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1 2

A taldlmany targya Uj eljaras a C-15003 P-3 jelG anti- altalanos képleti négy vegyiiletet vagy kozitlik kettd
biotikum el8allitdsara iparilag elényss médszerrel. vagy tobb vegyiilet keverékét jelenti.

A C-15003 P-3 jelt antibiotikumot (a tovabbiakban Az (I) dltaldnos képletben
P-3-nak roviditjiik) a Nocardia fajhoz tartozd, természe- R jelentése
tes forrasokbol, példaul talajminta és hasonlékbol izo- 5 CH,
1alt mikroorganizmus tenyésztésével nyerjik. —CO—CH,—CHj;, ‘CO*CH/ N

A vegyiilet és el6allitdsa a 4,162.940. szimu amerikai \CH 3
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirasban taldlhatd --CO—CH,—CH,—CH,
részletesen leirva. Az ismert eljaras soran a C-15003 anti- CH,
biotikum mellett, vele egyidében néhany mds kompo- 10 vagy —CO*CHZ—CH/ ¢soport.
nens is keletkezik. Nagyon bonyolult eljards szitkséges \CH3
az egyes komponensek elvilasztasdhoz a fermentlébdl, Az (]) dhalanos képletre hivatkozva, azt a vegyiiletet,
és ez az eljdrds nem elSnyds a kivant vegyiilet el6allitdsa ahol R jelentése —CO—CH,—CH,, ,,C-15003 P-2 anti-
szempontjabél. biotikum”-ként, vagy rovidebben, mint ,P-2"-t emlit-

Ennek a hatrdnynak a lekiizdése céljdbdl a feltalalok 15 jik; azt a vegyiiletet, ahol R jelentése
kiterjedt vizsgdlatokat végeztek, kiilonosen a P-3 kiilon

kinyerésérz, & ugy taldltik, hogy ha a Nocardia fajhoz —CO—CH/ s
tartozé mikroorganizmus tenyésztésére szolgdld tipta- \CH3
lajba izobutil-alkcholt vagy izobutir-aldehidet adnak, mint ,,C-15003 P3- antibiotikum®-ot, vagy révidebben
ezzel a kivant célt érik el. A jelen szabadalmi lefrds a 20 mint ,,P-3"-at emlitjik ; azt a vegyiiletet, ahol R jelen-
fenti felismerésen atapul. tése —CO—CH,—CH,—CH3, mint ,,C-15003 P-3’ anti-
A taldlmany eljdras a C-15003 P-3 antibiotikum el8- biotikum”-ot, vagy révidebben mint ,,P-3’"-at emlitjiik ;
allitdsara, melyre jellemzd, hogy a Nocardia fajhoz tar- azt a vegyiiletet, ahol R jelentése
toz6 és a C-15003 antibiotikum elédllitisara képes mik- /CH3
roorganizmust izobutil-alkoholt, izobutir-aldehidet, az 25 —CO—CH,—CH: ,
alkohol zsirsav-észterét vagy ezek keverékét tartalmazod \CH3
tiptalajban tenyésztjiik, majd a C-15003 P-3 antibioti- mint ,,C-15003 P-4 antibiotikum®-ot, vagy rovidebben
kumot a fermentlébol kinyerjiik. mint ,,P-4”-et emlitjiik.
A jelen szabadalmi leirds szovegében a ,,C-15003 anti- A jelen szabadalmi leirdsban hasznalhaté mikroorga-

biotikum™ vagy a ,,C-15003" kifejezés 4ltaldnosan az (I) 30 nizmusra példaként megemlithetiink egy C-15003 sz4mu
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Actinomyces t6rzset (Nocardia sp. No. C-15003; ,,C-
-15003 sz. torzs”-ként roviditve), melyet talajbdl vagy
egyéb forrasbol izolaltak. ‘

A szabadalmi leirdsban szerepld C-15003 sz. tOrzset
letétbe helyezték a Ferm@téciég' Kutatd Intézetnél,
Ipari Tudomany és Technolégia Ugyndkség (FERM),
Japinban a 3992 FERM-P szam alatt 1977. marcius
23-4n; a Fermentdcios Intézetnél Osakaban (IFO), Ja-
panban a 13726 TFO szdm alatt 1977. mdrcius 22-én ¢és
az Amerikai Nemzeti Torzsgy(ijteményben (ATCC),
Marylandban az Amerikai Egyesiilt Allamokban az
ATCC 31281 szam alatt 1977. mdrcius 31-€n. A C-15003
szamil Nocardia sp. (ATCC 31281) az Amerikai Nem-
zeti Torzsgylijtemény Torzsei Katalogusanak I. kote-
tében szerepel leirva a 14. kiaddsban (1980).

A C-15003 szamt térzs mikrobioldgiai tulajdonségai-
nak leirdsat a 4.162.940. szimi amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi lefras tartalmazza. A C-15003 sza-
mi torzs mikrobiol6giai tulajdonsdgainak vizsgalatat a
Schirling és Gottlieb altal leirt eljarasok analdgidjara
végeztilk (International Journal of Systematic Bacterio-
logy, 76, 313, 1966). 28 °C-on 21 napig végzett tenyész-
tés soran a kovetkezdket figyeltitk meg :

1. Morfoldgiai jellemzdk :

A vegetativ micélium jol nd, eldgazé mind agar felii-
leten, mind folyadék tdptalajban. A hifa-fonalak zome
0,8—1,2 um 4tmérdjfi és néhdny esetben toredezik ; ek-
kor baktérium-pélcakra vagy rovid, elagazé hifa-fona-
lakra hasonlit. A térzs j61 né a kiilénbdz8 taptalajokon,
a légmicélium ran6 a vegetativ micéliumra, habir gyak-
ran képez coremia-szerii testeket (50—20x 200 x 1000
wm), melyeken tovabbi légmicélium-novekedés folyik.
A légmicéliumok z6me kacskaringds, egyenes, vagy né-
hény esetben talalhatunk enyhén spiralis formdt is. Az
id8s tenyészetek mikroszkopos vizsgalata soran kide-
riilt, hogy csak néhany esetben talalhatok spdratarto-
szer@l sejtek a lancokban, mig az ilyen idds tenyészetek
feliiletérdl nyert sejt-szuszpenziok a mikroszkopos vizs-
galatok szerint sok hosszakas ellipszis (0,8—1,2 um X
x 4,8—6,3 um) &s ellipszis (0,8—1,2 < 1,0—2,0 um) for-
maju testeket tartalmaznak, melyek arthospdrdkra ha-
sonlitanak.

