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Wynalazek dotbyczy sposobu otrzymywania
i wydzielania nowego antybiotyku, onkostatyny
C, na drodze biosyntezy za pomoca nowego, nie
opisanego dotychczas szczepu Streptomyces
species INA 39/58.

Onkostatyna C nalezy do grupy aktynomy-
cyn C, co stwierdzono na podstawie chromato-
grafii bibutowej oraz skladu aminokwaséw.

Nowy szczep Streptomyces species INA 39/58,
wytwarzajacy onkostatyne C, rézni sie znacz-
nie od dotychczas znanego producenta aktyno-
mycyny C — Streptomyces ‘chz,rylsomallus.

Na podiozu Pridhama zawierajgcym: skrobii
— 1,0%, K,HPO, — 0,1%, MgSO,* 7H,0 —0,1%bs,
NaCl — 0,1%, (NH,);SO;, — 0,2%, CaCO; —
0,2%, agaru — 2,0%, szczep :Streptomyces spe-
cies INA 39/58 wytwarza sporofory faliste i za-
rodniki lekko owalne, grzybnie podstawowsa
bezbarwng, grzybnie powietrzng kremowsg i wy-
dziela jasno-i6Hty pigment rozpuszczalny w
podilozu.

Na podiozu peptonowym, zawierajgcym: try-
ptonu — 0,1%¢; wyciggu drozdzowego — 0,1%s,

NaCl — 0,85%, agaru — 1,7%, szczep Stiepto-
myces species INA 39/58 nie wytwarza pigmen-
tu typu melaniny.

Na podlozu Krainskiego, zawierajgcym. glu-
kozy — 1,0%, NH,NO; — 0,05%, K,HPO, —
0,05%/s, agaru — 2,0 i wode wodociggowa,
szczep Streptomyces species INA 39/58 wytwa-
rza grzybnie podstawows bezbarwng, grzybni
powietrznej brak.

Na podlozu Lindenbeina, zawierajgcym: gli-
cerolu — 2,0%, glikokolu — 0,25%, NaCl — 0,1%s,
K:HPO;, — 0,1%, FeSO. 7H,0 — 0,01%,
MgSO,* 7TH,O — 0,01%, CaCO; — 0,0005%, aga-
ru — 2,0%, szczep -Streptomyces species INA
39/58 wytwarza grzybnie podstawows bezbarw-

a, grzybnie powietrzng rézows i wydziela 261-
ty pigment, rozpuszczalny w podiozu,

Na podiozu zawierajacym: platkow owsia-
nych — 2,0%, agaru — 2,000, szozep Strepto-
myces species INA 39/58 wytwarza grzybnie
.podstawowy bezbarwna, grzybnie¢ powietrzng
Jaan-kremowa i wydziela w matych. ﬂoéchch
26Ky pigment, rozpuszczalny w.podbozu,



Na podlozu syntetycznym, zawierajgcym:
glukozy — 0,5%, KNO; — 0,1%, K,HPO, —
0,05%, MgSO,*7TH,0 — 0,02, FeSO,*7TH,0 —
0,0001%, agaru — 2,5%, szczep Streptomyces
species INA 39/58 wytwarza grzybnie podstawo-
wa bezbarwng, grzybnig¢ powietrzng jasno-zol-
ta i wydziela jasno-zéity pigment rozpuszczalny
w podlozu.

Na podlozu syntetycznym z dodatkiem pepto-
nu w ilo§ci 0,5%, szczep Streptomyces species
INA 39/58 wytwarza grzybnie podstawowsa bez-
barwng, grzybni¢ powietrzng kremows i wy-
dziela z6ity pigment, rozpuszezalny w podiozu.

Na podlozu tryptonowym, zawierajgcym: try- -

ptonu — 1,0%, glukozy — 1,0%, agaru — 2,0%,
szezep Streptomyces species INA 39/58 wytwa-
rza grzybnie podstawowg kremows, grzybnie
powietrzng jasno-kremowsg i wydziela zOlty
pigment rozpuszezalny w podlozu.

Na ziemniaku szczep Streptomyces species
II‘{A 39/58 wytwiarza grzybnie podstawows z6l-
to-brazows, grzybnie powietrzng jasno-zéita.

Na podlozu ziemniaczanym z glukozg, zawie-
rajagcym: glukozy — 1,0%, agaru — 2,5% i wy-
cigg ziemniaczany, szczep Streptomyces species
INA 39/58 wytwarza grzybnig podstawows z6i-
tg, grzybnie powietrzng jasno-i6ttg i wydziela
76lty pigment rozpuszezalny w podiozu.

