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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmédde til frem-
stilling af antibiotikum C-15003 P-4 med formlen

H.C CH
3 3
\CH
l

i

ved dyrkning af en mikroorganisme, som hgrer til den art,
hvortil stammen Nocardia nr. C-15003 (IFO 13726) hgrer,
i et dyrkningsmedium, der indeholder assimilerbare carbon-

kilder og omsattelige nitrogenkilder.

Antibiotikum C-15003 P-4 er i det fglgende forkortet til
pP-4.

De ved fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse
anvendte mikroorganismer frembringer, ndr de dyrkes i kon-
ventionelle dyrkningsmedier, almindeligvis forskellige kom-
ponenter af antibiotikum C-15003 samtidigt, se beskrivelsen
til dansk patentansggning nr. 4588/77. Til fraskillelse af
den enkelte komponent fra dyrkningsmediet kraves meget kom-
plicerede processer, som uundgdeligt giver et lavere udbyt-

te af den ¢nskede komponent.

For at overvinde denne ulempe er der foretaget omfattende
undersggelser, iser med henblik pé& specifik udvinding af
P-4, og det har vist sig, at P-4 kan produceres i en bemar-

kelsesvaerdig stor ma&ngde i forhold til det totale indhold
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af antibiotikum C-15003, hvis der anvendes et dyrkningsmedium

med en specifik sammensatning.

T overensstemmelse hermed er fremgangsmiden ifglge opfindel-
sen ejendommelig ved, at dyrkningsmediet indeholder leucin

og/eller derivater deraf.

I sammenhzng med denne opfindelse er udtrykket "antibioti-
kum C-15003" eller "C-15003" en fallesbetegnelse for de

fire forbindelser med den fglgende almene formel som en
gruppe eller en blanding af to eller tre af disse forbindel-

ser eller enhver af disse forbindelser hver for sig.

HO
CH3 OCH3
CH3
(hvori R stir for -C0-CH,~CH;,  -CO-CH ,
CH CH
-3 3
—CO—CH2—CH2—CH3 eller —CO—CHZ—CH )

Idet der henvises til den almene formel I, kaldes den for-
bindelse, hvori R er —CO—CH2—0H3, heri "antibiotikum
C-15003 P-2" eller mere kortfattet "P-2", den forbindelse,
A3
hvori R er -CO-CH , kaldes heri "antibiotikum C-15003 P-3"
CHB

eller mere kortfattet "P-3", den forbindelse, hvori R er
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-CO-CH,-CH,~-CH kaldes heri "antibiotikum C-15003 P-3' "

2 2 37
eller mere kortfattet "P-3' ", og den forbindelse, hvori
/,CH3
R er ~CO-CH2—CH , kaldes heri "antibiotikum C-15003 P-4"
~
CH3

eller mere kortfattet "P-4". Antibiotikum C-15003 P-2 er

den samme forbindelse som maytansinolpropionat, der er be-
skrevet i Kupchan et al.'s rapport [The Journal of American
Chemical Society 97, 5294 (1975)], med hensyn til elementar-
analyse, specifik drejning, absorption af ultraviolet lys,

absorption af infrargdt lys, massespektrum m.m.

De mikrobiologiske karakteristika af stamme nr. C-15003
underspgtes ved metoder, der er analoge ti1l dem, der fore-
s14s af Shirling & Gottlieb (International Journal of Syste-
matic Bacteriologj 16, 313-340 (1966)). Resultaterne af
observationerne ved 28°% i 21 dage er som felger:

1) Morfologiske karakteristika.

Det vegetative mycelium er veludviklet og forgrenet, bade

pa agar og i flydende medium. Mange af hyferne maler 0,8

til 1,2 u i diameter og ken 1 visse tilfelde dele sig 1
fragmenter, som ligner stavformede bakterier eller forgre-
nede korte hyfestykker. Stammen giver god vakst pé forskel-
lige taksonomiske medier, idet luftmyceliet er overlejret
ps det vegetative mycelium, selv omden ofte danner coremia-
lignende legemer (50-200 x 200-1000u), ovenpd hvilken luft-
myceliet vokser videre. Mange af luftmycelierne er bug-
tede, og lige eller Abert spirallignende konfigurationer
treffes ved nogle fa lejligheder. Mikroskopisk undersegel-
se af smldre kulturer afslerer, at de konidielignende celler
kun i f3 tilfelde optrader i kader, medens de cellesuspensio-—
ner, der opniedes fra overfladerne af sgdanne kulturer, ved
mikroskopisk underspgelse viste sig at indeholde mange lang-
strakt ellipsoide (0,8-1,2 p x 4,8-6,8 u) og ellipsoide
(0,8-1,2 x 1,0-2,0 u) legemer, som lignede arthrosporer.

Elektronmikroskopiske undersogelser viste, at disse legemer

havde glatte overflader.
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2) Cellebestanddele.