Az elektron-mikroszképos vizsgalatok szerint ezek-
nek a testeknek sima a feliiletiik.

2. A sejtek alkotdelemei:

A térzset razott lombikban tenyésztettitk médositott
ISP 1. sz. taptalajban 28 *C-on, 66-—90 éran keresztiil,
ezutdn a sejteket Osszegyiijtottitk és mestuk. Becker és
munkatarsai (Applied Microbiology, 12, 421, 1964),
valamint M. P. Lechevalier (Journal of Laboratory and
Clinical Medicine, 71, 934, 1968) modszerével az Osszes
sejtet vizsgaltuk diamino-pimelinsavra és cukor-Ossze-
tételre. Az elébbit mezo formaban taldltuk, mig galak-
toznak ¢és arabindznak megfelels foltokat detektaltunk
a cukorvizsgalat scran.

3. A taptalajokon megfigyelhet$ jellemzdk
A tdrzs viszonylag jol n6tt a kiilonboz8 tiptalajokon,
a vegetativ mic€lium a tenyésztés korai fazisdban szin-

telen vagy halvinysédrga, a késdbbi fazisokban vildgos-
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sarga, sargasbarnatol sargdig, és sdrgasbarna. A térzs a
kiilonbdz8 tdptalajokon sirga és sdrga-sirgdsbarna

‘szinfi pigmentet termel. A 1égmicélium porszerd, és al-

taldban kozepesen nd, szine fehér-sdrga vagy sirga-
sargdsbarna. A torzs killonboz6 taptalajokon megfigyel-
hetd jellemzdit az 1. tiblazatban lathatjuk.

1. tablazat

A C-15003 szamu torzs tenyésziési jellemzoi
kiilénboz§ taptalajokon

A) Szacharéz-nitrat-agar:
Noveked€s (N): kdzepes, Brite dinnyesarga (3 ia)*
szintél sargdsbarndig (3 ic)*, coremia-szer{ testeket
képez.
Légmicélium (LM): gyér, kevés.
Oldhat6 szinanyag (OP): nincs, vagy halvany sdrgds-
barna.

B) Glicerin-nitrat-agar:
N kdzepes, fényes elefantcsontszini (2 ca)*, core-
mia-szeri testeket képez.
LM: kozepes, fehér.
OP: nincs.

C) Gliikkoz-aszparagin-agar:
N kdzepes, Brite mocséri golyahir (sdrga) (3 pa)*-
tol Brite sargdig (2 pa)*.
LM: gyér, fehér.
QP : Britc sarga (2 pa)*.

D) Glicerin-aszparagin-agar:
N: kézepes, fényes elefdntcsontszini (2 ca)*, core-
mia-szerii testeket képez.
LM: gyér, fehér.
OP: nincs.

E) KeményitS-agar:
N: kdzepes, fényes elefantcsontszint8! (2 ca)*, fé-
nyes buzasdrgdig (2 ea)*, coremia-szerii testeket ké-
pez.
LM: bdséges, fényes elefantcsontszindi (2 ca)*.
OP: nincs.

F) Téapagar:
N kozepes, fényes elefantcsont-szintél (2 ca)* kolo-
nidlsargaig (2 ga)*, coremia-szeri testeket képez.
LM : gyér, fehér.
OP: nincs.

G) Kalcium-maldt-agar:
N: kbzepes, fényes elefintcsontszing (2 ca)*-t8l fé-
nyes blizasdrgdig (2 ea)*, coremia-szeril testeket ké-
pez.
LM: kozepes, fehértd] fényes elefantcsontszinig
(2 ca)*.
OP: nincs.

H) ElesztSkivonat-malatakivonat-agar:
N kézepes, borostyansdrgatol (3 1c)* Brite sargaig
(3 la)*, coremia-szer{ testeket képez.
LM: kozepes, fehértdl fényes -elefdntcsontszinig
(2 ca)*.
OP: nincs.

1) Zabliszt-agar:
N: kdzepes, fényes elefantcsontszintél (2 ca)* ko-
lonilsdrgaig (2 ga)* coremia-szerQ testeket képez.
LM: gyér, fehértdl vilagossargdig.
OP: nincs.
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J] Pepton-élesztékivonat-vas-agar:
N: kdzepes, kolonialsarga (2 ga)*.
LM: nincs.
OP: kolonidlsarga (2 ga)*.

K) Tirozin-agar:
N: kozepes, fényes elefantcsontszint6l (2 ca)* fé-
nyes dinnyesargdig (3 ea)*, coremia-szertli testeket
képez.
LM: kozepes, fehértdl fényes elefintcsont-szinig
(2 ca)*.
OP: teveszinG (3 ie)*.

* A szinek kodjai megfelelnek a Color Harmony Ma-
nual 4. kiaddsaban taldlhatéknak (Container Corpora-
tion of America, 1958).

4. Elettani jellemzdk :

A torzs fiziologiai jellemz3it a 2. tablizatban mutat-
juk be. 12 °C és 38 °C héfok-tartomanyban névekszik.
Az a héfok-tartomany, ahol agaron béségesen noveszt
1égmicéliumot (ISP 2. sz. taptalajon), 20 és 30 °C ko-
201t van.

