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(67) Sammendrag: 2511-86

1F-220, TF-230 og Tf-240 forbindelser og de tilsvarende
proteinfrie forbindelser fremstilles ved dyrkning af Fuso-
pacterium nucleatum TF-031 (FERM 5077, ATCC 31647) eller
en mutant heraf i et dyrkningssubstrat under anaerobe be-
tingelser, hvorefter et hydrofilt organisk oplosningsmid-
del tilsattes substratet eller den supernatante vaske her-
af. Efter isolering af dct derved fremkomne bundfald eks-
traheres med vand ved pH 7,5-8, og ekstrakten behandles
ved trinvis indstilling af pH til 5,5-6,5, 3,5-4,5 o3 1,5~
2,5, hvorved der dannes bundfald pd deo enkelte trin. Der
oprenses og isoleres fra de enkelte trin eller behandles
til fjernelse af proteindelen til opniclse af ovennzunte
forbindeliser.

forbindelserne er legemidler med carcinostatisk og immu-

nostimulerende virkning.

fortsaettes
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til
fremstilling af hidtil ukendte forbindelser, der udviser
carcinostatiske og immuhostimulerende virkninger, og som
betegnes TF-220, TF-230 og TF-240, og de tilsvarende pro-
teinfrie forbindelser som betegnes TF-320, TF-330 og TF-

340 .

I de senere &r har man i udstrakt grad anvendt lzgemidler

 til patienter med forskellige typer cancer, der bevirker

en forpgelse af vertsorganismens immunologiske aktivitet,
hvorved der opnas en carcinostatisk virkning med hjalp
fra den immunologiske funktion. Som antitumormidler i et
sédant legemiddel kendes forbindelser, der épnés fra for-
skellige bakterieorganismer eller forskellige bakterie-
kulturer eller polysaccharider, der er opndet fra frugt-
legemerne af Basidiomycetes eller dyrkede svampelegemer

heraf.

Man har nu unders¢gt den farmakologiske virkning af den
supernatante vaske, der er opndet ved at dyrke Fusobac-
terium nucleatum TF-031 (FERM 5077; ATCC 31647) og fjerne
organismerne fra kulturen, og har fundet, at en saerlig
komponent, der fas fra den supernatante vaske, udviser en
carcinostatisk virkning. Man har fundet, at komponenten
har en indirekte carcinostatisk virkning ved at forgge
den vartsformidlede antitumorvirkning eller vartens iﬁmu—
nitet og at udnytte denne. Komponenten udviser s&rdeles
lav toxicitet, og den kan opnas ogsd ved at behandle sel-

ve kulturen.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er i overensstemmelse
hermed ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del

anforte.

Fra beskrivelsen til dansk patentans¢gning nr. 3616/80 ma
det endvidere anses for kendt at fremstille en stofblan-
ding betegnet TF-100 eller fraktioner heraf med carcino-
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statiske og immunostimulerende virkninger ved en frem-
gangsmade som er ejendommelig ved at Fusobacterium
nucleatum TF-031] (FERM 5077; ATCC 31647) dyrkes i et
passende naringssubstrat, hvorefter et hydrofilt organisk
oplgsningsmiddel sattes til kulturen eller dennes'super-
natante del. Herefter isoleres det dannede bundfald, og
den vandoplgselige fraktion af bundfaldet isoleres og
underkastes eventuelt efterfplgende dialyse, ultrafiltre-
ring, behandling med ionbytter, udfzldning med barium-
ioner og efterfplgende fjernelse af barium, dialyse og
ultrafiltrering eller den vandoplgselige fraktion tilsat-
tes et kvaternzrt ammoniumsalt, bundfaldet isoleres, og
der dissocieres, idet de ¢nskede fraktioner isoleres pa
det enkelte behandlingstrin.

Opfindelsen beskrives narmere i det fglgende.

Som den anvendte bakterie ved fremgangsmaden ifglge op-
findelsen anvendes Fusobacterium nucleatum TF-031 (FERM
5077; ATCC 31647) og spontane mutanter eller kunstigt mo-
dificerede mutanter heraf med vesentlig samme egenskaber.

De bakteriologiske egenskaber af Fusobacterium nucleatum
TF-031 er fg¢lgende:

(I) Form

(1) celleform: tenformede (fig. 1)
(2) cellernes polymorphisme: ingen
(3) bevagelighed: ingen

(4) sporer: ingen

(5) gramfarvning: gram-negativ

(6) syreresistens: negativ

(II) Vakstbetingelser i et dyrkningssubstrat:
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TF-a agarplade og skraagardyrkningssubstrat
Ydre form: rund

St¢rrelse: ca. 1 mm

Udvakst: halvkugleformet

Struktur: dugdrdbeagtig

Overflade: glat

Kanter: glat

Farve: melkeagtig gullighvid
Gennemskinnelighed: uigennemsigtig

TF-a flydende dyrkningssubstrat

Vakst: kraftig

Turbiditet: koagulering

Bundfald: intet

overfladevakst: ingen, ingen vakst til en dybde pa
ca. 5 mm

Gasudvikling: ingen

(1I1) Fysiologiske egenskaber

(1)
(2)
(3)
(4)
(5)
(6)
(7)
(8)
(9)
(10)
(11)
(12)

Produktion af hydrogensulfid: +

Reduktion af nitrater: -

Produktion af smgrsyre: +

Produktion af indol: +

Urease: -

Katalase: -

Stivelseshydrolyse: -

Oxygenkrav: anaerob

Produktion af ammoniak: +

Produktion af carbondioxid: +

vakstomrade: pH 5,0-8,5, temperatur 30-45 °C
Produktion af gas fra sukkerarter: L-arabinose (-),
D-xylose (-), D-glucose (-), D-mannose (-), D-fruc-
tose (-), D-galactose (-), maltsukker (-), sucrose
(-), trehalose (-), sorbitol (-), mannitol (-), ino-
sitol (-), glycerol (-), stivelse (-).



