin injisoimalla kaksi kertaa 0,2 ml selkaydin-
CFA-emulsiota SLJ/J-hiiriin pd3ivana 0 ja paivanid 13. Kaikki
ndissa testeissd kaytetyt hiiret arvioitiin ja pisteitettiin
paivittdin EAE kliinisten merkkien suhteen.

EAE:n voimakkuus arvioitiin seuraavien kriterioiden mukaises-
ti: aste 1 pienentynyt hannan jantevyys: aste 2 kompelo kulku:
aste 3 heikkous yhdessid tai useammassa jasenessa: aste 4
paraplegia tai hemiplegia.

FR-900506 ainetta liuotettiin oliividljyyn ja annettiin suun
kautta 19 paivadd alkaen 0 (ensimmidisen immunisoinnin paiva).
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Taulukko 15 osoittaa, ettd FR-900506 selvisti esti EAE:n
kliinisten merkkien kehittymisen.

Taulukko 15

Tautisten eldinten
Annos (mg/kg) maara paivani 24
Kontrolli - 10/10
(oliividl jy)

FR-900506 32 0/5

Testi 6

Trisykloyhdisteiden (I) vaikutus GvHR-reaktioon (Local Graft-
versus-Host-reaktion) hiirilla.

Elavia pernasoluja (1 x 107 solua) C57BL/6 lahjoittajilta
injisoitiin ihonalaisesti BDF;-hiirten oikean takakipilin
Jalkapohjaan paikallisen GvHR-reaktion indusoimiseksi. Hiiret
tapettiin 7 padivdd mydhemmin ja punnittiin seki oikeat (in-
Jisoitu kdpdla) ettid vasemmat (injisoimaton kapala) (PLN:t
popliteal lymph nodes). GVHR ilmoitettiin painoerona oikean ja
vasemman PLN:n valilli.

?n} FR-900506 ainetta liuotettiin oliivisljyyn ja annettiin suun
o kautta viisi p&ivd3d alkaen samana paivinid kun herkistiminen
.. suoritettiin.

FR-900506 aineen EDgp-arvo, joka koski GvHR-reaktion estymis-
tda, oli 19 mg/kg.

Testi 7 R
Trisykloyhdisteiden (1) akuutit toksisuudet.

e FR-900506, FR-900523 ja FR-900525 aineiden akuutit toksisuudet
o tutkittiin ddY-hiirill3 injisoimalla intraperitoneaalisesti.
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Missain tapauksessa ei voitu havaita kuolleita 100 mg/kg
annoksella.

Taman keksinnon mukaista farmaseuttista seosta voidaan kayttaa
farmaseuttisena valmisteena esim. kiinteadssa, puolikiintedssa
tai nestemiisessd muodossa, joka sisdltad kdsilla olevan
keksinnén mukaista trisykloyhdistettd (I) aktiivisena aines-
osana seoksena ulkoiseen, enteraaliseen tai parenteraaliseen
antamiseen sopivan orgaanisen tai epdorgaanisen kantajan tai
apuaineen kanssa. Aktiivinen ainesosa voi olla tydstetty esim.
tavanomaisten tabletteihin, pelletteihin, kapseleihin, laiake-
puikkoihin, liuoksiin, emulsioihin, puikkoihin tarkoitettujen
toksittomien farmaseuttisesti hyvdksyttavien kantajien kanssa
tai minka tahansa muun kayttokelpoisen muodon kanssa. Kanta-
jia, joita voidaan kayttda, ovat vesi, glukoosi, laktoosi,
agaasiakumi, kelatiini, mannitoli, tédrkkelystahna, magnesium-
trisilikaatti, talkki, maissitarkkelys, keratiini, kolloidaa-
linen piidioksidi, perunatédrkkelys, urea ja muut kantajat,
jotka sopivat kaytettividksi valmistettaessa preparaatteja
kiintedssid, puolikiintedssid tai nestemdisessd muodossa. Lisdk-
si voidaan kayttaid apuaineita, stabilointiaineita, sakeutusai-
neita ja virjadysaineita ja parfyymeja. Aktiivista yhdistetta
laitetaan farmaseuttiseen seokseen niin paljon, ettd saadaan
aikaan haluttu vaikutus tautien etenemiseen tai tilaan.