2. tabldzat
Novekedési héfok-tartomdny 12-t6] 38 °C-ig
Légmicéliumos névekedés héfok-

tartomanya 20-t61 35 °C-ig

Zselatin-elfolydsitds pozitiv
Keményité-hidrolizis pozitiv
Nitrat-redukcié pozitiv
Tej-alvasztis pozitiv
Tej-kicsapds negativ
Kazein-lehontds pozitiv
Melanoid-szinanyag-képzés negaliv (pepton
éleszt6kivonat
vas-agar)
pozitiy (tirozin-
agar)
Tirozin-lebontas pozitiv
Xantin-lebontas negatfv
Hypoxantin-lebontas _negativ
Lizozim-tirés pozitiv
Natrium-klorid-t{irés 2%

5. Szénforras-hasznositdsi spektrum:

A killonbozd szénforrasok hasznositdsanak vizsga-
latit a Pridham és Gottlieb (Journal of Bacteriology,
56., 107, 1948.) altal lefrt tdptalajon végeztiik, valamint
az ugyanolyan Osszetételll alaptaptalajt 0,19 éleszté-
kivonattal kiegészitett taptalajon. A kapott eredmények
a 3. tablazatban talalhatdk.

3. tablazat
A C-15003 térzs szénforrds-hasznositasa

Szénforrds Névekedés
D-xiléz B +-*
L-arabindz = -+
D-glitkéz ++ -+
D-galaktoz + +
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3. tablazat folytatdsa
Szénforris Névekedés
D-fruktéz +++ ++
L-ramnéz + -+
D-mannoz ++4+ ++
Szachardz ++ ++
Laktoz ~ —
Maltéz 1 +
Trehaldz + —+
Raffinéz + +
Melibidz + -~
i-inozit — -
D-szorbit — =
D-mannit + ++
Glicerin - +
Oldhato keményitd + +
Kontroll — -

*0,1%; élesztékivonattal kiegészitett alaptdptalaj.

Jelmagyarédzat:
+ + -+ kival6é ndvekedés
-+ | jo ndvekedés
-- van ndvekedés
+ gyenge novekedés
— nincs névekedés

6. Egyéb jellemzok :

A sejteket a 2. pontban leirt cljaras szerint gyQjtottik
dssze, a DNS-t a Miirmur és munkatérsai altal leirthoz
(Journal of Molecular Biology, 3., 208, 1961.) analég
mddon nyertiik ki. A DNS G-C (guanin-citozin) tartal-
mat korilbelill 71 mél%;-nak taldltuk.

A vegetativ micélium Gram-mddszerrel festve Gram-
pozitivnak bizonyult.

A C-15003 torzs fent Gsszefoglalt jellemzGit Gsszeha-
sonlitottuk S. A. Waksman , The Actinomycetes” 2. k6-
tetében (The Williams and Wilkins Co., 1961.), valamint
R. E. Buchanan és N. E. Gibbons (Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology, 8. kiadas, 1974.) és egyéb
szakirodalomban taldlhatd lefrasokkal.

A torzsrdl azt hittilk, hogy a Nocardia nemzetség
II1. csoportjahoz tartozik ; de, mivel nem taldltunk az
eddig leirt térzsek k6zott egy olyant sem, amelynek jel-
lemz8i megegyeztek az eddig leirtakkal, ez arra a kdvet-
keztetésre vezetett benniinket, hogy €z a tdrzs a mikro-
organizmusok 4j fajat képviseli.

A Nocardia fajhoz tartozé mikroorganizmusok, mint
4ltaldban a mikroorganizmusok, viltozékonyak, és mes-
terségesen mutansok éllithaték el beldlik. Példaul a
rénteen-besugdrzassal, ultraibolya-besugarzdssal vagy
kémiai mutagénekkel (példaul nitrozoguanidin, etilén-
imin) kaphatok egy torzs varidnsai. A C-15003 antibio-
tikum termelésére képes varidnsok és mutansok barme-
lyikét felhasznalhatjuk a jelen taldlmany céljaira.

Az izobutil-alkoholt, zsirsav-észterét és/vagy az izo-
butir-aldehidet cgyszerre és kiilon-kiilon is beadagol-
hatjuk a taptalajba. A fenti anyagok mennyisége a tap-
talaj mennyiségének dltaldban legaldbb 0,005 térfogat-
szézaléka akdr egy komponenst adagolunk, akdr a hd-
rom komponenst egyiitt, feltéve, hogy a hozzdadott
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* zsirsav-€szter mennyiségét izobutil-alkoholban adjuk
meg. El6ny6sen korillbelil 0,01—0,5 térfogat-szdzalék
izobutil-alkoholt, annak zsirsav-észterét és/vagy izo-
butil-aldehidet adunk a tédptalajba a tiptalaj térfogatdra
szamitva. Az adagolt anyagok mennyiségét azonban
mindaddig névelhetjiik, amig az anyag(ok) nem gdtol-
jak a hasznalt mikroorganizmus novekedését, vagy nem
csbkkentik a kivint antibiotikum termelését.

Az izobutil-alkoholt, annak zsirsav-észterét és/vagy
az izobutir-aldehidet hozzdadjuk a taptalajhoz, miel6tt
a sterilezett tdptalajt beoltanink a C-15003 termeld
torzzsel, vagy a C-15003 i6rzsnek a taptalajba oltdsa
sordn a C-15003 termelése kozben. Az izobutil-alkohol
zsirsav-észtereire példaként megemlithetjik az 1—4
szénatomot tartalmazd zsirsavak észtereit (pl. formidt,
acetat, propiondt, butirat, izobutirat) az izobutil-alko-
hollal.

Az ilyen C-15003 antibiotikumot termels torzs te-
nyésztésére barmilyen szilard vagy folyékony tiptalaj
alkalmas, ha a torzs 4ltal hasznosithato tipanyagokat
tartalmaz. A magas termelSképesség eléréséhez el6nyd-
sen folyadék tdptalajt haszndlunk. A taptalaj tartalmaz-
hatja a jelen talalmdny szerinti adalékanyagokat, a
C-15003 antibiotikumot termeld t6rzs altal beépitett és
felhasznalt szén- és nitrogén-forrdsokat, szervetlen anya-
gokat, nyomnyi mennyiségben sziikséges tdpanyago-
kat stb. Az emlitett szénforrdsokra példaként megemlit-
jiik a glikdzt, laktozt, szachardzt, melaszt, maltozt,
dextrint, keményitét, glicerint, mannitot, szorbitot stb.,
zsirokat és olajokat (példdul sz6jaolaj, diszndzsir, csir-
kezsir stb.) és igy tovdbb. A nitrogén-forrds lehet pél-
daul haskivonat, élesztékivonat, szaritott élesztd, szdja-
liszt, kukoricalekvar, pepton, gyapotmag-liszt, karba-
mid, amméniumsék (példdul amménium-szulfat, am-
ménium-klorid, ammdnium-nitrdt, ammonium-acetat
stb.). A tdptalaj tartalmazhat tovdbba ndtrium-, kéa-
lium-, kalcium-, magnézium-sokat, a vas, mangin,
cink, kobalt, nikkel fémsoit, valamint a foszforsav és
borsay stb. soit. Tovabba a taptalaj szitkség esetén tar-
talmazhat vitaminokat, nukleinsavakat és igy tovabb.
A taptalaj pH-jdnak bedllitasa céljabol savakat és/vagy
ligokat adagolhatunk. A habzds csokkentésére meg-
felelé mennyiségili olajat, zsirt vagy feliiletaktiv anyagot
adhatunk a taptalajba.

