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MIKROORGANISMESTAMMEN CHROMOBACTERIUM VIOLACEUM BMG 361-CF4.

Den nye mikroorganismestammen Chromobac-

terium violaceum, forbindelser med formelen

B.N NH
2 /
\ /
¢
|
NH
|
‘f“z’ag éH2
HzN-CH—C—CHz"CH-COOH

hvor R er hydrogen eller hydroksylgruppen, fremstilt
ved hjelp av den ovenfor nevnte stamme, samt deres

anvendelse som legemidler.

(56) Anforte publikasjoner Ingen.
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Foreliggende oppfinnelse vedrorer en fremgangsmate for frem-
stilling av arfamenin ved a dyrke mikroorganismestammen
Chromnbacterium violaceum BMG 361-CF4,

Det er funnet at stoffet arfamenin, som henviser til arfame-
nin A eller arfamenin B (slik som forklart nedenunder) eller
begge av disse arfameninene generelt eller en blanding som
omfatter begge arfameninene, oppviser en virkning ved a

gke celle-formidlet immunitet og anti-cancer-virkning. Det er
spesielt funnet at stoffet er
virksomt til & inhibere dekomponeringen av arginin-B-naftyl-
amid ved hjelp av aminopeptidase B.

Stoffet arfamenin har den fglgende formel

H N \C/NH

' ' R

NH
|
CHy (1)
. ]
CH2 0 CH2
H,N — CH —— C — CH, — CH —— COOH

hvor R er et hydrogenatom i tilfelle av arfamenin A eller eﬁ
hydroksylgruppe i tilfelle av arfamenin B, eller disses
salter.

Som de senere gjengitte eksemplene vil vise, kan
bade arfamenin A og B erholdes som fargelgst pulver ved frak-
sjonering av filtratet fra et dyrkingsmedium etter dyrking
av en arfamenin-produserende bakterie. Fraksjoneringen kan
utfgres ved kromatografi pd& CM-"Sephadex", etc. Egenskapene
til fraksjonene som oppnds omtales nedenunder.

Arfamenin A har et smeltepunkt pd 117 - llQOC og
en molekylvekt, bestemt ved hjelp av massespektrometri, pda
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320. Elementaranalyseverdiene er C 53,45%, H 7,11%, N 14,91%,
O 14,20%, Cl 10,49%, hrilket indikerer molekylformel
C16H24N4O3.HC1. Det ultra fiolette absorbsjonsspekteret for
en vandig oppl@sning som inneholder 100 ug/ml arfamenin A
er tegnet opp i fig. 1, som viser en absorbsjon med A maks
p& 2547 nm (€ 180). Det infrargde absorbsjonsspekteret for
arfamenin A ved KBr-metoden er vist i fig. 2, som viser kar-
akteristiske absorbsjonsbénd ved 3370, 3170, 2950, 1730, 1670,
1560, 1460, 1410; 1320, 1190, 1110, 760 og 710 cm_l. Ab-
sorbsjonsspekteret for kjernemagnetisk resonans (1H-NMR)
(oppl¢sning i tungt vann, & , 100 MHz) er gjengitt i fig. 3
og viser absorbsjoner ved 2,04-2,33 (CHZ), 2,35-2,72 (CH2),
3,34-3,69 (CH2 x 2), 3,69-3,84 (CH, CHZ)' 4,83 (CH).og 7,82-
8,00 (C6H5)d.

Arfamenin B har et smeltepunkt pd 118 - 120°C og
en molekylvekt bestemt ved hjelp av massespektrometri pa
336. Elementzranalyseveridene er C 49,30%, H 6,88%, N 13,77%,
0 20,82% og Cl 8,73% hvilket indikerer molekylformelen
C16H24N404.HC1.H20. Det ultrafiolette absorbsjonsspekteret
for en vandiqg opplg¢sning som inneholder 100 ug/ml arfamenin B
er gjengitt i fig. 4 som viser absorbsjoner ved A maks pd 275
nm (¢ 1040) og x maks pa 222 nm (g 5500). Det infrargde
absorbsjonsspekteret for arfamenin B ved KBr-metoden er vist
i fig. 5 som viser karakteristiske absorbsjonsbdnd ved 3370,
3180, 2960, 1730, 1670, 1560, 1520, 1460, 1420, 1330, 1250,
1180, 1110 og 840 cm_l. Absorbsjonsspekteret for kjernemag-
netisk resonans (opplgsning i tungt vann, § , 100 MHz) er
apenbart i fig. 6 og viser absorbsjoner ved %,87-2,30 QCHZ),
2,30-2,62 (CHZ), 3,14-3,54 «CHZ x 2y, 3,54-3,78 (CH, CHZ),
4,75 (CH), 7,30-7,67 (C6H4) S
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Foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmate for &
fremstille en forbindelse med formel (I)

HZN NH
\C/
|
Ny ;
fHZ ] (I)
sz N
e "
H2N CH C CH2 CH COOH

hvor R er hydrogen eller en hydroksylgruppe, kjennetegnet
ved at man dyrker mikroorganismen Chromobacterium violaceum
BMG-CF4 1 nervaer av kjente naringsstdffer og utvinner for-
bindelsen med formel (I) fra kulturmediet.

En arfamenin-produserende mikroorganisme er en
mikroorganisme som er istand til & produsere arfamenin A
eller arfamenin B eller begge disse arfameninene. Et eksem-
pel pd mikroorganismen er Chromobacterium violaceum BMG361-
CF4, en stamme som ble isolert fra jord samlet opp i Poropinai
ved bredden av Lake Shikotsu, Hokkaido, Japan. Denne stammen
ble deponert 4. mai 1982 ved the Fermentation Research Insti-
tute, Agency of Industrial Science and Technology, Ministry
of International Trade and Industry of Japan under deponer-
ingsnr. 6521 (FERM P-6521).

De mikrobiolojiske kjennetegnene til den ovenfor
nevnte stamme er som fglger:
(a) Morfologiske kjennetegn

(1) Cellens form og st¢rrelse: stavform, ca. 0,8 - 1,0
um x 2,0 - 4,0 um. _

(2) Pleomorfisme: ikke-pleomorf.

(3) Bevegelighet/flagelldannelse: bevegelige/polare og
laterale flageller.