10

15

20

25

30

35

DK 165641 B

Forbindelserne betegnet TFQZZO, TF-230, TF-240, TF-320,
TF-330 og TF-340 fremstilles pa f¢lgende made:
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Ovennavnte produktionsmetode beskrives nedenfor:

-

(1) Dyrkning af bakterier

Dyrkning af Fusobacterium nucleatum TF-031 udf¢gres pa al-
mindelig mdde til dyrkning af anaerobe bakterier. Dvs.,
et dyrkningssubstrat indeholdende en nitrogenkilde som
f.eks. oksehjerne-hjerteekstrakter, forskellige peptoner
eller lignende; en vitaminkilde som f.eks. gerekstrakt
eller lignende; et uorganisk salt som f.eks. natriumchlo-
rid eller lignende; en carbonkilde som f.eks. glucose,
lactose eller lignende; et reducerende middel som f.eks.
L-cystin, mnatriumsulfit, thioglycolat eller 1lignende,
indstilles til en pH-verdi pa 6-8,5, fortrinsvis 6,5-7,5,
og bakterierne udsdes pa/i dyrkningssubstratet, hvorefter
steady-state-dyrkning udfpres under anaerobe betingelser
ved 30-42 °C, fortrinsvis 32-37 °C i 1-5 dage, fortrins-
vis 24-96 timer. Specielt er det ¢nskeligt at anvende
dyrkningssubstraterne beskrevet i tabel 1 (i det efter-
fplgende omtalt som TF-dyrkningssubstrat). Imidlertid er
hjerne-hjerte-infusionssubstratet, der er et oksehjerne-
hjerte-ekstrakt, ikke altid ne¢dvendigt som nitrogenkilde,
og det kan erstattes med et hjerteinfusionssubstrat, der
er et oksehjerteekstrakt, ke¢dekstrakt, fiskeekstrakt,
majsstobevaeske eller lignende. Blandt de forskellige pep-
toner, er proteosepepton og phytonpepton ikke altid n¢d-
vendige, og trypticasepeptonen kan erstattes med polypep-
ton.

Dersom agar ikke anvendes, er det en fordel at omrgre

kulturen.
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(2) Indsamling af den supernatante vaske fra kulturen

(fjernelse af organismerne)

Organismerne fjernes fra den ovennavnte opndede kultur
for at opnd en supernatant vaske. For at fjerne organis-
merne kan en almindelig metode som centrifugering og fil-
trering anvendes, idet der bruges en filterhjalp som
f.eks. Hyflo-Super-Cel, og specielt foretrazkkes en cen-
trifugeringsmetode af driftsmzssige hensyn pa grund af
mengden af fjernede organismer og udbyttet af den super-

natante vaske.

(3) Opsamling af carcinostatisk forbindelse TF-220, TF-
230, TF-240, TF-320, TF-330 og TF-340

(i) (a) Pa dette tidspunkt indstilles den supernatante
vaeske eller kulturen fortrinsvis til pH 1,5-7, fortrins-
vis i nazrheden af pH 2 (pH 1,5-2,5). Et hydrofilt orga-
nisk opl@sningsmiddel sattes til den ovennavnte superna-
tante veske eller kultur, og det dannede bundfald opsam-
les. Hydrofile organiske opl¢sningsmidler omfatter f.eks.
alkoholer som ethanol eller methanol, ketoner som f.eks.
acetone, idet alkoholerne, specielt ethanol, giver det
bedste resultat. Det hydrofile organiske opl¢sningsmiddel
settes fortrinsvis til pad en sadan made, at Kkoncentra-
tionen af dette bliver 30-80 rumfang-%, specielt 50-80
rumfang-%. Efter tilsztningen af det hydrofile organiske
oplgsningsmiddel, henstar den fremkomne blanding ved lav
temperatur, fortrinsvis ved ca. 5 °C, i flere timer til
adskillige dage, for at fuldende dannelsen af bundfaldet.

Det sdledes dannede bundfald fraskilles ved almindelige
metoder som f.eks. dekantering, centrifugering eller fil-

trering.

(b) Til det ovenfor fraskilte bundfald sattes vand sad-
vanligvis i en mangde pé'5—20 gange bundfaldets, og bund-
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faldet fraskilles afhangigt af pH. Specielt udferes denne

procedure som fglger:

(b-1) Det under (a) opndede bundfald tilsattes separat
vand sadvanligvis i en mangde pad 5-20 gange bundfaldets.
Blandingen indstilles til pH 7,5-8. Efter eventuel fjer-
nelse af den uoplgselige del, indstilles blandingen til
ner pH 6 (5,5-6,5). De fremkomne vanduopl¢selige og vand-

" oplgselige dele skilles fra hinanden ved en almindelig

metode som f.eks. centrifugering eller filtrering. Den
sadledes opnaede vanduoplgselige del (TF-220) har de i ta-
bel 2 angivne egenskaber.

(b-2) Den vandoplgselige del fraskilt ovenfor under (b-1)
indstilles til ner pH 4 (3,5-4,5). Bundfaldet og den op-
ndede vandoplgselige del skilles fra hinanden ved en al-
mindelig metode som f.eks. centrifugering eller filtre-
ring. Det opndede bundfald (TF-230) har de i tabel 2 an-

givne egenskaber.

(b-3) Den under (b-1 eller b-2) fraskilte vandople¢selige
del indstilles til nar pH 2 (1,5-2,5), hvorved der dannes
et bundfald. Bundfaldet skilles fra den vandoplg¢selige
del ved almindelige metoder som f.eks. centrifugering el-
ler filtrering. Det fremstillede bundfald (TF-240) har de

i tabel 2 angivne egenskaber.

De sdledes opndede carcinostatiske forbindelser TF-220,
TF-230 og TF-240 kan hver flere gange underkastes samme
fraktionering afhangig af pH for at renses. De sdledes
opndede carcinostatiske forbindelser kan hver omdannes
ved almindelige metoder til farmaceutisk acceptable salte
heraf som f.eks. alkalimetalsalte som natriumsalte eller
kaliumsalte og jordalkalimetalsalte, som f.eks. magne-

siumsalte eller calciumsalte.
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(1i) De under (i) opndede fraktioner, TF-220, TF-230 og
TF-240 underkastes hver proteinfjernelsesbehandling wved
almindelige metoder, hvorved der opnas TF-320, TF-330 og
TF-340. For at fjerne protein kan der anvendes fremgangs-
mader, der er velkendte inden for fagomradet, og éarligt
foretrukken er en metode, der nedbryder med proteolytiske
enzymer. Dersom det ¢nskes, at fjernelsen af protein ud-
fgres ved en behandling med et proteolytisk enzym, er det
tilstrazkkeligt, at hver af de under (i) ovennavnte opna-
ede fraktioner med carcinostatisk virkning oplgses eller
opslemmes i vand eller en pufferoplgsning, at den frem-
komne opl¢sning eller suspension tilsattes et proteinned-
brydende enzym, og at enzymbehandlingen udfgres pa sad-
vanlig made.

