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Fermentaatiomenetelm& staurosporiinin valmistamiseksi

Tam& keksintd koskee uutta mikrobiologista menetel-
mdd alkaloidiyhdisteen staurosporiinin valmistamiseksi.
Staurosporiini on tunnettu alkaloidiyhdiste, jolla

on seuraavanlainen kaava

OCH3

NH

|

CH3

US-patentissa 4 107 297 esitellddn staurosporiinin
(josta kaytetddn viitteessd nimitystd AM-2282) valmistus

fermentoimalla bakteeria.
Streptomyces staurosporeus uusi laji NRRL 11 184.

Tietoja staurosporiinin molekyylirakenteesta on saatavissa
julkaisusta J. Chem. Soc. Chem. Comm. 1978 (1978) 800 -

801.

Staurosporiinilla tiedet&&dn olevan mikrobeja tuhoa-
va vaikutus (p&dasiallisesti hiivoihin ja sieniin) ja sil-
18 on myos selostettu olevan verenpainetta alentava vaiku-
tus. US-patentissa 4 735 039 ilmoitetaan, ettd staurospo-
riinilla on myds hytnteisi& tuhoava vaikutus.

T&m& keksintd koskee uutta mikrobiologista menetel-
md&d staurosporiinin valmistamiseksi. Uudessa menetelmdsséa

viljellddn staurosporiinia tuottavaa Streptomyces hygro-
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scopicus -kantaa, edullisimmin Streptomyces hygroscopicus
-kantaa C39280-450-9 (ATCC 53730) tai sen staurosporiinia
tuottavaa mutanttia tai muunnosta, vesielatusaineessa,
joka sisdltdsa assimiloituvia hiilen ja typen l&hteitd, ve-
denalaisissa aerobisissa olosuhteissa, kunnes mainittu
organismi on tuottanut riittdvdn mé&drdan staurosporiinia
mainitussa kasvuliuoksessa, ja sitten otetaan staurospo-
riini talteen mainitusta kasvuliuoksesta.

Edullisimpana pidetty t&mdn keksinndén mukainen

staurosporiinia tuottava organismi on uusi Streptomyces

hygroscopicus -kanta, jota nimitet&d&n t&dss8 Streptomyces
hygroscopicus -~kannaksi €39280-450-9. T&m& kanta on eris-
tetty maandytteestsd, joka on otettu Numazu-prefektuurissa
Japanissa. Kannan C39280-450-9 biologisesti puhdas viljel-
mad on talletettu kokoelmaan the American Type Culture Col-
lection, Rockville, Maryland, ja lis&tty heid&n pysyvdan
mikro-organismikokoelmaansa ATCC 53730:nd. T&ta viljelmds,
nimitettynd C39280:ksi, sdilytetddn mybs lepotilassa ole-
vana viljelmd&nd lyofiiliputkissa ja kryogeenisissd@ pul-
loissa kokoelmassa the Bristol-Myers Squibb Pharmaceutical

Research and Development Division Culture Collection, 5

Research Parkway, Wallingford, Connecticut 06492.
Kannalle C39280-450-9 suoritettujen taksonomisten
tutkimusten tulokset osoittavat, ettd kanta on uusi Strep-

tomyces hygroscopicus -kanta. Kannalla C39280-450-9 on

seuraavat ominaisuudet mé&ritettynd kayttden materiaaleja
ja menetelmid, joita ovat kuvanneet Shirling & Gottlieb
(Int. J. Sept. Bacteriology 16 (1966) 313 - 340; ibid. 18
(1968) 69 - 189; ibid. 22 (1972) 265 -394, Staneck & Ro-
berts (Appl. Microbiol. 28 (1974) 226 - 231), K.P. Schaal
(M. Goodfellow ja D.E. Minnikin toimittajat, Chemical Met-
hods in Bacterial Systematics, Academic Press Inc., (1985)
359 - 381).
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Morfologia
Kannan (€39280-450-9 morfologisia ominaisuuksia

ovat: 1) pirstoutumattomien, substraatti~ ja ilmahuovasto-
jen muodostaminen, 2) spiraalimaiset haarautuneista itio-
kannoista muodostuneiden artrosporien ketjut ilmahuovas-
tossa, joissa itidketjuissa on 2 - 6 kierrettd, 3) siled
itidkoristelu.
Viljely- ja fysiologisia ominaisuuksia