A tenyésztést végezhetjitk allo, razott, siillyesztett,
levegdztetett vagy mds tenyésztési kdrilmények kozott.
A magas termelési szint eléréséhez természetesen el6-
nydsen siillyesztett levegbztetett tenyésztési korilmé-
nyeket hasznalunk. Mivel a tenyészet éllapota természe-
tesen fligg a tiptalaj-OsszetételtSl, a hasznalt torzstdl, a
tenyésztési modszertdl és mas faktoroktol, a tenyésztést
normal kériilmények kozott elénydsen 5,5 és 8,0 kezdd
pH-érték mellett végezziik, elénydsen a 6,5—7,5 pH-tar-
tomdnyban, 15 & 35 °C kozotti hémérséklet-tarto-
mdnyban, elénydsen 20 és 30 °C kozétt. A tenyésztést
a P-3 antibiotikum maximalis koncentracidjanak el-
éréséig végezzilk. A tenyésztési id6 a tenyésztési mod-
szertdl, hémérséklettdl, tdptalaj-Gsszetételtdl fiiggben
viltozik, dltaldban 48 és 240 éra k6zott mozog.

Az ily mddon speciélisan elGdllitott P-3 kinyerésére és
tisztitdsara az ilyen mikrobidlis eredetl termékek (me-
tabolitok) elvalasztasira €s tisztitdsara rendszerint is-
mert eljardst hasznalunk. Mivel a kivant termck zsir-
oldékony semleges anyag, a terméket kénnyen cxtra-
halhatjuk a tenyészlébdl vagy szlirletbsl vizzel nem ele-

4

182267

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

8

gvedd, szerves oldoszerrel, mint zsirsav-észierekkel (pf.
ctil-acetat, amil-acetat) ; alkoholokkal (pl. butanol); ha-
logénezett szénhidrogénekkel (pl. kloroform), és keto-
nokkal (pl. metil-izobutil-keton). Az extrakcidt semle-
ges pH-n végezziik, eldnydsen pH=7-en etil-acetattal.
Az extraktumot vizzel mossuk, €s csokkentett nyoma-
son beparoljuk. Ezutdn apolaros olddszert adunk a be-
tdményitett oldathoz (pl. petroléter, hexén), és az aktiv
vegylileteket tartalmazé nyersterméket csapadék for-
méjaban elvalasztjuk. A nyersterméket ezutan a szoka-
sos tiszt{tdsi eljarasoknak vetjilk ald. Megszokott, rutin
tisztitdsi eljards gyanéant az adszorpeids kromatografiat
haszndlhatjuk, és erre a célra a kovetkezé &ltaldnos
adszorbensek, mint példaul szilikagél, aktivalt alumi-
nium-oxid, makropordzus-nemionos adszorbens gyan-
ta stb. hasznalhatok. A nyerstermékben lév4 P-3-at
petroléterrel vagy hexdnnal vihetjiik fel a szilikagél kro-
matografids oszlopra, és poldros oldészerrel, mint pél-
daul etil-acetat, aceton,_etanol, vagy metanol, vagy ha-
logénezett szénhidrogénnel, mint példaul diklér-metan,
vagy polaros oldoszerként alkoholt (pl. metanol, etanol)
tartalmazé kloroformmal, ketonnal (pl. aceton, metil-
-etil-keton), vagy hasonlokkal oldjuk le. Ily médon a
P-3-at leoldjuk, elvalasztjuk és kinyerjiik.

Ha makroporézus-nemionos adszorbens-gyantat
hasznalunk a P-3 tisztitdsdra az oszloprdl, viz és ala-
:sony szénatomszamii alkohol, keton vagy észter keve-
rékével oldjuk le a P-3-at. Az alacsony szénatomszamit
alkohol lehet példdul metanol, etanol, propanol vagy
butanol stb., az alacsony szénatomszamu keton lehet
példdul aceton vagy metil-etil-keton stb. Az észter lehet
példaul etil-acetat. Egy tipikus eljards sordn a nyerster-
méket 60%, metanol-viz elegyben oldjuk és Diaion—
HP—10 (Mitsubushi Chemical Industries, Ltd., Japan)
oszlopon adszorbedljuk. Az oszlopot 70%-0s metanol-
viz eleggyel mossuk és P-3-at 90%-os metanol-viz
cleggyel clualjuk.

A fenti eljaras sordn nyert P-3 tartalmi frakcidkat
osszegyfijtjilk és csokkentett nyomdson besdritjiik.
A szdraz termékhez 5—8 térfogat etil-acetdtot adunk, a
keveréket allni hagyjuk, amiutan a P-3 kikristalyosodik.

A C-15003 antibiotikum fizikai-kémiai tylajdonsdgait,
amelyek a 4.162.940. szdmu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirdsban is szerepelnck, az aldbbi
4, tiblazatban mutatjuk be.

