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Forbindelser med formlen (I):
og de tilsvarende ringsluttede lactoner, salte (isar alkali=
Ho0C o metalsalte) og estere (isar Cl-CS-alkylestexe) deraf kan
fremstilles ved at underkaste ML-236B eller ML-236B-car=
ij/ (x boxylsyre eller et salt eller en ester deraf enzymatisk
hydroxylering, hvilket kan foretages ved hjaip af mikro-
organismer af slagterne Mucor, Rhizopus, 2ygorynchus,
Circinella, Acti . la, Phy Y . Martierella,
Pycnoporus, Rhizoctonia, Absidia, Cunninghamella, Syncephal=s
astrum og Streptomyces eller ved hjalp af cellefri, enzym-
holdige ekstrakter fra navnte mikroorganismer.

w

Forbindelserne er i stand til at inhibere biosyntesen af
cholesterol og er siledes nyttige til behandling af hyper=

hvori R betegner en gruppe med formlen
cholesterolami.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmdde til
fremstilling af hidtil ukendte derivater af ML-236B-car=

boxylsyre med formlen (I):

OH

HOOC (1)
14

HO
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eller en ringsluttet lacton, et salt eller en ester deraf.

ML-236B, som har felgende kemiske formel:

er omhandlet i US patentskrift nr. 3.983.140. Den er blevet
isoleret og renset ud fra stofskifteprodukterne fra mikro-
organismer af slagten Penicillium, iszr Penicillium citrinum,
en blaskimmelart. Den har veret demonstreret at inhibere
biosyntesen af cholesterol ved hjalp af enzymer eller dyr-

~ kede celler fraskilt fra forsegsdyr ved konkurrence med

_ det hastighedsbegransende enzym, der er aktivt ved bio-
syntesen af cholesterol, nemlig 3-hydroxy-3-methylglutaryl-
coenzym A-reduktase, og som resultat reduceres cholesterol-
mengderne i serum hos dyr signifikant [Journal of Anti-
biotics, 29, 1346 (1936)]. Et antal forbindelser, der struk-
turelt er beslagtede med ML-236B, har man ogsa fundet frem
til, hvilke forbindelser har vist sig at have evnen til

at inhibere cholesterolbiosyntesen.

Det har nu overraskende vist sig, at det ved hjalp af en-
zymatisk hydroxylering af ML-236B eller visse derivater
deraf er muligt at fremstille ovennavnte hidtil ukendte
derivater af ML-236B-carboxylsyre, som har en evne til
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at inhibere biosyntesen af cholesterol, der i det mindste
kan sidestilles med og i visse tilfelde i vasentlig grad
overgir ML-236B's evne til at inhibere cholesterolbiosyn-

tesen.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen er i overensstemmelse
hermed ejendommelig ved, at man enzymatisk hydroxylerer
en forbindelse valgt blandt ML-236B-carboxylsyre med form-

len

OH

eller en ringsluttet lacton (ML—236B); et salt eller en
ester deraf, og fra reaktionsblandingen isolerer en eller
flere af forbindelserne med formlen I, eventuelt i form

af en ringsluttet lacton, et salt eller en ester deraf.

Hydroxycarboxylsyren med formlen (IV)

(1v)
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hvori Rl betegner et hydrogenatom, omtales heri som M-4,
og saltene og esterne betegnes som derivater af M-4, medens
den tilsvarende lacton med formlen (V)

)

heri omtales som M-4 lacton.

Pa tilsvarende made omtales hydroxycarboxylsyren med form-
len (VI)

(VI)

hvori R1 betegner et hydrogenatom, som M-4', og saltene
og estrene af denne syre omtales som derivater af M-4',

medens den tilsvarende lacton med formlen (VII)
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(VII)

omtales som M-4' lacton.

Syren med formlen (X)

(X)

omtales heri som IsoM-4, og dens salte og estere omtales

som derivater af IsoM-4, medens den tilsvarende lacton

med formlen (XI)
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(X1)

(XII)

hvori R1 betegner et hydrogenatom, omtales heri som IsoM-
4', og dens salte og estere omtales som derivater af IsoM-

4', medens dens tilsvarende lacton med formlen (XIII)

(XI1I1)
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heri omtales som IsoM-4' lacton.

Af esterne af hydroxycarboxylsyrerne med formlen (I) fore-
trakkes Cl-CS—alkylesterne. Disse alkylgrupper kan vere
ligekadede eller forgrenede grupper og f.eks. indbefatte
methyl-, ethyl-, propyl-, isopropyl-, butyl- og isobutyl=
gruppen, hvoraf methylgruppen navnlig foretrakkes.

Hydroxycarboxylsyrerne vil ogsd danne salte med en rzkke
forskellige kationer, issr metaller og mest foretrukket
alkalimetaller, sasom natrium eller kalium. Natriumsaltene

er de mest foretrukne.

Af forbindelserne, der fremstilles ved fremgangsmaden i-
folge opfindelsen, er de mest foretrukne forbindelser M-
4 lacton, M-4 natriumsalt, M-4 methylester, IsoM-4' lacton,
IsoM~4' natriumsalt og IsoM-4' methylester, idet M-4 na=

triumsalt is®r foretrzkkes.

Den enzymatiske hydroxylering kan foretages som del af
pattedyrstofskiftet af ML-236B eller navnte derivater der-
af, f.eks. ved at administrere ML-236B til et passende
dyr, opsamle et stofskifteprodukt, f.eks. urin, og der-
efter fraskille den enskede forbindelse eller de onskede
forbindelser fra urinen. Alternativt kan leveren eller

en enzymholdig ekstrakt fra leveren benyttes i stedet for
det levende dyr. Imidlertid har processer, der benytter
dyrestofskiftet eller animalske produkter, en relativt

lav produktivitet, og de er vanskelige at udfore reprodu-
cerbart. Felgelig foretrzkkes det at benytte mikroorganismer

eller enzymholdige ekstrakter fra mikroorganismerne.

Folgelig udferes fremgangsmdden ifslge opfindelsen for-
trinsvis ved ahvendelse af en mikroorganisme, der er 1
stand til at omdanne ML-236B eller navnte derivater deraf
til en forbindelse med formlen I eller ved anvendelse af

en enzymholdig ekstrakt af en sadan mikroorganisme. Sarlig
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foretrukne mikroorganismer er mikroorganismer af felgende
slagter: Mucor, Rhizopus, Zygorynchus, Circinella, Actino=
mucor, Gongronella, Phycomyces, Martierella, Pycnoporus,
Rhizoctonia, Absidia, Cunninghamella, Syncephalastrum og

Streptomyces. Sserlig foretrukne er felgende arter:

Absidia coerulea

.Cunninghamella echinulata

Syncephalastrum racemosum

Streptomyces roseochromogenus

Mucor

Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucdr
Mucor
Mucor

hiemalis f. hiemalis
bacilliformis

circinelloides f£. circinelloides
hiemalis f£. corticolus
dimorphosporus

fragilis

genevensis

globosus

circinelloides £. griseo-cyanus
heterosporus

spinescens

Rhizopus chinensis

Rhizopus circinans

Rhizopus arrhizus

Zygorynchus moelleri

Circinella muscae

Circinella rigida
Circinella umbellata
Actinomucor elegans

Phycomyces blakesleeanus

Martierella isabellina

Gongronella butleri

Pycnoporus coccineus

Rhizoctonia solani

Syncephalastrum nigricans

Absidia glauca var. paradoxa



Blandt stammer af ovennavnte arter er fglgende sarlig

foretrukne:

Absidia coerulea IF0-4423
Cunninghamella echinulata

Cunninghamella echinulata

Cunninghamella echinulata

Syncephalastrum racemosum

Syncephalastrum racemosum

Streptomyces roseochromogenus
Streptomyces roseochromogenus
Streptomyces roseochromogenus

Mucor hiemalis f.