Kun tidt3d seosta annetaan ihmiselle on suositeltavaa, etta
antaminen tapahtuu parenteraalisesti tai enteraalisesti.
Vaikkakin trisykloyhdisteiden (I) terapeuttisesti tehokkaan
maaran annostus vaihtelee ja mydés riippuu kunkin hoidettavan
potilasyksilon idstd ja tilasta, tautien hoitamiseen annetaan
yleensd aktiivista ainetta paivdannoksena n. 0,01 - 1000 mg,
parhaiten 0,1 - 500 mg ja kaikkein parhaiten 0,5 - 100 mg.
Yleensi annétaan keskimddrdisend yksittdisannoksena noin
0,59, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 50 mg, 100 mg, 250 mg ja 500 mg.

Seuraavat esimerkit on annettu ki#silld olevan keksinnoén ha-
vainnollistamiseksi.
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Esimerkki 1

Streptomyces tsukubaensis no. 9993 kannan eristaminen

Streptomyces trukubaensis no. 9993 eristettiin kayttamalla
laimennusmal jatekniikkaa seuraavassa esitetylld tavalla.

Noin 1 g maata, jonka kerayspaikka oli Toyosato-cho, Tsukuba
Gun, Ibaraki Prefecture, Japani, lis#ttiin steriiliin koeput -
keen ja tilavuus siddettiin 5 ml steriililli vedelli. Sen
jalkeen seosta sekoitettiin 10 sekuntia koeputkisekoittimella
ja annettiin olla 10 minuuttia. Supernatantti sarjalaimennet-
tiin 100 kertaisesti steriililli vedelli. Laimennettu liuos
(0,01 ml) levitettiin petrimal jalla Czapekin agarille, joka
oli t&dydennetty tiamiinihydrokloridilla (sakkaroosi 30 g,
natriumnitraatti 3 g, dikaliumfosfaatti 1 g, magnesiumsulfaat-
ti 0,5 g, kaliumkloridi 0,5 g, ferrosulfaatti 0,01 g, tiamii-
nihydrokloridi 0,1 g, agar 20 g, vesijohtovesi 1000 ml; pH
7,2). Kasvavat pesidkkeet, joita muodostui maljoille 21 piaivan
inkuboinnin jidlkeen 30°C:ssa, siirrettiin vinopinnoille [hii-
va-mallasuuteagar (ISP-alusta 21)] ja viljeltiin 10 paiviaa
30°C:ssa. Eristettyjen pesikkeiden joukosta voitiin 1&ytaa
Streptomyces tsukubaensis no. 9993 kanta.

Fermentaatio

Vil jelyalustaa (160 ml), joka sisdlsi glyseriinid (1 %),
liukoista térkkelysta (1 %), glukoosia (0,5 %), pellavan-
siemenjauhoa (0,5 %), kuivahiivaa (0,2 %) sadadetty pH-arvoon
6,5), kaadettiin 20 Erlenmeyer-pulloon (500 ml) ja steriloi-
tiin 120°C:ssa 30 minuuttia. Kuhunkin alustaan siirrostettiin
silmukallinen Streptomyces tsukubaensis no. 9993, FERM BP-927
kannan vinobintaviljelm&é ja viljeltiin 4 paiviaa 30°C:ssa
ravistelulaitteessa. Saatu seos siirrostettiin alustaan, joka
sisdlsi liukoista tarkkelysti (4,5 %), maissinliotusvetta

(1 %), kuivahiivaa (1 %), kalsiumkarbonaattia (0,1 %) ja
adekanolia (vaahdonestoaine, tavaramerkki, valmistaja: Asahi
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Denka Co.) (0,1 %) (150 litraa), 200 litran fermentorissa,
joka oli steriloitu 20 minuuttia 120°C:ssa, ja viljeltiin
4 paivaid 30°C:ssa ilmastolla 150 litra/minuutti ja sekoitta-
malla 250 kierrosta minuutissa.

