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Oasomysiineji, menetelmid niiden valmistamiseksi ja niiden
kiaytto

Streptomyces-lajeista saadut antibiootit ovat pit-
kdidn olleet tunnettuja mikro-organismeista saatuja vaikut-
tavia aineita, joita voidaan kdyttdd monipuolisesti. J.V.
Uri (Acta Microbiologica 33 (1986) 271) kuvaa Streptomy-
ces-lajeista saatavia ei-polygeenisi& makrolid-antibioot-
teja, desertomysiinej&. N&ills yhdisteillad on laaja anti-
biocottinen spektri ja selektiivinen sientenvastainen vai-
kutus. Havaittiin, ettd Streptovericillium- ja Streptomy-
ces-kannat voivat tuottaa uusia makrosyklisi#d laktoneja,
oasomysiinej&. N&illd yhdisteilld on farmakologista ja
siten terapeuttista tehoa ja niitd voidaan Kk&ayttdd sen
vuoksi erityisen edullisesti bakteerienvastaisina aineina
sek8 kolesterolin biosynteesin estdjind vastaavin farma-
kologisin eduin.

Keksintd koskee siten:

1. Menetelmdd yleisen kaavan I mukaisen yhdisteen

valmistamiseksi

i
|
|

jolloin

R on vety tai ryhmd OH
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joka menetelmd on tunnettu siitd, ettd viljelldadn lajeja
Streptoverticillium sp. ja/tai Streptomyces sp. ravinto-
aineessa, kunnes viljelmddn kerddntyy yleisen Kkaavan I
mukaista yvhdistetta.

2. Yleigsen kaavan I mukaisen yhdisteen kayttdd bak-
teerien wvastaisena aineena tai kolesterolin bjosynteesin
estdjdnd sekd niiden farmakologista hyddyntdmista.

Seuraavassa keksintdd kuvataan yksityiskohtaisesti,
erityisesti edullisina suoritusmuotoinaan. Lisdksi keksin-
td mdaritellddn patenttivaatimuksissa.

Keksinnodn mukaista yhdistettd valmistetaan edulli-
sesti kdyttden kantoja Streptoverticillium sp. DSM 5989 ja
Streptomyces sp. DSM 5990. Molemmat Kkannat eristettiin
intialaisista maandytteistd ja talletettiin Saksalaiseen
mikro-organismikokoelmaan Budapestin sopimuksen 18.06.1990
mukaan edelld mainituilla numeroilla.

Kannalla Streptoverticillium sp. DSM 5989 on pu-
naiset itiot. Itidketjut ovat kiekuramaisesti ja niiden
pinta on siled. Kannalla Streptomyces sp. DSM 5990 on val-
koiset itisketjut, jotka ovat jidrjestyneet tiukoiksi spi-
raaleiksi. Itididen pinta on siled.

Ravintoliuoksessa, joka sisdltda hiilildhteen ja
typpildhteen sekd tavalliset epdorgaaniset suolat, kannat
Streptoverticillium sp. ja Streptomyces sp., edullisesti
DSM 5989 ja DSM 5990, tuottavat yleisen kaavan I mukaista
vhdistettd. Kantojen DSM 5989 tai DSM 5990 sijasta voidaan
tietysti kayvttdd myds niiden mutantteja tai muunnelmia,
mik&8li ne syntetisoivat té&td yhdistettd. Sellaisia mutant-
teja voidaan tuottaa sindns& tunnetulla tavalla fysikaali-
sin keinoin, esimerkiksi s8teilytt8mdlld esimerkiksi ult-
ravioletti- tai rdontgensdteilylls, tai kemiallisilla muta-
geeneillsd, kuten esimerkiksi etyylimetaanisulfonaatilla
(EMS), 2-hydroksi-4-metoksibentsofenonilla (MOB) tai N-
metyyli-N'-nitro-nitrosoguanidiinilla (MNNG).
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Edullisiksi hiilil&hteiksi aerobiselle fermentaati-
olle sopivat yhteyttémiskelpoiset hiilihydraatit ja soke-
rialkoholit kuten glukoosi, laktoosi tai D-manniitti sekd
hiilihydraattipitoiset luonnontuotteet kuten mallasuute.
Typpipitoisina ravintoaineina kyseeseen tulevat: aminoha-
pot, peptidit ja proteiinit sekd niiden hajoamistuotteet
kuten peptonit ja tryptonit, lisdksi lihauutteet, jauhetut
esimerkiksi maissin, vehn&n, pavun, soijan tai puuvillan
siemenet, alkoholinvalmistuksen tislausj&dnndkset, liha-
jauhot ja hiivauutteet, mutta myds ammoniumsuolat ja nit-
raatit. Epaorgaanisina suoloina ravintoliuos voi sisdltad
esimerkiksi alkali- tai maa-alkalimetallien Kklorideja,
karbonaatteja, sulfaatteja tai fosfaatteja, rautaa, sink-
kid, kobolttia ja mangaania.