Mucor hiemalis £,

Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor

Mucor

Rhizopus chinensis
Rhizopus circinans

hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis

bacilliformis

.

hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis

IF0-4445
IFO-4444
ATCC-9244
IF0-4814
IF0-4828

IF0-5834
IF0-5303
IF0-8567
IFO-8449
IF0-8448
IF0-8565
CBS-117.08
CBS-109.19
CBS-200.28
BCS-242.35
CB5-110.19
CBS-201.65

NRRL-2346

circinelloides f. circinelloides

circinelloides f. circinelloides

hiemalis f£. corticolus NRRL-12473

dimorphosporus IF0-4556

fragilis CBS=-236.35

genevensis

globosus

heterosporus

IF0-4585

NRRL 12474
circinelloides f£. griseo-cyanus
NRRL-3154

spinescens

IAM-6071

IF0~-4772
ATCC-1225
Rhizopus arrhizus ATCC-11145

NRRL-1233
IFO-3363
IF0-3411

149080
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Zygorynchus moelleri IF0-4833
Circinella muscae IF0-4457
Circinella rigida NRRL-2341
Circinella umbellata NRRL-1713
Circinella umbellata IF0-4452
Circinella umbellata IF0-5842
Phycomyces,blékesleeanus NRRL-12475
Martierella isabellina IFO-6739
Gongronella butleri IF0-8080
Pycnbpdrus coccineus NRRL-12476
Rhizoctonia solani NRRL-12477
Syncephalastrum nigricans NRRL~12478
Syncephalastrum nigricans NRRL-12479
Syncephalastrum nigricans NRRL-12480
Absidia glauca var. paradoxa IF0-4431
~ Actinomucor elegans ATCC-6476

De ovenfor anfgrte mikroorganismer kan alle fés fra ihter—
nationale kultursamlinger, sdledes som de er angivet ved
hjzlp af de koder, der knyttet til deres accessionsnumre,
hvilke koder har fglgende betydninger:

IFO = Institute for Fermentation, Osaka, Japan

NRRL = Agricultural Research Culture Collection, Illinois,
U, S. A.

CBS = Centraal Bureau voor Schimmelcultures, Netherlands

IAM = Institute of Applied Microbiology, Tokyo, Japan
ATCC = BAmerican Type Culture Collection, Maryland,
U. S. & ’

Af de ovenfor anfgrte arter er fglgende sazrlig foretrukne:

Absidia coerulea

Cunninghamella echinulata
Syncephalastrum racemosum
‘Mucor hiemalis f. hiemalis

Mucor bacilliformis



Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor

circinelloides f£. circinelloides

11

hiemalis f. corticolus

dimorphosporus

fragilis
genevensis
globosus

circinelloides f. griseo-cyanus

heterosporus

spinescens

Pycnoporus coccineus

Rhizoctonia solani

Syncephalastrum nigricans

og fplgende er sarlig foretrukne stammer af arterne:

Absidia coerulea

Cunninghamella echinulata

IF0-4423

Cunninghamella echinulata

Cunninghamella echinulata

Syncephalastrum racemosum

Syncephalastrum racemosum

Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor

hiemalis f.
hiemalis f.
hiemalis

hiemalis

hiemalis

hiemalis

hiemalis

hiemalis

hiemalis

Fh rh Hh th Fh o tHh Fh
-

hiemalis

th
.

hiemalis
hiemalis £f.

hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis
hiemalis

hiemalis

IFO-4445
IF0-4444
ATCC-9244
IFO-4814
IF0-4828
IFO-5834
IF0-5303
IFO-8567
IF0-8449
IFO-8448
IFO-8565
CBS-117.08
CBS-109,19
CBS-200.28
CBS-242.35
CBs-110.19
CBS-201.65

bacilliformis NRRL-2346
circinelloides £. circinelloides

circinelloides f£. circinelloides

hiemalis f£. corticolus

NRRL-12473

148080
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Mucor dimorphosporus IF0-4556

Mucor fragilis CBS-236.35

Mucor genevensis IF0-4585

" Mucor globosus NRRL 12474

Mucor circinelloides f. griseo-cyanus IF0-4563
Mucor hetérosporus NRRL—3154

Mucor spinescens IAM-6071
Pycnoporus coccineus NRRL-12476
Rhizoctonia solani NRRL-12477
Syncephalastrum nigricans NRRL-12478
Syncephalastrum nigricans NRRL-12479
Syncephalastrum nigricans NRRL-12480

Til fremstilling af forbindelserne med formlerne (IV) og
(V) og saltene deraf foretrzkkes fglgende arter:

Mucor hiemalis f£. hiemalis

Mucor circinelloides £. circinelloides
Mucor fragilis

Mucor genevensis

Mucor circinelloides f. griseo—cyanus
Pycnoporus coccineus

~ Rhizoctonia solani.

Til fremstilling af forbindelser med formlen (VI) og (VII)
og saltene og Cl—CS—alkylestrene deraf foretrzkkes arterne
Syncephalastrum nigricans og Syncephalastrum racemosum.

Til fremstilling af forbindelser med formlen (XII) og
(X1II)0g saltene og Cl-C5-alky1estrene deraf foretrakkes

arterne Absidia coerulea og Cunninghamella echinulata.

Af alle de ovenfor anferte arter er Mucor hiemalis f.
hiemalis s@rlig foretrukken, eftersom'den er i stand til

at omdanne ML-236B og de navnte derivater deraf til de
onskede forbindelser med formlen (I) med en omdannelsesgrad

pd 90% eller endnu hojere.
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Omdannelse af ML~236B eller derivater deraf til forbindelser
med formlen (I) kan opnds ved kontaktering af den fuld-
stendig cellulare mikroorganisme eller i nogle tilfalde

en cellefri ekstrakt fra mikroorganismen med ML-236-B eller
et af navnte derivater deraf. Formen af den producerede
forbindelse vil afhange af dyrkningsbetingelserne og formen
af den benyttede mikroorganisme. Hvis siledes f.eks. den
fuldstendig cellulare mikroorganisme dyrkes i narvarelse

af ML-236B eller et af navnte derivater deraf, vil produktet
vare carboxylsyren, lactonen eller alkalimetalsaltet, af-
hangigt af dyrkningsbetingelserne, issr pH-verdien. Hvis

pd den anden side ML-236B eller et af navnte derivater

deraf simpelthen kontakteres med et hvilende cellulart
system eller med en cellefri ekstrakt, opnds forbindelsen

I i form af et alkalimetalsalt.

Forlebet af omdannelsesreaktionen kan bestemmes ved analy--
sering af prever af reaktionsblandingen under reaktions-
forlgbet til bestemmelse af omdannelsesgraden. F.eks. kan
tilstedevarelsen af M-4 lacton bestemmes ved hjalp af vaske-
kromatografi, idet man som barer anvender "Micro Bondapak"
C18 (fremstillet af Waters Co. USA), og som oplesningsmid-
del anvender 62% vol./vol. vandig methanol med en hastighed
pd 1 ml/min.. Ved detektering under anvendelse af dens
ultraviolette absorption ved 237 nm tilvejebringer M-4

en top ved en retentionstid pa 10 minutter, og dette kan
benyttes til bestemmelsen. Lignende metoder star til radighed

til bestemmelse af de andre forbindelser I.