Eristaminen ja puhdistaminen

Ndin saatu viljelyliuos suodatettiin piimaa (5 kg) avulla.
Rihmastokakku uutettiin metanolilla (50 litraa) jolloin saa-
tiin 50 litraa uutetta. Metanoliuute rihmastosta ja suodos
yhdistettiin ja johdettiin ei-ionillisen adsorptichartsin
"Diaion HP20" (tavaramerkki, valmistaja Mitsubishi Chemical
Industries Ltd.) (10 litraa) pylvaan lapi. Pestiin vedella
(30 ml) ja vesipitoisella metanolilla (30 litraa), minka
jalkeen eluoitiin metanolilla. Eluaatti haihdutettiin alipai-
neessa, jolloin saatiin jaille jdanyttad vetta (2 1). Tama
jaannos uutettiin etyyliasetaatilla (2 1). Etyyliasetaattiuute
vakevditiin alipaineessa, jolloin saatiin 6ljymaista jaannos-
ta. O0ljymdinen jdannds sekoitettiin kaksinkertaisen painomda-
ran kanssa hapanta piihappogeelid (silikageelin erikoislaatu
12. valmistaja Fuji Devison Co.) ja tamid seos lietettiin
etyyliasetaatin kanssa. Liuottimen haihduttamisen jalkeen
saatu kuiva jauhe pylvaskromatografoitiin samalla happamella
A silikageelillda (800 ml), joka pakattiin n-heksaanin avulla.
S Pylvas ajettiin n-heksaanilla (3 1), n-heksaanin ja etyyli-
) asetaatin seoksella (9:1 v/v, 3 litraa ja 4:1 v/v, 3 litraa)
ja etyyliasetaatilta (3 litraa). Kohdeyhdistettd sisaltavat

cnee

veet jakeet otettiin talteen ja vakevoditiin alipaineessa, jolloin
i saatiin 6l1jymdistd jainndstia. O1jymainen jaannds liuotettiin
e n-heksaanin ja etyyliasetaatin seokseen (1:1, v/v 30 ml) Jja

pylvaskromatografoitiin silikageelilld (valmistaja Merck Co.,
. Ltd. 230 - 400 mesh) (500 ml), joka oli pakattu samalla liuo-
S tinsysteemilla.

o Eluointi suoritettiin n-heksaanin ja etyyliasetaatin seoksella

(1:1 v/v, 2 litraa ja 1:2 v/v, 1,5 litraa). Ensimmaista koh-
deyhdistettda sisaltidvat jakeet otettiin talteen ja vdkevditiin

.....
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alipaineessa, jolloin saatiin kellertivai o0ljya. O1jymdinen
jé48nnds sekoitettiin kaksinkertaisen painomairin kanssa hapan-
ta silikageelid ja tidm3 seos lietettiin etyyliasetaattiin.
Liuottimen haihduttamisen jilkeen saatu kuivajauhe kromatogra-
foitiin happamella silikageelill#, joka pakattiin ja keitet-
tiin n~-heksaanilla. Kohdeyhdistetta sisaltiviat jakeet otettiin
talteen ja vakevditiin alipaineessa, jolloin saatiin puhdista-
matonta FR-900506 ainetta (1054 mg) valkoisena jauheena.

100 mg tdta puhdistamatonta tuotetta kisiteltiin suuren suori-
tuskyvyn nestekromatografialla. Eluointi suoritettiin kaytta-
mdlld kolumnia (80 x 500 mm), jossa kantajana oli Lichrosorb
SI 60 (tavaramerkki, valmistaja Merck & Co.). Tati kromato-
grafiaa seurattiin UV-detektorilla aallonpituudella 230 nm, ja
liikkuva faasi oli metyleenikloridin ja dioksaanin seos (85:15
v/v) virtausnopeudella 5 ml/minuutti. Aktiiviset jakeet otet-
tiin talteen ja haihdutettiin. Tami suuren suorituskyvyn
kromatografia toistettiin uudelleen, jolloin saatiin 14 mg
puhdistettua FR-900506 ainetta valkoisena jauheena.

Eluointi suoritettiin edelleen jatkuvana etyyliasetaatilla
(1,5 1). Toista kohdeyhdistetta sisaltavit jakeet otettiin
talteen ja vdkevditiin alipaineessa, jolloin saatiin puhdista-
matonta FR-900525 ainetta (30 mg) kellertdvinid 51jyni.