Na agarze zwyklym, zawierajagcym: NaCl —
0,5%, peptonu — 1,0°%, agaru — 2,0% i wyciag
wolowy rozcienczony wodg w stosunku 3:1,
szczep Streptomyces species INA 39/58 wytwa-
rza grzybnie podstawowsg 2z6itg, nie wytwarza
zarodnikéw i wydziela z6ity pigment rozpusz-
czalny w podlozu.

Na bulionie zwykilym, mwierajécym: pepto-
nu — 1,00, NaCl — 0,5% i wycigg wotowy roz-
cieficzony wodg w stosunku 3 :1, szczep Strep-
tomyces species INA 39/58 wytwarza bezbarwng
grzybnie podstawowsg, nie wytwarza zarodni-
" kéw i nie wydziela pigmentu.

Ponizej podano wiasciwoséci biologiczne szcke-
pu Streptomyces species INA 39/58 w pordéwna-
niu z odpowlednimi wiasciwoéciami macierzy-

stego szczepu Streptomyces chrysomallus. Szczep
Streptomyces species INA 39/58, wytwarzajacy
onkostatyne C, zostal uzyskany na drodze se-
lekeji naturalnej ze szczepu Streptomyces chry-

somallus.
Charakterystyka szczepéw na podiozu aspa-
raginowym, zawierajgcym: asparaginy — 0,1%,

KH,PO, — 0,025%, wyciggu wolowego — 0,2%s,
glukozy — 1,0, agaru — 2,0%.

Szeze Streptomyces Streptomyces

P chrysomallus  gp INA 39/58
Zarodnikowanie dobre dobre
grzybnia powletrzna kremowa z6ita
grzybnia podstawowa bezbarwna  zéita

pigment rozpuszczalny z6lty (skqpy) z6ity (skapy)

Charakterystyka szczepéw na podlozu azota-
nowym, zawierajgcym: KNO; — 0,1%, wyciag
wolowy — 0,3%, pepton — 0,5%, agar — 1,2%.

Szezep Streptomyces Streptomyces
. chrysomallus  gp INA 39/58
Zarodnikowarnie stabe brak
grzybnia powietrzna biata brak
grzybnia podstawowa jasno-z6tta  kremowa
pigment rozpuszczalny zloty

ztoto-z6tty

Charakterystyka szczepéw na podiozu Cza-
pek-Doxa: NaNO; — 0,2%, K,HPO; — 0,1%,
MgSO,*7TH,0 — 0,05%, KCl — 0,05%, FeSO,*
*7TH,O0 — 0,001%, sacharozy — 32,0%, agaru —
2,0%o.

Streptomyces Streptomyces
Szczep
chrysomallus  gp, INA 39/58
Zarodnikowanie dobre dobre
grzybnia powietrzna biala bezbarwna
grzybnia podstawowa bezbarwna brak

pigment rozpuszczalny 26tto-zielony biata

Charakterystyka szczepéw na podlozu delk-
strynowym: dekstryny — 1,0%, peptonu — 0,5%,
NaNO; — 0,3%, KH,PO, — 0,1%0, KC1 — 0,05%,
MgSO,*7TH,O — 0,001%, wyciggu drozdzowego
— 0,04%, FeSO,* 7TH,O — 0,001%0, agaru — 3,0%s,

—_2 -



3 m;
Szezep Streptomyces Streptomyces
chrysomallus  sp, INA 39/58
Zarodnikowanie dobre stabe
grzybnia powietrzné jasno-z6ita  biala '
grzybnia podstawowa bezbarwha bezbarwna

pigment rozpuszczalny 288ty (skapy) zotty

Charakterystyka szczepu na bulionie Emer-
sona: wyciggu wolowego — 0,4%, peptonu —
0,4%, NaCl — 0,25%, wyciggu drozdzowego —
0,1%, glukozy — 1,00/e.

Szczep Streptomyces Streptomyces
chrysomallus sp. INA 39/58
Zarodnikowanie dobre dobre
grzybnia powietrzna kremowa biata
‘grzybnia podstawowa bezbarwna  bezbarwna
pigment rozpuszczalny ztoto-z6ity  jasno-z6lty

Charakterystyka szczepu na podlozu Sabou-
raud, zawierajgcym: glukozy — 2,0%, peptonu
— 1,0%, agaru — 2,0%.