Kaavan I mukaisen yhdisteen muodostuminen tapahtuu
erittdin hyvin ravintoliuoksessa, joka sis&ltdd noin 0,2 -
5 %, edullisesti 1 - 4 % soijajauhoa ja 0,2 - 5 %, edul-
lisesti 1 - 4 % manniittia kulloinkin koko ravintroliuok-
sen massan suhteen. Samoin hyvid tuloksia saadaan myds
ravintoliuoksella, joka sisdltdd 0,2 - 5 %, edullisesti
1 - 3 % kaurahiutaleita ja 0,1 - 10 ml, edullisesti 1 -
5 ml hivenaineiden vesiliuosta, joka koostuu 0,1 - 10 pro-
sentista kalsiumkloridia, 0,01 - 5 prosentista rauta(III)-
sitraattia, 0,01 - 0,1 prosentista mangaanisulfaattia,
0,001 - 0,5 prosentista natriumtetraboraattia, 0,0001 -
0,01 kobolttikloridia ja 0,0001 - 0,001 prosentista nat-
riummolybdaattia, sekd ravintoliuoksella, joka sisdltda
noin 0,2 - 10 %, edullisesti 1 - 5 % glyseriinid, 0,01 -
1 %, edullisesti 0,1 - 0,4 % kaseiinipeptonia, 0,01 - 1 %,
edulligesti 0,05 - 0,5 % kaliumvetyfosfaattia, 0,001 -
2 %, edullisesti 0,01 - 0,8 % natriumkloridia, 00,0001 -
0,5 %, edullisesti 0,001 - 0,2 % magnesiumsulfaattia ja
0,1 - 20 ml, edullisesti 1 - 10 ml hivenaineiden vesi-
liuosta, joka koostuu 0,1 - 10 prosentista kalsiumklori-
dia, 0,01 - 5 prosentista rauta(III)sitraattia, 0,01 - 0,1
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prosentista mangaanisulfaattia, 0,001 - 0,5 prosentista
sinkkikloridia, 0,0001 - 0,1 prosentista kuparisulfaattia,
0,001 - 0,5 prosentista natriumtetraboraattia, 0,0001 -
0,01 kobolttikloridia ja 0,0001 - 0,01 prosentista natri-
ummolybdaattia kulloinkin koko ravintoliuoksen massasta.
Viljely tapahtuu aerobisesti, siis esimerkiksi upotusvi-
ljelmédnd ravistelemalla tai sekoittamalla ravistuskolveis-
sa tali fermentoreissa, mahdollisesti johtamalla ilmaa tai
happea. Se voi tapahtua l&mpdtila-alueella noin 18 -
35 °C, edullisesti noin 25 - 35 °C, erityisesti 28 -
32 °C. Kaytetyn pH-alueen tulisi olla valilld 6 - 8, edul-
lisesti 6,5 - 7,5. Mikro-organismia vilejelld&n n&issé
olosuhteissa tavallisesti ajanjakso 24 - 300 tuntia, edul-
lisesti 36 - 140 tuntia.

Edullisesti viljely tapahtuu useissa vaiheissa, eli
ensin valmistetaan nestemdiseen ravintoaineeseen yksi tai
useampia esiviljelmid, jotka istutetaan sitten varsinai-
seen tuotantoaineeseen, pddviljelmdédn, esimerkiksi tila-
vuussuhteessa 1:10. Esiviljelmd saadaan esimerkiksi niin,
ettd itidllinen rihmasto siirrostetaan ravintoliuokseen ja
annetaan kasvaa noin 36 - 120 tuntia, edullisesti 48 - 72
tuntia. Itidllistd rihmastoa voidaan saada esimerkiksi
niin, ettd kannnan annetaan kasvaa noin 3 - 40 p&ivasg,
edullisesti 4 - 10 p&ivdd kiinte&dlld tai nestemdisella
ravintoalustalla, esimerkiksi hiiva-mallas-agarilla tai
soijajauho-manniitti-agarilla.

Fermentaation etenemistd voidaan valvoa viljelmén
pH-arvon +tai rihmaston tilavuuden avulla sekd kdyttden
kromatografisia menetelmis, kuten esimerkiksi ohutlevykro-
matografiaa tai korkeapainenestekromatografiaa tai tutki-
malla biologista aktiivisuutta. Sek& rihmasto ettd viljel-
médsuodos sisdltdvét yleisen kaavan I mukaista yhdistetta.