Stammen dyrkedes under omrystning i modificeret ISP nr. 1
medivm ved 28°C i 66 til 90 timer, hvorefter cellerne opsam-
ledes og skylledes. Ved metoden ifslge B.Becker et al.
(Applied Microbiology 12, 421 (1964)) og metoden ifglge

M.P. Lechevalier (Journal of Laboratory and Clinical Medicine
71, 934 (1963)) undersegtes de ovennwvnte hele celler

for diaminopimelinsyre og sukkersammensstning. Forstnevnte
viste sig at vere meso-formen, medens der piavistes pletter,
som svarede-til galactose og arabinose.

3) Karakteristika for taksonomiske medier.

Stammen viste forholdsvis god vekst pd forskellige medier,
idet det vegetative mycelium var farvelgst til bleggult 1

de indledende dyrkningsfaser og 1lyst gulbrunt til gulbrunt

i senere faser. Stammen producerer opleselige pigmenter,
gule til gulbrune, i forskellige taksonomiske medier. Luft-
myceliet er pulveragtigt og giver generelt moderat vekst,
idet det er hvidt til gult eller lyst gulbrunt. Karakteri-
stika for stammen i forskellige taksonomiske medier er 0p—

fort 1 tabel 1.

Tabel 1.

Dyrkningskarakteristika for stamme nr. ¢~15003 p3 taksonomi-
ske medier.
(A) Sucrose-nitrat-agar:
Vekst (G): Moderat, "Brite Melon Yellow" (3 ia)#*
i1 "Amber Tan" (3 1lc)*, coremialignende
legemer dammet.
Tuftmycelium (AM): Sparsomt, hvidt.
Opleseligt pigment (SP): Intet eller blegt gulbrunt.
(B) Glycerol-nitrat-agar:
G: Woderat, "Lt Ivory" (2 ca)#*, coremialignende le-
gemer -davnet.
AM: Moderat, hvidt.
- SP: Intet.




(¢)

(E)

(G)
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Glucose~asparagin-agar:

G: Moderat, "Brite Marigold" (3 pa)* til "Brite
Yellow" (2 pa)#*.

AM: Sparsomt, hvidt.

SP: "Brite Yellow" (2 pa)¥*.

Glycerol-asparagin-agar:

G: Moderat, "Lt Ivory" (2 ca)*, coremialignende le-
gemer dannet.

All: Sparsomt, hvidt.

SP: Intet.

Stivelsesagar:

G: Moderat, "Lt Ivory" (2 ca)* til "Lt Wheat" (2 ea)+,
coremialignende legemer dannet.

AM: Rigeligt, "Lt Ivory"™ (2 ca)#*.

SP: Intet.

Neringsagar:

G: Moderat, "Lt Ivory" (2 ca)* til "Colonial Yellow"
(2 ga)*, coremialignende legemer dannet.

AM: Sparsomt, hvidt.

SP: Intet.

Calciummalatagar:

G: Moderat,"Lt Ivory" (2 ca)* til "Lt Wheat" (2 ea)*,
coremialignende legemer dannet.

AWM: Moderat, hvidt til "Lt Ivory" (2 ca)#*,

3P: Intet.

Garekstrakt-maltekstrakt-agar:

G: Moderat, "Amber" (3 1lc)* til "Brite Yellow" (3 la)¥,
coremialignende legemer dannet.

AM: Moderat, hvidt til "It Ivory" (2 ca)=.

SP: Intet.

Havremelagar:

G: Moderat, "Lt Ivory" (2 ca)* til "Colonial Yellow"
(2 ga)¥*, coremialignende legemer danmnet.

AM: Sparsomt, hvidt til lysegult.

SP: Intet.

Pepton-garekstrakt-jern-agar:

G: Moderat, "Colonial Yellow" (2 ga)*.

AM: Intet.

SP: "Colonial Yellow"™ (2 ga)+.
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(K) Tyrosinagar:
G¢: Moderat, "Lt Ivory" (2 ca)¥® til "Lt Melon Yellow"
(3 ea)*, coremialignende legemer dannet.
Al: Moderat, hvidt il "Lt Ivory" (2 ca)¥®.
SP: "Camel" (3 ie)#.
% Parvekoderne svarer til "Color Harmony Manual", 4. udgave.

(Container Corporation of America, 1958).

4) Fysiologiske karakteristika:

De fysiologiske karakteristika af stammen er vist i tabel

2, Temperaturomrdde for vakst: 12 til 38°C. Temperaturom—
radet, hvori der optrader god luftvekst pd agar (ISP nr. 2),

er 20 il 35°C.

Tabel 2.
De fysiologiske karakteristika af stamme nr. C-15003.

Temperaturomride for vekst: 12 til 3800.
Temperaturomride for luftvekst: 20 til 35%.
Gelatinesmeltning: Positiv.
Hydrolyse af stivelse: Positiv.
Reduktion af nitrater: Positiv.
Peptonisering af melk: Positiv.
Koagulation af mzlk: Negativ.
Dekomposition af kasein: Positiv.
Produktion af melanoide pigmenter:
Negativ: (pepton—g&rekstrakt—jern—agar),
positiv: (tyrosinagar).
Dekomposition af tyrosin: Positiv.
Dekomposition af xanthin: Negativ.
Dekomposition af hypoxanthin: Negativ.
Tolerance overfor lysozym: Positiv.
Tolerance overfor natriumchlorid: 2%.