10

20

25

30

35

© 165200

(4)
(5)
(6)

Sporedannelse: ikke-sporulerende.
Gram~-farging: negativ.

Syrefasthet: negativ.

(b) Dyrkingskjennetegn p& forskjellige media (dyrking ved
27°c, 20° og 30°C bare for stykkultur i naringsgelatin)

(1)

(2)

(3)

(4)

Platekultur pd neringsagar:

Dyrkede kolonier var noe forhgyet semisferisk, og
kantene var glatte og sirkulare. Overflatene var
glatte og glisende. Etter ca. 17 timers dyrking
var koloniene gjennomskinnelige, men ble gradvis
opake og oppviste et gummiaktig utseende. Rundt
den andre dyrkingsdagen skiftet koloniene over til
purpurfarge, men produserte ingen diffuserbare pig-
menger.

Stikkultur i nariﬂgsagar:

Kolcniene vokste enhetlig langs inokuleringslinjene.
Overflatene var glatte og skinnendg,.og kantene var
glatte. Rundt den andre dyrkingsdégen uﬁviklet kolo-
niene nederst pd overflaten av stikkagaren en pur-
purfarge, men ingen oppl@gselige pigmenter ble ob-
servert.

Neringsvaskekultur:

Rundt den andre dyrkingsdagen ble det dannet purpur-
fargede, ringformedé kolonier pd overflaten av
mediet. Etter ca. 40 timer med dyrking ¢kte an-
tallet cellef pé& bunnen av prg¢vergret. Ceilene
skiftet over til purpurfarge rundt den tredje dyrk-
ingsdagén. ) B '
Sstikkultur i n®ringsgelatin:
Nérldyrkingstemperaturén var '30°C, vokste cellene
langs stikklinjen. Rundt den tredje dyrkingsdagen
begynte mediet & bli flytende og det flytende om-
radet hadde en r¢rform. I tilfellet med dyrking

ved 20°C oppsto flytendegjéringen pd den 6. dyrk-
ingsdagen. ’ . ‘
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BCP-melkekultur:

Etter 3 dager med dyrking skiftet BCP over til blatt
og mediet koagulerte. P& den 5. dyrkingsdagen var
koaguleringen fullstendig og umiddelbart begynte
peptonisering. Peptoniseringen var fullstendig i

lgpet av ca. 2 uker.

Fysioclogiske egenskaper (dyrkingstemperaturene var alle

27°C med mindre annet er angitt)

(1)

(2)

(3)
(4)
(5)

(6)

(7
(8)

(9)

(10)

(11)
(12)
(13)
(14)

(15)

Reduksjon av nitrater: dannelse av nitritter fra
nitrater. )
Denitrifikasjon (fremgangsmaten til Komagata et al.;
Edited by Takeharu Hasegawa: Classification and
Identification of Microorganisms, side 223, Tokyo
University Publisher, 1975): positiv, ingen gene-
rering av gasser.

MR-prgve: positiv.

VP-prgve: negativ.

Produksjon av indol: negativ.

Produksjon av hydrogensulfid (TSI-agarmedium, et
produkt fra Eiken, Japan): negativ.

Hydrolyse av stivelse: negativ.

Utnyttelse av sitronsyre: positiv pd et Koser-
medium og et Christensen-medium.

Utnyttelse av uorganisk nitrogenkilde (natriumsulfat,
ammoniumsulfat og natriumglutamat): enhver uorganisk
nitrogenkilde ble utnyttet til veksten.

Fremstilling av pigment (King A og B-media, produk-
ter fra Eiken): smd mengder av et gult opplgselig
pigment ble dannet pd hvert medium.

Urease (Ureamedium, et produkt fra Eiken): negativ.
Oksydase: positiv.

Katalase: positiv.

Temperatur- og pH-omrdder for vekst: vekst ved 12 -
37°C, fortrinnsvis ca. 27 - 30°C. Vekst ved en pH
pad 5,0 - 9,6, fortrinnsvis 6,0 - 7,8.
Oksygenfordring: Aerob (fakultativ anaerob).
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(16) O-F-prgve (i henhold til fremgangsmdten til Hugh &
Leifson): fermentativ.

(17) Dannelse av syrer og gasser fra sakkarider (en Hugh
& Leifson-kultur): syrer ble dannet fra D-glukose,
D-fruktose og trehalose. Ingen syrer ble dannet fra
de fgdlgende 19 sakkarider: L-arabinose, D-xylose, D-
mannose, D-galaktose, maltose, sukrose, laktose, D-
sorbitol, D-mannitol, inositol, glycerin, stivelse,
adonitol, cellobiose, dulcitol, inulin, melibiose,
melezitose og raffinose.

Ingen av sakkaridene dannet gasser.

(18) Hydrolyse av kasein: mikroorganismen ble strek-
dyrket pd en kasein-agarplate (pH 7,4) fremstilt ved
4 tilsette sterilisert skummet melk til en narings-
agar til en konsentrasijon .pd 5% og la blandingen
stgprkne. Etter 24 timer med dyrking ble kasein
brutt ned og dens hydrolyse var fullfgrt pé den
8. dyrkingsdagen.

(19) M3ling av synlig spektrum pd purpurpigment:

De purpurfargede cellene dyrket i skrd-naringsagar
ble ekstrahert med etanol og ekstraktet ble milt
med hensyn pd dets synlige spektrum. Maksimum ab-
sorbsjon ble funnet ved 573 nm og minimum absorb-
sjon ved 430 nm.

Nar pigmentet ble opplgst i 10% etanolsulfat, dannet
det en grgnn opplgsning med maksimum absorbsjon ved
693 nm. Dette faktum viste at det purpurfargede
pigmentet var et violacein-pigment (se Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology, 8. utgave,
side 354).

En oppsummering av de ovenfor nevnte kjennetegnene
viste at BMG361-CF4 var en gram-negativ, fakultativ, anaerob
bacillus med pclare og laterale flageller. Dens kolonier
inneholdt et purpurfarget pigment som ble pavist & vare
viclacein ved méling av dets synlige spéktrum. Utforskning

av disse egenskapene ble utf¢rt ved henvisning til Bergey's
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Manual of Determinative Bacteriology 8. utgave, og ut fra
resultatene antas BMG361-CF4-stammen & tilhgre slekten
Chromobacterium. Chromobacterium omfatter de to artene

C. violaceium og C. lividum. BMG361-CF4~-stammer innehadde
egenskaper som var svart like egenskapene til de tidligere
kjente'artene. Nermere bestemt ble stamme BMG361-CF4 klart
sjeldnet fra C. lividum ved hensyn til vekst ved 370C, spor
av syredannelse fra sakkarider (syreproduksjon fra trehalose,
ingen syreproduksjon fra arabinose eller xylose), hydrolyse
av kasein, etc. Fglgelig ble stamme BMG361-CF4 identifisert
som Chromobacterium violaceum BMG361-CF4.