Mainitun vhdisteen eristdaminen kasvatusaineesta
suoritetaan tunnettuja menetelmisd kéayttden ottamalla huo-

mioon tuotteiden kemialliset, fysikaaliset ja biologiset
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ominaisuudet. Antibiocottipitoisuuden tutkimiseksi kasva-
tusaineessa tai yksittdisiss&d8 eristysvaiheissa voidaan
kayttdd ohutlevykromatografiaa, esimerkiksi silikageeli#
kdyttiden ajoliuoksena butanoli/jéddetikka/vesi- tai etyy-
liasetaatti/metanoli/vesi-seoksia. Tunnistus ohutlevykro-
matografisessa erotuksessa voidaan suorittaa esimerkiksi
vdriaineilla kuten anisaldehydillé tai kéytt&en biologista
testausta, esimerkiksi bakteerien, sienten tai alkueldin-
ten avulla, jolloin muodostuneen aineen m3&ridid on tarkoi-
tuksenmukaista verrata vertailuliuokseen.

Yhdisteen I eristédmiseksi viljelmdseosta ja rihmas-
toa uutetaan ensin poolittomilla orgaanisilla liuvottimil-
la, kuten esimerkiksi n-heksaanilla, petrolieetterilla tai
halogenoiduilla hiilivedyilla kuten esimerkiksi trikloori-
metaanilla jne. poolittomien epdpuhtauksien poistamiseksi.
Sen jdlkeen uutetaan polaarisella orgaanisella liuottimel-
la, esimerkiksi alemmilla alkoholeilla, asetonilla ja/tai
etyyliasetaatilla sekid ndiden liuosten seoksilla.

Kaavan I mukaisen yhdisteen puhdasaeristys suorite-
taan sopivilla materiaaleilla, edullisesti esimerkiksi
silikageelilld, alumiinioksidilla, ioninvaihtimilla tai
adsorbenttihartseilla k&ayttden sen j&lkeen aluointia or-
gaanisilla, poolisilla liuottimilla tai liuotinseoksilla,
kuten esimerkiksi etikkahapon alkyyliestereillsd, etikkaha-
pon alkyyliesterin ja jonkin alemman alkoholin muodosta-
milla seoksilla, trikloorimetaanilla tai dikloorimetaanil-
la tai n&iden liuotinten alempien alkanolien kanssa muo-
dostamilla seoksilla, mahdollisesti myds vedelld tai io-
ninvaihtohartseille sopivalla pH- tai suolagradientilla
kuten esimerkiksi keittosuola tai tris(hydroksimetyyli)-
aminometaani-HCl~(Tris-puskuri), ja yhdistdmalld antibi-
oottisesti aktiiviset fraktiot.

Kaavan 1 mukainen yhdiste on stabiili kiinte#ssi
tilassa ja liuoksina pH-alueella 1 - 8, erityisesti 3 - 7,
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ja sit8 voidaan siis késitelld edelleen tavallisiksi ga-
leenisiksi valmisteiksi.

Keksinnon mukaista yhdistett& voidaan kaytt&dad anti-
bakteerisena aineena sekd lipidisd&tdjidnd. Erityisesti
kaavan I mukaista yhdistettd, jossa R on vety, wvoidaan
edullisesti kdyttdd lipidis&atdjénd, erityisesti estamddn
kolesterolin biosynteesii.

Kaavan I mukaista yhdistettd voidaan kayttdd sel-
laisten sairauksien ennaltaehkdisyyn ja hoitoon, joihin
liittyy kohonnut kolesterolipeili, erityisesti koronaari-
set sairaudet, arterioskleroosi ja sen kaltaiset sairau-
det. Kayttd koskee mydbs kaavan I mukaisen yhdisteen far-
maseuttisia valmisteita.

Valmistettaessa ladkkeitd vaikuttavan aineen lisdk-
si voidaan kayttda myos faramseuttisesti vaarattomia lisa-
aineita kuten laimentimia ja/tai kantaja-aineita. N&illa
tarkoitetaan fysiologisesti vaarattomia aineita, jotka
vaikuttavan aineen kanssa sekoittamisen jdlkeen saattavat
t&min antoon sopivaan muotoon.

. Sopivia kiinteitd tai nestemdisid galeenisia val-
mistemuotoja ovat esimerkiksi tabletit, rakeet, jauheet,
kapselit, perdpuikot, siirapit, emulsiot, suspensiot, ti-
pat tai injektoitavat liuokset sekd@ valmisteet, joilla on
viivastynyt wvaikuttavan aineen wvapautuminen. Yleisesti
kdytettdvind kantaja-aineina ja laimentimina mainittakoon
esimerkiksi erilaiset sokerit tai tarkkelyslajit, sellu-
loosajohdokset, magnesiumkarbonaatti, gelatiini, eldin- ja
kasvidljyt, polyetyleeniglykolit, vesi ja muut sopivat
liuvottimet sekd vesipitoiset puskurointiaineet, jotka voi-
daan tehd& isotonisikgi lisa&m&lla glukoosia tai suoloja.