N&r mikroorganismerne skal dyrkes i narvarelse af ML-236B
eller eﬁ af navnte -derivater deraf med henblik pa frem-
stilling af forbindelserne I, vil dyrkningsbetingelserne
og dyrkningsmedierne blive valgt under hensyntagen til

den pagazldende mikroorganisme, der skal dyrkes. Eftersom
de foresldede mikroorganismearter til anvendelse ved frem-
gangsmiden ifelge opfindelsen er velkendte, er dyrknings-
betingelser og dyrkningsmedier til anvendelse i forbindelse
med disse mikroorganismer ogsad velkendte.
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Forbindelserne I kan skilles fra reaktionsblandingen ved
hjzlp af konventionelle midler, f.eks. ved frafiltrering

- af mikrobielle celler (om nedvendigt) og derefter ved at
udsztte den tilbagevarende blanding for enhver kombination
af tyndtlagskromatografi, spjlekromatografi eller vaske-
kromatografi af hej standard. Nar to eller flere forbind-
elser fremstilles sammen, kan de forskellige forbindelser
I skilles fra hinanden under forlebet af ét eller flere

af disse kromatografiske rensningstrin.

Det har vist sig, at forbindelserne I frembringer en 50%
inhibering af cholesterolbiosyntese ved koncentrationer,
der kan sidestilles med eller i nogle tilfzlde er signi-
fikant mindre end de koncentrationer, der kraves ved an-
vendelse af ML-236B eller visse andre lignende kendte for-
- bindelser. De inhiberende virkninger af forbindelserne
I udtrykt som koncentrationen ug/ml, der kraves til inhi-
bering af cholesterolbiosyntese med 50% [malt ved hj=zlp
af den metode, der er beskrevet i the Journal of Biological
Chemistry, 234, 2835 (1959)], er som folger:

M-4 methylester 0,001 M-4! 0,019
M~4 natriumsalt 0,0008 M-4' Na-salt 0,00049
M-4 lacton 0,016 ML-236B 0,01
IsoM-4' methylester 0,007

IsoM-4' lacton 0,013
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Opfindelsen illustreres yderligere i de fgplgende eksempler,

EKSEMPEL 1

" Fremstilling af M-4 lacton

Tyve 500 ml Sakaguchikolber, der hver indeholder 100 ml

af et medium med den nedenfor beskrevne sammensatning,

blev podet med sporer af Absidia coerulea IFO 4423, Kolberne
blev underkastet rystedyrkning ved 26°¢ og 120 slag/min,
(s.p.m.) i 2 dage. Ved afslutningen af dette tidsrum blev
natriumsaltet af ML-236B sat til hver af kolberne indtil
opndelse af en slutkoncentration pad 0,05% vagt/vol.. Dyrkning
blev fortsat ved 26°C og 120 s.p.m.i yderligere 5 dage.

Mediets sammensatning var (procenterne er vagt/vol.):

Glucose 2,0%
K,HPO, 7 0,15%
MgSO4,7H20 0,15%
NH4NO3 0,1%
Pepton 0,1%
Majsstgbevaske 0,2%
Gzrekstrakt 0,1%
ZnSO4,7H20 0,001%
Ledningsvand resten

(indstillet til pH 7,0).

Efter afslutning af dyrkningen blev reaktionsvesken fil-
treret, og filtratet blev indstillet p& pH 3 med trifluor-
eddikesyre. Den resulterende blanding blev ekstraheret med
tre protioner ethylacetat pd 1 liter til opndelse af eks-
trakter indeholdende M-4. Denne forbindelse viser en Rf-
verdi pd 0,45 ved tyndtlagskromatografi (TLC) (plade:
Merck silicagel Art 5715; oplgsningsmiddel: En 50:50:3
(vol./vol,/vol.) blanding af benzen, acetone og eddikesyre).’
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De forenede ekstrakter blev vasket med mattet vandigt natrium-
chlorid, hvorefter en katalytisk mangde trifluoreddikesyre
blev tilsat til lactonisering. Den resulterende blanding
blev derefter vasket med en 1% vagt/vol. vandig oplgsning af
natriumbicarbonat, tgrret over vandfrit natriumsulfat og
inddampet til tgrhed under reduceret tryk. Resten blev
underkastet preparativ vaskekromatografi, system 500, under
anvendelse af en "Prep PAW“ﬁomkigindsats fremstillet af
Waters Associates (Prep PAK er et varemarke). Rensning med
et 55% vol./vol. vandigt methanolsystem resulterede i 50,1 mg
M-4 - lacton.

M-4 lacton har fplgende fysiske egenskaber.

1) Kernemagnetisk resonansspektrum:
' NMR-spektret mdlt ved 60 MHz i deuteriochloroform
under anvendelse af tetramethylsilan som den indre

standard er vist i figur 1 pa& tegningen.

'2) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanolbpl¢sning)

Apaxims 230; 236,7; 244,6.

3) Infrargdt absorptionsspektrum (vaskefilm) v cm-lz

3400, 2950, 1725.

4) Tyndtlagskromatografi:
TIC-plade: Merck silicagel Art 5715;
Oplgsningsmiddel: Benzen, acetone, eddikesyre (50:50:3
efter volumen) ;
Rf-vardi: 0,62,

EKSEMPEL 2
48 mg M-4 lacton blev fremstillet ved at fglge de samme

procedurer som i eksempel 1, men ved anvendelse af
Cunninghamella echinulata IFO 4445,
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" EKSEMPEL 3 -

30 mg M-4 lacton blev fremstillet ved at fdlge de samme
procedurer som i eksempel 1, men ved anvendelse af
Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233,

EKSEMPEL 4 -
5 mg M-4 lacton blev fremstillet ved at fglge de samme
procedurer som 1 eksempel 1, men ved anvendelse af

Syncephalastrum racemosum IFO 4814,

* EKSEMPEL 5

6 mg M-4 lacton blev fremstillet ved at fglge de samme
procedurer som i eksempel 1, men ved anvendelse af
Syncephalastrum racemosum IFO 4828.

EKSEMPEL 6

Fremstilling af IsoM-4'methylester

Tyve 500 ml Sakaguchikolber, der hver indeholder 100 ml

af et medium med den nedenfor beskrevne sammensétning, blev
podet med sporer af Absidia coerulea IFO 4423. Kolberne

blev underkastet rystedyrkning ved 120 s.p.m og 26% i

2 dage. Ved afslutningen af dette tidsrum blev natriumsaltet
af ML-236B sat til hver af kolberne indtil opndelse af en
slutkoncentration pd 0,05% vagt/vol.. Dyrkning blev fortsat ved
120 s.p.m. Og 26% i yderligere 5 dage.

Mediets sammensatning var (procenter er vegt/vol,).