Som proteolytiske enzymer kan navnes pronase, papain,
trypsin, chymotrypsin og lignende. Pronase og trypsin
foretrazkkes. Det foretrakkes inden eller under enzym-
behandlingen, at den vandige oplg¢sning indstilles til og
holdes ved pH 7-8. Til dette formdl kan anvendes natrium-
hydroxid, kaliumhydroxid, natriumcarbonat, natriumhydro-
gencarbonat og lignende. For at forhindre nedbrydning af
reaktionsblandingen under enzymbehandlingen er det en
fordel at tilsatte en lille mazngde af et organisk oplgs-
ningsmiddel som f.eks. chloroform, toluen eller lignende.
Enzymet anvendes sadvanligvis i en mangde pa& ca. 1-2
vagt-% baseret pad vagten af pulveret (torstof), der skal
underkastes enzymbehagdlingen.

Den ovennavnte enzymbehandling udfgres sadvanligvis ved
30-40 °C i 1-72 timer, fortrinsvis 24-48 timer. Den kan
ogsa udfgres ved f.eks. fgrst at tilsatte ca. 1 vagt-% af
et enzym til pulveret (t¢rstof), og underkaste pulveret
(torstoffet) for enzymbehandling i 1-24 timer og herefter
yderligere tilsatte ca. 1 vagt-% af enzymet igen for
yderligere at enzymbehandle.
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Efter ovennavnte enzymbehandling fjernes uoplgselige dele
eventuelt ved en behandling som f.eks. centrifugering el-
ler filtrering, hvorefter der fra den sdledes opnaede
vandoplgselige del opsamles de pagzldende fraktioner af
de carcinostatiske forbindelser TF-320, TF-330 og TF-340.
P4 denne made kan TF-320 fds fra TF-220, TF-330 fra TF-
230 og TF-340 fra TF-240. Isoleringen af TF-320, TF-330
og TF-340 kan udfgres ved i det mindste én fraktione-
ringsmetode afhangig af pH, separat udfaldning med et hy-
drofilt organisk oplgsningsmiddel, ved fraktionering med
en ionbytter eller ved ultrafiltrering. Eventuelt kan én
eller flere af disse behandlinger gentages flere gange.
De carcinostatiske forbindelser TF-320, TF-330 og TF-340
fads specielt ved at indstille den ovennavnte vandopl¢gse-
lige dels pH til fortrinsvis en pH-verdi pa ikke over 2,5
(eventuelt kan trichloreddikesyre tilszttes), fjerne det
fremkomne bundfald, tilsatte den oplgselige del et hydro-
filt organisk opl¢sningsmiddel som f.eks. en alkohol, sa-
ledes at koncentrationen af denne bliver 30-80 rumfang-%,
fortrinsvis 60-80 rumfang-%, opsamle det fremkomne bund-
fald, der er en fraktion af den omhandlede forbindelse,
og herefter eventuelt behandle dette bundfald med en
stark anionbytterharpiks som f.eks. Dowex@ 1, AmberliteQ
IRA-400 eller lignende (denne behandling kan udfores fle-
re gange) for at opsamle de uadsorberede fraktioner,
eventuelt underkaste fraktionerne ultrafiltrering (f.eks.
Toyo Ultrafilter UK-50 [molekylvagtsafskering: 50 000]
eller Toyo Ultrafilter UK-200 [molekylvegtsafskering:
20 000]), og herefter underkaste dem f.eks. Kkoncentre-
ring, afsaltning, te¢rring eller udfzldning fra et hydro-
filt organisk oplg¢sningsmiddel eller lignende. De sdledes
opndede carcinostatiske forbindelser TF-320, TF-330 og
TF-340 har de i tabel 2 angivne egenskaber.

De carcinostatiske forbindelser TF-320, TF-330 og TF-340
kan omdannes til farmaceutisk acceptable salte heraf ved
almindelige metoder. Specielt skal f.eks. navnes alkali-
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metalsalte som f.eks. natriumsalte eller kaliumsalte og
jordalkalimetalsalte som f.eks. magnesiumsalte eller cal-
ciumsalte som eksempler pd farmaceutisk acceptable salte.
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De farmakologiske virkninger af de carcinostatiske for-
bindelser TF-220, TF-230, TF-240, TF-320, TF-330 og TF-
340 er som beskrevet nedenfor. I de f¢lgende farmakolo-
giske fors¢g opnéedes forsgpgsforbindelsen TF-220 som be-~-
skrevet i eksempel 1, TF-230 som beskrevet i eksempel 3,
TF-240 som beskrevet i eksempel 5, TF-320 som beskrevet i
eksempel 6, TF-330 som beskrevet i eksempel 7 og TF-340

som beskrevet i eksempel 8.

(1) Immunostimulerende virkning

Tre ICR-stamme mus (hunmus 6 uger gamle) anvendtes for
hver gruppe. Hver af forsggsforbindelserne oplgstes i en
fysiologisk saltoplegsning, og 0,2 ml af hver af de frem-
stillede opl¢sninger administreredes intraperitonealt til
musene. 24 timer efter administreringen injiceredes 0,2
ml af en carbonsuspension fremstillet ved at blande 1 ml
Pelikan blzk 17 sort (fremstillet af Gilinther-Wagner Co.,
Ltd.) med 2 ml af en fysiologisk saltopl¢sning indehol-
dende 3 vagt-% gelatine intravengst i musens hale, og 1,
5, 10 og 15 minutter efter injektionen opsamledes 0,02 ml
af blodet fra ¢jenhulen under anvendelse af et hemato-
kritkapiller bekladt med heparin, og der fortyndedes
straks og hamolyseredes med 1,6 ml af en 0,1 vagt-% van-
dig natriumcarbonatopl¢sning. Denne opl¢sning underkaste-
des kolorimetrisk bestemmelse ved 675 nm, og det phago-
cytotiske indeks (K-verdi) bestemtes ud fra ligningen be-
skrevet af Halpern et al.