Esimerkki 2

Fermentaatio

Esivil jelmdn alustaa (100 ml) joka sisidlsi glyseriinii (1 %),
maissitarkkelysta (1 %), glukoosia (0,5 %), maissinsiemenjau-
hoa (1 %), maissinliotusvettsd (0,5 %), kuivahiivaa (0,5 %),

ja kalsiumk%rbonaattia (0,2 %) pH-arvossa 6,5, kaadettiin

5004 ml:n Erlenmeyer-pulloihin ja steriloitiin 120°C:ssa 30
minuuttia. Alustaan siirrostettiin silmukallinen Streptomyces
tsukubaensis no. 9993 kannan vinopintavil jelmai ja viljeltiin
309°C:ssa 4 paivai. Saatu viljelmd siirrettiin samaan esivil je-
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lyalustaan (20 1) 30 litran fermentorissa, joka oli steriloitu
30 minuuttia 120°C:ssa. Viljelm#d inkuboitiin 30°C:ssa 2 pidi-
vad, minka jdlkeen 16 litraa esiviljelmda siirrostettiin
fermentaatiocalustaan (1600 litraa), joka sisédlsi liukoista
tdrkkelysta (4,5 %), maissinliotusvettda (1 %), kuivahiivaa
(1 %), kalsiumkarbonaattia (0,1 %) ja Adekanolia (vaahdonesto-
aine, tavaramerkki, valmistaja Asahi Denka Co.) (0,1 %) pH-
arvossa 6,8, 2 tunnin sdilidéssd, joka oli steriloitu 30 mi-
nuuttia 120°C:ssa. Tamidn jalkeen viljeltiin 4 paivai 309C:ssa.

Eristaminen ja puhdistaminen

Nain saatu viljelyliuos suodatettiin piimaan avulla (25 kg).
Rihmastokakku uutettiin asetonilla (500 1), jolloin saatiin
S00 litraa uutetta. Asetoniuute rihmastosta ja suodos (1350 1)
vyhdistettiin ja johdettiin pylva&n lapi, joka sisdlsi ei-
ionillista absorptichartsia "Diaion HP-20" (tavaramerkki,
valmistaja Mitsubishi Chemical Industries Ltd.) (100 litraa).
Pestiin vedella (300 1) ja 50 %:1la vesipitoisella asetonilla
(300 1), minkd jidlkeen eluoitiin 75 % vesipitoisella asetonil-
la. Eluaatti haihdutettiin alipaineessa, jolloin jdljelle jai
vettd (300 1). Tamd jadnndés uutettiin etyyliasetaatilla (2 1)
kolme kertaa. Etyyliasetaattiuute viakevditiin alipaineessa,
jolloin saatiin 61jymiistd jd&nndstd. Oljymadinen jaannds
sekoitettiin kaksinkertaisen painom#drin kanssa hapanta sili-
kageelid (silikageelin erikoislaatu 12, valmistaja Fuji De-
vison Co.) ja tadma seos lietettiin etyyliasetaattiin. Liuotin
haihdutettiin ja saatu kuiva jauhe pylvaskromatografoitiin
samalla happamella silikageelilld (8 litraa), joka oli pakattu
n-heksaanilla. Pylvas kehitettiin n-heksaanilla (30 1), n-hek-
saanin ja etyyliasetaatin seoksella (4:1, v/v, 30 litraa) ja
etyyliasetaatilla (30 litraa). Kohdeyhdistettda sisdltavat
jakeet otet%iin talteen ja vdkevditiin alipaineessa, jolloin
saatiin 6l jymdinen jd&nnds. Tamd jd&nnos sekoitettiin kaksin-
kertaisen painomaddran kanssa hapanta silikageelid ja tamad seos
lietettiin etyyliasetaattiin. Liuottimen haihduttamisen jal-
keen saatu kuiva jauhe kromatografoitiin uudelleen happamella
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silikageelilld (3,5 1), joka oli pakattu n-heksaanilla. Pylvias
kehitettiin n-heksaanilla (10 1), n-heksaanin ja etyyliasetaa-
tin seoksella (4:1 v/v, 10 1), n-heksaanin ja etyyliasetaatin
seoksella (4:1 v/v, 10 1) ja etyyliasetaatilla (10 1). Kohde-
yhdistettd sisdltavit jakeet otettiin talteen ja vakevoitiin
alipaineessa, jolloin saatiin kellertidvii 6ljya. Ol jymdinen
jdannés liuotettiin n-heksaanin ja etyyliasetaatin seokseen
(1:2 v/v, 300 ml) ja pylvdskromatografoitiin silikageelilla
(valmistaja Merck Co., Ltd. 230 - 4300 mesh) (2 litraa), joka
oli pakattu samalla liuotinjdrjestelmilli. Eluointi suoritet-
tiin n-heksaanin ja etyyliasetaatin seoksella (1:1 v/v, 10 1
ja 1:2 v/v, 6 litraa) ja etyyliasetaatilla (6 litraa).