5itd paitsi keksinndn mukaisissa lasdkevalmisteissa
voidaan mahdollisesti Kk&yttdd pinta-aktiivisia aineita,
vdri- ja makuaineita, stabilisaattoreita sek& s&ilytysai-
neita muina lisdaineina. Voidaan kayttéda myds farmakologi-

sestl siedettdvid kantajia kuten esimerkiksi polyfenyyli-
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pyrrolidoneja tai muita farmaseuttisesti siedettdvid lisa-
aineita, kuten esimerkiksi syklodekstriini& tai polysakka-
rideja. Yhdisteit& voidaan yhdistda erityisesti myts sel-
laisten lisdaineiden kanssa, jotka sitovat sappihappoa,
erityisesti ei myrkyllisten, maha-suoli-alueella imeyty-
mittdmien, emdksisten anioninvaihtajien kanssa.

Valmisteita voidaan antaa oraalisesti, rektaalises-
ti tai parenteraalisesti. Edullisesti valmisteet voidaan
valmistaa annosteluyksikéing; erityisesti tabletit, kapse-
1lit, perdpuikot edustavat esimerkkeja sopivista annostelu-
vksikoistd. Kukin annosteluyksikkd, erityisesti oraaliseen
antoon tarkoitettu, voi sis8ltd&d korkeintaan 1000 nmg,
edullisesti kuitenkin 10 - 100 mg vaikuttavaa aineosaa.
Kuitenkin voidaan kayttdd myds sen yld- tai alapuolella
olevia annosteluyksikoitéd, jotka ovat mahdollisesti jaet-
tavissa tai moninkertaistettavissa antoa varten.

Oraaliseen antoon tarkoitetut annosyksikdt voidaan
mahdollisesti mikrokapseloida vapautumisen viivastémiseksi
tai siirtdmiseksi pitemm&lle ajanjaksolle, kuten esimer-
kiksi kdyttdamalla vaikuttavan aineen pdallystystd tai upo-
tusta hiukkasmuodossa sopiviin polymeereihin, vahoihin
tms.

Parenteraalinen anto voidaan suorittaa kaytté&mdlla
nestemd@isid antomuotoja kuten steriilejd liuoksia tai sus-
pensioita, jotka on tarkoitettu lihaksensisdiseen tai
ihonalaiseen injektointiin. Sellaisia antomuotoja valmis-
tetaan liuvottamalla tai suspendoimalla ma&ratty md&dra vai-
kuttavaa ainetta sopivaan fysiologisesti vaarattomaan lai-
mentimeen kuten esimerkiksi vesi- tai 6ljyv@liaineeseen ja
steriloimalla liuos tai suspensio mahdollisesti k&yttamil-
1& mukana sopivia stabilisaattoreita, emulgaattoreita ja/
tai s&dildntdaineita ja/tai antioksidantteja.

Oraalinen antomuoto on erityisesti pitkahkdédn hoi-
donkeston kannalta edullinen ja se tarjoaa oleellisen hel-

potuksen edella esitettyjen sairauksien estoon ja hoitoon.
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Farmaseuttisia valmisteita valmistetaan yleisesti
tunnettujen tavallisten menetelmien avulla. Annostelukaa-
vio voi riippua potilaan tai wvaaralle alttiin henkildn
tyypistd, i&dst&, painosta, sukupuolesta ja ladketieteelli-
sestd tilasta.

Seuraavissa esimerkeissd keksintéd@ kuvataan yksi-
tyiskohtaisesti. Prosenttiluvut on ilmoitettu massan suh-
teen, ellei toisin ole mainittu.

Esimerkkeja:

1. a) Tuottajakannan itidsuspension valmistaminen

100 ml:aan ravintoliuosta (12,5 g glyseriinia, 1 g
arginiinia, 1 g NaCl, 1 g dikaliumvetyfosfaattia, 0,5 g
magnesiumsulfaattia, 2,5 ml hivenaineliuvosta A (3 g kal-
siumkloridia, 1 g rauta(IIl)sitraattia, 0,2 g mangaanisul-
faattia, 0,1 g sinkkikloridia, 0,025 g kuparisulfaattia,
0,02 g natriumtetraboraattia, 0,004 g kobolttikloridia,
0,01 g natriummolybdaattia 1 l:ssa tislattua vettd), 1 1
vesijohtovettd, pH-arvo ennen sterilointia 7,3) 500 ml:n
erlenmeyerpullossa istutetaan kanta DSM 5989 tai DSM 5990
ja inkuboidaan 72 tuntia l&mpdtilassa 28 °C kierrosnopeu-
della 150 min™*' pydrividssd ravistelulaitteessa. Sen jdlkeen
sekoitetaan tasaisesti 2 ml kasvatusliuosta steriilissé
500 ml:n erlenmeyerpullossa edelld mainitun koostumuksen
omaavan kasvatusalustan kanssa, johon oli lisdtty vield
agaria 20 g/l jé&hmettémistd varten, ja suoritetaan dekan-
tointi. Viljelmid inkuboidaan 10 - 14 pdivad lampdbtilassa
30 °C. Taman ajan kuluttua yhteen pulloon syntyneet itidt
huuhdellaan 500 ml:1l1la deioniscpitua vettd, joka sis#dltaid
tipan kaupallista ei-ionista tensidid (esimerkiksi Triton
X 100, valmistaja Serva), kiytetdan valittomésti edelleen
tai sdilytetd&n lampotilassa -22 °C 50 prosentissa glyse-

riinid.
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b) Tuottajakannan viljelmdn tai esiviljelmdn val-
mistus erlenmeyerpullossa