Fremgangsmdten ifglge foreliggende oppfinnelse vil
bli beskrevet i detalj nedenunder. Kjente naringsstoffer for
bakterier kan, om gnsket, brukes til & dyrke den arfamenin-
produserende mikroorganismen ved utfgrelsen av fremgangs-
midten if@glge foreliggende oppfinnelse. Eksempler pd karbon-
kilder er fettstoffer og karbohydrater som er tilgjengelige

i handelen, slik som glycerin, glukose, laktose, sukrose,

stivelse, maltose og molasser. Eksempler pd nitrogenkilder
omfatter markedsfegrte varer slik som pepton, kjgttekstrakt,
maisstgpevaeske, bomullsfrgmel, peangttmel, soyabgnnenmel,
maisglutenmel, fiskemel, gjarekstrakt, N-Z-amin, kasein,
natriumnitrat, ammoniumnitrat og ammoniumsulfat. Eksempler
pa uorganiske naringsstoffer er natriumkloridfosfater, kal-s
siumkarbonat og magnesiumsulfat. Spormengder av andre metall-
salter kan, om ¢nsket, tilsettes,

Ethvert av disse nevnte materialene kan brukes si
lenge som de kan utnyttes av den arfamenin-produserende
mikroorganismen og de vil ikke forhindre produksjonen av
foreliggende forbindelse.

Hvilke som helst kjente materialer for bakterie-
dyrking kan brukes. Serlig foretrukne bestanddeler av kul-
turmedier er karbonkilder slik som glycerin og opplgselig
stivelse, og nitrogenkilder slik som soyab¢nnemel, fiskemel
og maisglutenmel. Eksempler pd foretrukne kulturmedier er
et medium som inneholder 1,5% glycerin, 1,5% opp1¢éelig
stivelse, 0,5% "Prorich", 1,5% fiskemel og 0,2% kalsiumkar-
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bonat og et medium som inneholder 3% opplgselig stivelse,
0,5% "Prorich", 1,2% maisglutenmel og 0,2% kalsiumkarbonat.

Veskekultur er forﬁrukket til masseproduksjon av
arfamenin. Dyrkingstemperaturen kan velges innenfor et om-
rdde som tillater den arfamenin-produserende mikroorganisme
4 vokse og produsere arfamenin. Den sarlig foretrukne tempe-
ratur er 25 - 35°C. DYrkingen utfgres vanligvis til en til-
strekkelig mengde av stoffet er akkumulert i dyrkingsmediet.

F.eks. ble et dyrkingsmedium som inneholdt 3% opp-
l¢selig stivelse, 0,5% "Prorich", 1,2% maisglutenmel og 0,2%
kalsiumkarbonat sterilisert og deretter inokulert med en
lgkkefull av en skrdkultur av den arfamenin-produserende
mikroorganisme. Inokulumet ble aerobt rystedyrket ved 27°¢.
Etter 8 - 52 timers ayrking akkumulerte arfamenin. Arfame-
nin ble produsert tilfredsstillende ved dyrking i en tank
likesavel som ved rystekultur. F.eks. ble 30Q liter av me-
diet plassert i en 570 liters dyrkingsbeholder sterilisert og
dyrkingen ble utfgrt med omrgring ved 190 omdr./min. under
lufting med 300 1/min. sterilisert luft. Under disse beting-
elser nddde produksjonen av det foreliggende stoffet sitt
maksimumsnivd i lgpet av 23 timer.

Kontroll av arfamenin under dens fremstilling
ved dyrking og rensing ble utfgrt ved & midle den inhiberende
virkning mot aminopeptidase B pad fplgende mite:

Den aminopeptidase B-inhiberende virkning av arfa-
menin ble mdlt ved hjélp av en modifikasjon av fremgangsmdten
beskrevet ifglge V.K. Hoppusu, K.K. Makinen & G.G. Glenner,
Archives cf Biochemistry and Biophysics 114, 557, 1966) ,
Nermere bestemt ble 0,5 ml av 0,1 M tris-hydrokloridbuffer-
opple¢sning (pH 7,0) og 0,25 ml av en opplgsning som inne-
holdt prgven, tilsatt til 0,25 ml av 0,002 M arginin-B-naftyl-
amid. Den blandede opplg¢sning bie oppvarmet ved 37°C i 3
minutter. Til den oppvarmede opplgsning ble det tilsatt
5 ul av en oppl¢sning av aminopeptidase B som var blitt ren-
set med DEAEfcellulose i henhold til den enzym-rensende tek-
nikken til Hoppusu et al. Blandingen ble omsatt i 30 min-
utter ved 37°C etterfulgt av tilsething til reaksjonsbland-
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Arfamenin foreligger i dyrkningsmedier og celler fra den
arfamenin-produserende mikroorganisme etter dyrking.
Oppfinnelsen omfatter videre at man anvender et flytende
kulturmedium, og at forbindelsene med formel (I) utvinnes
fra kulturmediet ved adsorbering av et filtrat av kultur-
mediet pa et vanlig adsorberingsmiddel og isolering av de
onskede forbindelsene fra adsorbatet., Eksempler pd adsorb-
eringsmidlet omfatter organiske adsorberingsmidler slik som
aktivt kull, "Amberlite XAD-4" og "Diaion HP-20", ione-
bytterharpikser, aluminiumdioksyd og silikagel. F.eks.
adsorberes arfamenin til "Amberlite XAD-4" og elueres med
en vandig opplesning av aceton. Nzrmere bestemt pakkes en
passende kolonne med "Amberlite XAD-4" i en mengde pa

1/10 av filtratmengden fra kulturmediet etter dyrking.
Filtratet som inneholder arfamenin sendes gjennom kolonnen
og adsorberes til denne., "Amberlite XAD-4"-kolonnen

vaskes med vann og elueres med en 50% vandig opplgsning av
aceton i en mengde pa 2 - 4 ganger til "Amberlite XAD-4".
Eluatet inneholder mer enn 70% av den arfamenin som foréelig-
ger i kulturfiltratet. Det sdledes erholdte eluatet opp-
konsentreres til tgrrhet ved redusert trykk for & fé et
rapulver av arfamenin.