Swp  Syeplomives Sueptomyces
Zarodnikowanie brak dobre
grzybnia powietrzna brak kremowa
grzybnia podstawowa zbita pomaranczowsa
pigment rozpuszczalny jasno-z6ity  zlity

Szczep Streptomyces species INA 39/58 nie
uplynnia Zzelatyny, alkalizuje i peptonizuje mle-
ko, z jednoczesnym wydzielaniem zo6ltego pi-
gmentu. rozpuszczalnego w podlozu, wydziela
siarkowodér na podiozu cieklym z tryptonem,
a na agarze z krwig wykazuje daziabanie hemo-
lizujace. Szczep Streptomyces sp. INA 39/59
silnie redukuje azotany do azotynéw w odréz-
nieniu od szczepu Streptomyces chrysomallus,
ktorego zdolnoéci redukujgce sg znacznie slab-
sze.

Tabela I przedstawia zdolnos¢ wykorzystywa- -

nia réznych zrédet wegla w agarze syntetycz-
nym Pridhama i Gottlieba, zawierajacym:
(NH4)2S04 —_ 0,2640/0, KH2P04 —_— 0,2380/0,
‘K,HPO, — 0,565%, MgSO.*7H,0 — 0,1%,
CuSO4°*5H,0 — 0,00064%, FeSO,*7H,O —
0,00011%, MnClz°4H20 —  0,00079%, ZnSO,*

7H,0 — 0,00015%, Zrédlo wegla — 1,0%, agar
—.1,5%, przez szczep Streptomyces chrysomal-
lus i przez szczep Streptomyces sp. INA 39/58.

Tabela 1.

oo westn  Seomycer Suepiompens
dulcyt — v —
1 (—) ramnoza ++ ++
d (—) fruktoza +++ +++
d (+) galaktoza +++ ++
glukoza +++ +++
d (+) mannoza +++ +++
laktoza + +
maltoza — +4+
sacharoza + +
trechaloza ++ —
d (—) rafinoza — —
skrobia +++ +++
gicerol +++ +++
inozytol — —
d (—) mannit +++ +++
bursztynian sodu +++ +++
octan sodu ++ —

Podlozem sporulacyjnym dla szczepu Sirep-
tomyces species INA 39/58 jest podloze Linden-
beina o skladzie uprzednio podanym. Hodow-
le na sko$nych agarach inkubuje si¢ 8—10 dni
w temperaturze 25—35°C, a mastepnie przecho-
wuje w chiodni w temperaturze 4°C. Ponad to
szczep Streptomyces species INA 39/58 mozna
przechowywaé w postaci zarodnikéw w piasku
oraz w postaci zarodnikéw zliofilizowanych.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, ze
prowadzi sie¢ fermentacje glebinowa za pomoca
szczepu Streptomyces species INA 39/58 na od-
powiedniej pozywce, w temperaturze ponizej
30°C i w warunkach optymalnych dla wytwo-
rzenia w brzeczce maksymalnej iloSci onkosta-
tyny C. Z brzeczki zawierajgcej antybiotyk, od-
dziela sie grzybnie na przyklad przez odwiro-
wanie lub sgczenie i ekstrahuje ja dwukrotnie
acetonem w iloSci 1 cze$é objetoSciowag acetonu
na 1 cze$¢ objetosciows grzybni. Polgczone wy-
ciggi acetonowe odparowuje sie w préini w
temperaturze nie przekraczajgcej 30—35°C az
do catkowitego usuniecia acetonu. Pozostalo$é
wodng ekstrahuje sie dwukrotnie benzenem,
biiorge kazdorazowo /10—'/s czeSci objetoscio-
wej benzenu na 1 cze$é objetoSciowa fazy wod-
nej. Antybiotyk zawarty w przesaczu brzeczki