Ensimmaistad kohdeyhdistetti sisiltivit jakeet otettiin talteen
ja vdkevditiin alipaineessa, jolloin saatiin FR-900506 ainetta
valkoisena jauheena (34 g). Timi valkoinen jauhe liuotettiin
asetonitriiliin ja vakevditiin alipaineessa. Titi konsentraat-
tia pidettiin 5°C:ssa yén yli, jolloin saatiin prismoja

(22,7 g). Kiteyttamidlla uudelleen samasta liuottimesta saatiin
puhdistettua FR-900506 ainetta (13,6 g) varittdmini prismoina.

Jakeet, jotka sisdlsivat toista kohdeyhdistettd, otettiin
talteen ja vdkevditiin alipaineessa, jolloin saatiin puhdista-
matonta FR-900525 ainetta (314 g) kellertivini jauheena.

Esimerkki 3

Fermentaatio

Viljelyalustaan (160 ml), joka sisilsi glyseriinii (1 %),
maissitarkkelystd (1 %), glukoosia (0,5 %), pellavansiemen-
jauhoa (1 %), kuivahiivaa (0,5 %), maissinliotusvettsa (0,5 %)
ja kalsiumkarbonaattia (0,2 %) (sdddetty pH-arvoon 6,5),
kaadettiin kymmeneen 500 1 Erlenmeyer-pulloon ja steriloitiin
120°C:ssa 30 minuuttia. Jokaiseen alustaan siirrostettiin
silmukallinen Streptomyces tsukubaensis nro 9993 kannan vino-
pintavil jelmdad ja viljeltiin 30°C:ssa 4 pdivaad ravistelijassa.
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Saatu viljelmd siirrostettiin alustaan, joka sisdlsi liukoista
tarkkelystda (5 %), maapahkinajauhoa (0,5 %), kuivahiivaa
(0,5 %), gluteenijauhoa (0,5 %), kalsiumkarbonaattia (0,1 %)
ja Adekanolia (vaahdonestoaine, tavaramerkki, valmistaja
Asahi Denka Co.) (0,1 %), 150 litraa) 200 litran fermentoris-
sa, joka oli steriloitu 120°C:ssa 20 minuutin ajan, ja viljel-
tiin 30°C:ssa 4 paivaid ilmastamalla 150 litraa/minuutti ja
sekoittamalla 250 kierrosta minuutissa.

Eristaminen ija puhdistaminen

Ndin saatu viljelyliuos suodatettiin piimaan avulla (5 kg).
Rihmastokakku uutettiin asetonilla (50 1), jolloin saatiin