Glucose 2,0%
K2HPO4 0,15%
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MgSO4,7H20 0,15%
NH,NO, 0,1%
Pepton 0,1%
Majsstgbevaske 0,2%
Gzrekstrakt 0,1%
ZnSO4,7H20 0,001%
Ledningsvand resten

(indstillet til pH 7,0)

Efter afslutning af dyrkningen blev reaktionsvasken filtreret,
og filtratet blev indstillet pa pH 3 med trifluoreddikesyre.
Den resulterende blanding blev ekstraheret med tre 1 liter
portioner af ethylacetat til opndelse af ekstrakter inde-
holdende IsoM-4'. Denne forbindelse har en Rf-vardi pa 0,45

ved tyndtlagskromatografi (plade: Merck silikagel Art 5715;
oplgsningsmiddel: en 50:50:3 (vol./vol./vol.) blanding af benzen,
acetone og eddikesyre). Ekstrakten blev vasket med en mattet
vandig oplgsning af natriumchlorid, og derefter tilsattes

en etheroplgsning af diazomethan. Blandingen blev henstillet

i 30 minutter og derefter inddampet til tgrhed under for-
mindsket tryk. Resten blev anbragt pa en "Lobar" Y -sgjle (Merck
Si 60, stgrrelse A) og renset, idet der som oplgsningsmiddel~
system blev benyttet en 1:1 (vol./vol.) blanding af benzen og ethyl=
acetat. Der opndedes 200 mg af en IsoM~-4'methylesterfraktion.
Denne fraktion blev yderligere renset pa en "Lobar" ~ -sgjle {Merck
RP-8, stgrrelse A) under anvendelse af 35% vol,/vol. vandig aceto=
nitril som elueringsmidlet til opnéelse af 78 mg ren IsoM-4'=
methylester, der har fglgende egenskaber:

1) Kernemagnetisk resonansspektrum:
NMR-spektret m&lt ved 100 MHz 1 deuteriochloroform
under anvendelse af tetramethylsilan som den indre
standard er vist i figur 2 pd tegningen.

2) Massespektrum:
M&ling blev foretaget [efter silylering med N,O-bis(tri=
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methylsilyl) trifluoracetamid]

149080

ved anvendelse af et masse-

spektrometer af typen D-300, der fremstilles af Nippon

Electronics.

M/e: 654 (MT), 552, 462, 372, 272, 233, 231.

3} Ultraviolet absorptionsspektrum (methanolopl¢sning)Amaxnm:

229; 234,8; 244,5,

4) Infrargdt absorptionsspektrum

(veskefilm) :

Som vist i figur 3 pa tegningen.

5) Tyndtlagskromatografi:

TLC-plade: Merck silicagel Art 5715;
Oplgsningsmiddel: Benzen, acetone (1l:1 efter volumen);

Rf-verdi: 0,88.

Ved at g& frem som ovenfor beskrevet, men med erstatning af

diazomethanen med en anden passende diazoalkan, er det muligt

at fremstille andre estere af IsoM-4'.

EKSEMPEL 7

Fremstilling af IsoM-4'lacton

Den i eksempel 6 béskrevne procedure blev gentaget til og

med ekstraktionen med ethylacetat
indeholdende IsoM-4'. De forenede
Vmed en mattet vandig oplgsning af
inddampet til tgrhed til opnéelse
resulterende rest blev anbragt pd

til opnidelse af ekstrakter
ekstrakter blev vasket
natriumchlorid og derefter

af lacton8§oduktet. Den

en "Lobar" ™ -sgile (Merck

Si 60, stgrrelse A) og renset, idet der som oplgsningsmiddel-
system blev benyttet en 1:1 (vol./vol.) blanding af benzen og
ethylacetat, til opndelse af 198 mg IsoM-4'lacton. Dette
produkt blev yderligere renset ved hjalp af en ”I*ﬁr"qy'SQﬂé
(Merck RP-8, stgrrelse A), idet der blev elueret med 35%
vol./vol. vandig acetonitril til opnielse af 62 mg ren IsoM-4'lacton,
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der har fglgende egenskaber:

1) Kernemagnetisk resonansspektrum:
NMR-spektret mdlt ved 100 MHz i deuteriochloroform
under anvendelse af tetramethylsilan som den indre
standard er vist i figur 4 pd tegningen.

2) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanoloplgsning)
Amaxnm: 229; 234,8; 244,5.
. 3) Infrargdt absorpﬁionsspektrum (veskefilm) :

Som vist i figur 5 pd tegningen.
EKSEMPEL 8
63 mg IsoM-4'lacton blev fremstillet, idet der blev fulgt
de samme procedurer som i eksempel 7, men ved anvendelse af
Cunninghamella echinulata IFO 4445.

" ERSEMPEL 9

24 mg IsoM-4'lacton blev fremstillet, idet der blev fulgt
de samme vrocedurer som i eksempel 7, men ved anvendelse af

Syncephalastrum racemosum IFO 4814.
EKSEMPEL 10

35 mg IsoM-4'lacton blev fremstillet, idet der blev fulgt
de samme procedurer som i eksempel 7, men ved anvendelse af

Syncephalastrum racemosum IFO 4828.
" EKSEMPEL 11
12 mg IsoM-4'lacton blev fremstillet i overensstemmelse med

de i eksempel 7 beskrevne procedurer , men ved anvendelse af
Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233.
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EKSEMPEL 12

Fremstilling af IsoM-4'natriumsalt

I en ringe mengde acetone oplestes 10 mg IsoM-4'~lacton fremstillet i-
folge eksempel 7. Til oplesningen sattes en akvivalent mengde natriumhy=
droxid, og blandingen blev henstillet i 1 time. Den resulterende
blandings pH-vardi blev indstillet pa 8,0 med 0,1N saltsyre.
Acetonen blev derpa destileret af, og resten blev anbragt

pa& en"XAD"*~20 sgjle (ca. 20 ml). S¢gjlen blev vasket med
destilleret vand og derefter elueret med 50 ml 50% vol./vol. vandig
acetone. Acetonen blev atter destilleret af, og resten blev
frysetgrret til opnéelse af 6 mg IsoM-4'natriumsalt, der

har fglgende egenskaber:

1) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanoloplgsning)

7Amaxnm: 229 (skulder); 235; 245 (skulder).

2) Infrargdt absorptionsspektrum (KBr) v cm T:

3400, 2850, 1710, 1580.

3) Tyndtlagskromatografi:
TLC-plade: Merck silicagel Art 5715;
Oplgsningsmiddel: Benzen, acetone, eddikesyre (50:50:3
efter volumen);
Rf-verdi: 0,45.

EKSEMPEL 13

Fremstilling af M-4 methylester

Tyve 500 ml Sakaguchikolber, der hver indeholder 100 ml

af et medium med samme sammensatning som anfgrt i eksempel
1, blev podet med sporer af Absidia coerulea IFO 4423.
Kolberne blev udsat for rystedyrkning ved 26°C og 120 s.p.m.
i 2 dage. Watriumsaltet af ML-236B blev derpad sat til hver
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af kolberne indtil en slutkoncentration pd 0,05% vagt/vol..
Dyrkning blev fortsat ved 26% og 120 s.p.m. i yderligere
5 dage. .