ekstrahuje si¢ 1—2 krotnie benzenem w stosun-

ku 20—/ czeéci objetosciowej benzenu na 1



czedé objetodciows przesgésu, po upnznednnn zo—
bojétniénii tej muelsza;nlﬁny

Polacmtne wyeiagx benzenowe grzybm i pnze-
saczu brzeczki zlewa sie nazem, zageszcza W
prézni- i wprowadza na kolumne z tlenkiem
glinowym. Na kolumnie tworzy sie pierScien
barwy pomaranczowo-czerwonej, ktéry w za-
leznos$ci od iloéei onkostatyny C w wyciggu ben-
zenowym jest szerszy lub wezszy. Po przepusz-
czeniu catej obJetosm wyciggu benzenowego, an-
tyblo'ty'k eluuje sie z kolumny acetonem do
calkowitego usuniecia go z kolumny. Acetono-
we eluaty zageszcza si¢ w préini do suchej po-
zostatoéci i rekrystalizuje z wrzacego roztworu
octanu etylowego lub innych estréw, w ktérych
onkostatyna C jest dobrze rozpuszczalna.
Przyklad I Jedhostadiowa fermentacja w
kolbach na trzesawce. Kolbe o pojemnoéci 750
ml, zawierajaca 100 ml pozywki o skladzie:
maka sojowa — 2,0%, glukoza — . 2,0%o,
(NH,).SO4 — 0,2%, NaCl — 0,2%, K,HPO, —
0,05%9, CaCO; — 0,4%, py — 7,0, wyjatawia sie,
po..£zym zaszczepia .zawiesine zarodnikéw w
0,85%-owym roztworze chlorku sodowego i pod-
dajo fermentacji na trzesawce w temperaturze
25—30"0 przez 120—150 godzin. Zawartosé onko-
"s,‘t'atyny C w brzeczce wynosi okolo 150 j/ml.

fPrzyklad II Trzystadiowa fermentacja w
'fermentorach Stadium I przeprowadza si¢ w
kolbach, jak w przykiadzie I, lecz fermentfacja
trwa 48—172 godziny,

- Stadium II prowadzi si¢ w fermentorze o
po;emnoﬁm np. 100 litréw. 70 litréw podoza
fermentalcyjnego o skladzie jak wyzej, zawiera-
jacego dodatkowo olej sojowy w ilodci 0,7 litra,
wyjélamia sie¢ w temperaturze 115°C przy 0,8
atm. w ciggu 1 godziny. Wyjatowiona pozywke
‘szezepi sie 0,7 litra 48—72 godzinnym inoculum
(stadium 1) i poddaje si¢ 36—48-o godzinnej
fermentacji w temperaturze 25—30°C przy na-
powietrzaniu od 0,4—1 objetoSci powietrza na
objetosé pozywki na minute.

Stadium III prowadzi si¢ w fermentorze o
pojemnoéci mp. 1500 litréw, w podlozu podanym
‘wWyzej (stadium II) i przy utrzymaniu takich
‘émych ‘parametréw, lecz przy napowietrzaniu
200—6’00 litré6w powietrza na minute, prizez o-

“kres érednio 96 godzin. Koniec fermentaicji ma-

stepuje przy Py 7,0—8,2. Zawartodé onkosta-

tyny C w brzeczce wynosi wtedy okolo 120 j/ml

brzeczki.

Oznaczenia onlcotstatyriy C w brzeczce prze-
prowadza si¢ metodg biologiczng, plytkowo-cy-
linderkows, wobec szczepu wzorcowego Bacil-
lus subtilis 6633.

Z brzeczki oddziela sie grzybnie np. przez od-
wirowanie na wiréwce koszowej lub nuczach
prozniowych o duzej powierzchni saczgcej, po
czym grzybnie umieszeza si¢ w reaktorze o -po;
jemnoéci 150 litr6w na 60 litréw grzybmi, za-
daje si¢ 60 litrami acetonu i ekstrahuje mie-
szajac do catkowitego wyciggniecia onkostaty-
ny C z grzybni. W przypadkach niecatkowitej
ekstrakeji antybiotyku proces ekstrakcji powta-
1iza sie po raz drugi. Oddzielony od grzybni
przesacz brzeczki umieszcza sie w reaktorach
o pojemnoéci okolo 1000 litr6w na 700 litréw
przesgczu, dodaje sie od 35—105 litréw benzenu, -
mieszaning wodno-benzenows zobojetnia sie i
miesza od 1—1,5 godzin. Nastepnie mieszanine
zostawia sie do odstania na 12—20 godzin, wod-
ng faze dolng odrzuca sie, a emulsje powistajaca
na granicy faz wiruje si¢ w wiréwce Sharplesa
lub innej odpowiedniej wiréwce szybkoobroto-
wej, po uprzednim wymieszaniu z dodatkiem