50 litraa uutetta. Asetoniuute rihmastosta ja suodos (135 1)
vhdistettiin ja johdettiin pylvaadn l&pi, joka sisidlsi ei-io-
nillista adsorptiohartsia "Diaion HP20" (tavaramerkki, valmis-
taja Mitsubishi Chemical Industries Ltd.) (10 1). Pestiin
vedelld (30 1) ja 50 %:1la vesipitoisella asetonilla (30 1),
minka jalkeen eluoitiin 75 % vesipitoisella asetonilla. Elu-
aatti (30 1) haihdutettiin alipaineessa, jolloin jaljelle jai
vettda (2 1). Tadmd jAadnnds uutettiin etyyliasetaatilla (2 1)
kolme kertaa. Etyyliasetaattiuute vakevoitiin alipaineessa,
jolloin saatiin 61 jymaista jadannostad. Ol jymdinen jaannds se-
koitettiin kaksinkertaisen painomddrin kanssa hapanta silika-
geelid (silikageelin erikoislaatu 12, valmistaja Fuji Devison
Co.) ja tamad seos lietettiin etyyliasetaattiin. Liuottimen
haihduttamisen jadlkeen saatu kuiva jauhe pylvaskromatografoi-
tiin samalla happamella silikageelilld (800 ml), joka oli
pakattu n-heksaanilla. Pylvds kehitettiin n-heksaanilla (3 1),
n-heksaanin ja etyyliasetaatin secksella (4:1 v/v, 3 litraa)
ja etyyliasetaatilla (3 1). Kohdeyhdistettd sisdltéavat jakeet
otettiin talteen ja vakevditiin alipaineessa, jolloin saatiin
6l jymdinen Sa&nnés. Tdmad 61 jymdinen jd3nnds liuotettiin n-hek-
saanin ja etyyliasetaatin seokseen (1:1 v/v, 30 ml) ja pylvas-
kromatografoitiin silikageelilld (valmistaja Merck Co., Ltd.
230 - 400 mesh) (500 ml), joka oli pakattu samalla liuotinjar-
jestelmdllda. Eluointi suoritettiin n-heksaanin ja etyyliase-
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taatin seoksella (1:1 v/v, 2 litraa ja 1:2 v/v, 1,5 litraa) ja
etyyliasetaatilla (1,5 litraa).

Ensimmdistd kohdeyhdistetti sisaltiavit jakeet otettiin talteen
ja vdkevditiin alipaineessa, jolloin saatiin puhdistamatonta
FR-900506 ainetta (3 g) kellertivini jauheena.

Toista kohdeyhdistettid sisidltiavit jakeet otettiin talteen ja
vékevditiin alipaineessa, jolloin saatiin 6l jymdinen jidiannds.
Tama 6l jymdinen jainnds kromatografoitiin uudelleen silikagee-
1lilld, jolloin saatiin keltainen 6ljy. Tam&d 6l jymdinen jAAnnds
sekoitettiin kaksinkertaisen painomiirin kanssa hapanta sili-
kageelid ja tamid seos lietettiin etyyliasetaattiin. Liuottimen
haihduttamisen jidlkeen saatu kuiva jauhe kromatografoitiin
happamella silikageelilld (100 ml), joka pakattiin ja keitet-
tiin n-heksaanilla. Kohdeyhdistetti sisiltavit jakeet otettiin
talteen ja vaalean kellertivini jauheena (380 mg). Tami jauhe
liuotettiin n-heksaaniin ja etyyliasetaatin seokseen (1:2 v/v,
5 ml) ja kdsiteltiin happamella silikageelilld (silikageelin
erikoislaatu 922, valmistaja Fuji Davison Co.) (100 ml), joka
pakattiin ja pestiin samalla livotinjédrjestelmidlli. Eluaatti
suoritettiin etyyliasetaatilla. Aktiiviset tiet otettiin tal-
teen ja haihdutettiin alipaineessa, jolloin saatiin puhdistet-
tua FR-900525 ainetta (230 mg) valkoisena jauheena.

Esimerkki 4

Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushimaensis no. 7238
kannan eristiminen

Noin 1 g maata, jonka keridyspaikka oli Yakushima, Kagoshima
Prefecture,’Japani, lisdttiin steriilin koeputkeen ja tilavuus
saadettiin 5 ml:ksi steriililli vedelld. Seosta sekoitettiin
sen jédlkeen 10 sekuntia koeputkisekoittimella ja pidettiin

10 minuuttia. Supernatantti sarjalaimennettiin 100 kertaisesti
steriilillad vedellid. Laimennettu liuos (0,1 ml) levitettiin
Czapek-agarille, joka oli tédydennetty tiamiinihydrokloridilla,
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(sakkaroosi 30 g, natriumnitraatti 3 g, dikaliumfosfaatti

1l g, magnesiumsul faatti 0,5 g, kaliumkloridi 0,5 g, ferrosul-
faatti 0,01 g, diamiinihydrokloridi 0,1 g, agar 20 g, vesijoh-
tovesi 1000 ml; pH 7,2) petrimaljalla. Kasvavat pesidkkeet,
jotka muodostuivat maljoille 21 padivdn inkuboinnin jalkeen
30°C:ssa, siirrettiin vinopinnoille [hiiva-mallasuuteagar
(I1sP-alusta 2)], ja viljeltiin 10 paivdid 30°C:ssa. Strepto-
myces hygroscopicus subsp. yakushimaensis no. 7238 voitiin
16ytad eristettyjen pesdkkeiden joukosta.