Steriiliin 500 ml:n erlenmeyerpulloon, jossa on
100 ml kohdassa a) kuvattua ravintoliuosta, istutetaan
vinoputkessa kasvatettu viljelmd tai 0,2 ml itidsuspen-
siota ja inkuboidaan ravistelulaitteesa lampdtilassa 30 °C
kidyttden pySrimisnopeutta 150 min™'. Kaavan I mukaisen yh-
disteen suurin tuotto saavutetaan n. 72 tunnin kuluttua.
10 ja 100 litran fermentoreiden istutukseen riitt&d 48
tunnin ik&inen submerssiviljelmd (istutusmddra n. 5 %)
samasta ravintoliuoksesta.

2. Yleisen kaavan I mukaisen yhdisteen valmistus

10 litran fermentoria kdytet&an seuraavissa olosuh-
teissa:

Ravintoaine: 20 g/l soijajauhoa

20 g/1 manniittia
pH 7,5 (ennen sterilointia)

Inkubointiaika: 72 tuntia

Inkubointilampdtila: 30 °C

Sekoitusnopeus: 250 min™

Ilmastus: 4 1 ilmaa/min

Lisddm&dlld toistuvasti muutamia pisaroita etanoli-
pitoista polyoliliuosta wvaahdonmuodostus voidaan pit&aa
vdhdisend8. Suurin tuotto saavutetaan n. 72 tunnin kulut-
tua. Saannot ovat n. 100 mg/l.

3. Yleisen kaavan I mukaisen yhdisteen eristys

DSM 5989:n tai DSM 59%90:n fermentoinnin padtyttya
viljelmidseos suodatetaan lis&dm&llda n. 2 % suodatuksen
apuainetta (esimerkiksi seeliittid). Jatkokdsittely voi-

daan suorittaa seuraavan kaavion mukaisesti:
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10

Jatkokdsittely/Eristys

Kaavio 1: Viljelmin p#dlld oleva neste

Viljelms l

Viljelmdn pHddllE

Suodos

oleva neste

Absorbointi Amberlite XAD-1l6:een
(20 - 25 til-% kd3ytetystd midrdstd)

Sephadex LH
MeQOH:ssa

Pesu vedelld (50 til.-%)

Eluointi 80 %:1la MeOH

pd

Raakatuote

ND
Silikageeli
EE : MeOH Vesi
6 = 2 ¢ 1

- 20

Oasomysiini A

Kaava I, jossa R

= H

Sephadex LH - 20
Me(QH:ssa

Oasomysiini B

Kaava I, jossa R =

maﬁnoosi—
ryhma
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Jatkokdsittely/Eristys
Kaavio l: Rihmasto
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Sephadex LE -

MeQOH:ssa

Viljely

Suodatus

Rihmast

Uutto asetonilla

l |

Raakatuote

|

Aosomysiini A

Kaava I,

jossa R

Silikageeli - kromatografeinti
EE : MeQOH : Vesi
6 : 2 : 1
20 Sephadex LH - 20
MeOH:ssa
Aosomysiini B_J
H Kaava I, jossa R =

mannoosiryhmd
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4. Biologinen testaus kolesterolin biosynteesin
estdajdnd

a) In vitro -mddritys

HEP-G2-solujen yksittdiskerrosta lipoproteiinitto-
massa ravintoaineessa esi-inkuboidaan vastaavan pitoisuu-
den kanssa yleisen kaavan I mukaista kokeiltavaa yhdistet-
td 1 tunnin ajan. Sen jdlkeen kun on lisdtty “Cc-merkittyé
biosynteesiesiaste-['“C]-natriumasetaattia, inkubointia
jatketaan 3 tuntia. Sen jdlkeen saippuoidaan osa soluista
emdksisesti, kun etuk#teen on lisdtty ’H-kolesterolin si-
sdistd standardia. Saippuoitujen solujen lipidit uutetaan
kdyttden trikloorimetaanin ja metanolin seosta. Témd lipi-
diseos erotetaan kantajakolesterolin lisdyksen jadlkeen
preparatiivisesti ké&yttden ohutlevykromatografiaa, koles-