Kromatografi pd en ionebytterharpiks kan ogsa
brukes til rensingen. Sarlig er kromatografi pa "CM-Sephadex"
effektivt idet den gjgr det mulig & adskille arfameninene A
og B fra hverandre ved hjelp av en gradienteluering under
anvendelse av vandig oppl@¢sning av natriumklorid. F.eks.
underkastes det rd pulveret som er erholdt ved adsorbsjon
til "Amberlite XAD-4" og eluering med en vandig oppl¢@gsning
av aceton, kromatografi p& "CM-Sephadex". Kolonnen elueres
med en vandig opplgsning av salt slik som natriumklorid for:
4 samle opp en fraksjon som inneholder arfamenin A og en
fraksjon som inneholder arfamenin B. hver for seg. Deretter
isoleres arfamenin A og B fra hver av disse.

Sluttrensingen av det foreliggende stoffet kan ut-
fpres ved & avsalte med "Sephadex LH-20".
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Arfamenin ble under-~
s¢k£ med hensyn p& farmakologiske virkninger. Det forelig-
gende stoffet ble funnet & potensiere celle-formidlet immu-
nitet og inneha en anti-cancer-virkning.

De biologiske virkningene av arfamenin A og B

er beskrevet i de fglgende
eksperimentelle eksempler.

1. Virkning pd celle-formidlet immunitet hos normale mus

Virkningene av arfamenin A og B p& celle~-formidlet
immunitet ble undersgkt ved & bruke som en indeks hypersen-

sitivitet av forsinket type {(forkortet D.T.H.) fremstilt ved
4 inokulere rgde blodceller fra saud (forkortet SRBC) i fot-
putene hos mus som et antigen (se J. Exp. Med. 139, 1529 =~
1539, 1974) ..

En suspensjon av 108 SRBC i 0,05 ml fyiologisk
saltvannsopplgsning ble inokulert subkutant i én av fotputehe
til CDFl—mus (hunnkjgn, 8 uker gamle). Samtidig ble en van-
dig opplg¢sning som inneholdt 5, 0,5, 0,05 eller 0,005 mg/kg
arfamenin A eller E administrert oralt i en enkelt dose.

4 dager etter administrering ble en suspensjon.av 108 SRBC

i 0,05 ml fysiologisk saltvannsopplgsning administrert sub-
kutant til den andre fotputen for & fordrsake en andre sen-
sitivisering. 24 timer senere ble svelling av fotputen (gkt
tykkelse pad fotputen) mélt med et skyvelar. Hos kontrolldyr
som var subkutant injisert med SRBC i fysiologisk saltvanns-—
opplgsning uten administrering av pregveforbindelsen, ble den
gkte tykkelse av fotputen verdsatt til 100%. Den ¢gkte tyk-
kelse av fotputen hos de behandlede dyrene ble sammenlignet
med den hos de ubehandlede dyrene for & beregne forholdet
mellom den fgrstnevnte verdien og den sistnevnte verdien
(100%), og derved bestemme den celle-formidlede immunitets-—
pctensierende virkning av 'pr¢gveforbindelsen. Resultatene er
gjengitt i de fglgende tabeller:
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Tabell 1

A gkt tykkelse av | Forhold til
Prgveforbindelser {Dose |fotpute kontrollverdien
ng/kg|(x 0,1 mm) (%)
Arfamenin A 5 10,4 ¥ 0,77 125
" 0,5 {11,5 = 1,29 139
" 0,05 {13,0 ¥ 0,97 157
" 0,005(11,9 £ 1,00 143
"Bestatin"* 0,5 12,5 £ 1,24 151
[Kontroll 8.3 0,97 | 100
‘ ! !

Tabell 2

@kt tykkelse av Forhold til

Prgveforbindelser [Dose |fotpute kontrollverdien
mg/kg| (x 0,1 mm) (%)
Arfamenin B 5 13,7 ¥ 1,77 157
" 0,5 |14,7 21,74 169
" 0,05 {14,0 ¥ 1,33 161
" 0,005[12,4 £ 1,40 143
"Bestatin"* 0,5 |13,0 ¥ 1,13 149
Kontroll 8,7 1,48 100

*Referanseforbindelse

2. Virkning pd celle-formidlet immunitet hos mus med kreft

(1) Fremgangsmdter hvor det brukes SRBC som antigen

Hevelse av fotputen hos mus ble undersgkt pad samme
mdte som i eksperimentelt eksempel 1, med unntak av at CDFl—
mus ble inockulert intraperitonealt med 106 celler av Ascites
Sarcoma 180 og at arfamenin A ble administrert intreperitone-
alt &n gang daglig i 4 pd hverandre fglgende dager, idet man



15

20

25

30

35

165200

12

begynte p& dagen for sensitivisering av SRBC, og 2 dager

senere ble SRBC gitt for & forérsake en andre sensitivisering.
Resultatene er vist i tabell 3.

Tabell 3

, gkt tykkelse av Forhold til

Prgveforbindelser|Dose |{fotpute kontrollverdien

mg/kg|(x 0,1 mm) (%)