Efter afslutning af dyrkningen blev reaktionsvasken filtreret,
og filtratet blev indstillet pd pH 3 med trifluoreddikesyre.
Den resultererde blanding blev ekstraheret med tre 1 liter por-
tioner af ethylacetat til opndelse af ekstrakter indeholdende
M-4 og IsoM-4'. S&vel M-4 som IsoM-4' viser en Rf-verdi

pa 0,45 ved tyndtlagskromatografi (plade: Merck silicagel
Art 5715; oplgsningsmiddel: en 50:50{3 (vol./vol./vol.) blanding af
benzen, acetone og eddikesyfe). De forenede ekstrakter

‘blev vasket med mettet vandig natriumchlorid, hvorefter en
etheroplgsning af diazomethan blev tilsat. Blandingen blev
henstillet i 30 minutter og derpd inddampet til tgrhed

under formindsket tryk. Resten blev derpa anbragt'pé en
"obar" “-szjle (Merck Si 60, stgrrelse A), og rensning blev
foretaget ved anvendelse af en 1l:1 (vol./vol.) blanding af ben=
zen og ethylacetat, hvorved der blev fraskilt en fraktion
indeholdende IsoM-4'methylester og en fraktion indeholdende
M-4methylester. Der opndedes 185,3 mg af sidstnavnte aktive
fraktion, hvorfra 20 mg ren M-4 methylester blev gpnéet

som en farvelgs olie ‘ved anvendelse af en "Lobar" “=sgjle (Merck
RP-8, stgrrelse A) og eluering med 35% vol./vol. vandig aceto=
nitril. '

M-4 methylester har fglgende egenskaber:
1) Kernemagnetisk reéoqansspéktrum:

Méling blev foretaget ved 200 MHz i deuteriochloroform
"under anvendelse af tetramethylsilan som den indre

standard.

§ ppm:

0,88 (3H, triplet, J = 7,3 Hz);
= 6,5 Hz);

0,89 (3H, doublet, J
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1,12 ( 3H, doublet, J = 6,8 Hz);
1,1 - 1,7 (10H, multiplet);

2,34 (1H, sekstuplet, J = 7 Hz);
2,3 - 2,5 (2H, multiplet);

2,49 (2H, doublet, J = 6,4 Hz);
2,58 (1H, multiplet);

3,72 (3H, singlet);

3,78 (1H, multiplet);

4,25 (1H, quintet, J = 7 Hz);
4,4 (1H, multiplet);

5,42 (1H, multiplet);

5,56 (1H, multiplet);

5,90 (1H, dobbelt doublet, J = 9,8 og 5,6 Hz);
5,99 (1H, doublet, J = 9,8 Hz);

2) Massespektrum:
M&ling blev foretaget [efter silylering med N,O-bis(tri=
methylsilyl)trifluoracetamid] under anvendelse &f et
massespektrometer, type D-300, fremstillet af Nippon

Electronics.
M/e: 654 (M+), 552, 462, 372, 290, 272, 233, 231.

. 3) Ultraviolet absorptionsspektrum (ethanoloplgsning)

Amaxnm: 230,1; 237,3; 246,4.

4) Infrargdt absorptionsspektrum (vaskefilm) v cm—lz

3400, 2950,  1730.

5) Tyndtlagskromatografi:
TLC-plade: Merck silicagel Art 5715.
Oplgsningsmiddel: Benzen og acetone (l:1 efter volumen);

Rf-verdi: 0,88.

Ved at g& frem som ovenfor beskrevet, men ved at erstatte
diazomethanen med en anden passende diazoalkan, er det
muligt at fremstille andre estere af M-4.
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EKSEMPEL 14

Fremstilling af natriumsalte af M-4 og IsoM-4'

Den i eksempel 1 beskrevne procedure blev gentaget til og
med filtreringen af reaktionsvasken, med undtagelse af at
NaZHPO4 blev benyttet i stedet for K2HP04. Filtratet blev
derefter adsorberet pa en‘ﬂP"GLZGszﬂfz(fremstillet af
Mitsubishi Chemical Industries). Efter vaskning af s¢jlen
med vand elueredes fraktioner indeholdende M-4 natriumsalt
'og IsoM-4' natriumsalt med 50% vol./vol. vandig

acetone. De aktive fraktioner blev frysetgrret, hvilket
resulterede i 830 mg af et frysetgrret produkt, der blev
" renset ved at det gentagne - gange blev underkastet vaske-
kromatografi af hg¢j standard (s¢jle: "Micro Bondapak" Crgv
40% vol./vol. vandig methanol 1 ml/min. ) til opndelse af 32 mg
M-4 natriumsalt og 280 mg IsoM-4' natriumsalt.

IsoM-4' natriumsaltets egenskaber var identiske med egen-
skaberne af produktet ifglge eksempel 12, og M-4 natrium-

saltets egenskaber er som fglger:

1) Kernemaghetisk resénansspektrum:
M&ling blev foretaget ved 200 MHz i deuteriomethanol
under anvendelse af tetramethylsilan som den indre

standard. -
., & ppm:
0,91 (3H, triplet, J = 7,5 Hz);
0,92 (3H, doublet, J = 7 Hz);
1,12 (38, doublet, J = 7 Hz);

1,1 - 1,8 (10H, multiplet);
2,25 (1H, dobbelt doublet, J
2,34 (1H, dobbelt doublet, J
2,2 - 2,4 (3H, multiplet);
2,48 (1H, multiplet);

15 og 7,6 Hz);
15 og 5,5 Hz);

1



3,68
4,07
4,28
5,36
5,48
5,88
5,98

(1H,
(1H,
(1H,
(1H,
(1H,
(1H,
(1H,
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multiplet);

multiplet);

multiplet) ;

multiplet);

dobbelt doublet, J = 3 og 2 Hz);
dobbelt doubleé, J=0,6 og 5,3 Hz);
doublet, J = 9,8 Hz).

2) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanoloplgsning)

A

maxnm.

230,0; 237,2; 245,0.

3) Infrargdt absorptionsspektrum (KBr) v em™ L
3400, 2900, 1725, 1580.

4) - Tyndtlagskromatografi:
TLC-plade: Merck silicagel Art 5715

Oplgsningsmiddel: Benzen, acetone og eddikesyre (50:

50:3 efter volumen);

Rf-vardi:

EXSEMPEL 15

0,45.

18 mg M-4 methylester blev fremstillet ved at fglge de -

samme procedurer som i eksempel 13, men ved anvendelse af
Cunninghamella echinulata IFO 4445.

EKSEMPEL 16

33 mg M-4 methylestér blev fremstillet ved at f¢lgé de.r

samme procedurer som i eksempel 13, med ved anvendelse af

Streptomyces roseochromogenus NRRL 1233.

EKSEMPEL 17

12 mg M-4 methylester blev fremstillet ved at fglge de
samme procedurer som i eksempel 13, med ved anvendelse af

Syncephalastrum racemosum IFO 4814.
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EKSEMPEL 18

16 mg M~4 methylester blev fremstillet ved at fglge de
samme procedurer som i eksempel 13, men ved anvendelse af

Syncephalastrum racemosum IFO 4828.
EKSEMPEL 19

Fremstilling af M-4 methylester

Fem beaglehunde (hankgn, gennemsnitlig vaegt 10 kg) blev
indgivet ML-236B i en dosis pa 200 mg/kg/dag, og deres

urin blev opsamlet i tre dage. Tre liter opsamlet urin

blev fgrt gennem en 500 ml "X "GQQ szjle,som blev elueret

med 500 ml 50% vol./vol. vandig acetone, og efter afdestillation
af'acetonén under formindsket tryk blev den tilbagevarende
veske indstillet pd pH 3 ved tilsatning af trifluoreddike-
syre. Blandingen derpa ekstraheret 3 gange, hver gang med

1 liter ethylacetat, til opndelse af M-4. Denne forbindelse
viser en Rf-vardi pd 0,45 ved tyndtlagskromatografi (TLC-
plade: Silicagel Art 5715, fremstillet af Merck & Co., Inc.;
oplgsningsmiddel: en 50:50:3 (vol./vol./vol.) blanding af benzen,
acetone og eddikesyre). Ekstrakten blev vasket med en mattet
vandig oplgsning af natriumchlorid, og efter tilsatning af
en etheroplgsning af diazomethan blev den henstillet i 30
minutter. Den blev derpd inddampet til tgrhed under for-
mindsket tryk. Resten blev oplgst i 10 ml af en 55% vol./vol.
vandig methanoloplgsning og f@rt gennem en sg¢jlekromatograf
(fremstillet af Merck & Co., Inc.; RP-8, st@grrelse B).