5) Udnyttelse af forskellige carbonkilder:

Udnyttelsen af forskellige carbonkilder undersagtes under
anvendelse af et medium beskrevet i Pridham og Gottlieb
(Journal of Bacteriology 56, 107 (1948)) og et basalmedium
med samme. sammensetning plus 0,1% gerekstrakt. Det resulte-

rende spéktrum er vist i tabel 3.
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Tabel 3.

Udnyttelsen af carbonkilder af stamme nr. C-15003.
Carbonkilde Vakst Carbonkilde Vekst
D-Xylose + Raffinose + + %
L-Arabinose + + Melibiose +
D-Glucose ++ 4+ i-Inositol - -
D-Galactose + o+ D-Sorbitol - -
D-Fructose +++ ++ D-Mannitol ++ ++
L-Rhamnose + + Glycerol - +
D-Mannose +++ Oplegselig sti-

velse + +
Sucrose ++ 4+ Kontrol - -
Lactose - -
Maltose + +
Trehalose + ++

% Basalmedium med 0,1% gmrekstrakt tilsat.
Note: +++: Rig vzkst
++: God vekst
+: Vekst
+: Ringe ve&kst
~: Ingen vzkst

6) Andre karakteristika.

Cellerne opsamledes ved den tidligere i 2) beskrevne meto~
de, og DNA'et prapareredes analogt med metoden ifglge

J. Marmur et al. (Journal of Molecular Biology 3, 208,
1961). GC (guanin-cytosin)-indholdet i DNA'et fandtes

at vere ca. 71 mol-%.

Gram-farvning af det vegetative mycelium af denne stamme var

positiv.

De ovenstiende karakteristika for stamme nr. C-15003 sammen-
lignedes med beskrivelserne i S.A. Waksman's "The Actino-
mycetes Vol. 2" (The Williams end Wilkins Co., 1961), R.E.
Buchanan og N.E. Gibbons, "Bergey's Manual of Determina-
tive Bacteriology, 8th Ed., 1974", og anden litteratur.
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Da denne stamme formodedes at here til gruppe IIT i sleg-
ten Nocardia, og da man ikke fandt arter med de hidtil be-
skrevne karakteristika blandt de kendte stammer, konklude-
rede man, at denne stamme representerer en ny mikroorga-

nismeart.

Den foreliggende stamme nr. C-15003 er deponeret hos Fer-
mentation Research Institute, Agency of Industrial Science
and Technology (FERM), Japan, under accessionsnummeret
FERM-P nr. 3992, hos The Institute for Fermentation, Osaka
(IF0), Japan, under accessionsnummeret IFO 13726 og hos The
American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, U.S.A.,
under accessionsnummeret ATCC-31281.

Fn mikroorganisme af slaegten Nocardia er ligesom mikroorga-
nismer generelt tilbesjelig til at undergs variationer og
mutationer, enten spontant eller induceret. De

mange varianter af stammen, hvilke varianter er opndelige

ved bestraling med rentgenstraler, gammestriler, ultraviolet
lys og lignende, ved isolering af enkelte celler, ved dyrk-
ning p& medier indeholdende forskellige kemikalier eller

ved enhver snden mutagen behandling, sdvel som de mutanter,
der spontant afledes af stammen, og hvis egenskaber ikke af-

. viger vasentligt fra de givne karakteristika, og som er i stand
til at frembringe C-15003 P-2, P-3, P-3' og/eller P-4, kan ud-
~ nyttes ved fremgangsmiaden ifglge den foreliggende opfindelse.
Nair stamme nr. C-15003 eksempelvis underkastes forskellige
mutagene behandlinger,dannes mutanter, som i det vzsentlige
mangler evnen til at producere opleselige pigmenter, mutan-—
ter med substratmycelier, som er farvelgse, gulgrenne, rod-
brune eller orangergde, mutanter, hvis hyfer er rede til at
fragmentere i bacillare elementer eller forgrenede korte
hyfefragmenter, og mutanter med rigeligt, hvidt luftmycelium
eller i det vaesentlige uden luftmycelier.

Leucin kan ved fremgangsmdden ifglge den foreliggende op-
findelse anvendes i form af et derivat. Eksempler pd deriva-
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ter er alkylestere med 1 til 2 carbonatomer (f.eks. methyl-
esteren og ethylesteren) af leucin, amider, sdsom amidet,
eller alkylamider med 1 til 2 carbonatomer (f.eks. N-methyl-
amidet og N-ethylamidet) af leucin, dets ketosyrer (f.eks.
a-ketoisocapronsyre) eller salte af de ovennavnte forbin-
delser (f.eks. hydrochlorider). L-formen af leucin er gnske-
lig. Blandingen af leucin i fri form og dets derivater eller
en blanding af derivater kan ogsd anvendes.

Ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen anvendes de ovennavnte
stoffer generelt i mediet i en mangde pa ca. 0,01 til 1,0%
(vegt/vol.), fortrinsvis ca. 0,1 til 0,5% (vegt/vol.), pd et-
hvert tidspunkt af dyrkningen, s& lange dyrkningen af Nocar-
dia sp. nr. C-=15003 finder sted, fortrinsvis under den ind-
ledende dyrkningsfase.