Viljelyominaisuuksista, jotka on havaittu deskrip-
tiivisilld kasvualustoilla, on yhteenveto taulukossa 1.
Hygroskooppinen muutos kidy selvdsti ilmi ISP-elatusainees-
sa n:0 4 ja muunnetussa Bennettin elatusaineessa. Liukene-
vaa perunatdrkkelystd ja glukoosia kdytetdidn kasvamiseen.
Inositolin kdyttd on kyseenalaista. Fysiologisista ominai-
suuksista on yhteenveto taulukossa 2.
Soluseindn kemia

Kannan C39280-450-9 kokonaisten solujen hydroly-
saattien analyysi paljasti LL-diaminopimeliinihapon, ga-
laktoosin, riboosin ja mannoosin soluseindn komponenteik-
si, minkd johdosta organismi on mddritelty tyyppia I ole-
van soluseindn omaavaksi. Fosfolipidianalyysi osoitti fos-
fatidyylietanoliamiinin ja fosfatidyyliglyserolin 1l&dsn&-

olon md&rittden fosfolipidirakenteen PII:ksi.



LYY
.
.

¢ see ese
LI

Taulukko 1. Kannan C39280-450-9 viljelyominaisuuksia

Agar-

elatusaine

ISP 2

ISP 3

ISP 4

ISP 5

ISP 6
Isp 7

glukoosi-
asparagiini

Czapekin
sakkaroosi-
nitraatti
ravintoaine
muunnettu

Bennettin

laimea peru-
na-porkkana

ATCC 5

ATCC 172

peruna-
dekstroosi

tomaatti-
mehu

trypsiini-
soijapapu

ksantiini

Kasvu

kohtalaista

hyvaa

kohtalaista

heikkoa

heikkoa
heikkoa

kohtalaista

niukkaa

heikkoa

kohtalaista

heikkoa

kohtalaista

kohtalaista

heikkoa

hyvaa

heikkoa

niukkaa

Kddntb6puolen Ilmahuovasto Pigmentti

vari

variton kohtalainen oksidikel-

tainen, 5C7

varitdn runsas, vaa- ei mitdan
leanharmaa

varitdn niukka, hyg- ei mit&dn
roskooppinen

varitoéon ruskehtavan ei mit&&n
harmaa, 6F2

vaAritén ei mit&an ei mitdan

vadriton ei mitdan el mitdan

kermanva- ei mit&dan ei mit&an

rinen

variton ei mitdian el mitdéan

kellertdvan- ei mitdan ei mit&an

valkea, 3A2

variton kohtalainen, el mitaan
hygroskooppinen
kohtalainen el mitadan
harmaa ja valkea

vdriton kohtalainen, ei mit&é&n
harmaa

varitdn kohtalainen, el mitdan
valkea ja har-
maa, 2Bl

variton melkoinen; ei mitdan
valkea ja
harmaa

harmahtavan ei mit&éan ei mitaan

oranssi, 5B4

kellertdvdan ei mit&dn ei mitdan

valkea, 3A2

kellertdvan ei mitdéan el mitaan

valkea, 3A2
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Vdrien nimet ja numerot teoksesta A. Kornerup ja J.H. Wan-
scher, Reinhold Color Atlas, Reinhold Publishing Corpora-

tion, Kodpenhamina, Tanska, 1961.

Taulukko 2. Kannan C39280-450-9 fysiologisia ominaisuuksia

kasvuléampotila 10 °C - 37 °C
pPH:n sieto 5,5 -9
NaCl:n sieto 1%-83%
gelatiinin nesteytys

tarkkelyksen hydrolyysi +
ureaasi +

maidon koagulointi ~

peptonointi +
nitraatin pelkistys -
lysotsyymi -

Kannan C39280-450-9 morfologiset ominaisuudet ja
solun kemia luokittelevat sen Streptomyces-lajiksi. Jatko-

luokittelun Streptomyces hygroscopicus -lajiksi vahvista-

vat organismin spiraalimaisten itidketjujen ryhmittyminen
ja mydhemmdt hygroskooppiset ominaisuudet.