4, tabldzat

C—15003 P—3 C3Hg3CIN20g =
antibiotikum =635,169
Olvadaspont (°C) 190—192°
Fajlagos forgatds —136 :10°
()2 (C=0,375 CHCly)
Elemanalizis C 60,06
taldlt értek (%) H 7,04
N 4,33
Cl15,37
Elemanalizis C 60,51
szdmitott érték (37) H 6,82
N 4,41
Cl1 5,58
Ultraibolya elnyelési 233 (30 250), 240 (sh 28450),
spektrum nm (E) 252 (27640), 280 (5750),
(metanolban) 288 (5700)
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4. tabldzat folytatdsa

C—15003P 3
antibiotikum

C3,Ha43CIN20g=
5,169

=§35,1

182267

Infravords elnyelési
spektrum (em~1)
KBr

Madgneses magrezonan-
cia spektrum (ppm)

100 MHz CDCl,-ban

Témegspek trum (m/c)

Oldhatdsag

1740, 1730, 1670, 1580,
1445, 1385, 1340, 1255,
1180, 1150, 1100, 1080

1,27 (duplett) (3H),

1,28 (duplett) (3H)

573, 485, 470, 450
Oldhatatlan petroléterben,

n-hexédnban, vizben;
korlatoltan oldodik ben-
zolban, éterben;

oldédik kloroformban,
ctil-acetdthan, aceton-
ban, etanolban, meta-
nolban, piridinben, tetra-
hidrofurdnban, dimetil-

i -szulfoxidban.

" DragendorfT: pozitiv,

| Beilstein: pozitiv.

Szinreakciok

A jelen szabadalmi lefrds szerinti cljirdsban a P-3 ara-
nya a C-15003-ban igen magas. Mivel a jelen eljaras
olyan el8ny6s tulajdonsdgokkal rendelkezik, hogy a ki-
vant termék termelési szintje magas, a kivant termék ki-
nycrése €s tisztitisa egyszer(, és a nyersanyag olcso €s
folyadék halmazéllapotl, valamint jelen eljdris nem
okoz olyan hibdkat, mint az izo-vajsav rossz szaga, vala-
mint a késziilék tonkremenetele. A jelen taldlmanynak
megvan az az eldnye is, hogy az izobutil-alkohol és az
izobutil-aldehid toxicitasa alacsony a C-15003 antibio-
tikumot termeld torzsre. Ennélfogva a jelen eljards el6-
nyos a P-3 antibiotikum eldallitdsdra ipari Gton.

A C-15003 P-3 antibiotikum biologiai aktivitisat és
hasznélatat a 4.162.940. szamt amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirds tartalmazza. Azaz a P-3 ak-
tivitdsa a kovetkeso:

A} Antimikrobidlis aktivitds:

Trypticase Soy Agart (Baltimore Biological Labora-
tories, USA terméke) hasznélva vizsgdld taptalajként,
az aldbbiakban leirt mikroorganizmusokkal szembeni
gatld koncentraciét a papirkorong médszerrel hata-
roztuk meg. Mindegyik papirkorongot (Toyo Seisa-
kusho, vékony tipusd, 8 mm atmér8jG) 0,02 ml
300 y.g/ml koncentraciéju C-15003 P-3 oldattal itatjuk
4t, és az alabbiakban ismertetett mikroorganizmusokkal
beoltott agarlemezekre helyezziik. A C-15003 P-3 anti-
biotikumnak nincs hatdsa a kdvetkezé baktériumok el-
len:

Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Ba-
cillus subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens és Mycobacterium avium.

Madsrészt azonban a Talaromyces avellanus nev(
gomba novekedését a C-15003 P-3 antibiotikum gatolja
a kovetkezd Osszetételd agarlemezen: 3,5 g dinatrium-
-hidrogén-foszfit, 0,5 g kalium-dihidrogén-foszfat, 5 g
¢lesztSkivonat (Difco), 10 g glitkkdz, 15 g agar, 1000 ml
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desztillalt vizben (pH=7,0). A C-15003 P-3 minimalis
gatlé koneentracidja 3 pg/ml.

Tovabba a Tetrahymena pyriformis W vizsgalo orga-
nizmust a kdvetkez6 Osszetételll vizsgald taptalajon te-
nyésztjiik : 20 g Proteosc-Peptone (Difco), 1 g élesztdki-
vonat, 2 g gliikéz, 1000 ml desztillalt vizben és 10 ml
foszfat-puffer pH=7,0 (IM); a kdvetkezd koriilmények
kozott: 28 °C, 44—48 ora tenyésztési idd; a C-15003
P-3 novekedésgatlé hatdsat az egysejtd ellen sorozal-
higitasi modszerrel hatirozzuk meg. A novekedésgit-
las 1 pg/mi-nél jelentkezik.

B) Daganatgdtld hatds:

A C-15003 P-3 terapids hatdsat (9 egymiést kovets nap
adagolva intraperitonedlisan) egerekben, P388 leukémia
sejiekre (1 x 10% sejt) allat, egér, intraperitoneélis beiil-
tetés) vizsgaljuk. A C-15003 P-3 antibiotikum daganat-
ellenes hatdsa 200%%-os élettartam-meghosszabbitd ha-
tds 0,006 25 mg/kg/nap dozisszinten.

C) Toxicitas:

Az eldzetes akut toxicitdsi vizsgalatok soran egeret
alkalmazva vizsgdlando dllatként, a C-15003 P-3 anti-
bictikumot intraperitonedlisan injektdlva, az anyag
LD, értéke 0,625 mgfkg, az LD érték 0,313 mg/kg.

Mint azt az el6z&ekben emlitettiik, a C-15003 P-3 anti-
bivtikumnak erds gatlé hatasa van gombak és egysej-
tlick ellen, ezért érickes gomba- és egysejtii-elienes
anyag. Tovabba, mivel a C-15003 P-3 antibiotikum da-
ganatos emldsillatoknal (példaul egér) életiartam-hosz-
szabbito hatdsu, az is elvdrhatd, hogy a vegyiilet értékes
dazanatellenes szer lesz.