Mediet, der anvendes til dyrkningen af en s&dan antibioti-
kum C-15003 P-4-producerende stamme, kan vare et hvilket som
helst flydende eller fast medium, hvis det blot indeholder
neringsstoffer, som stammen kan udnytte. Til stg¢rre produk-

tioner foretrakkes almindeligvis et flydende medium.

Mediet skal indeholde det navnte tils®tningsstof samt carbon~ og nitro-
genkilder, som den antibiotikum C-15003 P-4-producerende stam-

me kan assimilere og omsatte. Desuden kan mediet indeholde
uorganisk stof, mikronaringsstoffer og lignende. Som eksempler
p& carbonkilder kan navnes glucose, lactose, sucrose, maltose,
dextrin, stivelse, glycerol, mannitol, sorbitol, fedtstoffer
og olier (f.eks. sojabgnneolie, svinefedt og hgnsefedt). Ni-
trogenkilderne kan f.eks. vare kgdekstrakt, garekstrakt, tgr-
ger, sojabgnnemel, majsstgbevand, pepton, bomuldsfrgmel, me-
lasse, urinstof, ammoniumsalte (f.eks. ammoniumsulfat, ammoni-
umchlorid og ammoniumnitrat) og nitratsalte (f.eks. natrium-
nitrat og kaliumnitrat). Mediet kan yderligere indeholde sal-
te af natrium, kalium, calcium, magnesium og lignende, salte
af jern, mangan, zink, cobalt, nikkel og lignende 6g salte

af phosphorsyre, borsyre m.m. Endvidere kan mediet indeholde
vitaminer (f.eks. Bl’ B2, nicotinsyre, Bl2' C og E), nuclein-

syrer (f.eks.afpurin, pyrimidin og derivater deraf) m.m. Til
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indstilling af mediets pH kan der f.eks. tilsattes en mine-
ralsyre og/eller et alkali eller ammoniak sdvel som de til-
svarende baser som pH-justerende midler. Endvidere kan oli-
er og fedtstoffer, overfladeaktive midler og antiskummidler

ogsd sattes til mediet, om gnsket.

Dyrkningen kan gennemfores stationert, under omrystning,
submers aerobt og under enhver anden dyrkningsbetingelse.
7i1 sterre produktioner foretrzkkes selvfglgelig submers
aerob dyrkning. Selv om dyrkningsbetingelserne naturlig-
vis afhznger af fermentationsbetingelserne og sammensatnin-—
gen af mediet, den anvendte stamme, dyrkningsmetoden og
andre faktorer, foretrzkkes det nmormalt at genmemfore inku-
bationen ved 20 til 359 med et udgangs-pH pd ca. 5,5-8,5,
isgr ved 23 til 30°C med et udgangs-pH pd 6,5 til 7,5. Da
dyrkningstiden ogsd er variabel ifglge de samme faktorer
som nevnt ovenfor, er det tilrddeligt at fortsette dyrknin-
gen, indtil styrken af P-4 bliver maksimal. I tilfelde af
en rystekultur eller en aerob submers kultur i flydende
medium er den nedvendige tid normalt fra ca. 48 il 240

timer.

Det folgende er et konkret eksempel p4 metoden til frem-—
stilling af P-4.

Stamme nr. C-15003 inokuleredes i et dyrkningsmedium (1), in-
deholdende 3% oplsselig stivelse, 0,2% ammoniumchlorid,

0,05% magnesiumsulfat, 1,09% kaliumdihydrogenphosphat,

2 09% dikaliumhydrogenphosphat, 0,001% ferrosulfat og
tilsetningsstoffet, eller et dyrkningsmedium (II),indehol-
dende 5% dextrin, 3% majsstebevand, 0,1% pepton, 0,5%
calciumcarbonat og tilsatningsstoffet, og dyrkedes ved

2890 i 144 %imer i en roterende rystemaskine (200 omdr/min. )

eller i en fermentor.
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Tabel 4 og 5 viser resultaterne under anvendelse af mediet
(I) henholdsvis (II).

Styrken af det totale C-15003 prgvedes med Talaromyces
avellaneus IFO 7721 som prgveorganisme med papirskivemeto-
den. Prgvemediet bestod af 3,5 g dinatriumhydrogenphosphat,
0,5 g kaliumdihydrogenphosphat, 5 g garekstrakt (Difco),

- 10 g glucose, 15 g agar og 1000 ml destilleret vand (pH 7,0),

Bestemmelsen af det i dyrkningsmediet akkumulerede P-2, P-3

og P-4 udfgrtes som fglger:

Dyrkningsmediet ekstraheredes med det samme volumen ethyl-
acetat. Oplgsningsmiddellaget koncentreredes og tgrredes.
Det tgrrede stof oplgste i ethylacetat til et volumen pa
1/100 af dyrkningsmediet. Produkterne elueredes ved silica-
geltyndtlagskromatografi (silicagelplade 60F254 med vand-
mattet ethylacetat. Mengden af antibiotikumet og forholdet
mellem komponenterne bestemtes ved hjalp af en "Shimazu
Dual-wave length TIC-scanner", model CS-910, pé& basis af
integraltetheden af hver plet pd kromatogrammet ved 254 nm.
Forholdet mellem komponenterne er angivet som vagt/vegt-%

i det totale produkt af P-2, P-3 og P-4.