Arfamenin A 5 5,8 £ 1,19 129

" 0,5 ,7 21,03 149

" 0,05 | 6,5 % 1,29 144

" 0,005} 5,9 £ 0,79 131

"Bestatin"* 5 6,0 = 0,96 133

Kontroll 4,5 2 0,74 100

*Referanseforbindelse

(2) Fremgangsmite ved anvendelse av pikrylklorid som antigen

Hos mus med Ascites Sarcoma 180 ble virkningen av

-arfamenin A p& celle-formidlet immunitet undersgkt p& fe¢l-

gende mé&te hvor man observerte D.T.H.-reaksjon frembragt

ved bruken av pikrylklorid som antigen. lO6 celler av Ascites
Sarcoma 180 ble transplantert‘intraperitonealt til. 12 uker
gamle CDF,-mus av hunnkj¢gnn (6 mus pr. gruppe). Transplan-
tasjonsdagen ble betegnet som 0. dag. Pa 1. dag ble et bar-
bert omrdde (25 mm x 15 mm) av buken sensitivisert med 0.6 ml
av en 6% etanolopplgsning av pikrylklorid absorbert til et
stykke absorbent-bomull (20 mm x 20 mm X 2 mm). P& 8. dag
ble tykkelsen av ¢rene pd begge sider malt med et mikro-
meterur for a fd en grunnverdi (a). Deretter ble begge

grene sensitivisert med enAl% olivenoljeopplgsning av pikryl-
klorid absorbert til et stykke absorbent-bomull med stgrrelse
10 mm x 4 mm x 1 mm. P& den 9. dag ble hevelsen av de sensi-
tiviserte ¢rene mdlt med et mikfometerur for é-fé en ve;di
(b) . Grunnverdien (a) ble'trukket fra verdien (b) for &
bestemme en gkning i tykkelse av grene (b - a) i kontroll;
gruppen. 4
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Hver for seg ble 0,5, 0,05 eller 0,005 mg/kg av
proveforbindelsen som var opplgst i fysiologisk saltvannsopp-
l1gsning, administrert oralt 6 ganger pr. dag i pa hverandre
fplgende dager fra og med 1. dag til og med 8. dag, og pikryl-
kloridsensitivisering ble utfgrt pd samme mdte som i kontroll-
gruppen. @kningen i tykkelse for begge ¢grene (b' - a') i
denne behandlede gruppen ble bestemt pd samme mate som i

kontrollgruppen.

Forholdet mellom slik gkning hos den behandlede

gruppen og hos kontrollgruppen ble beregnet fra den fglgen-
de ligning

idet verdien for kontrollgruppen var satt til 100%, og der-
ved bestemme pregveforbindelsens aktivitet til & potensiere
celle~formidlet immunitet. Resultatene er vist i tabell 4.

Tabell 4

Pkt tykkelse av Forhold til
Proveforbindelser |Dose |grer kontrollverdien
mg/kg|(x 0,1 mm) (%)
Arfamenin A 0,5 6,05 < 0,97 136,0
n 0,05 | 7,40 % 0,72% 166,3
" 0,005 6,40 I 0,63 . 143,8
Kontroll** 4,45 X 2,36 100,0
*  P<0,05

** Pysiologisk saltvannsopplgsning

Resultatene ovenfor viser at det ble erholdt en
signifikant aktivitet til & potensiere celle-formidlet immu-
nitet i gruppen som mottok 0,05 mg/kg arfamenin A.
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Forsgkseksempel 3

Antitumor-virkning av argamenin mot Ehrlich fast tumor
3 x lO6 celler av Ehrlich bukhulekreft ble trans-
plantert subkutant i siden pd 8 uker gamle ddY-mus av hunn-

kjgnn (5 mus pr. gruppe). Transplantasjonsdagen ble betegnet
som 0. dag. Deretter ble 0,5, 0,05 eller 0,05 mg/kg av prgve-
forbindelsen opplgst i fysiologisk saltvannsopplgsning admini-
strert oralt hver annen dag over ialt 7 ganger inntil 15. dag,
idet man begynte p& 1. dag. P4 30. dag ble stgrrelsen (kor-
teste diameter2 X lengste diameter/2) og vekten av tumoren
malt. Resultatene i denne behandlede gruppen ble sammenlig-

net med resultatene i kontrollgruppen for & beregne tumor-
inhiberingsforholdet (TIR, %) fra den fglgende ligning:

c-1T

x 100

hvor C er stgrrelsen eller vekten av tumor i kontrollgruppen
og T er stgrrelsen eller vekten av tumor i den behandlede
gruppen.

Resultater for TIR (%), en indeks for antitumor-

virkning av pr¢veforbiqdelsen, er vist i den fglgende tabell:

Tabell 5

Gjennomsﬂitt— "TIR | Gjennomsnitt- |TIR
Prgve- Dose lig stgrrelse | (%) | 1ig vekt av (%)
forbindelser |[mg/kg av tumor (mm3) _ tumor (g)
Arfamenin A |0,5 |4467 T 4311 [15,8 | 2,62 ¥ 1,90 1,9
o 0,05 {3120 = 3584 |41,2 |1,66 = 1,50 |37,8
" 0,005 | 2378 ¥ 3138 55,2 1,62 bt 1,44 39,3
"Bestatin" 0,05 2089 ¥ 1946+ 60,6 | 1,47 : 0,92*%* 44,9
(referanse-
forbindelse)
Kontroll - 15305 % 2027° |0 |2,67 £ 0,84 o

*  P<O0,1  (T—pr¢ve)
** P<0,05 (T-prgve)
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Resultatene ovenfor viser at administreringen i
mengder pd hhv. 0,05 og 0,005 mg/kg arfamenin A ga en verts-
formidlet antitumor-virkning med hensyn til tumorstgrrelse
og tumorvekt.

Arfameninene A og B viser seqg sdledes & forsterke
celle-formidlet immunitet hos normale dyf, modulere celle-
formidlet immunitet som er dempet av kreft, og oppviser en
verts-formidlet antitumorvirkning.

Prgver pd akutt toksisitet hos mus har vist at
ingen dgdsfall forarsakes av arfamenin A ved en intravengs
dose pd 250 mg/kg eller arfamenin B ved en intravengs dose

p& 150 mg/kg. Arfamenin anses sdledes for & vare et sikkert
stoff.