A P-3 antibiotikumot, gombaelienes ¢s egysejtii-elle-
nes szer lévén, elénydsen haszndlhatjuk reagensként
bakteridlis okoldgiai meghatdrozésokndl talajban, aktiv
iszapban, allati testfolyadékban és hasonlokban. fgy, ha
ériékes baktériumokat akarunk izolalni talajmintdkbdl,
vagy, ha szennyvizkezelésre hasznalt aktiv iszap-rend-
szer mikSdésével &s analfzisével kapcsolatban azt akar-
juk, hogy a baktériumok a gombdiktél és egysejtiiektsl
fliggetlenill fejtsék ki hatdsukat, akkor a talilmany sze-
rinti antibiotikumot haszndlhatjuk a baktérium-flora
szelektiv novekedésének eldsegitésére anélkiil, hogy a
mintdban jelenlévé gombik és egysejtiiek novekedését
megengednénk. Egy tipikus példa szerint a mintat fo-
Iyadék vagy szilird tdptalajhoz adjuk, majd a P-3 anti-
biotikum 1%, metanol-vizes oldatban 1évd 10 vagy
100 pg/ml koncentraciéjn oldatdt adjuk a tiptalajba,
m:lyet azutén inkubélunk.

Amint az a 4.162.940. szdmu amerikai egyesiilt illa-
mokbeli szabadalmi leirdsban szerepel, a P-3’ anti-
biotikumnak gombaellenes hatdsa van. A gombaellenes
hatast az 5. tablazatban mutatjuk be. Amint az az S.
tablazatbol lathatd, 2 P-3 antibiotikum nGvényi beteg-
ségeket okozd mikroorganizmusck novekedését is ga-
telja. A papirkorongokat 0,02 ml 1000 p.g/ml koncent-
szerint mikroorganizmusokkal megfelelden beoltott le-
mezekre helyezziik.




1
5. tdblazat
Anti-mikrobiélis spektrum
Teszt-organiznius IFO 1da zg:;listi_
iszm | Taplai | (gra) | “mérsie
(mm)

Alternaria kikuchiana | 7515 | PSA* | 48 38
Fusicladium levieri 6477 | PSA* | 90 68
Helminthosporium

sigmoideum var,

irregulare 5273 | PSA* | 48 55
Pyricularia oryzae — | PSA* | 48 53
Elsinoe fawcetti 8417 | PSA* | 90 55
Fusarium oxysporum

f. cucumericum — | PSA* | 48 20
Guignardia laricina 7888 | PSA* | 48 12
Cochlioborus

miyabenus 5277 | PSA* 48 60
Diaporthe citri 9170 | PSA* | 48 55
Gibberella zeae 8850 | PSA* | 48 37
Sclerotinia ,

sclerotiorum 9395 | PSA* | 90 65
Venturia pirina 6189 | PSA* | 48 50
Pellicularia sasakii 9253 | PSA* | 48 50
Pythium

aphanidermatum 7030 | PSA* | 48 58
Botrytis cinerea — | PSA* | 48 48
Aspergillus niger 4066 | PSA* | 48 0
Penicillium

chrysogenum 4626 | PSA* | 48 35
Rhizopus nigricans 6188 | PSA* | 48 25
Saccharomyces

ceTevisiae 0209 | PSA* 48 0
Rhodotorula rubra 0907 | PSA* | 48 28
Trichophyton rubrum | 5467 | GB** | 48 38
Mentagrophytes 7522 | GB** | 48 38
Candida albicans 0583 | GB** | 48 0
Candida utilis 0619 | GB** | 48 ‘ 0
Cryptococcus

neoformans 0410 | GB** | 48 ‘ 43

PSA* =Burgonya szachai’éz agartaptalaj
BG**=Gliikoz tapagar taptalaj

A P-3 antibiotikumot hasznalhatjuk gombaellenes
szerként az 5. tdblazatban emlitett mikroorganizmusok
altal okozott nivényi megbetegedések ellen. Jellemzd
haszndlata sordn a P-3 antibiotikumot 1% metanolos-
vizes oldatban 0,5—35 pg/m! koncentracioban alkalmaz-
zuk. A P-3 antibiotikumot lehet példaul haszndlni szar-
rothadas, a Helminthosporium levél-pétty és a rizs hii-
vely-foltosodis ellendrzésére.

A kovetkezd példakban a taldlmany szerinti eljarast
részletesen illusztraljuk. A %, vegyes-szdzalékot jelent,
az eltérést jelezziik.

1. példa

200 ml térfogata Erlenmeyer-lombikba 40 ml inoku-
lum-tiptalajt 6ntiink, melynek Osszetétele: 1%, glitkéz,
2% Bacto Trypton (Difco Laboratories, USA) és 1,274
Bacto élesztdkivonat (Difce Laboratories, USA), pH=
=17,0. Sterilezés utdn a C-15003 szamu Nocardia fajt
oltjuk a tdptalajba. Oltdanyag eldallitisara a lombikot
48 oran keresztiil 28 °C-on kérkords razogépen (200
min~") inkubaljuk.

6
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Az inokulum-tenyészetet hdromszor mossuk steril
desztillalt vizzel, majd a mosott sejteket Gjra szuszpen-
daljuk az eredeti térfogatra, steril desztilldlt vizben,

A fenti sejtszuszpenziobol egy millilitert beoltunk
40 ml f6 tenyésztaptalajba [3%, oldhaté keményitd,
0,2% ammonium-klorid, 0,05% magnézium-szulfat,
1,009, kalium-dihidrogén-foszfit, 2,09%, dikalium-hid-
rogén-foszfat, 0,001%; vas(Il)-szulfit] és a tenyésztést
28 “C-on 48 éran at végezziik a korkoros razan.

Az emlitett tenyésztés utan annyi izobutil-aldehidet
adunk a tenyészetbe, hogy a tdptalajon az izobutir-alde-
hid koncentracidja 0,05 térfogat?; legyen, és a tenyész~
tést 6 napig folytatjuk.

A tenyésziés befejezése utin azt tapasztaltuk, hogy a
C-15003 antibiotikum teljes mennyisége 27 mg/l volt,
és a P-3 komponens ardnya 95 suly%, volt; masrészt,
ha nem adunk izobutil-alkoholt vagy izobutil-aldehidet
a tenyészethez, a P-3 komponens ardnya csak 65 saly%
volt. (A C-15003 antibiotikum mennyisége 10 mg/1 volt.)

Az Osszes C-15003 antibiotikum mennyiségét és a
megfeleld adalékanyagokat a kévetkezd modszer szerint
hatdroztuk meg.