Som vist i tabel 4 og 5 producerede stamme nr. C-15003 an-
tibiotikum P-4 i en mangde p& 65 til 84% af det totale under
tilstedevarelse af de specifikke additiver og 25% eller min-
dre under fravar af s3danne komponenter. Derfor bliver udvin-
dingen af P-4 fra dyrkningsmediet mere effektiv i det fgrst-

navnte tilfalde end i det sidstnavnte.
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, Tabel 4.
Forhold mellem komponenterne (vagt/vegt-%)

Pilset— Tilset—| Tilset—- [Forhold mellem Total
nings— nings- nings— komponenterne styrke
stof _ mangde | tids- (%) (ug/ml)
(%) punkt ' o ol po3 | pod
(time )

- Ikke tilsat - - 10 65 25 10
T-Leucin 0,1 0 51 28| 67 13,5
L-Leucin . 0,3 0 8| 13| 79 11,5
I-Leucin 0,1 T2 51 30| 65 10

* Tidspuhktet 0 betyder, at.tils&mningsstoffet sattes til

mediet som en af bestanddelene.

Tabel 5.

Forhold mellem komponenterne (vagt/vagt-%)
Tilset- - Tilset-| Tilset- [Forhold mellem Total
ningsstof nings- | nings—- |komponenterne styrke

mengde | tids- (%) (ug/ml)

(%) punkt  —p ol p_3 |p-g |
(time )

Tkke tilsat | - - 15| 60| 25 18
L-Leucin 0,3 0 7 21| 72 20
L-Leucin 0,5 0 51 11| 84 15

# Tidspunktet O har samme betydning som i noten til tabel 4.

Da P-4, som siledes produceres i fermentationsvasken

er et lipofilt, neutralt stof, kan det bekvemt udvindes fra
fermentationsvasken ved adskillelses— og rensningsmeto-
der, som normalt anvendes til udvinding af sidanne mikro-
bielle metaboliter.P-4 ekstraheres let fra kulturfiltra-
tet med med vand ikke blandbare organiske oplssningsmid-
ler, sisom fedtsyreestere, f.eks. ethylacetat og amylacetat,
alkoholer, f.eks. butanol, halogenerede carbonhydrider,
f.eks. chloroform, og ketoner, f.eks. methylisobutylketon.
Ekstraktionen af P-4 fra filtratet udferes ved et pH nar
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neutralpunktet, fortrinsvis med ethylacetat ved pH 7.
Ekstrakten vaskes med vand og koncentreres under reduce-
ret tryk. Derefter sattes et upolaert oplgsningsmiddel,
s&som petroleumsether eller hexan, til koncentratet,og
régproduktet, der indeholder den aktive forbindelse, udvin-
des som et bundfald. Raproduktet underkastes fortlebende
passende rensningsmetoder,om gnsket. Som en rutinemessig
rensningsmetode er adsorptionskromatografi s3ledes nyttig,
og til dette form&l kan anvendes almindelige adsorptionsmidler,
sidsom silicagel, aktivt aluminiumoxid og makroporgs, ikke-
ionisk, adsorberende harpiks. P-4 1 riproduktet underka-
stes silicagelkromatografi, f.eks. med petroleumsether og
hexan, og elueres ved tilsetning af et polzrt oplesningsmid-
del, sisom ethylacetat, acetone, ethanol eller methanol,
eller et halogeneret carbonhydrid, sisom dichlormethan el-
ler chloroform, indeholdende et polert oplzsningsmiddel,
s&som en alkohol, f.eks. methanol eller ethanol, en keton,
f.eks. acetone eller methylethylketon, eller lignende. Ps
denne made elueres, fraskilles og udvindes P-4.

Nir en makropores, adsorberende harpiks anvendes til rens-
ning af P-4, udfores elueringen af P-4 fra sgjlen med en
blanding af vand og en lavere alkohol, en lavere keton el-
ler en ester. Den lavere alkohol kan f.eks. vare methanol,
ethanol, propanol eller butanol, og den lavere keton kan
f.eks. vare acetone eller methylethylketon. Esteren kan
f.eks. vaere ethylacetat eller butylacetat. I en typisk
fremgangsmide oplgses rdproduktet II i 60%'s methanol-

vand og adsorberes pd en sgjle af "Diaion HP-10", som er en
non-ionisk makroporgs ionbytterharpiks. S¢jlen vaskes med
70%'s methanol-vand, og P-4 elueres med 90%'s methanol-vand.