On selvada, ettd staurosporiinin tuottamiseksi tamdn
keksinn6n mukaan ei tarkoiteta rajoituttavan ylla kuvat-
tuun erityiseen edullisena pidettyyn kantaan. Erityisesti
halutaan ja on tarkoitus sis&llytt&& keksinndén piiriin
muita staurosporiinia tuottavia Streptomyces hygroscopicus
-kantoja, erityisesti talletetun kannan muunnoksia tai mu-

tantteja, jotka on tuotettu kdyttden tunnettuja menetelmia

kuten sateilyttémistd rontgensdteilld tai ultraviolettiva-
lolla, k&sittely& typpisinapeilla, faageille altistamista
ja vastaavia.
Staurosporiinin valmistus

Staurosporiinia voidaan valmistaa tadmidn keksinnédn

mukaan viljelemdlld staurosporiinia tuottavaa Streptomyces

hygroscopicus -kantaa, edullisesti Streptomyces hygrosco-




picus -kantaa, jolla on kannan C39280-450-9 (ATCC 53730)

identifiointiominaisuudet, tai sen mutanttia tai muunnos-

ta, tavanomaisessa vesielatusaineessa. Organismia kasvate-

taan elatusaineessa, joka sisdltdd tunnettuja ravintol&h-

5 teitd actinomyces-bakteereja varten, s.0. assimiloituvia

hiilen ja typen l&hteitd sekd valinnaisia epdorgaanisia

suoloja ja muita tunnettuja kasvutekijoitd. On edullista

kdyttd8 vedenalaisia aerobisia olosuhteita suurten m#drien

antibioottia tuottamiseksi, vaikka rajoitettujen mddrien

10 tuottamista varten voidaan myds kayttdd pintaviljelmid ja

pulloja. Yleiset menetelmdt, joita kdytetd&n muiden acti-

nomyces-bakteerien viljelyyn, sopivat kdytettdviksi té&ssia
keksinndssa.

Elatusaineen tulisi sis&lt&& sopivan hiilen l&hteen

15 kuten sakkaroosia, laktoosia, glukoosia, ramnoosia, fruk-

toosia, glyserolia tai liukoista tarkkelystd. Tulisi myos

kdyttdd assimiloituvaa typen l&hdettd kuten kalajauhoa,

peptonia, maapdhkindjauhoa, puuvillansiemenjauhoa  tai

maissinliotusliuosta. Elatusaineeseen voidaan myds sisdl-

re

lyttdd epdorgaanisia ravintosuoloja tarjoamaan natrium-,

N
o

kalium-, ammonium-, kalsium-, fosfaatti-, sulfaatti-, klo-

. v

.

ridi-, bromidi-, nitraatti-, karbonaatti- ja vastaavia

*® wese scve
-
. .
-

ioneja.

Staurosporiinin tuottaminen voidaan toteuttaa missa

tahansa l&mpdtilassa, joka osaltaan vaikuttaa tuottavan

'l.
N
(]

organismin tyydyttdvaan kasvuun, esim. 10 ° - 37 °C:ssa,

ja suoritetaan sopivasti lampdtilassa noin 28 °C. Fermen-
taatio voidaan suorittaa pulloissa tai tilavuudeltaan eri-
laisissa laboratorio- tai teollisuusfermentoreissa. Kun on

30 maara kdyttidsd sdilicfermentaatiota, on toivottavaa tuottaa
vegetatiivinen istutusmateriaali ravintoliemessd istutta-

A malla pieneen tilavuusm&&rdin viljelyainetta tuottavan or-
ganismin vinopinta- tai lyofilisoitua viljelm&&a. Sen jal-

: keen kun on tdlld tavalla saatu elinkykyinen ja aktiivinen

35 istutusmateriaali, se siirretdidn aseptisesti fermentaatio-
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s84iliddn, johon on pantu tuottoelatusainetta staurosporii-
nin suuressa mittakaavassa tapahtuvaa tuottamista wvarten.
Elatusaine, jossa vegetatiivinen istutusmateriaali valmis-
tetaan, voi olla sama tai erilainen kuin se, jota kayte-
tddn sdilidssd, kunhan se on sellaista, ettd aikaansaadaan
tuottavan organismin hyvd kasvu. Sekoitusta fermentaation
aikana voidaan aikaansaada mekaanisen juoksupy®rédn avulla.
Tarvittaessa voidaan lis&td& vaahdonestoaineita kuten laar-
didljyad tai silikonidljyd&. Antibiootin tuotantoa voidaan
tarkkailla korkeapainenestekromatografia (HPLC) -~analyysin
tai tavanomaisen biologisen madrityksen avulla.

Sen jalkeen kun on aikaansaatu optimaalinen liemen
vdkevyys, staurosporiini voidaan ottaa talteen kasvuliuok-
sesta k&ytt&mdlla tavanomaista uuttamista ja kromatogra-
fiatekniikkoja kuten on kuvattu alla esimerkissd 4.