Az antibiotikum dsszmennyiségét agar-diffuzics mod-
szerrel hatdroztuk meg teszt-organizmusként Philobasi-
dium uniguttulatum JFO 0699 gombit hasznilva, és li-
terenként 15 g Trypticase-peptont (Baltimore Biologi-
cals, USA), 5 g fiton-peptont (Baltimore Biologicals,
USA), 10 g ndtrium-kloridot, 10 g glitkdzt, 15 g agart
tartalmazd tdptalajt haszndlva (pH =7,3, desztillalt viz).
A termelt antibiotikum mennyiségét a vizsgilt oldat 4l-
tal okozott gatldsi zéna atmérGjét a standard oldat gat-
lasi zondjanak atméréjéhez_viszonyitva szamitottuk ki.

A termelt P-3 mennyiségét és ardnyat a kovetkezd
médszerrel szamitottuk ki:

Az antibiotikumot tartalmazé folyadék mintdhoz
ugyanolyan térfogat( etil-acetdtot adunk, majd az olda-
tot extrahdljuk. Az etil-acetdtos fazist beparoljuk és sz4-
ritjuk, a kapott maradékot az eredeti térfogat 1/100 ré-
szének megfeleld etil-acetatban oldjuk, igy kapjuk a vé-
konyréteg-kromatografids  vizsgilathoz hasznéilhatd
mintat,

Az fgy kapott mintat iiveglapra felvitt 60 F,s, tipus
szilikagélre vittiik fel (E. Merck), a vékonyréteg-kroma-
tografids vizsgdlathoz, és vizzel telitett etil-acetdtot hasz-
néltunk futtatdészerként.

A P-3 mennyiségét és ardnyat a 254 nm-en mért ab-
szorpcids sdv intenzitdsil &s kiterjedését mérve hata-
roztuk meg, Shimadzu kettés-hullimhosszi vékony-
réteg-kiértékel6t haszndlva (CS—910 Modell).

2. példa

Az 1, példaban emlitett inokulum-taptalajbol 500 mil-
lilitert 2000 milliliteres Sakaguchi lombikba 6ntiink, és
sterileziink. Az inokulum eldallitisira a tiptalajt beolt-
juk a C-15003 szamu Nocardia fajjal, és 28 °C-on
48 ordn 4t razégépen tenyésztjiik.

200 literes savallé fermentorba 100 kovetkezd dssze-
tételd inokulum-taptalajt dntiink : 2,0% gliikéz, 3,0%
oldhato keménvitd, 1,0% kukoricalekvar, 1,0% nyers
szojaliszt, 0,5%, Polypepton (Daigo Nutritive Chemicals,
Japan), 0,3% natrium-klorid, 0,5%; kalcium-karbondt,
pH=7,0; a tdptalajt 121 "C-on 20 percig sterilezziik.
Hiités utan 500 ml fent emlitett oltdanyaggal beoltjuk,
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a tenyésztést 48 Srdn at végezziik, 28 *C-on 100/perc le-
vegbztetés, 200 min=! fordulatszimu kevertetés mellett.

A fentick szerint kapott oltéanyagot 100 liter termeld-
taptalajba oltjuk (5% dextrin, 3% kukoricalekvar,
0,1% pepton, 0,5% kalciumkarbonat, pH=7,0), 200 li-
teres savallé fermentorban, és a tenyésztést eldszor
48 ordig végezzik 28 °C-on, 1/1 levegdztetés és
150 min~! kevertetés mellett.

48 4rds tenyésztés utin annyi izobutil-alkoholt adunk
a tenyészetbe, hogy az izobutil-alkohol koncentracidja
0,1 térfogat’, legyen a taptalajban, és a tenyésztést még
48 oraig folytatjuk.

A C-15003 dsszmennyisége 20 mg/l, a P-3 arinya
96 sily%-a a teljes C-15003-nak. Ugyanilyen koriilmé-
nyek kézott, de izobutil-alkohol adagolisa nélkiil a
C-15003 mennyisége 12 mg/l, és a P-3 aranya 65 stly’.

3. példa

40 ml kovetkezd Gsszetételd taptalajt: 3% oldhato
keményits, 0,2% amménium-klorid, 0,050 magné-
zium-szulfit, 0,05% kalium-klorid, 1,09% kalium-dihid-
rogén-foszfat, 2,09% dikalinom-hidrogén-foszfat és
0,001%, vas(IT)-szulfét, beoltunk 1 ml, az 1. példaban le-
irt oltéanyageal, és izobutil-alkoholt é&s/vagy izobutir-
.aldehidet adunk hozza a 6. tiblazatban Osszefoglalt
korillmények kozott. A 28 °C-on 8 napig végzett te-
nyésztés eredményeit a 6. tiblazatban lithatjuk.

6. tablazat

} Termelt | , o
Adagoltanyag Adagolas | Ssszmeny- AP-—3
€és koncentrécidja idBpontja nyiség ardnya
(pg/mp) %
izobutil-alkohol 0,05% 0 27 91
izobutil-alkohol 0,05%; 438 29 9s
izobutil-alkohol 1,009 72 7 97
izobutil-aldchid 0,077 0 24 92
izobutil-aldehid 0,07% 48 23 90
izobutil-aldehid 1,009 72 4 96
izobutil-alkohol 0,047
izobutil-aldehid 0,047 48 28 94
nincs adagolas — 10 58
4. példa

A 3. példaban lefrt madon izobutil-alkoholt vagy izo-
butil-aldehidet adunk a téptalajba tenyésztés elstt. A 7.
tablazatban lathaté eredményeket kaptuk.