I den ovenfor beskrevne fremgangsmiade samles fraktionerne,
der indeholder P-4, og de koncentreres under reduceret

tryk. Til det terre produkt settes 5 til 8 volumen ethyl-
acetat,og blandingen henstir, hvorefter P-4 udskilles som

krystaller.
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Ifplge den omhandlede fremgangsmide nir produktionsandelen
af P-4 i C-15003-produkterne ca. 65% eller mere, og P-4
udvindes let frs dyrkningsmediet. Den omhandlede frem-
gangsmide er derfor meget fordelagtig il en industriel

fremstilling af P~4.

De fysisk-kemiske egenskaber af det i eksempel 1 opngede
P-4 er vist i tabel 6.

Tabel 6.
Antibiotikumet C-15003 P-4 . C33H450LN209 = 649.196

Smeltepunkt (C°) 177-180

. (0]
Specifik drejning [a]5° ~142° % 10
' (c= 0,522 CHCi3)

0

Elementaranalyse C 60,65
Fundet (%) H 7,05
N 4,25
1 5,23
FElementaranalyse ¢ 051,05
Beregnet (%) H 6,99
N 4,32
C1 5,46
Ultraviolet absorptions- 233 (29900) 240 (sh 23240)
spektrum nm (¢) 252 (27590) 280 (5712)
(i methanol) 288 (5680)
Infrargdt absorptions-— 17§O, 1730, 1670, 1580, 1445,
=1 1385, 1340, 1255, 1180, 1150
KB ’ b ? b b
spelktrun (cm ) KBr 1100, 1080, 1032

Nuclearmagnetisk resonans-| 1,03(d) (6H)
spektrum (ppm)

100 MHz i CDCij

llassespektrum (m/¢e) 587, 485, 470, 450
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Tabellen fortsat.

Oploselighed Uopleseligt i petroleumsether,
hexan og vand. Lidt opleseligt
i benzen og ether. Oplgseligt
i chloroform, ethylacetat,
acetone, ethanol, methanol,
pyridin, tetrahydrofuran og
dimethylsulfoxid

Farvereaktioner Dragendorff: Positiv
Beilstein: Positiv

Den biologiske aktivitet af P-4 er som fglger:

A) Antimikrobiel aktivitet:

Med trypticase-sojaagar (BBL) som prevemedium underssgtes
de inhibitoriske koncentrationer overfor de nedennzvnte
mikroorganismer ved papirskivemetoden. Filtrerpapirskiver
(Toyo Seisakusho, tynd type, 8 mm i diameter), som hver var
impregneret med 0,02 ml af en 300 ug/ml oplegsning af P-4,
placeredes pi agarplader, der hver iszr var inokuleret

en af de nedennsvnte mikroorganismer. P-4 havde ingen akti-
vitet mod de felgende bakterier:

Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Serratia

marcescens og Mycobacterium avium.

P8 den anden side inkuberedes veksten af en svamp, Talaro-
myces avellaneus, af P-4 pd en agarplade bestdende af

3,5 g dinatriumhydrogenphosphat, 0,5 g monokaliumdihydrogen-—
phosphat, 5 g gerekstrakt (Difco), 10 g glucose, 15 g agar 08
1000 ml destilleret vand, pH 7,0. Den minimale inhibitori-
ske koncentration var 1,0 til 1,5 ug/ml for P-4. Endvidere
dyrkedes Tetrahymena pyriformis W pd et provemedium [ sammen-
sat af 20 g proteose~pepton (Difco), 1 g gerekstrakt, 2 g
glucose, 1000 ml destilleret vand og 10 ml 1 M phosphat-
puffer, pH 7,0] ved 28°C i 44 til 48 timer, og den vakst-
inhibitoriske aktivitet af P-4 mod demme protozo bestemtes
ved seriefortyndingsmetoden. Vakstinhibition optriadte ved
0,5 pg/ml for ¢-15003 P-4.
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P-4 havde aktivitet mod de fzlgenie mikroorganismer:
Fusicladium levieri, Helminthosporium sigmoidium var.
irregulare, Pyricularia oryzae, Cochlioborus miyabeanus,
Sclerotinia sclerotiorum, Pellicularia sasakii, Tricho-
phyton rubrum, Rhodotorula rubra og Cryptococcus neoformans.

B) Antitumoraktivitet:

De terapeutiske virkninger af P-4 (indgivet intraperitonealt
i 9 p4 hinanden fslgende dage) p3 P388-leukami hos mus

(1 x 1O6 celler/dyr, mus, intraperitonealt transplanteret)
undersegtes. P-4 havde en antitumoraktivitet si hszj som

180% levetidsforpgelse ved en dosissterrelse pi 0,00625

mg/kg/dag.

C) Toksicitet:
T en forelgbig akut—toksicitetstest med mus som forsogsdyr

med intraperitoneale injektioner af P-4 viste dette anti-
biotikum en LDSO—vardi pa over 0,313 mg/kg.

Som forngvnt har P-4 sterk inhibitorisk aktivitet mod fungl
og protozoer og er derfor verdifuldt som antifungalt eller
antiprotozoisk middel. Da P-4 viser en levetidsforagende
virkning pi tumorbzrende pattedyr (f.eks. mus), forventes
det ogsi, at forbindelsen vil vere anvendelig som antitu-

morlegemiddel.