Fermentaatio

Jokaiseen 20:neen 50 ml:n Erlenmeyer-pulloon kaadettiin vil je-
lyalustaa (160 ml), joka sisdlsi glyseriinid (1 %), liukoista
tarkkelysta (1 %), glukoosia (0,5 %), pellavansiemenjauhoa
(0,5 %), kuivahiivaa (0,5 %), maissinliotusvettda (0,5 %) ja
kalsiumkarbonaattia (0,2 %) (sdddetty pH-arvoon 5), ja steri-
loitiin 120°C:ssa 30 minuuttia. Jokaiseen alustaan siirros-
tettiin silmukallinen Streptomyces hygroscopicus subsp.
yakushimaensis no. 7238, FERM BP-928 kannan vinopintavil jelmaa
ja viljeltiin 4 paivdd 309C:ssa ravistelijassa. Saatu seos
siirrostettiin alustaan, joka sisalsi glukoosia (4,5 %),
maissinliotusvettd (1 %), kuivahiivaa (1 %), gluteenijauhoa

(1 %), vehnanydintd (0,5 %), kalsiumkarbonaattia (0,1 %) ja
Adekanolia (vaahdonestoaine, tavaramerkki, valmistaja Asahi
Denka Co.) (0,1 %) (150 litraa), 200 litran fermentorissa,
joka oli steriloitu 120°C:ssa 20 minuutin aikana, ja viljel-
tiin 30°C:ssa 4 paivada ilmastamalla 150 litraa/minuutti ja
sekoittamalla 250 kierrosta minuutissa.

Eristiaminen ja puhdistaminen

Ndin saatu viljelyliuos suodatettiin piimaan avulla (5 kg).
Rihmastokakku muutettiin asetonilla (50 litraa), jolloin
saatiin 50 litraa uutetta. Asetoniuute rihmastosta ja suodos
(135 litraa) yhdistettiin ja johdettiin pylvaan lapi, joka
sisdlsi ei-ionillista absorptiohartsia "Diaion HP-20" (tava-
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ramerkki, valmistaja Mitsubishi Chemical Industries Ltd.)

(10 litraa). Pestiin vedella (30 litraa) ja vesipitoisella
asetonilla (30 litraa), minkd jdlkeen elucitiin asetonilla.
Eluaatti haihdutettiin alipaineessa, jolloin jdjelle jadi vetta
(2 litraa). J&annés uutettiin etyyliasetaatilla (4 1). Etyy-
liasetaattiuute vikevditiin alipaineessa, jolloin saatiin
6ljymdinen jdannds. Tdmd 61 jymdinen jiinnds sekoitettiin
kaksinkertaisen painomi#irin kanssa hapanta silikageelia (sili-
kageelin erikoislaatu 12, valmistaja Fuji Devison Co.), ja
taméd seos lietettiin etyyliasetaattiin. Liuottimen haihdutta-
misen jdlkeen saatu kuiva jauhe pylvédskromatografoitiin samal-
la happamella silikageelilla (800 ml) joka oli pakattu n-hek-
saanilla. Pylvds keitettiin n-heksaanilla (3 1), n-heksaanin
ja etyyliasetaatin seoksella (4:1 v/v, 3 litraa) ja etyyli-
asetaatilla (3 litraa). FR-900523 pitoiset jakeet otettiin
talteen ja vakevditiin alipaineessa, jolloin saatiin 61 jyméai-
nen jadnnds. Tdmd 6ljymdinen jainnés liuotettiin n-heksaaniin
ja etyyliasetaatin seokseen (1:1 v/v, 50 ml) ja pylvaskroma-
tografoitiin silikageelilld (valmistaja Merck Co., Ltd.