Som beskrevet ovenfor sker arfameninene A 0og B imunitet og
oppviser en verts-formidlet carcinostatisk virkning nar

de administreres hver for seg. Disse forbindelsene er
derfor nyttige som immunopotensierende midler og antitumor-
immunomodulerende midler eller som hjelpestoffer i for-
skjellige kjemoterapeutiske midler for anvendelse ved
behandlingen av kreft,

De nevnte legemidler som inneholder arfamenin som
aktiv bestanddeler kan fremstilles ved & blande arfamenin A
eller B eller begge arfameninene A og B eller deres farma-
spytisk akseptable salter med bzrere som er i vanlig bruk,
og om ¢gnsket, videre med forskjellige kjemoterapeutiske
midler. Eksempler pa arfameninsaltene omfatter salter dannet
gjennom reaksjonen mellom karboksylgruppen i arfamenin og
farmasgytisk akseptable kationer, slik som ammoniumioner, og
kationer av alkalimetaller slik som natrium og kalium, og
kationer av jordalkalimetaller slik som kalsium og magnesium
(dvs. karboksylater av arfamenin). Ytterligere eksempler om-
fatter syreaddisjonssalter dannet gjennom reaksjonen mellom
guanidyl- eller aminogruppen av arfamenin og farmasgytisk
akseptable uorganiske syrer slik som saltsyre, eller organ-
iske syrer slik som eddiksyre.
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Forbindelsene eller legemidlene kan administreres som
orale preparater, injeksjoner eller reaktale suppositorier.
Lyofiliserte injeksjonslgsninger kan fremstilles ved & til-
sette pH-justeringsmidler, buffere, stabilisatorer og binde-
midler til forbindelsene som omfatter de aktive bestanddelene,
og deretter frysetgrke blandingene p& vanlige miter. Injek-
sjonsopplgsninger for subkutan, intramuskular eller intra-
vengs administrering kan fremstilles ved & tilsettes pH-
justeringsmidler, buffere, stabilisatorer, isotoniserings-
midler og lokalanestetiske midler til forbindelsene som inne-
holder den aktive bestanddel, og deretter ved & anvende van-
lig brukte fremgangsmiter.

' Ved fremstillingen av faste stoffer for oral ad-
ministrering, kan formingsstoffer, og om ¢gnsket, bindemidler,
oppsmuldringsmidler, smgremidler, fargestoffer, korreksjons-
midler for smak og lukt tilsettes til forbindelsene som inne-
holder den aktive bestanddel, hvoretter blandingen formes
til tabletter, overtrukne tablett, granulater, pulvere og
kapsler ved hjelp av vanlige fremgangsmater.

Ved fremstillingen av vasker for oral administrer-
ing kan korreksjonsstoffer for smak, buffere, stabilisatorer
og korreksjonsstoffer for lukt tilsettes til forbindelsene
som inneholder den aktive bestanddel, og deretter fremstil-
les blandingene som siruper og tg¢rre siruper ved hjelp av
vanlige fremgangsmdter.

For & fremstille rektale suppositorier, kan form-
ingsstoffer og om ¢sket overflateaktive midler tilsettes til
forbindelsene som inneholder den aktive bestanddel hvoretter
blandingene fremstilles som suppositorier ved hjelp av van-
lig teknikk. '

Dosen av arfamenin kan varieres avhengig av symp-
tomer, men den vanlige dosering for en voksen person er 0,02 -
200 mg arfamenin én gang daglig. N&r samtidig terapi med
andre kjemoterapeutiske midler mot kreft eller andre immuno-
potensierende midler skal opprettes, kan arfamenin i det
nevnte doseringsomrd&d-t kombineres med disse andre legemid-

lene i deres vanlige doseringer.
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Fremstillingen av arfamenin ifglge foreliggende
oppfinnelse skal beskrives i nermere detalj under henvisning
til de fglgende utfgrelseseksemplene. Den foreliggende opp-
finnelse er imidlertid ikke p& noen mdte begrenset til disse
eksemplene ettersom de fysikalsk-kjemiske egenskapene til
arfamenin og teknikkene for dens fremstilling og rensing
som tydelig er beskrevet av oppfinnerne, ville gj¢r det lett

for enhver & modifisere fremgangsmdtene i henhold til det

som er apenbart gjennom den foreliggende beskrivelse.

Eksempel 1
En lgkkefull celler ble tatt fra en skrdkultur av

den arfamenin-produserende mikroorganismen Chromobacterium
violaceum BMG361-CF4 (deponeringsnr- 6521 ved the Fermentation
Research Institute, Agency of Industrial Science and Tech-
nology,.Ministry of International Trade and Industry of Japan).

Cellene ble inokulert i et dyrkingsmedium som inne-
holdt 3% oppld¢selig stivelse, 0,5% "Prorich", 1,2% mais-
glutenmel og 0,2% kalsiumkarbonat. Kulturmediet var blitt
sterilisert Vedv120°C i 20 minutter og fordelt i mengder pa
110 ml i 500 ml roterende kolber. Inockulumet ble dyrket ved
27°% ved 180 omdr./min. og arfameninutskillelsen ble under-
spkt etter hvert som tiden forlgp. Arfameninutskillelsen
var maksihal etter 32 timer med dyrking. Da 36 timer hadde
passert etter oppstarting av dyrkingen, avtok arfameninkonsen-
trasjonen bestemt ved hjelp av anti-aminopeptidase B-aktivi- '
teten gradvis.

pH i dyrkingsmediet under dyrkingen var 7,4 ved opp-
startingen av dyrkingen, 7,8 etter 8 timer, 7,6 etter 16 tim-
er, 7,85 etter 24 timer, 8,1 etter 32 timer, 8,1 etter 36
timer og 8,45 etter 52 timer.

Eksempel 2 )

Stammen Chromobacterium vioclaceum BMG361-CF4 ble
dyrket under de samme betingelser ved & bruke det samme dyrk-
ingsmediet som i eksempel 1. 9,5 liter av dyrkingsmediet er-
holdt etter dyrkingen ble justert til en pH pd 2 med saltsyre
og sugefiltrert ved hjelp av en filterinnretning ("Hyflo
Super Cell") hvorved man fikk 9 liter-gv et filtrat. Fil-
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tratet hadde en aminopeptidase B-inhiberende virkning (ICSO)
p& 0,05 pul/ml.