P-4 kan som antifungalt og antiprotozoisk middel med fordel
anvendes til en vurdering af den bakterielle gkologi i jor-
den, i aktivt slam, i dyrs legemsveske eller lignende, sale-
des nar vardifulde bakterier skal isoleres fra Jjordprgver,
eller nar virkningerne af bakterier skal vurderes uafthengigt
‘af virkmingerne af fungi og protozoer i forbindelse med funktio-
nen og analysen af et aktivi slamanlzg anvendt til behandling
af spildevand, kan det foreliggende antibiotikum udnyttes

til opndelse af en selektiv vekst af den bakterielle flora
uden at tillade vekst af de ledsagende fungi og protozoer

i preven. I et typisk tilfelde sattes preoven til et flyden-
de eller fast medium, og der tilsmttes 0,1 ml af en 10 til
100 ug/ml oplgsning af P-4 i 1%'s methanol-vand pr. ml af
mediet, som derefter inkuberes.
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P-4 kan ogs& anvendes som antimikrobielt middel til behand-
ling af plantesygdomme forarsaget af de mikroorganismer,

der er navnt i det ovenstdende. I den typiske anvendelse
bruges P-4 i form af en 1%'s methanolisk vandig oplgsning
indeholdende 0,5 ug/ml til 5 ug/ml af antibiotikumet. P-4 kan
f.eks. anvendes til at kontrollere bladpest, helmintho-

sporium~bladpletsyge og skedevisnen hos risplanter.

De fglgende eksempler skal belyse opfindelsen narmere;

dele er vagtdele, sifremt andet ikke er angivet, forholdet
mellem dele og volumendele svarer til forholdet mellem g og
ml, og % er baseret pd vagt/volumen, med mindre andet er

angivet.

Eksempel 1.

A.
40 volumendele podningskulturmedium (1,0% glucose, 2,0%
bactotrypton og 1,2% bacto-gzrekstrakt, pH 7,0) haldes i

en 200 volumendeles Erlenmeyer-kolbe.

Efter sterilisation inokuleredes Nocardia nr. C-~15003

(IFO 13726) i mediet. Det inokulerede medium inkuberedes
ved 28°C i en roterende rystemaskine (200 omdr./min.),
hvorved der opndedes en podningskultur. Cellerne i kulturen
vaskedes tre gange med steriliseret, destilleret vand, og
de vaskede celler genopslammedes i steriliseret, destille~

ret vand med samme volumen som det oprindelige medium.

En volumendel af den ovenstdende blanding inokuleredes i

40 volumendele hovedkulturmedium bestdende af 3% oplgselig
stivelse, 0,2% ammoniumchlorid, 0,05% magnesiumsulfat,
1,09% kaliumdihydrogenphosphat, 2,09% dikaliumhydrogenphos-
phat, 0,001% ferrosulfat og 0,3% L-leucin, og dyrkningen
udfgrtes ved 28°%C i 8 dage i en roterende rystemaskine (200

omdr./min.) .

Den totale produktionsmengde af C-15003 var 12 ug/ml, og an-
delen af P-4 heri var 80% (vagt/vagt).
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B.

500 volumendele af den under A opndede podningskultur in-
okuleredes i en 2000 volumendeles Sakaguchi-kolbe og dyr-—
kedes Ved_28OC i 48 timer i en frem- og tilbagegdende ry-
stemaskine (110 slag/min.), hvilket gav et inokulum. In-
okulumet overfgrtes til 100 x 103 volumendele af et medium
pestiende af 2,0% glucose, 3,0% oplgselig stivelse, 1,0%
majsstgbevand, 1,0% sojabgnnemel, 0,5% polypepton, 0,3% na-
triumchlorid, 0,5% calciumcarbonat (vegt/vol.), pH 7,0, i

en 200 x lO3 volumendeles rustfri sté&lfermentor.

Dyrkningen gennemfgrtes ved 28°C i 48 timer under gennem-
luftning (100 1/min.) og omrgring (200 omdr./min.). Dyrk-
ningsmediet (10 x 103 volumendele) overfgrtes til 100 x 10
volumendele af et fermentationsmedium (5% dextrin, 3% majs-
stgbevand, 0,1% pepton, 0,5% L-leucin og 0,5% calcium-
carbonat (vegt/vol.), pH 7,0) i en 200 x 103 volumendeles

3

rustfri stdlfermentor.

Fermentationen udfgrtes ved 28°%c i 4 dage under gennemluft-
ning (100 x 103 volumendele/min.) og omrgring (150 omdr./

min.) .

Den totale produktion af C-15003 var 12 ug/ml, og andelen
af P-4 i C-15003 var ca. 85% (vagt/vagt).

C.

Til 95 x 103 volumendele af det under B opnéede dyrknings-
medium sattes 50 x 103 volumendele acetone. Blandingen om-
rg¢rtes i 30 minutter. Til den resulterende blanding sattes

2 x 103 dele "Hyflo Super-Cel", og blandingen omrgrtes godt.