Efter passage af 200 ml af en 55% vol./vol. vandig methanoloplgsning
blev sgjlen elueret med en 60% vol./vol. vandig methanoloplgsning.
De fgrste 240 ml af eluatet blev bortkastet, og de naste

120 ml blev opsamlet. Denne fraktion blev inddampet til
tgrhed, og resten blev oplgst i 2,5 ml af en 65% vol./vol. vandig
methanoloplgsning og renset ved hjalp af vaskekromatografi
af h¢j standard ( "TASCOY¥Trirotar ", szjleyr”BmtbpaC'Cls).
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Den del, der viste den'fjerde top, blev fraskilt, og oplgs~
ningsmidlet blev afdestilieret til opndelse af M-4 methylester
som en farvelgs olie, der har de i eksempel 13 anfgrte egen-

skaber. Der opndedes 4 mg produkt.
EKSEMPEL 20

Fremstilling af M-4

Homogeniseret kaninlever blev benyttet i dette eksempel til
opndelse af M-4 ud fra ML-236B.

" (@)  Enzymatisk opl¢sniﬁg

Tre volumener af en 1,15% vagt/vol, kaliumchlorid-10mM phosphat
(pH 7,4)-pufferoplgsning blev sat til &t volumen kaninlever,
og bléndingen blev homogeniseret. TCen hamxxﬂﬁserede blanding blev
derpad centrifugeret i 20 minutter ved 9.000 G, og den oven-
pa svgmmende fraktion blev betragtet som en enzymatisk op-
lgsning. ' '

‘(b) ;Cofaktorop1¢snihg

~ B-nicotinamid-adenin-dinucleotidphosphat,
reduceret form (NADPH) 3 mg

MgCl,-oplgsning (508 mg/10 ml) 0,1 ml
1,15% wvagt/vol. KCl-opl@sning. ' 0,3 ml

0,2 M phosphatpufferopldsning (pH 7,4) : 0,6 ml

De ovenfor navnte materialer blev blandet til et samlet
volumen pa 1 ml til dannelse af cofaktoroplgsningen.

" {c) Reaktionsoplgsning

80 ul af den ovenfor navnte enzymatiske oplgsning, 20 ﬁl
" af den ovenfor anfgrte cofaktoroplgsning og 2ul af en methanol=
oplgsning af ML-236B blev blandet til opndelse af en slut-



149080

28

koncentration af ML-236B pd 1 mM. Den resulterende oplgs-
ning blev rystet i 30 minutter ved 37°C. M~4 blev dannet i
reaktionsblandingen og identificeret ved hjalp af tyndt-
lagskromatografi (de samme betingelser som anfgrt i eksempel
19).

" BEKSEMPEL 21

" Fremstilling af M-~4 natriumsalt

2 mg M-4 methylester fremstillet ifelge eksempel 13 eller 15-19 blev
oplest i 1 ml af en 0,1N vandig oplesning af natriumnchlorid og under-
kastet hydrolysering ved 30°C i 1 tire. Reaktionsblandingen blev vasket
med 1 ml chloroform, og den resulterende vandige fase blev ind-
stillet éé pH 8 med 0,1 N saltsyre og fgrt gennem en XAD-2
s¢jle (ca 5 ml). S¢gjlen blev vasket med 20 ml destilleret
vand, og det gnskede produkt blev elueret med 15 ml 50%
vol./vol. vandig acetone. Acetonen blev afdestilleret fra eluatet.
Resten viste sig ved vaskekromatografi af hgj standard at
resultere i en enkelt top (retentionstiden var 13 minutter
ved eluering med 40% vol./vol. vandig methancl med 1 ml/minut).
Resten blev derpd lyofiliseret til opndelse af 0,8 mg M-4
Na-salt med de samme egenskaber som produktet ifglge eks-
empel 14.

EKSEMPEL 22

Fremstilling af M-4 methylester

Hver af tyve 500 ml Erlenmeyerkolber indeholdende 100 ml

af et medium med den nedenfor anfgrte sammensatning blev
podet med sporer af Mucor hiemalis £, hiemalis IF0-5834.
Podematerialet blev underkastet rystedyrkning ved 26°C og
220 omdr. pr. min. Efter fire dage blev ML-236B tilsat
indtil en slutkoncentration pa 0,05% vegt/vol., og dyrkning blev
udfgrt ved 26°¢ og 220 omdr. pr. min, i yderligere seks dage.
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Mediets sammensatning var (procenter er vagt/vol.).

Glucose 1,0%
Pepton 0,2%
Kgdekstrakt 0,1%
Garekstrakt 0,1%
Majsstgbevaske 0,3%
Ledningsvand resten

(pH uindstillet)

Efter afslutning af dyrkningen blev filtratet indstillet pa

en pH~vardi pad 3 med trifluoreddikesyre. Blandingen blev

derpd ekstraheret tre gange, hver gang med 100 ml ethylacetat.
Der opndedes en fraktion indeholdende M-4. M-4 har en Rf-

vardi pd 0,45 ved tyndtlagskromatografi (plade: Merck silica=
~gel Art 5715; oplgsningsmiddel: en 50:50:3 (vol./vol./vol.) blanding
af benzen, acetone og eddikesyre). Omdannelsesgraden'var

90%. Denne ekstrakt blev vasket med en mattet vandig op-
lgsning af natriumchlorid, hvorefter der blev tilsat en ether-
oplgsning af diazomethan. Den resulterende blanding blev
henstillet i 30 minutter og derefter inddampet til tgrhed

under reduceret tryk. Resten blev anbragt pa en "Lobar" “-sgjle
(Merck Si 60, stgrrelse A) og renset med en 1l:1 vol./vol. blanding
af benzen og ethylacetat. Der opnéedes ca. 600 mg M-4 methyl=
estere, der har de samme egenskaber som produktet ifglge

eksempel 13,
" EKSEMPEL 23

" Fremstilling af M~4 lacton

Den i eksempel 22 beskrevne procedure blev gentaget til og
med vaskning af de tre ethylacetatekstrakter med en mattet
vandig oplgsning af natriumchlorid. Den resulterende op-
lgsning blev derpd inddampet til tgrhed til opndelse af et
lactonpfodukt. Produktet blev rekrystalliseret fra ethyl=
acetat til opndelse af ca. 560 mg (56%) M-4 lacton, der har
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de samme egenskaber som produktet ifglge eksempel 1.