Eksempel 3
9 liter av filtratet erholdt i eksempel 2 ble jus-

tert til en pH pd 5 med natriumhydroksyd og adsorbert pa en
1 liter stor kolonne med "Amberlite XAD-4". Adsorbatet ble
vasket med vann og deretter eluert med en 50% vandig opplgs-
ning av aceton. 2,3 liter av den virksomme fraksjonen ble
oppkonsentrert og tg¢rket under redusert trykk, hvorved man
fikk 19,6 g av et rdtt pulver. Rapulveret hadde en inhiber-
ingsaktivitet for aminopeptidase B (ICSO) pd 0,2 ug/ml. Der-
etter ble det ra& pulveret oppldst i en passende mengde av

en 0,05 M vandig oppl@gsning av natriumklorid og adsorbert

pd 500 ml "CM-Sephadex C-25". Adsorbatet ble vasket med 1,5
liter av 0,05 mol vandig oppl¢sning av natriumklorid og 1
liter 0,05 M sitratbufferopplgsning (pH 4,5), og underkastet
gradienteluering med 2,5 liter av den samme bufferoppl@gsning
sammen med 2,5 liter av den samme bufferoppl¢gsning innehol-
dende 0,55 M natriumklorid. I overensstemmelse med denne
fremgangsmédten ble eluatet samlet som 18 ml store fraksjon-
er. Arfamenin A ble erholdt i fraksjonene nr. 39 - 59,

mens arfamenin B ble erholdt i fraksjonene nr. 60 - 89. De
respektive fraksjonene ble avsaltet med "Amberlite XAD-4" og
deretter frysetgrket hvorved man fikk 188 mg av et ratt
arfamenin A-pulver (inhiberingsaktivitet overfor aminopepti-
dase B ICSO = 0,0065 ug/ml) fra arfamenin A-fraksjonene.

Fra arfamenin B-fraksjonene ble det erholdt et ratt arfame-
nin B-pulver i et utbytte pd 79 mg (inhiberingsaktivitet over-
for aminopeptidase B IC50 = 0,0023 pg/ml).

Eksempel 4

188 mg av det rd arfamenin A-pulveret erholdt i
eksempel 3 ble opplgst i en passende mengde av en 0,05 M van-
dig opplgsning av natriumklorid og justert til en pH pd 2,3
med 1N saltsyre. Opplgsningen ble adsorbert pd en 80 ml
kolonne med "CM-Sephadex C-25" og vasket med 100 ml av en
0,07 M vandig opplgsning av natriumklorid. Adsorbatet ble
sd underkastet gradienteluering ved & bruke 300 ml av en
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0,07 M vandig oppl¢sning av natriumklorid og 300 ml av en
0,05 M vandig opplgsning av natriumklorid. Dette rensetrin-
net ga fraksjoner (8 ml hver) og man fikk arfamenin i frak-
sjonene nr. 11 - 34. Fraksjonene nr. 11 - 30 ble oppkonsen-
trert og justert til en pH pd 2,3 ved hjelp av 1N saltsyre.

Konsentratet ble eluert med vann pd en 500 ml kolonne med
"Sephadex LH-20" for & avsalte det. Den avsaltede opplés-
ning av arfamenin ble justert til en pH p& 5 med "Dowex WGR"
og frysetgrket, hvorved man fikk 94 mg arfamenin A som et
hvitt pulver (inhiberingsvirkning overfor aminopeptidase B
IC50 = 0,0054 pg/ml).

Eksempel 5

79 mg av arfamenin B-fraksjonen erholdt i eksempel
3 ble opplgst i en passende mengde av en 0,05 mol vandig opp-
lgsning-av natriumklorid. Opplgsningen ble justert til en
pH pd 2,3 ved hjelp av 1N saltsyre og adsorbert pa en 100 ml
kolonne av "CM-Sephadex C-25". Adsorbatet ble vasket med 100
ml av en 0,15 M vandig opplgsning av natriumklorid og deretter
underkastet gradienteluering ved & bruke 350 ml av en 0,15 M
vandig oppl¢gsning av natriumklorid og 350 ml aven 0,6 M
vandig opplgsning av natriumklorid. I henhold til dette ren-
setrinnet ble eluatet erholdt som 11l ml store fraksjoner og
man fikk arfamenin B i fraksjonene nr. 17 - 30. Disse frak-
sjonene ble oppkonsentrert og eluert med 0,0lN saltsyre pa
en 500 ml stor kolonne av "Sephadex LH-20" for & avsalte kon-
sentratet. Den avsaltede fraksjonen med arfamenin B ble jus-
tert til en pH pa 4 med "Dowex WGR" og frysetgrket hvorved
man fikk 32 mg arfamenin B som et hvitt pulver. Dette pro-
duktet hadde en inhiberingsvirkning overfor aminopeptidase B

ICg, pd 0,0020 ug/ml.

Eksempel 6

I

En 500 ml Sakaguchi-kolbe ble fylt opp med 80 ml av
et dyrkingsmedium omfattende 1,5% glycerin, 1,5% opplgselig
stivelse, 0,5% "Prorich", 1,5% fiskemel, 0,2% kalsiumkarbonat
og 0,05% antiskummemiddel ("KM-72"). Dyrkingsmediet ble steri-
lisert i 15 minutter ved 120°C, avkjglt og inokulert med en
lgkkefull Chromobacterium violaceium BMG361-CF4 (deponerings-
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nr. 6521 ved the Fermentation Research Institute, Agency of
Industrial Science and Technology, Ministry of International
Trade and Industry of Japan) oppdyrket ved hjelp av skrdkul-
tur. Inokulumet ble rystedyrket ved 28°C i 24 time® med 135
frem- og tilbakegdende bevegelser pr. minutt for & lage et
fgrste inokulum.

En 100 liter stor tank ble pafylt 50 liter av et
dyrkingsmedium omfattende 1,5% glycerin, 1,5% opplgselig
stivelse og 0,5% "Prorich", 1,74% bonittekstrakt, 0,2%
kalsiumkarbonat og 0,05% antiskummemiddel ("KM-72"). Dyr-
kingsmediet ble sterilisert ved 120°C i 30 minutter, av-
kjglt og inokulert med 80 ml av det fgrste inokulumet. Det
inokulerte mediet ble dyrket i 24 timer ved 28°C med omrgr-
ing ved 200 omdr./min. under tilfgrsel av sterilisert luft
i en hastighet p& 50 1/min., hvorved et andre inokulum ble
fremstilt.

300 liter av et dyrkingsmedium som omfattet 3,0%
opplgseliqg stivelse, 0,5% "Prorich", 1,2% maisglutenmel, 0,2%
kalsiumkarbonat og 0,05% antiskummemiddel ("KM-72") ble
tilfgrt en 570 liter stor tank, dyrkingsmediet ble sterili-
sert ved 120°C i 30 minutter, avkjplt og inokulert med 6
liter av det andre inokulumet. Inokulumet ble dyrket ved
28°C i 24 timer med omrgring ved 190 omdr./min. under til-
fgrsel av 300 liter luft pr. minutt. Etter dyrkingen ble
dyrkingsmediet justert til en pH pd 2 med svovelsyre og
sugefiltrert under anvendelse av en filterinnretning ("Hyflo
Super Cell"). Filtratet ble justert til en pH pd 6 med
natriumhydroksyd og sugefiltrert p& nytt, hvorved man fikk
185 liter av et filtrat. Filtratet hadde en inhiberings-

50 pa 0,17 pl/ml.