Til musene i kontrolgruppen administreredes 0,2 ml af en
fysiologisk saltople¢sning.

log C0 - log C

t - to
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hvori C., = carbonpulverindhold i blodet til tiden to, og

o

C =.carbonpulverindholdet i blodet til tiden t.

Resultaterne er vist i tabel 3-5.

TABEL 3
Forbindelse Dosis Gennemsnits K-vaerdi
(mg/kg)
TF-220 1,5 0,1087 + 0,0346
3 0,1292 + 0,0289
TF-230 5 0,1028 + 0,0175
10 0,1194 + 0,0334
TF-240 5 0,1109 + 0,0250
10 0,1127 + 0,0496
Kontrol - 0,0348 + 0,0037
TABEL 4
Forbinaelse Dosis Gennemsnits K-verdi
(mg/kg)
TF-320 0,1 0,0468 + 0,0123
1l 0,0715 + 0,0040
TF-330 0,1 0,0601 + 0,0098
1 0,0965 + 0,0102
Kontrol - 0,0295 + 0,0007




10

15

20

25

30

35

DK 165641 B

21
TABEL 5
Forbindelse Dosis Gennemsnits K-verdi
(mg/kg)
TF-340% 5 0,1292 + 0,0229
10 0,1001 + 0,0295
Kontrol - 0,0408 + 0,0016

*Bemezrkning: Forsgget udf¢rtes pa en gruppe bestdende af
4 mus.

(2) Carcinostatisk virkning

(i) Antitumorvirkning over for Ehrlich tumor ascites

Ehrlich tumor ascitesceller indspre¢jtedes intraperitone-~
alt i ICR-stamme mus (hunmus, 6 uger gamle) i en mangde
pad 1 x 105 celler pr. mus. Herefter oplgstes hver af for-
spgsforbindelserne i fysiologisk saltoplgsning, og 0,2 ml
af hver af de fremstillede opl¢sninger administreredes
intraperitonealt til musene en gang om dagen i 7 pad hin-
anden f¢lgende dage fra den f¢rste dag efter indspr¢jt-
ning af tumorcellerne. Til kontrolgruppen administreredes
0,2 ml fysiologisk saltople¢sning pd samme mdde som be-

skrevet ovenfor.
Resultaterne er angivet i tabel 6 og 7.

Overlevelsesdage for musene i en grup-
pe til hvilken, der er administreret
fors¢pgsforbindelse x 100 (%)

T/C =
Overlevelsesdage for mus i kontrolgruppen
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(ii) Antitumorvirkning over for Sarcoma-180 celler

-

(a) Sarcoma-180 celler transplanteredes intraperitonealt
i ICR-stamme mus (hunmus, 6 uger gamle) i en mangde pa 1
X 105 celler pr. mus. Derefter oplgstes hver af forsggs-
forbindelserne i fysiologisk saltople¢sning og 0,2 ml af
hver af de fremstillede oplgsninger administreredes in-
traperitonealt til musene en gang om dagen i 7 pa hinan-
den fglgende dage fra den fgrste dag efter transplante-
ringen af carcinomacellerne. Til kontrolgruppen admini-
streredes 0,2 ml af en fysiologisk saltopl¢sning pa samme
made. Resultaterne er vist i tabel 8.
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(b) Sarcoma-180 celler transplanteredes subcutant i arm-
hulen pd ICR-stamme mus (hunmus, 6 uger gamle) i en mang-
de pd 1 x 107 celler pr. mus. Herefter oplgstes fors¢gs-
forbindelserne i fysiologisk saltoplgsning eller i en 5%
vandig glucoseopl¢sning, og 0,2 ml af hver af de frem-
stillede oplg¢sninger administreredes intravengst eller
intramuskulart i musene en gang om dagen i 7 p& hinanden
folgende dage fra f¢grste dag efter indtransplanteringen
af carcinomacellerne. Til kontrolgrupperne administrere-
des 0,2 ml af en 5% vandig glucoseoplg¢sning eller en fy-
siologisk saltopl¢sning pé samme made som omtalt ovenfor.
Resultaterne er vist i tabel 8-(2).

Tumorvegt hos mus i en gruppe til
hvilken, der er administreret

Tv (%) = 100 x forsggsforbindelse

Cv Tumorvagt hos mus i kontrolgruppen
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(iii) Antitumorvirkning over for Ehrlich faste tumor

Ehrlich tumorceller transplanteredes subcutant i armhulen
pad ICR-stamme mus (hunmus, 6 uger gamle) i en mangde pd 4
X 106 celler pr. mus. Herefter oplgstes hver af forse¢gs-
forbindelserne i en fysiologisk saltoplg¢sning eller 5%
vandig glucoseopl¢sning, og 0,2 ml af hver af de frem-
stillede opl¢sninger administreredes intraperitonealt til
musene en gang om dagen i 7 pad hinanden fglgende dage fra
den forst dag for indtransplanteringen af tumorcellerne. -
Til kontrolgrupperne administreredes 0,2 ml af en fysio-
logisk saltopl¢sning eller en 5% vandig glucoseopl¢sning
péd samme made som ovenfor. Vagten af hver tumor bestem-
tes. Vagtbestemmelsen af tumoren udf¢rtes ved at male ho-
veddiameteren (a mm) og den mindre diameter (b mm) ved
hjzlp af en skydelare og erstatte vaerdierne for a og b
med fgplgende ligning:

Tumorens vagt = a x b2

2

(mg)

Resultaterne er angivet i tabel 9.
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(iv) Antitumorvirkning over for B-16 melanomceller

(a) B-16 melanomceller transplanteredes subcutant i arm-
hulen pa BDFl—stamme mus (hanmus, 7 uger gamle) i en

mengde pa 1 x 106

celler pr. mus. Herefter oplgstes hver
af fors¢gsforbindelserne i en fysiologisk saltoplgsning,
og 0,2 ml af hver af de fremstillede oplg¢gsninger admini-
streredes intraperitonealt til musene en gang om dagen i
7 pd hinanden fglgende dage fra den 1. dag efter ind-
transplanteringen af tumorcellerne. Til kontrolgruppen
administreredes 0,2 ml af en fysiologisk saltople¢sning pa
samme made. Vagten af tumorerne bestemtes pad 17. eller
23. dag efter indtransplantering af tumorcellerne. Be-
stemmelsesmetoden var som ovenfor (iii). Resultaterne er

vist i tabel 10.