:Na,SO4, NaCl lub innej soli. Polgczone wyciagi

benzenowe z grzybni i przesgczu brzeczki, po
uprzednim zageszczeniu w prézni, chromatogra-
fuje sie na kolumnie z tlenkiem glinowym. Za-
adsorbowang na tlenku glinowym onkostatyne
C eluuje sie acetonem, stosujac takie objgtosci
acetonu, ktére pozwalajg na catkowite wymycie
antybiotyku z kolumny. Eluaty acetonowe za-
geszeza sie w prozni w temperaturze mie prze-
kraczajgcej 30—35°C az do uzyskania suchej
pozostaloéci i rekrystalizuje si¢ z wrzacego roz-
tworu octanu etylowego lub innych rozpusz-

. czalnikéw organicznych, w ktérych onkostatyna

C jest dobrze rozpuszczalna ma gorgco i malo
rozpuszezalna na zimno. Krystalicany osad zo-
stawia sie na 5—7 dni w temperaturze 4—10°C,
saczy sie, przemywa lodowata woda i suszy W
temperaturze pokojowej w prézni. Wydajnosé
czystego antybiotyku wynosi 60%o. B

Spectrum antybiotyczne onkostatyny C przed-
stawia babela” II.



Tabela II.

Najmniejsze stezenle onko-
statyny C hamujgce wzrost
Szczepu WZzOTrcowego

Szczepy Wzorcowe

w mcg/ml

Micrococcus pyogenes
var. aureus 209-P 0,6

Micrococcus pyogenes
var. albus 0,15
Bacillus subtilis 6633 0,01
Bacillus cereus 8096 0,05
Bacillus circulans 8144 0,07
Bacillus brevis 10068 0,6
Escherchia coli 308 160,0
Proteus vulgaris OXj, 40,0
Pseudomonas aeruginosa 80,0
Mycobacterium phlei 0,6
‘ Mycobacterium smegmatis 0,6
Mycobacterium 607 0,6
- Candida albicans 102 80,0
Saccharomyces cerevisiae 40,0
Penicillium chrysogenum Q-176 160,0
Aspergillus niger 80,0

Duza toksycznoéé onkostatyny C, wyrazona
jako LDj, dla myszy, wynosi po wistnzyknieciu
dozylnym okolo 1 mg na kg wagi.

Onkostatyne C mozna stosowaé w leczeniu
ziarnicy zloSliwej, w przypadkach przerzutéw
niektérych postaci raka do pluc, naka oskrzeli,
w przypadkach leukopenii, anemii, pancyto-
penii oraz przy wprowadzaniu antybiotyku do
rakowatych wysiekéow.

Onkostatyne C mozna stosowaé rowniez w
skojarzeniu z leczeniem promieniami Roentge-
na, ivperyt’em azotowym oraz innymi lekami
przeciwnowotworowymd,
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Zastrzezenia patentowe

. Sposéb otrzymywania nowego antybiotyku,

onkostatyny C, znamienny tym, Zze proces
biosyntezy prowadzi sie¢ metodg fermentacii
glebinowej za pomocg szczepu Streptomyces
species INA 39/58, otrzymanego na drodze
selekeji naturalnej ze szczepu Streptomyces
chrysomallus, w temperaturze ponizej 30°C,
W pozywce zawierajagcej przyswajalny we-
giel, azot i sole mineralne, do czasu wytwo-
rzenia przez ten szozep w brzeczce antybio-
tyku, ktéry nastepnie izoluje sie metods eks-
trakdji, adsorpcji i eluacji.

. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze

z brzeczki oddziela sie grzybnie, na przyklad
przez odsgczanie lub odwirowywanie, eks-
trahuje antybiotyk z przesgczu w $rodowisku
obojetnym benzenem lub innymi rozpuszczal-
nikami nie mieszajgcymi sie z woda, a anty-
biotyk wytworzony w grzybni ekstrahuje
kilkakrotnie acetonem lub innymi odpowied-
nimi rozpuszczalnikami, po czym uzyskany
wyciag zageszcza sie i reekstrahuje do ben-
zenu, a nastepnie lgcozy sie obydwa wyciggi
i poddaje adsorpcji na kolumnie wypeinio-
nej tlenkiem glinu, z ktérej antybiotyk elu-
uje sie acetonem, eluaty odparowuje w
prézni w temperaturze 25—35°C, a uzyska-
ng sucha pozostalo§¢ rekrystalizuje z gorgce-
go octanu etylowego lub innego, odpowtied-
niego rozpuszczalnika organicznego, po czym
otrzymany osad po odsgczeniu, przemywa
lodowata woda i suszy w temperaturze po-
kojowej.

Instytut Amntybiotykow

Zastepca: mgr inz. Jerzy Hanke
rzecznik patentowy
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