Té&man keksinndn mukaisen menetelmdn avulla saatu
staurosporiini osoittaa kirjallisuudessa kuvattujen tunne-
tun antibiocotin ominaisuuksien kanssa identtisid ominai-
suuksia.

Seuraavat esimerkit on esitetty ainoastaan t&man
keksinnon valaisemiseksi eikd@ niiden ole tarkoitettu ra-
joittavan keksinndn piiri& miss&ddn suhteessa.

Esimerkki 1
Kannan C39280-450-9 kylmésdilytysviljelmdn valmistus
Kantaa C39280-450-9 s&dilytettiin kylméséilytysvil—

jelmé&nd varastoituna -80 °C:een Revco- ultra-alhaisen l&m-

pbtilan jd&adyttimeen. Kylmdsdilytysviljelmdn valmistami-
seksi kantaa C39280-450-9 siirrettiin koeputkiin ISP-ela-
tusainetta n:o 4 (Difco) sisdltdville agarvinopinnoille.
Agarvinopintaa inkuboitiin 28 °C:ssa 14 pé&ivéan
ajan. Vegetatiivinen viljelmd valmistettiin siirtamalla
pintakasvu vinopintaviljelm&std 500 ml:n erlenmeyerpul-
loon, joka sisdlsi 100 ml seuraavan koostumuksen omaavaa

steriili&d@ kasvatusliuosta
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glukoosi 20 g
peptoni 5g¢g
kalajauhouute 5 g
hiivauute 3 g
CaCo, 4 g

deionoitu vesi riittévasti 1 litraan saakka

Tata kasvavaa viljelm&d inkuboitiin 28 °C:ssa 72
tunnin ajan kiertosekoituslaitteessa, jonka nopeudeksi oli
sdddetty 230 kierrosta minuutissa. Vegetatiivinen viljelmd
sekoitettiin yhtd suuren tilavuusmddridn kanssa kylmdsuoja-
liuvosta, jonka koostumus oli
sakkaroosi 100 g
glyseroli 200 g
deionoitu vesi riittdv&sti 1 litraan saakka

Viiden ml:n annoksia t&t3 seosta siirrettiin ste-
riileihin kryogeenisiin putkiin (Nunc) ja ja&dytettiin
hiilihappojadd-asetonihauteessa. Jdaddytettyjé& vegetatiivi-
sia viljelmid s8ilytettiin sitten -80 °C:ssa Revco- ultra-
alhaisen lampdtilan jaadyttimessa.
Esimerkki 2
Kannan C39280-450-9 vegetatiivisen viljelmé&n valmistus

Vegetatiivinen viljelmd valmistettiin siirté&m&lla

5 ml kylmdsdilytysviljelmdd8 500 ml:n erlenmeyerpulloon,
joka sisdlsi 100 ml steriilid kasvatusliuosta, jonka koos-
tumus o©li sama kuin esimerkissd 1 kuvatun kasvatusliuok-
sen. Kasvavaa viljelm&d& inkuboitiin 28 °C:ssa 72 tunnin
ajan KkKiertosekoituslaitteessa, jonka nopeudeksi oli s&&-
detty 250 kierrosta/min.

Esimerkki 3

Staurosporiinin fermentaatiotuottaminen ravistelupullovil-

jelmdssa

Nelja ml esimerkin 2 menetelmé&n mukaan valmistettua

vegetatiivista viljelmdd istutettiin 500 ml:n erlenmeyer-
pulloihin, joista kukin sisdlsi 100 seuraavan koostumuksen

omaavaa tuotantoelatusainetta:
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glukoosi 30 g

ravintosoija (Nutrisoy) 15 g

CacCo, 4 g

deionoitu vesi riitt&vdsti 1 litraan saakka
Tuotantoviljelmd& inkuboitiin 28 °C:ssa kiertose-

koituslaitteessa, jonka nopeudeksi oli s&ddetty 250 kier-

rosta/min. Staurosporiinin tuotantoa tarkkailtiin HPLC-

analyysin avulla. Suuruudeltaan 130 ug/ml oleva optimi-

tuotto saavutettiin 6 pdivan fermentoinnin kuluttua.

Esimerkki 4

Staurosporiinin erist8&minen ja puhdistaminen

Esimerkin 3 yleisen menetelmidn mukaan saatu taydel-
linen liemi (10 1) suodatettiin k&ytt&en Dicalite- suoda-
tuksen apuainetta. Sen jdlkeen kun huovastoa oli sekoitet-
tu tetrahydrofuraanissa (THF) (2 1litraa) yhden tunnin
ajan, se suodatettiin ja huuhdottiin lisdm&&rillsa asetonia
(1 litra). Suodos vakevditiin alennetussa paineessa vesi-
kerrokseksi, tilavuutta suurennettiin suolavedelld (1 1lit-
ra) ja vesikerrosta uutettiin kloroformilla (1 litra, 2x),
jolloin saatiin 45 g raakaa uutetta.