TABEL 10
Forbin- Dosis (mg/kg x Gennemsnit- Tv/Cv. (%)
delse antal admini- lig tumor-
streringer vagt (g)
TF-220 1,5x 7 3,92 + 2,29 82
3x7 3,69 + 0,81 77
TF-230 5x 7 3,21 + 0,64 67
10 x 7 3,71 + 1,08 77
TF-240 5x 7 3,78 + 1,26 79
10x 7 4,00 + 1,36 84
Kontrol - 4,76 + 0,68 100

Bemzrkninger: Gennemsnitstumorvagtene for TF-220 til TF-
240 bestemtes den 17. dag efter
indtransplanteringen af tumorcellerne.
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(3) Akut toxicitet

-

LDSO—vardierne for mus (ICR-stamme, hunmus, 6 uger gamle,

intravengs administrering) er vist i tabel 11.

TABEL 11
Forbindelse LD50 (mg/kg)
TF-220 >200
TF-230 >100
TF-240 >200
TF-340 ' >200

som det fremgdr af de ovennavnte farmakologiske forse¢g,
er forbindelserne TF-220, TF-230, TF-240, TF-320, TF-330
og TF-340 vardifulde som carcinostatiske midler, hvorfor
de kan forventes at have virkning over for forskellige
cancer-sygdomme og at udvise bemzrkelsesvardige virk-
ninger over for specielt faste cancere. Alle forbindel-

serne havde udmzrkede virkninger.

TF-220, TF-230, TF-240, TF-320, TF-330 og TF-340 for-
bindelserne kan anvendes i forskellige farmaceutiske
dosisformer som perorale lazgemidler, som injektioner el-
ler suppositorier, idet den foretrukne form er som injek-
tion. Dersom de anvendes som perorale lzgemidler, kan
disse indeholde forskellige hjalpestoffer og foreligge
som kapsler, tabletter, pulvere eller granuler. Dersom de
omhandlede forbindelser anvendes som injektioner, kan
disse foretages subcutant, intramuskulart eller intrave-
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ngst, og de kan anvendes som en suspension, en oplg¢sning
eller et pulver, der oplgses i saltvand, eller en oplegs-
ning, der ved brugen indeholder glucose eller et lokal-

anestetikum.

Dosis af TF-220, TF-230, TF-240, TF-320, TF-330 og TF-340
udvalges afhazngigt af patientens tilstand, sk¢nt det szd-
vanligvis er fordelagtigt at administrere disse i en
voksendosis pa 0,005 til 50 mg/kg én gang om dagen eller
flere gange om dagen afhengig af administreringsméaden,
idet de fortrinsvis administreres subcutant, intramusku-
lart eller intravengst eller som injektion i den angrebne
del.

Opfindelsen forklares nazrmere i detaljer nedenfor, idet
der henvises til eksemplerne og de medfglgende tegninger,

hvor

fig. 1 viser et mikroskop-fotografi, der angiver formen
af Fusobacterium nucleatum TF-031, der anvendes ved frem-

gangsmaden if¢lge opfindelsen;

fig. 2 viser et infrar¢gdt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-220 fremstillet i eksempel
1, der omtales nermere nedenfor;

fig. 3 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-
bindelsen;

fig. 4 viser et infrar¢dt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-230 fremstillet i eksempel
3, der omtales nedenfor;

fig. 5 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-

bindelsen;
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fig. 6 viser et infrargdt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-240 fremstillet i eksempel
5, der omtales narmere nedenfor;

fig. 7 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-

bindelsen;

fig. 8 viser et infrare¢dt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-320 fremstillet i eksempel

6, der omtales narmere nedenfor;

fig. 9 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-

bindelsen;

fig. 10 viser et vaskechromatografi med he¢j ydeevne af

forbindelsen;

fig. 11 viser et infrar¢dt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-330 fremstillet 1 eksempel

7, der omtales nazrmere nedenfor;

fig. 12 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-

bindelsen;

fig. 13 viser et vaskechromatografi med he¢j ydeevne af

forbindelsen;

fig. 14 viser et infrargdt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-330 (renset) fremstillet i
eksempel 7, der omtales narmere nedenfor;

fig. 15 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-

bindelsen;

fig. 16 viser et infrargdt absorptions-spektrum af den
carcinostatiske forbindelse TF-340 fremstillet i eksempel
8, der omtales nzrmere nedenfor:
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fig. 17 viser et ultraviolet absorptions-spektrum af for-

bindelsen; og

fig. 18 viser et vaskechromatografi med h¢j ydeevne af

forbindelsen.
EKSEMPEL 1

(1) I en 10 liters forgaringsbeholder (fremstillet af
Marubishi Rika Kenkyusho) anbragtes 8 liter af et TF-e
dyrkningssubstrat indeholdende 17 g trypticase pepton, 10
g hjerteinfusion, 3 g garekstrakt, 7,5 g natriumchlorid,
12 g glucose, 10 g lactose, 0,1 g natriumsulfit og 0,5 g
natrium-thioglycolat, pr. liter destilleret vand. Dyrk-
ningssubstratet steriliseredes i 30 minutter ved 120 °C.
Efter afke¢ling af dyrkningssubstratet, ledtes nitrogengas
genném dette med en hastighed pa 100 ml/min. i en time. I
dyrkningssubstratet udsdedes 1 liter af en fordyrket kul-
tur af Fusobacterium nucleatum TF-031 (FERM-5077, ATCC-
31647) fremstillet forud ved at dyrke kulturen i et TF-e
dyrkningssubstrat, der havde ovennavnte sammensztning.
Cellerne dyrkedes 3 dage ved 37 °C under omr¢ring (30 om-
r¢ringer pr. minut), medens der tilf¢rtes nitrogengas med
en hastighed pa 65 ml/min. Efter dyrkningen sattes til
kulturen 160 g Celite® og 80 g cellulose-~pulver, og blan-
dingen omrgrtes og filtreredes under reduceret tryk,
hvorved der opnaedes 7,8 liter af en bakteriefri super-
natant vaske af kulturen. '

(2) Til 7,8 liter af ovennavnte supernatante vaske sattes
117 ml koncentreret saltsyre for at indstille vaskens pH
til 2,0, hvorefter 11,7 liter ethanol tilsattes for at
danne en 60% vandig ethanol-opl¢sning, der herefter hen-
stod 24 timer ved 4 °C. Herefter fjernedes den superna-
tante vaske ved dekantering, og den tilbageblevne del
underkastedes centrifugering (6 x 103 omdrejninger pr.
minut i 5 minutter) ved 4 °C for at opsamle bundfaldet.
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Dette bundfald vaskedes med 400 ml af en 60% vandig etha-
noloplgsning, der havde en pH-vardi pa 2,0, 400 ml etha-
nol, 200 ml acetone og 200 ml diethylether i navnte rak-
kefolge, og der t¢rredes ved reduceret tryk, hvorved op-
ndedes 4,9 g af et pulver.