Blandingen filtreredes gennem et trykfilter, hvorved der
opndedes 135 x lO3 volumendele filtrat. Til filtratet sat-
tes 50 x lO3 volumendele vand og 90 X 103 volumendele ethyl-
acetat, og blandingen omrgrtes og ekstraheredes to gange.
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De opndede ethylacetatlag samledes og vaskedes to gange med
vand, hver gang med 80 x lO3 volumendele. Til det opndede
ethylacetatlag sattes 1 x lO3 dele vandfrit natriumsulfat,
og blandingen tgrredes og koncentreredes til 200 volumen-—
dele. Til koncentratet sattes petroleumsether, og det frem-
komne bundfald udvandtes ved filtrering, hvilket gav 35 de-
le af réaproduktet.

Til det s8ledes opnéede riprodukt sattes 50 volumendele

ethylacetat, og blandingen omrgrtes.

De uoplgselige bestanddele fjernedes ved filtrering, og til
filtratet satte 10 dele silicagel (0,05 til 0,2 mm). Efter
omrgring af blandingen fjernedes ethylacetatet ved destil-
lation under reduceret tryk. Remanensen anbragtes ¢verst i
en silicagelsgile (500 volumendele). Antibiotikaerne eluere-
des trinvis med 500 volumendele n~hexan, 500 volumendele af
en blanding af n-hexan og ethylacetat (3:1), 2000 volumen-
dele af en blanding af n-hexan og ethylacetat (1:1) og 2000
volumendele vandmattet ethylacetat, og eluatet opsamledes i

fraktioner pa& hver 50 volumendele.

En volumendel af hver fraktion koncentreredes til tgrhed,

og 0,1 volumendel ethylacetat sattes til koncentratet, hvor-
ved der opndedes en blanding. Blandingen anbragtes i en

plet 2,5 cm fra den nederste kant af en silicagelglasplade
(60 F254, 0,25 mm, 20 x 20) og elueredes ca. 17 cm med
vandmettet ethylacetat. Efter eluering gennemfgrtes pavis-
-ning med ultraviolet lys (2357 A). De aktive fraktioner med
Rf 0,42 opsamledes og koncentreredes under reduceret tryk
til ca. 2 volumendele. Til dette koncentrat sattes 20 volu-
mendele petroleumsether, hvorved der opndedes 1,08 dele ra
krystaller. De rd krystaller oplgstes i 20 volumendele varmt
ethylacetat. Efter afkgling udvandtes 0,92 dele P-4. Ren-
hedsgraden af de opnédede P-4 krystaller var 94% (veagt/vaegt) ,
og deres smeltepunkt var 178-180°C.
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D.

I 400 volumendele 50%'s methanol oplgstes 20 dele af det
under C opnéede r&produkt. 1000 volumendele "Diaion HP-10"
anbragtes i en sgjle (2,5 cm i diameter) sammen med 3000 Vo—
lumendele 50%'s methanol-vand. Den ovenfor fremstillede
prgveoplgsning sendtes gennem sgjlen og vaskedes med 1000
volumendele 60%'s methanol, og der udfgrtes kontinuerlig
gradienteluering under anvendelse af 7500 volumendele

60%'s methanol-vand og 7500 volumendele 95%'s methanol-

vand.

Eluatet opsamledes i 75 volumendeles fraktioner, og hver
fraktion underkastedes silicageltyndtlagskromatografi som

beskrevet under C.

De aktive fraktioner nr. 182 til 190 opsamledes og koncen-
treredes. Til koncentratet sattes 500 volumendele vand og

1000 volumendele ethylacetat.

Blandingen omrystedes i en skilletragt, og det vandige lag
fraskiltes, og efter to ganges vaskning med 300 volumen-
dele vand tgrredes ethylacetatlaget over vandfrit natrium-

sulfat, koncentreredes og henstilledes.

De resulterende krystaller af P-4 opsamledes ved filtrering
og tegrredes (0,950 dele P-4).

Renhedsgraden af de opndede P-4 krystaller var 92% (vagt/
vagt) , og deres smeltepunkt var 177-179%¢.

Eksempel 2.

P34 samme mide som i eksempel 1 anvendtes methylesteren af
léucin, meethylamidet af leucin, a-keto-isocapronsyre éller
hydrochloiidet af leucin i stedet for L-leucin, hvorved der
opndedes lignende resultater, dvs. specifik produktion af
det omhandlede P-4.
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PATENTIEKRAYV

1. Fremgangsmidde til fremstilling af antibiotikum

C-15003 P~4 med formlen
H CH
3 3
C\CH
I

CH OCH

ved dyrkning af en mikroorganisme, som hgrer til den art,
hvortil stammen Nocardia nr. C-15003 (IFO 13726) hgrer, i

et dyrkningsmedium, der indeholder assimilerbare carbon-
kilder og omsattelige nitrogenkilder, kendetegnet
ved, at dyrkningsmediet indeholder leucin og/eller deriva-

ter deraf.

2. Fremgangsmdde ifglge krav l, kende tegnet

ved, at mikroorganismen er Nocardia nr. C-15003 (IFO 13726).

Fremdragne publikaticner:
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