10 liter aktivkull for kromatografibruk ble til-

satt til 185 liter av filtratet og blandingen ble omrgrt i

aktivitet overfor aminopeptidase B IC

2 timer. Aktivkullet ble fraskilt fra blandingen gjennom
en 200 mesh sikt. Aktivkullet ble sd vasket med 50 liter
vann og tilsatt til 80 liter en 50% vandig opplg¢sening av
aceton justert til en pH pd 2 med saltsyre. Blandingen ble
omrgrt i 2 timer for ekstrahering. Aktivkullet ble fjernet
ved hjelp av en kurvsentrifuge og ekstraktet ble konsentrert
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hvorved man fikk 3,54 liter av et konsentrat. Inhiberings-
aktiviteten overfor aminopeptidase B (ICSO) hos konsentrat-
et var 0,0063 ul/ml.

Eksempel 7

3.54 liter av konsentratet erholdt i eksempel 6
ble ngytralisert med 2N natriumhydroksyd til 5,35 liter av
en vaske. Vasken ble adsorbert pd en 1,7 liters kolonne
med "Amberlite XAD-4" og vasket med vann. Xolonnen ble elu-
ert med 12 liter av en 50% vandig oppl¢sning av aceton og
7 liter av den virksomme fraksjonen ble konsentrert under
redusert trykk, hvorved man fikk 280 ml av et konsentrat.
Inhiberingsaktiviteten overfor aminopeptidase B (ICSO) av
konsentratet var 0,01 pl/ml. Deretter ble konsentratet ad-
sorbert pd en 1,7 liters kolonne med "CM-Sephadex" og vasket
med 6 liter av en 0,05 M vandig opplgsning av natriﬁmkldrid
og 2 liter med 0,05 M sitratbufferopplgsning (pH 4,5). Det
vaskede adsorbatet ble gradienteluert med 6 liter av den
samme bufferopplgsning og 6 liter av den samme bufferopplgs-
ningen inneholdende 0,6 M natriumklorid. I henhold‘til
denne fremgangsmaten ble eluatet samlet opp som fraksjoner
P& 200 ml hver. Arfamenin A fremkom i fraksjonene-nr. 30 -
39 og arfamenin B i fraksjonene nr. 42 - 52. De respektive
fraksjonene ble oppkonsentrert og avsaltet med "Amberlite
XAD-4" hvorved man fikk 85 ml av en arfamenin A-fraksjon
(IC50 = 0,00058 pl/ml) og 43 ml av en arfamenin B-fraksjon

(IC50 = 0,00031 pl/ml).

Eksempel 8

85 ml av arfamenin A-fraksjonen erholdt i eksem-
pel 7 ble adsorbert pa en 240 ml kolonne med "Biogel P-2"
(et produkt fra Bio-lad). Kolonhen ble vasket med 2,5 liter
vann og 1 liter av en 20% vandig opplgsning av metanol, og
eluert med en 0,001 M vandig opplgsning av natriumklorid.
Eluatet ble samlet opp som fraksjoner pd 18 ml hver. Arfa-
menin A fremkom i fraksjonene nr. 7 - 8l. Disse fraksjonene
ble oppkonsentrert, avsaltet med "Amberlite XAD-4" og fryse-
tgrket, hvorved man fikk 1,48 g arfamenin A som et lysegult
Fulver. Dette pulveret haéde en inHdiberingsaktivitet over-
for aminopeptidase B (ICSO) p& 0,030 ug/ml.

FORET N

e gt O T
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Eksempel 9

43 ml av arfamenin B-fraksjonen erholdt i eksem-
pel 7 ble adsorbert p& en 240 ml kolonne med "Biogel P-2"
(Bio-lad's produkt). Kolonnen ble vasket med 2 liter vann
og 1 liter av en 20% vandig opplgsning av metanol, fulgt av
4 eluere den med en 0,005 M vandig opplgsning av natrium-
klorid. Eluatet ble samlet opp som fraksjoner pd 18 ml
hver og arfamenin B fremkom i fraksjonene 6 - 25. Disse
fraksjonene ble oppkonsentrert, avsaltet med "Amberlite XAD-4"
og frysetgrket. Det ble erholdt 1,89 g arfamenin B som et
lysegult pulver. Inhiberingsaktiviteten overfor aminopepti-
dase B (ICSO) av pulveret var 0,019 ug/ml.

Kort beskrivelse av tegningene:

Fig. 1 viser det ultrafiolette absorbsjonsspekteret for
arfamenin A ifglge foreliggende oppfinnelse.
Fig., 2 viser det infrargde absorbsjonsspekteret for arfa-

menin A.

w

Fig. viser NMR-absorbsjonsspekteret for arfamenin A.

Fig. 4 viser det ultrafiolette absorbsjonsspekteret for
arfamenin B ifglge foreliggende oppfinnelse.

Fig. 5 viser det infrargde absorbsjonsspekteret for arfa-
menin B.

Fig. 6 viser NMR-absorbsjonsspekteret for arfamenin B.
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Patentkravw

1.
Fremgangsmdte for fremstilling av en forbindelse med formel

(1)

H2N\E//NH

|
NH
(||3H2\ /R (1)
|
CH2 X
by L,
H2N _ iH e ! e CH2 _— iH —— COOH

hvor R er hydroden eller en hydroksylgruppe, karak-
terisert ved at man dyrker mikroorganismen
Chromobacterium violaceum BMG 361-CF4 i narver av kjente
neringsstoffer ogutvinner forbigdelsen med formel (I) fra

kulturmediet.

2.

Fremgangsmate ifglge krav 1, karakteriserxrt
ved at man anvender et flytende kulturmedium, og at
forbindelsene med formel (I) utvinnes fra kulturmediet
ved adsorbering av et filtrat av kulturmediet pa et van-
lig adsorberingsmiddel og isolering av de ¢nskede for-

bindelsene fra adsorbatet.
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