Seokseen CHC1,-CH,0H-THF (1:1:1 tilavuus/tilavuus)
liukenevat aineet raa'asta uutteesta absorboitiin 16 g:aan
silikageelid (Lichroprep Si 60 40 - 63 pm, EM Science) ja
lisdttiin 150 ml:n VLC (tyhjtnestekromatografia) -suppi-
loon, joka sisdlsi lisdksi 54 g silikageelia. Kdytettiin
heksaani - THF-porrasgradienttia. Puolittain puhdistettu
staurosporiini eluoitui seoksella heksaani-THF (1:4 tila-
vuus/tilavuus). Yhdistetyt fraktiot painoivat kolme gram-
maa.

Lisdpuhdistamista suoritettiin ké&dyttden Sephadex
LH-20:ta. Etufraktio liuotettiin seokseen CHC1,-CH,0H-THF
(1:1:1 tilavuus/tilavuus) ja lisdttiin pylv&dseen, joka
0li tasapainotettu seoksella THF-CHCl, (2:1 tilavuus/tila-
vuus). Virtausnopeus oli 1,3 ml/min. Staurosporiini eluoi-

tui tilavuudessa kolme neljadsosaa pakatun kolonnin tila-
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vuudesta (1,4 g). Tamid materiaali lisdttiin toiseen LH-

20-pylvéédseen, joka oli tasapainotettu THF:1lla. Staurospo-
riini (1,16 g) eluoitui yhdessd pakatun kolonnin tilavuu-
dessa.
Y1ld olevan menetelmd&n avulla saatu staurosporiini
oli kaikissa suhteissa ('H-NMR, *C-NMR, UV, IR, massaspekt-
ri, HPLC RP-C,;) t&ydelleen yhtdl&dinen staurosporiinista
julkaistujen fysikaalis-kemiallisten tietojen kanssa.

e

.
s ses es,
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd@ staurosporiinin tuottamiseksi, t u n-

nettu siitd, ettd viljelldsn staurosporiinia tuotta-

vaa Streptomyces hygroscopicus -kantaa vesielatusaineessa
kunnes mainittu

vedenalaisissa aerobisissa olosuhteissa,
organismi on tuottanut riittdvdn mé8&radn staurosporiinia

mainitussa kasvuliuoksessa, ja otetaan staurosporiini tal-
teen kasvuliuoksesta oleellisesti vapaana samanaikaisesti
tuotetuista aineista.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd organismi on Streptomyces hygrosco-
picus -kanta C39280-450-9 (ATCC 53730) tai sen staurospo-

riinia tuottava mutantti tai muunnos.




PATENTTI-JA REKISTERIHALLITUS TUTKIMUSRAPORTTI

PATENTTIOSASTO
PATENTTIHAK.NRO | LUOKKA TUTKIJA TUTKITUSTULi STATT
P |us
A1695¢ 1P N T
TUTKITUT LUOKAT TUTKITUT MAAT TUTK.
KESK.
FI SE NO DK CH DE WO EP GB US *)
C 0 /I8 | x| X%
C\LN V)26 [ XX %X
PATENTTIVIRASTOJEN LUOKKA HUOM!
JULKAISUT
DUS-A- M 0% 233| Abi£3§ /oo
2)
3) "
4)
5)
6)
7)
8)
9)
*) TUTKIMUS KESKEYTETTY ESTEEN LOYTYMISEN TAKIA

KAANNA!




PATENTTIVIRASTOJEN LUOKKA
JULKAISUT

HUOM!

10)

11)

12)

13)

14)

15)

l6)

17)

18)

19)

MUITA JULKAISUJA / ON-LINE TUTKIMUS, JOS TEHTY (TIETOKANTA,
HAKUSANAT YM.)

Clhotcal Aia&?wxcfs

/06 (1383) Y3 ¥ AA

13, 10. 34

PAIVAYS

HELSINKI

/1&%%15&,£Qévua5:flﬁéi¢g
/

ALLEKIRJOITUS

|

g



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - CLAIMS
	Page 13 - SEARCH_REPORT
	Page 14 - SEARCH_REPORT