(3) Det under (2) ovenfor fremstillede pulver opslammedes
i 49 ml vand. pH af den fremstillede suspension indstil-
ledes til 7,5 til 8,0 ved at tilsaztte 1 N vandig natrium-
hydroxidople¢sning, og efter omr¢ring i 30 min. ved stue-
temperatur, tilsattes 1 N saltsyre for at indstille pH af
oplgsningen til 6,0. Efter omrgring i 2 timer under isaf-
kopling underkastedes blandingen herefter centrifugering
(1 x 104 omdrejninger pr. minut, 10 min.) for at skille
bundfaldet fra den supernatante vaske. Dette bundfald
vaskedes med 5 ml vand, der havde en pH-vardi pa 6,0, og
bundfaldet skiltes fra vaskevandet ved centrifugering (1
X 104 omdrejninger pr. minut, 10 min.). Bundfaldet vaske-
des med 10 ml ethanol og te¢rredes under reduceret tryk,
hvorved der opndedes 1,8 g af den carcinostatiske forbin-

delse TF-220.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-220 havde
de i tabel 2 viste egenskaber. Det infrar¢de absorptions-
spektrum og det ultraviolette absorptions-spektrum af
forbindelsen er vist i henholdsvis fig. 2 og 3.

EKSEMPEL 2

(1) I en 10 liters forgaringsbeholder anbragtes 8 liter
af et TF-d dyrkningssubstrat indeholdende 17 g trypti-
casepepton, 20 g hjerteinfusion, 3 g garekstrakt, 7,5 g
natriumchlorid, 12 g glucose, 10 g lactose, 0,1 g na-
triumsulfit og 0,5 g natriumthioglycolat pr. liter de-
stilleret vand. Dyrkningssubstratet steriliseredes 30 mi-
nutter ved 120 °C. Efter afke¢ling af dyrkningssubstratet
ledtes nitrogengas gennem dette i 1 time med en hastighed
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pd 100 ml/minut. I dyrkningssubstratet udsaedes 1 liter
af en fordyrket kultur af Fusobacterium nucleatum TF-031
(FERM-5077, ATCC-31647) forud fremstillet ved at dyrke i
et TF-d dyrkningssubstrat med samme sammensztning som
ovenfor. Cellerne dyrkedes i 5 dage ved 37 °C under om-
roring (30 omdrejninger pr. min.), medens der tilledtes
nitrogengas med en hastighed pd 65 ml/minut. Efter dyrk-
ning tilsattes dyrkningsopl¢sningen 160 g Celite® og 80 g
cellulosepulver, og den fremkomne blanding omr¢rtes og
filtreredes under reduceret tryk, hvorved der opnaedes
7,8 liter af den bakteriefri supernatante vaske af kultu-
ren.

(2) Til 7,8 liter af ovennavnte supernatante vaeske sattes
117 ml koncentreret saltsyre for at indstille den super-
natante vaskes pH til 2,0. Herefter sattes 11,7 1liter
ethanol til den supernatante vaeske for at opnd en 60%
vandig ethanolopl¢sning, der herefter henstoed i 24 timer
ved 4 °C.

Den oplgste del underkastedes derefter dekantering, og
den tilbageblevne del centrifugeredes (6 x 103 omdrej-
ninger pr. minut, 5 minutter) ved 4 °C for at opsamle
bundfaldet. Dette bundfald vaskedes med 400 ml af en 60%
vandig ethanolopl¢sning, der havde en pH pa 2,0, 400 ml
ethanol, 200 ml acetone og 200 ml diethylether i navnte
rakkefplge, og der t¢rredes ved reduceret tryk, hvorved
der opndedes 5,07 g pulver.

Det sdledes opnaede pulver behandledes som beskrevet i
eksempel 1 (3), hvorved der opndedes 1,9 g af den car-
cinostatiske forbindelse TF-220.

Den saledes fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-
220 havde de i tabel 2 angivne egenskaber. Det infrargde
absorptionsspektrﬁm og det ultraviolette absorptionsspek-
trum var meget ner identiske med de, der opnaedes for den
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fremstillede forbindelse i eksempel 1.

-

EKSEMPEL 3

(1) I en 10 liters forgaringsbeholder anbragtes 8 liter
af et TF-e dyrkningssubstrat med samme sammensatning som
i eksempel 1. Dyrkningssubstratet steriliseredes i 30 mi-
nutter ved 120 °C. Efter afke¢ling af dyrkningssubstratet
ledtes nitrogengas gennem dette i 1 time med en hastighed
pd 100 ml/minut. I dyrkningssubstratet udsaedes 1 liter
af en fordyrket kultur af Fusobacterium nucleatum TF-031
(FERM-5077, ATCC-31647), der var fremstillet forud ved at
dyrke bakterien i et TF-e dyrkningssubstrat med samme
sammensatning som ovenfor. Cellerne dyrkedes i 2 dage ved

37 °C under omr¢ring (30 omdrejninger pr. minut), medens

der tilf¢rtes nitrogengas med en hastighed pad 65 ml/-
minut. Efter dyrkning af Kkulturen tilsattes 160 g
Celitee og 80 g cellulosepulver, og den fremkomne blan-
ding omrgrtes og filtreredes under reduceret tryk, hvor-
ved der opndedes 7,8 liter af en bakteriefri supernatant

vaske af kulturen.