EKSEMPEL 24

Fremstilling af M-4 natriumsalt

Den i eksempel 22 beskrevne procedure blev gentaget til
opndelse af 1,9 liter af filtratet fra omdannelsesreaktionen.
Dette filtrat blev ekstraheret tre gange, hver gang med

1 liter ethylacetat, til opndelse af fraktioner indeholdende
M-4. Ved gjeblikkeligt at overfgre disse til en 5% vagt/vol.
vandig oplgsning af natriumbicarbonat opnaedes en fraktion
indeholdende M-4 natriumsalt. M-4 natriumfraktionen blev
derpéd indstillet pd en pH-vardi pad 7,0 med 2N saltsyre og
adsorberet p& en "HP"--20 sgjle (fremstillet af Mitsubishi
Chemical Industries). Vaskning med vand og eluering med

50% vol./vol. vandig acetone resulterede i en fraktion indeholdende
M-4 natriumsalt, hvorfra der opndedes 570 mg (52%) af et
frysetgrret produkt med de egenskaber, der er beskrevet i

eksempel 14.
" EKSEMPEL 25

Fremstilling af M-4 methylester.

Den i eksempel 22 beskrevne procedure blev gentaget med
den undtagelse, at fglgende mikroorganismer blev benyttet,
og omdannelsen til M-4 var som vist ved hjzlp af de til-
hgrende koder: '

Mikroorganismer: Omdannelse til M-4
Mucor hiemalis f. hiemalis IF0-5303 +4
‘Mucor hiemalis f£. hiemalis IF0-8567 +4
Mucor hiemalis f. hiemalis IF0-8449 +4
Mucor hiemalis f. hiemalis IF0-8448 +4
Mucor hiemalis f. hiemalis IF0-8565 +4
Mucor hiemalis f. hiemalis CBS-117.08 +4
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Mikroorganismer:

Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor

Mucor

hiemalis f. hiemalis CBS-109.19
hiemalis f£. hiemalis CBS-200.28
hiemalis £. hiemalis CBS-242.35
hiemalis f. hiemalis CBS=-110.19
hiemalis f£f. hiemalis CBS-201.65
bacilliformis NRRL-2346
circinelloides f. circinelloides

IF0-4554

Mucor

circinelloides f. circinelloides

IF0-5775

Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor
Mucor

hiemalis f. corticolus NRRL-12473
dimorphosporus IF0-4556

fragilis CBS-236.35

genevensis IF0-4585

globosus NRRL-12474
circinelloides f. griseo-cyanus

IF0-4563

Mucor
Mucor
Mucor

heterosporus NRRL-3154
spinescens IAM~6071
chinensis IF0-4772

Rhizopus circinans ATCC-1225
Rhizopus arrhizus ATCC-11145

Zygorynchus moelleri IF0-4833

Circinella muscae IF0-4457
Circinella rigida NRRL-2341
Circinella umbellata NRRL-1713
Circinella umbellata IF0-4452
Circinella umbellata IFO-5842
Actinomucor elegans ATCC-6476
Phycomyces blakesleeanus NRRL~12475
Martierella isabellina IFO-6739
Gohgronella butleri IF0-8080
Pycnoporus coccineus NRRL-12476
Rhizoctonia solani NRRL-12477
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Omdannelse til M-4

+4
+4
+4
+4
+4
spor

+1

+1
sporxr
spor
+1
+1
spor

+1
spor
spor
spor
+1
+1
+1
+1
spor
+1
+1
+1
+1

-spor

spor
+1
+3
+2
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Koderne, der reprasenterer omdannelserne til M-4, har
fglgende betydninger:

spor = 0,5% eller mindre
+1 = 0,5 - 5%
+2 = 5,0 - 10,0%
+3 = 10,0 - 30,0%
+4 = 70,0 - 90,0%.
" EKSEMPEL 26

Fremstilling af IsoM-4' lacton

Hver af tyve 500 ml Sakaguchikolber indeholdende 100 ml

af et medium med den i eksempel 22 beskrevne sammensztning
blev podet med sporer af Circinella muscae IF0-4457. Pode-
materialet blev underkastet rystedyrkning ved 26°¢ og 120
slag pr. min. (s.p.m.)}. Efter 4 dage blev ML-236B tilsat
indtil en slutkoncentration p& 0,05% vagt/vol.,og dyrkning blev
fortsat ved 26°C og 120 s.p.m. i yderligere 6 dage.

Efter afslutning af dyrkningen blev omdannelsesreaktions-
blandingen filtreret, og filtratet blev indstillet pa en
pH-vardi pd 3,0 med trifluoreddikesyre. Blandingen blev

derp& ekstraheret tre gange, hver gang med 1 liter ethylacetat,
til opndelse af en fraktion indeholdende IsoM-4'. Denne
ekstrakt blev vasket med en mettet vandig oplgsning af natrium-
chlorid og derpd inddampet til tg@grhed. Der opnéedes et lacton-
produkt. Resten blev anbragt p& en "Lobar"‘“-“sgjleMerck Si 60,
stgrrelse A) og renset med et ethylacetatsystem, hvorved

der opndedes 12 mg IsoM-4' lacton med de i eksempel 7 be-

skrevne egenskaber.
EKSEMPEL 27

Fremstilling af M-4' lacton
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Hver af tyve 500 ml Erlenmeyerkolber indeholdende 100 ml
af et medium med den nedenfor anfgrte sammensatning blev
podet med sporer af Syncephalastrum nigricans NRRL-12478.
Podematerialet blev underkastet rystedyrkning ved 26°¢ og
220 omdr. pr. min. Efter 3 dage blev ML-236B tilsat indtil
en slutkoncentration p& 0,05% vegt/vol. og dyrining blev udfgrt
ved 26°C og 220 omdr. pr. min. h

Mediets sammensatning var som fglger (procenter er

Glucose 1%
Pepton 0,2%
Kgdekstrakt 0,1%
Garekstrakt 0,1%
Majsstgbevaske 0,3%
Ledningsvand resten

(pH uindstillet)

Efter afslutning af dyrkningen blev omdannelsesreaktions-
blandingen filtreret, og filtratet blev indstillet pa en
pH-vaerdi pd 3 med trifluoreddikesyre. Blandingen blev der-
pd ekstraheret tre gange, hver gang med 1 liter ethylacetat,
til opndelse af en fraktion indeholdende M-4', der har en
Rf-verdi pd 0,46 ved tyndtlagskromatografi (plade: Merck
silicagel Art 5715; oplgsningsmiddel: en 50:50:3 vol./vol./vol.
blanding af benzen, acetone og eddikesyre). Denne ekstrakt
blev vasket med en mettet vandig oplgsning af natriumchlorid,
tgrret over vandfrit natriumsulfat og underkastet lactoniser-
ing ved tilsatning af en katalytisk mangde trifluoreddike-
syre. Den resulterende blanding blev derpa vasket med en

5% vegt/vol. vandig oplgsning af natriumbicarbonat, afvandet med
vandfrit natriumsulfat og inddampet til t@¢rhed. Resten blev
krystalliseret fra ethylacetat til opndelse af ca. 180 mg
‘M-4' lacton med fglgende fysiske egenskaber:

1) Kernemagnetisk resonansspektrum:



2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
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Malt i deuteriochloroform ved 100 MHz under anvendelse

af tetramethylsilan som den indre standard.

§ ppm:

6,01 (1H, doublet);
5,90 (1H, quartet);
5,75 (1H, multiplet);
5,50 (1H, multiplet);
4,60 (1H, multiplet);
4,25 (1H, multiplet).

Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol)

CA__.nm: 230, 237, 245.

max

Infrargdt absorptionsspektrum (XBr) v cm‘l

3500, 1720.

Massespektrum:
M/e: 406(M'), 304, 286.

Optisk drejning:
[a]I%S = +310’90 (c = 0,66,methanol) .

Smeltepunkt:
141 - 143%.

Grundstofanalyse.
Beregnet: C, 67,95%; H, 8,43%

Fundet: C, 68,05%; H, 8,37%

Tyndtlagskromatografi:

 TLC-plade: Merck silicagel Art 5715.

Oplgsningsmiddel: Benzen - acetone (l:1 efter volumen)
Rf-verdi 0,64.
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Fremstilling af M-4' natriumsalt .

Ved at fplge hovedsagelig de samme dyrkningsprocedurer som
anfgrt i eksempel 27 opndedes en omdannelsesreaktionsblanding.

Efter afslutning af dyrkningen blev omdannelsesreaktions-
blandihgen filtreret, og filtratet blev indstillet pa en
pH-verdi p& 3 med trifluoreddikesyre. Filtratet blev der-

p& ekstraheret tre gange, hver gang med 1 liter ethylacetat,
til opnielse af en fraktion indeholdende M-4', som blev
vasket med en mettet vandig oplgsning af natriumchlorid og
¢jeblikkeligt derefter indfgrt i en 5% vaegt/vol. vandig oplgsning
af natriumbicarbonat til opndelse af en fraktion indeholdende
. M-4' natriumsalt. Det s@ledes opndede vandige lag blev ind-
stillet til pH 8,0 med 0,1 N saltsyre og adsorberet pa en
"Diaion" "HP"®20 harpiks-sgjle (fremstillet af Mitsubishi Chemical
Tndustries). S¢jlen blev derpd elueret med 50% vol./vol. vandig
oplgsning af acetone. Acetonen blev afdestilleret og resten blev fryse-
tgrret til opndelse af 1,41 g M-4' natriumsalt med fglgende
fysiske egenskaber:

1) Kernemagnetisk resonansspektrum:
Malt i deuteriochloroform ved 60 MHz under anvendelse

af tetramethylsilan som den indre standard.

¢ ppm:

6,00 (lH, doublet);

5,95 (1H, quartet);

5,70 (lH, bred singlet);
5,50 (lH, bred singlet).

2) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol)rlmaxnm:
230, 238, 246.
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3) Infrargdt absorptionsspektrum (KBr) v cm—l;
3400, 2900, 1680.

EKSEMPEL 29

Fremstilling af M=-4' methylester

Ved at fglge hovedsagelig de samme dyrkningsprocedurer som
i eksempel 27 opndedes en omdannelsesreaktionsblanding.

Efter afslutning af dyrkningen blev omdannelsesblandingen
filtreret, og filtratet blev med tifluoreddikesyre ind-
stillet pd en pH-vardi pd 3. Det blev derpd ekstraheret
tre gange, hver gang med 1 liter ethylacetat. De kombi-
nerede ekstrakter bley vasket med en mattet vandig oplgs-
ning af natriumchlorid, hvorefter en etheroplgsning af
diazomethan blev sat dertil. Den resulterende blanding
blev henstillet i 30 minutter og derefter inddampet til
tg¢rhed under formindsket tryk. Resten blev renset ved an-
vendelse af en "Lobar"®—sej1e (Merck RP-8, stgrrelse A) og
en 1:1 (vol./vol. blanding af benzen og acetone som det frem-
kaldende oplgsningsmiddel. Der opndedes 150 mg M-4' methyl=
ester som et farvelgst olieagtigt materiale, der har fgl-

gende egenskaber:

1) Kernemagnetisk resonansspektrum:
M31t i deuteriochloroform ved 60 MHz under anvendelse

af tetramethylsilan som den indre standard.

§ ppm:

6,01 (1H, doublet);

5,90 (1H, quartet);

5,75 (1H, bred singlet);
5,50 (1H, bred singlet);
3,70 (3H, singlet).
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2) Ultraviolet absorptionsspektrum (methanol) A . nm:
230, 238, 24e.

1

3) Infrargdt absorptionsspektrum (vaskefilm) v cm s
3400, 1730.

4) Masseanalyse:
Maling blev foretaget efter silylering med N,O-bis(tri=

methylsilyl) trifluoracetamid ved anvendelse af et mas-
sespektrometer af typen D-300, der fremstilles af

Nippon Electronics.
M/e: 654 (M').

Patentkrav.

1. Fremgangsmdde til fremstilling af derivater af ML~-236B-

carboxylsyre med formlen (I):

OH

/

/

HOOC (1)
4
HO
~
~

h ~N

H

hvori R betegner en gruppe med formlen

q 0

CH3 : CH 3

HO
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eller en ringsluttet lacton, et salt eller en ester deraf,
kendetegnet ved, at man enzymatisk hydroxylerer
en forbindelse valgt blandt ML-236B-carboxylsyre med form-~

len
OH
HOOC
O HO
\
H3 0
CH, C;

eller en ringsluttet lacton (ML-236B), et salt eller en
ester deraf, og fra reaktionsblandingen isolerer en eller
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flere af forbindelserne med formlen I, eventuelt i form

af en ringsluttet lacton, et salt eller en ester deraf.

2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, kendetegnet

ved, at den enzymatiske hydroxylering foretages ved hijelp

af en mikroorganisme valgt blandt mikroorganismer af slagter-
ne Mucor, Rhizopus, Zygorynchus, Circinella, Actinomucor,
Gongronella, Phycomyces, Martierella, Pycnoporus, Rhizoc=
tonia, Absidia, Cunninghamella, Syncephalastrum og Strep=
tomyces eller ved hjzlp af en cellefri, enzymholdig ekstrakt

fra navnte mikroorganismer.

3. Fremgangsmide ifeslge krav l, kendetegnet
ved, at esteren er en Cl-Cs—alkylester.

4. Fremgangsmade ifplge krav 1, kendetegnet
ved, at esteren er en methylester.

5. Fremgangsmide ifplge kravl, kendetegnet
ved, at saltet er et alkalimetalsalt.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, kendetegnet
ved, at saltet er et natriumsalt.

7. Fremgangsmdde ifslge krav 2 til fremstilling af en
forbindelse valgt blandt forbindelser med formlen (VI):

(VI)
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hvori Rl betegner et hydrogenatom eller en Cl—CS-alkylgrup—
pe, farmaceutisk acceptable salte af syren, hvori R be-

tegner et hydrogenatom, og forbindelsen med formlen (VII):

(VII)

kendetegnet ved, at der som mikroorganisme

anvendes en stamme af arten Syncephalastrum nigricans eller
Syncephalastrum racemosum.

8. Fremgangsmade ifglge krav 2 til fremstilling af en
forbindelse valgt blandt forbindelser med formlen (XII): -

(X1I1)

hvori Rl betegner et hydrogenatom eller en Cl—CS—alkylgrup-
pe, farmaceutisk acceptable salte af syren, hvori R™ be-
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tegner et hydrogenatom, og forbindelsen med formlen (XIII):

OH

(XII1)

kendetegnet ved, at der som mikroorganisme
anvendes en stamme af arten Absidia coerulea eller Cunning=

hamella echinulata.

Fremdragne publikationer:
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