7. tablazat
A termék

Adagolt anya Koneentrd- | gsszmeny- nlr)zgu
80 yag ci6 (térf.%%) nyisége any

(pg/ml) [628] B
izobutil-alkohol 0,01 24 74
izobutil-alkohol 0,02 27 79
izobutil-alkohol 0,05 27 92
izobutil-alkohol 0,1 8 92
izobutil-alkohol 0,2 2 93
izobutil-aldehid 0,01 18 75
izobutil-aldehid 0,02 21 79
izobutil-aldehid 0,05 28 87
"izobutil-aldehid 0,1 20 95
izobutil-aldehid 0,2 5 97
Nincs adagolas — 9 | S8
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S. példa

40 milliliter kOvetkezd Ssszetételli: 3% oldhato ke-
ményits, 0,1% Proflo (Traders Oil Co., USA), 0,2
ammonium-klorid, 0,05% magnézium-szulfit, 1,09%
kéalium-dihidrogén-foszfat, 2,09% dikalium-hidrogén-
foszfat, 0,001%% vas(IT)-szulfdt, és 0,054 izobutil-al-
kohol ; termel8-taptalajt 2 ml, az 1. példa szerint késziilt
oltdanyaggal beoltunk, és a tenyésztést 28 °C-on 8 na-
pig végezziik.

Tenyésztés utin a C-15003 antibiotikum &sszmennyi-
sége 38 mg/l, és a P-3 ardnya koriilbeliil 95 stlyszdzalék.

6. példa

A 2. példaban kapott 95 liter tenyésziéhez 50 liter
acetont adunk, a keveréket 30 percig kevertetjiik, majd
2 kg Hyflo Super Cel-t (Johnes and Manville Products,
USA) adunk a keverékhez. Alapos keverés utdn a keve-
réket nyomas alatt sziirjiik, igy 120 liter sziirletet ka-
punk. A szfirlethez 50 liter vizet adunk, majd 90 fiter
etil-acetatot, és a keveréket cxtrahdljuk. Ezt az eljdrast
kétszer megismételjiik. Az ctil-acetatos fazisokat dssze-
eytijtjiik, mossuk kétszer 30 liter vizzel, 1 kg vizmentes
natrium-szulfit hozzdadasaval szaritjuk, és csokkentett
nyomason 200 milliliterre beparoljuk. A sfiritményhez
petrolétert adunk, és a kapott csapadékot szfiréssel ki-
nyerjiik (58 g). Ezt a nyers terméket 50 milliméter etil-
_acetattal kevertetjiik, és az oldhatatlan részeket ki-
szfirjiik. A sziirletet 10 g szilikagéllel (E. Merck, NSZK,
0,05—2 mm) dsszekeverjiik, és az etil-acetatot csokken-
tett nyomdson eltivolitjuk. A maradékot 500 millili-
teres szilikagél oszlop tetejére vissziik. Az eludlast 1épé-
sekben hajtjuk végre 500 ml n-hexdnnal, 500 ml n-hexan
&s etil-acetat 3 : 1 arany( elegyével, 500 ml n-hexén és
etil-acetat 1: 1 aranyq elegyével és 2 liter vizzel telitett
etil-acetattal. Az cludtumot 50 milliliteres frakcidkban
pylijtjiik, és az aktiv frakciokat a kovetkezéképpen ha-
taroztuk ineg: minden frakciobol egy millilitert szdrazra
parolunk, és 0,1 ml etil-acetdtot hozziadva kapunk egy
oldatot. Ezt az oldatot cséppentjilk fel 2,5 centiméterre
egy szilikagél-iiveglemez (E. Merck, NSZK, 60 Fjsq,
0,25 mm, 20 < 20) alsé végétd], és vizzel telitett etil-ace-
tétos rendszerrel futtatjuk koriilbeliil 17 cm-ig. Futtatas
utan a P-3-at ultraibolya fény alatt (2537 A) azonositjuk
(R érték koriilbelil 0,42).

Az aktiv frakcidkat Gsszegydjijiik és csokkentett nyo-
méson kb. 20 milliliterre paroljuk be. Ehbez a sirit-
ményhez adunk 200 ml petrol-étert, és igy kapunk 15 g
nvers kristalyos anyagot. Az igy nyert nyers, kristalyos
anyagotl melegités kdzben 20 ml etil-acetdtban oldjuk,
az oldatot lehiitjik, melybél igy kivilnak a kristalyok.
Sziirés utan 1,4 g iszta, kristdlyos anyagot kapunk, a
P-3-bél, olvadaspontja 189 —190 °C (97 stly?, tiszta-
ségi), és az elemanalizis taldlt értékei:

C:60,10%; H:7,00%; N:430%; Cl:543%.

7. példa

A 3. példaban lefrt moédon izobutil-propiondtot, izo-
butil-butirdtot vagy izobutil-izobutirdtot adagolunk 42
oras tenyésztés utan, és a tenyésztést folytatjuk. A ka-
pott eredmények a 8. tibldzatban lathatok.
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8. tablazat
R ‘Termelt P—3
Adagoltanyag :i(g IZS;‘;"‘;&’:) °s§§?12§”' axa‘nnya
(ugiml) | V%)
izobutil-propiondt 0,02 . 328 91
izobutil-butirat 0,05 22,0 85
izobutil-izobutirat 0,05 26,5 86

" Szabadalmi igénypontok

1. Eljérés a C-15003 P-3 antibiotikum el&dllitdsara a
Nocardia sp. C-15003 mikroorganizmusnak téptalajban
vald tenyésztésével, azzal jellemezve, hogy a tptalajba

1 lap képlettel

16

izobutir-aldehidet, izobutil-alkoholt, ennek zsirsav-&sz-
tereit vagy ezek keverékét adjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti cljards foganatositasi mod-
ja, azzal jellemezve, hogy izobutil-alkoholt adagolunk a
taptalajba.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras foganatositisi mod-
ja, azzal jellemczve, hogy izobutir-aldehidet adagolunk
a taptalajba.

4, Az 1. igénypont szerinti eljiras foganatositisi méd-
ja, azzal jellemezve, hogy izobutil-alkohol és izobutil-
-aldehid keverékét adagoljuk a taptalajba.

5. Az 1. igénypont szerinti eljards foganatositasi
médja, azzal jellemezve, hogy izobutil-alkohol-zsfrsav-
-észterét adagoljuk a taptalajba.

A kiaddsért felel: a Kozgazdasdgi és Jogi Konyvkiadé igazgatdja

86.5599.66-4 Alfcldi Nyomda, Debrecen

Felclds vezetd: Benkd Istvdn vezérigazgatd
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Nemzetkozi osztalyozés:
C 12D 1718
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