(2) Til 7,8 liter af den supernatante vaske fremstillet
ovenfor under (1) sattes 117 ml Koncentreret svovlsyre
for at indstille pH af vasken til 2,0. Herefter tilsattes
11,7 liter ethanol til den supernatante vaske for at dan-
ne en 60% vandig ethanoloplgsning, der herefter henstod i
24 timer ved 4 °C, indtil bundfaldet var faldet fuldstan-
dig til ro. Den supernatante vaske fjernedes herefter ved
dekantering, og den tilbageblevne del centrifugeredes (6
X 103 omdrejninger pr. minut, 5 minutter) ved 4 °C for at
opsamle bundfaldet. Dette bundfald vaskedes med 400 ml af
en 60% vandig ethanolopl¢sning med en pH-verdi pa 2,0,
400 ml ethanol, 200 ml acetone og 200 ml diethylether i
nevnte rzkkefplge, og der t¢rredes ved reduceret tryk til

opndelse af 2,73 g af et pulver.
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(3) Det under (2) fremstillede pulver opslazmmedes i 25 ml
vand. Den fremstillede suspensions pH indstilledes til
7,5 til 8,0 ved tilsatning af 1 N vandig natriumhydroxid-
oplgsning, og suspensionen omr¢rtes ved stuetemperatur i
30 minutter, hvorefter 1 N saltsyre tilsattes for at ind-
stille pH til 6,0. Herefter omr¢rtes suspensionen under
isafke¢ling. i 2 timer, hvorefter der centrifugeredes (1 x
104 omdrejninger pr. minut, 10 minutter) for at skille
bundfaldet fra den supernatante vaske. Bundfaldet vaske-
des med 5 ml vand med pH 6,0, og bundfaldet fraskiltes
vaskevandet ved centrifugering (1 x 104 omdrejninger pr.
minut, 10 minutter). Vaskevandet og den ovennazvnte super-
natante vaske sloges sammen, og den fremkomne opl¢sning
henstod, efter at pH var indstillet til 4,0 ved tilszt-

.ning af 1 N saltsyre, ved en temperatur pa& ikke mere end

5 °C i 12 timer, hvorefter der centrifugeredes (1 x 104

omdrejninger pr. minut, 10 minutter) for at skille bund-
faldet fra den supernatante vaske. Bundfaldet vaskedes
med 15 ml vand med pH pd 4,0, og bundfaldet fraskiltes
vaskevandet ved centrifugering (1 x 104 omdrejninger pr.
minut, 10 minutter), og bundfaldet vaskedes med 10 ml
ethanol, hvorefter der t¢rredes under reduceret tryk til
opndelse af 0,58 g af den carcinostatiske forbindelse TF-
230.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-230 havde
de i tabel 2 viste egenskaber. Det infrargde absorptions-
spek%rum og det ultraviolette absorptionsspektrum er vist
i henholdsvis fig. 4 og 5.

EKSEMPEL 4

(1) I en 10 liters forgaringsbeholder anbragtes 8 liter
af et TF-d dyrkningssubstrat med samme sammensaztning som
1 eksempel 2. Dyrkningsssubstratet steriliseredes 30 mi-
nutter ved 120 °C. Efter afke¢ling af dyrkningssubstratet
ledtes nitrogengas gennem dette i 1 time med en hastighed
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pd 100 ml/minut. I dyrkningssubstratet udsdedes 1 liter
af en fordyrket kultur af Fusobacterium nucleatum TF-031
(FERM-5077, ATCC-31647) forud fremstillet ved at dyrke i

‘et dyrkningssubstrat med samme sammensatning. Cellerne

dyrkedes 2 dage ved 37 °C under omrg¢ring (30 omdrejninger
pr. minut), idet der tilledtes nitrogengas med en hastig-
hed pa 65 ml/minut. Efter dyrkningen tilsattes kulturen
160 g CeliteQ og 80 g cellulosepulver, og den fremkomne

“blanding omr¢rtes og filtreredes under reduceret tryk,

hvorved der opndedes 7,8 liter af en bakteriefri super-

natant vaske af kulturen.

(2) Til 7,8 liter af den supernatante vaske fremstillet
ovenfor under (1) sattes 117 ml koncentreret saltsyre for
at indstille den supernatante vaskes pH til 2,0. Herefter
sattes 11,7 liter ethanol til den supernatante vaske for
at fa& en 60% vandig ethanolopl¢sning, der herefter hen-
stod ved 4 °C i 24 timer. Den supernatante del fjernedes
derefter ved dekantering, og den tilbageblevne del cen-
trifugeredes (6 x 103 omdrejninger pr. minut, 5 minutter)
ved 4 °C for at opsamle bundfaldet. Dette bundfald vaske-
des med 400 ml af en 60% vandig ethanolopl¢sning med pH
pad 2,0, 400 ml ethanol, 200 ml acetone og 200 ml diethyl-
ether i navnte razkkefglge, og der t¢rredes under reduce-
ret tryk, hvorved der opndedes 3,15 g pulver.

(3) Det under (2) fremstillede pulver behandledes pa sam-
me made som i eksempel 3 (3), hvorved der opndedes 0,8 g
af den carcinostatiske forbindelse TF-230. Den saledes
fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-230 havde de
i tabel 2 viste egenskaber. Det infrargde absorptions-
spektrum og det ultraviolette absorptionsspektrum var i
det vaesentlige identisk med spektrene opnaet for den
fremstillede forbindelse i eksempel 3.
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EKSEMPEL 5

(1) I 25 ml vand opslammedes 3,9 g af pulveret fremstil-
let pd samme made som i eksempel 1 (1) og (2). Ved til-
setning af 1 N vandig natriumhydroxidopl¢sning indstille-
des den fremkomne suspensions pH til 7,5 til 8,0, og ef-
ter omr¢gring af suspensionen ved stuetemperatur i 30 mi-
nutter indstilledes pH atter til 6,0 ved tilsetning af 1
N saltsyre. Efter omr¢ring i 2 timer med isafke¢ling cen-
trifugeredes suspensionen (1 x 104 omdrejninger pr. mi-
nut, 10 minutter) for at skille bundfaldet fra den super-
natante vaske. Bundfaldet vaskedes med 5 ml vand med pH
pa 6,0, og bundfaldet fraskiltes vaskevandet ved centri-
fugering (1 x 104 omdrejninger pr. minut, 10 minutter).
Dette vaskevand og den ovennavnte supernatante vaske slo-
ges sammen og underkastedes behandlingen under (2) neden-
for. Bundfaldet vaskedes med 10 ml ethanol, og der t¢rre-
des under reduceret tryk, hvorved der opndedes 1,06 g af
den carcinostatiske forbindelse TF-220.