Y _egiastees~

terolinauhat eristet&an védrjdyksen jadlkeen ja
ta muodostunut m3dri **C-kolesterolia maaritetdan tuikelas-
kurilla. Yhtéd suurestd midrdstd soluja mddritettiin solu-
proteiini, niin ettsd voidaan laskea vhdessd soluyksikdssad
“C-esiasteesta saatua milligrammaa kohti soluproteiinia
muodostunut madara *C-kolesterolia. Lisdtyn koevalmisteen
estovaikutuksen vertaamisessa kadytetddn vertailunidytettd,
niin ettd kolesterolin biosynteesin esto voidaan ilmoittaa
suoraan koevalmisteen tietylld molaarisen konsentraation
arvolla vdliaineessa. Yhtad suurissa m88rissd soluviljelmdi
arvioidaan soluviljelmd@n vahingoittumattomuus ja puuttuva
solujen vaurioituminen morfologisesti (valomikroskopia)
valmisteen vaikutuksen avulla ja mitataan biokemiallisesti
madrittadmalla laktaattidehydrogenaasituotto inkubointiai-
neessa. Standardivalmisteena Kkéytettiin lovostatiinia.
Kaavan I mukainen yhdiste, jossa R = H, estda kolesterolin
biosynteesid konsentraation ollessa 10”7 mol/1 72-prosent-
tisesti, 10°® mol/l 4l-prosenttisesti, lovastatiini est&s
kolesterolin biosynteesid konsentraation ollessa 107 mol/1l
74-prosenttisesti ja 10® mol/l1 48-prosenttisesti.
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b) In vivo -midritys

Veren kolesterolin biosynteesin esto vaikuttaa v&-
hentavédsti seerumilipideihin, kuten voidaan osoittaa uros-
rotille suoritettavassa kroonisessa kokeessa. Ryhmat kan-
nan HOE: WISKf (SPF 71) urosrottia, joiden 1l&htOpaino on
noin 240 g, saavat p&ivittdin aamuisin koevalmisteita po-
lyetyleeniglykoli 400:ssa mahaletkun kautta, jolloin kul-
loinkin kyseessd& oleva vertailuryhm& sai vain kantaja-ai-
netta. 24 tuntia viimeisen annon jalkeen ja 24 tuntia ra-
vinnonpoiston jédlkeen otettiin verta ja yhdeltd rottaryh-
médlté erotettiin saadun seerumin lipoproteiinit veriainek-
sesta kidyttéden preparatiivista ultrasentrifugointitekniik-
kaa. T&11l6in VLDL:n, LDL:n ja HDL:n erottamiseen kaytet-

tiin seuraavia tiheysrajoja:

VLDL 1,006
LDL: 1,04
HDL: 1,21

Kolesterolin'ja triglyseridien mddrittimiseen kay-
tettiin Boehringer/Mannheimin tdysentsymaattisia menetel-
mi&, proteiinin md&drittamiseen Lowryn et al. esittdmaa
menetelmia.

Mitatut arvon kaavan I mukaiselle yhdisteelle, jos-
sa R tarkoittaa vetyd, verrattuna klofibraattiin on esi-

tetty seuraavassa:
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a) Kaavan I mukaisen yhdisteen, jossa R tarkoittaa
vetyad, karakterisointi

Oasomysiini A eristettiin amorfisena kiintoaineena.

Sulamispiste: 146 °C

Kiertoarvo: -13,1 (¢ = 0,122, metanoli)

Ohutlevykromatografia:

Silikageeli 60, F254: trikloorimetaani/metanolil
(9:1, v:v): Rf 0,0

n-butanoli/etikkahappo/vesi (ylempi faasi) (4:1:5,
viviv): Rf 0,45

Varjdytyminen: Ehrlich-reagenssi: ruskea; vanillii-~
ni-rikkihappo: ruskea/violetti.

FAB-MS: m/e = 1065 (M + K); 1049 (M-Na);

Moolimassa: 1027,3 (C,;Hg,0,;)

IR (KBr): 3420 (leve&), 2960, 2930, 1780, 1725,
1710, 1600, 1570 cm™

UV (MeOH): = 202 nm (= 14000); 220 (6100)

+ HCl: = 202 (16400); 220 (5700)
+ NaQH: = 225 (7000)