70-230 mesh) (1000 ml), joka oli pakattu samalla liuotinjar-
jestelmdlla. Eluointi suoritettiin n-heksaanin ja etyyli-
asetaatin seoksella (1:1 v/v, 3 litraa ja 1:2 v/v, 3 litraa)
ja etyyliasetaatilla (3 litraa). Kohdeyhdistetti sisidltiavit
jakeet otettiin talteen ja viakevditiin alipaineessa, jolloin
saatiin kellertdvdd jauhetta (4,5 g). Téamdé jauhe liuotettiin
metanoliin (2 ml) ja sekoitettiin veden kanssa (10 ml).

Seos kromatografoitiin kddnteisfaasi-silikageelilld "YMC" (60-
200 mesh) (500 ml) (tavaramerkki, valmistaja Yamamura Chemical
Institute), joka pakattiin ja keitettiin metanolin ja veden
seoksella (4:1 v/v).

Kaénteisfaasi-silikageeli-kromatografia suoritettiin samalla
livuotinjarjestelmilld. FR-900523 ainetta sisiltivit jakeet
otettiin talteen ja sen jilkeen viakevditiin alipaineessa,
jolloin saatiin puhdistamatonta FR-900523 tuotetta (0,51 g)
vaalean kellertdvidnid jauheena. Tami puhdistamaton tuote liuo-
tettiin asetonitriilin (3 ml) ja kdsiteltiin kiinteisfaasi-
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silikageelilld "YMC" (70 ml), joka pakattiin ja keitettiin
asetonitriilin, tetrahydrofuraanin ja 50 mM fosfaattipuskuri-
liuoksen (pH 2,0) seoksella (3:2:5 v/v). Kohdeyhdistetta
sisadltivat jakeet otettiin talteen ja uutettiin etyyliasetaa-
tilla. TadmA uute vakevditiin alipaineessa, jolloin saatiin
kellertiavan valkoista jauhetta (190 mg). Tdmad kellertdvan
valkoinen jauhe kromatografoitiin jdlleen kddnteisfaasi-sili-
kageelilld "YMC", jolloin saatiin valkoista jauhetta (80 mg).
Tami valkoinen jauhe liuotettiin pieneen maddradan dietyylieet-
terida ja annettiin seistd yén yli huoneen lampodtilassa, jol-
loin saatiin 56 mg kiteitd. Kiteyttamdlla uudelleen dietyyli-
eetteristd saatiin 34 mg FR-900523 ainetta varittomina neula-
sina.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd valmistaa farmakologisesti arvokkaita trisyklisia
yhdisteitd, joiden kaava on

(1)

jossa

R3 on allyyli, kun n = 1 ja

R3 on metyyli tai allyyli, kun n = 2,
tunnettu siiti, etti

viljellaan mikro-organismia Streptomyces tsukubaensis
(FERM BP-927) tai Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushima-
ensis (FERM BP-928) ravintoalustassa ja otetaan talteen yhdis-

te FR-900506, jonka kaava on
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OCH3 OCH3

ja/tai yhdiste FR-900523, jonka kaava on

.....

.....

OCH, OCH

.;@ ja/tai yhdiste FR 900525, jonka kaava on

.....
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OCH, OCH,

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet t u

siitd, ettda viljellain yhdistettd FR-900506 tuottavaa Strepto-
myces tsukubaensis-kantaa [No 9993 (FERM BP-927)] ravintoalus-
tassa ja otetaan talteen yhdiste FR-900506.
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Patentkrav

1. Férfarande fér framstidllning av farmakologiskt vardefulla
tricykliska foéreningar med formeln

HO

(I)

OCH., OCH

.....

dar

R3 ar allyl, dd n =1 och

R3 ar metyl eller allyl, dd n = 2,
kdadnnetecknat darav, att

mikro-organismen Streptomyces tsukubaensis (FERM BP-927) eller
Streptomyces hygroscopicus subsp. yakushimaensis (FERM BP-928)
odlas i ett niaringsmedium och en fdérening FR-900506 med for-

$ht meln
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OCH3 OCH3

och/eller en férening FR-900523 med formeln

OCH
och/eller en férening FR 900525 med formeln

3 OCH3
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CH —CH=CH2

OCH

OCH3

3

tillvaratas.

2. Férfarande enligt patentkravet 1, k annetecknat
dirav, att foreningen FR-900506 producerande stammen av
Streptomyces tsukubaensis [No 9993 (FERM BP-927)] odlas i ett
niringsmedium och féreningen FR-900506 tillvaratas.
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