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d,) &6 = 0,86 (53-H;), 0,78
(55-H;), 0,64 (54-H,), 0,64 (49-H,), 1,54 (52-Hy), 1,77 (47-
H,), 0,78 (48-H,), 0,86 (50-H,), 0,99 (51-H,), 1,88 ja 2,16
(44-H,), 2,16 (4-H,), 2,44 (45-H,), 1,90 ja 2,18 (11-H,),
1,20 ja 1,50 (10-H,), 2,32 (40-H,), 1,26 ja 1,54 (5-H,;),
1,52 (6-H), 2,18 (18-H), 1,46 (30-H), 2,14 (42-H), 1,26
(32-H), 1,42 (24-H,), 1,58 (8-H), 2,08 (14-H), 1,11 ja 1,42
(34-H,), 1,52 (28-H,), 1,40 (26-H,), 1,34 (36-H,), 3,90 (25-
H), 3,82 (35-H), 3,90 (27-H), 4,06 (33-H), 4,14 (37-H),
3,68 (31-H), 4,06 (23-H), 3,66 (9-H), 3,62 (29-H), 5,00
(41-H), 3,74 (22-H), 3,74 (15-H), 3,25 (7-H), 4,48 (43-H),
3,50 (19-H), 5,48 (39-H), 5,26 (21-H), 5,40 (12-H), 5,34
(16-H), 5,39 (13-H), 5,39 (13-H), 5,48 (38 -H), 6,69 (3~
H).
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13C-NMR (125,7 MHz, DMSO-4,) 6 = 9,4 (q, C-53), 9,6
(q, C-55), 10,5 (q, C-54), 11,1 (g, C-49), 11,5 (g, C-52),
12,1 (g, €-47), 12,2 (g, C-48), 15,2 (g, C-50), 16,8 (q,
Cc-51), 24,8 (t, C-44), 26,0 (t, C-4), 28,2 (t, C-45), 28,9
(t, c-11), 32,0 (t, ¢c-10), 32,4 (t, C-40), 32,9 (t, C-5),
34,3 (d, ¢-6), 39,2 (4, c-18), 39,5 (d, c-30), 39,9 (4, C-
42), 40,1 (4, C-32), 40,4 (t, C-24), 41,4 (4, C-8), 42,2
(d, c-14), 42,2 (t, C-34), 42,2 (t, C-28), 45,6 (t, C-26),
45,7 (t, ¢c-36), 63,7 (4, C-25), 63,8 (4, C-35), 66,7 (4,
c-27), 66,8 (4, Cc-37), 70,8 (4, C-31), 70,9 (4, C-23),
72,0 (d, C~9), 72,8 (4, C-29), 73,0 (4, C-41), 74,3 (4, C-
22), 74,3 (4, c-15), 74,6 (4, c-7), 80,4 (4, C-43), 81,0
(da, c-19), 122,4 (4, C-39), 126,8 (s, C-2), 126,9 (4, C-
21), 129,5 (4, C-12), 130,9 (4, €-16), 132,5 (4, C-13),
132,7 (4, Cc-17), 138,1 (s, C-20), 138,2 (4, C-38), 142,5
(@, ¢~-3), 166,4 (s, C-1), 176,7 (s, C-46).

Alkuaineanalyysi: laskettu: C 64,30 H 9,622

saatu: C 64,20 H 9,22

b) Yhdisteen I, jossa R on mannoosiryhmd, karakte-
risointi

Oasomysiini B eristettiin amorfisena kiintoaineena.

Sulamispiste: 157 °C

Kiertoarvo: -24,6 (c = 0,199, metanoli)

Ohutlevykromatografia: Silikageeli 60, F254: tri-
kloorimetaani/metanoli (9:1, wv:i:v): Rf 0,0

n~butanoli/etikkahappo/vesi (ylempi faasi) (4:5:1,
viviv): Rf 0,30

Varjaytyminen: Ehrlich-reagenssi: ruskea; vanillii-
ni-rikkihappo: ruskea/violetti.

FAB/MS: m/e = 1228 (M + K); 1212 (M-Na);

Moolimassa: 1189,5 (C4H,p0,,)

IR (KBr): 3400 (leve&a), 2960, 2930, 1770, 1725,
1710, 1580 cm™

UV (MeOH): = 202 nm (= 23100); 220 (10900)

+ HCl: = 202 (24600); 220 (10100)
+ NaOH: = 218 (14000)



10

15

20

25

30

35

17

1H-NMR (500 MHz, DMSO-d,) & = 0,90 (53-H,;), 0,82
(55-H,), 0,68 (54-H,), 0,68 (49-H;), 1,63 (52-H;), 1,80 (47~
H,), 0,90 (50-H,), 1,02 (51-H,;), 1,94 ja 2,18 (44-H;), 2,18
(4-H,), 2,53 (45-H,), 1,96 ja 2,21 (11-H,), 1,24 ja 1,50
(10-H,), 2,36 (40-H,), 1,32 ja 1,50 (5-H,;), 1,57 (6-H), 2,24
(18-H), 1,48 (30-H), 2,18 (42-H), 1,44 (32-H), 1,30 (24-
H,), 1,62 (8-H), 2,12 (14-H), 1,23 (34-H,), 1,59 (28-H,),
1,42 (26-H,), 1,30 (36-H,), 3,48 ja 3,68 (6'-H,), 3,86 (25-
H), 3,82 (35-H), 3,92 (27-H), 4,10 (33-H), 4,15 (37-H),
3,44 (4'-H), 3,82 (23-H), 3,54 (2'-H), 3,78 (31-H), 3,56
(3'-H), 3,64 (9-H), 3,60 (29-H), 5,02 (41-H), 3,40 (5'-H),
4,16 (22-H), 3,70 (15-H), 3,26 (7-H), 4,42 (43-H), 3,54
(19-H), 4,63 (1'-H), 5,20 (21-H), 5,52 (39-H), 5,40 (12-
H), 5,37 (l6-H), 5,42 (13~-H), 5,48 (17-H), 5,52 (38-H),
6,72 (3-H).

13C-NMR (125,7 MHz, DMS0O-4d,)

& = 9,4 (g, C-53), 9,6 (g, C-55), 10,4 (g, C-54),
11,2 (q, C-49), 11,7 (g, C-52), 12,1 (q, C-47), 12,2 (q,
c-48), 15,2 (g, C-50), 16,6 (g, C-51), 24,8 (t, C-44),
26,1 (t, c-4), 28,2 (t, C-45), 28,9 (t, Cc-11), 32,1 (t, C-
10), 32,4 (t, C-40), 32,9 (t, C-5), 34,3 (4, c-6), 39,4
(d, c-18), 39,4 (4, C-30), 39,9 (4, Cc-42), 40,4 (4, C-32),
40,8 (t, C-24), 41,4 (4, C-8), 42,2 (4, Cc-14), 42,2 (t, C-
34), 42,3 (t, C-28), 45,6 (t, C-26), 45,7 (t, ¢c-36), 61,2
(t, c-6'), 63,4 (4, c-25), 63,8 (4, C-35), 66,7 (4, C-27),
66,8 (4, Cc-33), 66,8 (4, C-37), 67,2 (4, C-4'), 69,4 (4,
c-23), 70,6 (4, c-2'), 70,7 (4, c-31), 70,9 (4, C-3'),
72,0 (4, ¢c-9), 72,8 (4, c-29), 73,0 (4, C-41), 73,5 (4, C-
5'), 73,7 (4, C-22), 74,4 (d, Cc-15), 74,6 (4, C-7), 80,4
(4, Cc-43), 80,7 (4, C-19), 95,9 (4, c-1'), 122,2 (4, C-
21), 122,4 (4, ¢€¢-39), 126,9 (s, C-2), 129,5 (4, C-12),
131,0 (4, c-16), 132,6 (4, €C-13), 132,7 (4, C-17), 138,2
(4, c-38), 142,5 (4, c-3), 143,2 (s, C-20), 166,4 (s, C-
1), 176,7 (s, C-46).

Alkuaineanalyysi: laskettu: C 61,89 H 8,81

saatu: C 59,91 H 8,85
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Patenttivaatimukset:

1. Yleisen kaavan I mukainen yhdiste

OH OH

tunnettu siitd, ettd R on vety tai ryhmad

OH
OH

OH

CH

2. Menetelmd sellaisen patenttivaatimuksen 1 mukai-
sen yhdisteen valmistamiseksi, jolla on yleinen kaava I,
tunnettu siitd, ettd viljelld&dn lajia Streptover-
ticillium sp. tai Streptomyces sp. ravintoaineessa, kunnes
vleisen kaavan I mukaista yhdistettd kerdantyy viljelmddn.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd viljelldd&n kantoja DSM 5989
ja/tai DSM 5990. |

4. Patenttivaatimusten 2 tai 3 mukainen menetelmi,
tunne<ttu siitd, ettd ravintoaine sisdaltaa 0,2
5 % soijajauvhoa ja 0,2 - 5 % manniittia kulloinkin lasket-
tuna koko ravintoliuoksen massan suhteen.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd ravintoaine sisaltaa 0,2 -

5 % kaurahiutaleita ja 0,1 - 10 ml hivenaineiden vesi-
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liuvosta, joka koostuu 0,1 - 10 prosentista kalsium-
kloridia, 0,01 - &5 prosentista rauta(III)sitraattia,
0,01 - 0,1 prosentista mangaanisulfaattia, 0,001 - 0,5
prosentista sinkkikloridia, 0,0001 - 0,1 prosentista ku-
parisulfaattia, 0,001 - 0,5 prosentista natriumtetrabo-
raattia, 0,0001 - 0,1 kobolttikloridia ja 00,0001 - 0,01
prosentista natriummolybdaattia.

6. Yhden tai useamman patenttivaatimuksen 2 - 5
mukainen menetelmd, tunnet tu siitd, ettd viljely
tapahtuu la8mpdtilassa 18 - 35 °C.

7. Yhden tail useamman patenttivaatimuksen 2 -~ 6
mukainen menetelmd, tunnet tu siitd, ettada viljely
tapahtuu pH-alueella 6 - 8.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen yhdisteen, jolla
on vleinen kaava I, kaytto kolesterolin biosynteesin esté-
jana. _ _

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen kayttd, t un -
nettu siitd, ettd kdytetddn yhdistettd, jossa R tar-
koittaa mannocogiryhmai.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen yhdisteen, jolla
on yleinen kaava I, kayttd bakteerienvastaisena aineena.

11. Streptoverticillium sp. DSM 5989 ja Streptomy-
ces sp. DSM 5990 sekad niiden muunnelmat ja mutantit, sikéa-
1i kuin ne tuottavat patenttivaatimuksen 1 mukaista yhdis-

tettd, jolla on yleinen kaava.
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