Den sadledes fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-
220 havde de i tabel 2 viste egenskaber. Det infrarede
absorptionsspektrum og det ultraviolette absorptionsspek-
trum var i det vasentlige identisk med spektrene opnaet
for forbindelsen fremstillet i eksempel 1.

(2) Den forenede oplgsning bestdende af den supernatante
veske og vaskevandet opndet under (1) ovenfor, tilsattes
1 N saltsyre for at indstille pH til 4,0, hvorefter blan-
dingen henstod i 12 timer ved ikke mere end 5 °C. Dernast
centrifugeredes blandingen (1 x lO4 omdrejninger pr. mi-
nut, 10 minutter) for at skille bundfaldet fra den super-
natante vaske. Bundfaldet vaskedes med 5 ml vand med pH
4,0, og bundfaldet og vaskevandet centrifugeredés (1 x
104 omdrejninger pr. minut, 10 minutter). Vaskevandet
sloges sammen med den ovennavnte supernatante vaske, og
underkastedes behandlingen beskrevet nedenfor under (3).
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Bundfaldet vaskedes med 5 ml ethanol, og der t¢rredes un-
der- reduceret tryk, hvorved der opndedes 0,48 g af den
carcinostatiske forbindelse TF-230.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-230 havde
de i tabel 2 viste egenskaber. Det infrargde absorptions-
spektrum og det ultraviolette absorptionsspektrum var i
det vasentlige identisk med spektrene opnaet for forbin-
delsen fremstillet i eksempel 3.

(3) Til den forenede opl¢sning bestdende af den superna-
tante vaeske og vaskevandet opndet ovenfor under (2) sat-
tes 1 N saltsyre for at indstille pH til 2,0, og blan-
dingen henstod i 2 timer under isafkeling. Blandingen
centrifugeredes (6 x 103 omdrejninger pr. minut, 10 mi-
nutter) for at skille bundfaldet fra den supernatante
veske. Bundfaldet vaskedes med 3 ml vand med pH pd 2,0,
og bundfaldet og vaskevandet centrifugeredes (6 x 103 om-
drejninger pr. minut, 10 minutter). Bundfaldet vaskedes
med 5 ml ethanol, og der t¢rredes under reduceret tryk,
hvorved der opndedes 0,10 g af den carcinostatiske for-
bindelse TF-240.

Den saledes fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-
240 havde de i tabel 2 viste egenskaber. Det infrargde
absorptionsspektrum og det ultraviolette absorptionsspek-
trum er vist i henholdsvis fig. 6 og 7.

EKSEMPEL 6

(1) I 10 ml vand opslezmmedes 1 g af den carcinostatiske
forbindelse TF-220 fremstillet som beskrevet i eksempel 5
(1). Til den fremstillede suspension sattes 1 N vandig
natriumhydroxidopl¢sning under omrgring for at indstille
pH til 7,8. Blandingen opvarmedes til 37 °c, og der til-
sattes 15 mg "Pronase" E og flere drdber toluen. Under
omr¢ring enzymbehandledes blandingen ved en pH-vaerdi pa
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7,8 til 8,0 ved 37-40 °C i 24 timer. Efter behandlingen
centrifugeredes blandingen (4000 omdrejninger pr. minut,
10 minutter) for at skille bundfaldet fra den supernatan-
te veske. Til bundfaldet sattes 3 ml vand med pH 8,0, og
blandingen centrifugeredes (4000 omdrejninger pr. minut,
10 minutter) for at skille bundfaldet fra wvaskevandet.
Vaskevandet og den supernatante vaske sloges sammen, og
til opl¢sningen sattes 1 N saltsyre for at indstille pH
til 2,0, hvorved der dannedes et bundfald. Blandingen
henstod ved 5 °C i 12 timer, og herefter centrifugeredes
(1 x 104 omdrejninger pr. minut, 10 minutter) for at
skille bundfaldet fra den supernatante vaske. Til bund-
faldet sattes 3 ml vand med pH 2,0, og blandingen centri-
fugeredes (1 x 104 omdrejninger pr. minut, 10 minutter)
for at skille bundfaldet fra vaskevandet. Dette vaskevand
og ovennavnte supernatante vaske sloges sammen, og etha-
nol sattes til opl¢sningen til dannelse af en 80% vandig
ethanoloplgsning. Den vandigé ethanoloplesning omrgrtes 2
timer under isafke¢ling, hvorefter den centrifugeredes
(4000 omdrejninger pr. minut, 10 minutter) for at skille
bundfaldet fra den supernatante veske. Bundfaldet wvaske-
des med 5 ml 80% vandig ethanolople¢sning og 5 ml ethanol
i nevnte razkkefglge, og herefter t¢rredes under reduceret
tryk, hvorved der opnaedes 163 mg af den carcinostatiske
forbindelse TF-320.

I 5 ml vand oplgstes 150 mg af ovennavnte pulver, og den
fremstillede opl¢gsning indstilledes +til pH pa 7,0 ved
tilsetning af 1 N wvandig natriumhydroxidopl¢sning. Den
fremstillede opl¢sning hzldtes pa en s¢jle pakket med 25
ml Amberlite® IRA 400 forud indstillet til OH-typen med 1
N vandig natriumhydroxidopl¢sning. Herefter ledtes 100 ml
vand gennem s¢jlen. Alle eluaterne sloges sammen, og 1 N
saltsyre tilsattes for at indstille pH til 7,0. Opl¢s-
ningen Kkoncentreredes under reduceret tryk, og herefter
filtreredes der gennem et Millip_ore® filter med en pore-~
diameter pa 0,3 um, hvorefter der fryset¢rredes til op-
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ndelse af 110 mg af den frysetgrrede carcinostatiske for-
bindelse TF-320.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-320 havde
de i tabel 2 angivne egenskaber, og saccharidindholdet
heraf var sadvanligvis ca. 20-60% udtrykt som glucose.
Det infrar¢de absorptionsspektrum, det ultraviolette ab-
sorptionsspektrum og high performance vaeskechromatografi
af en typisk forbindelse er vist i henholdsvis fig. 8, 9
og 10.

(2) I 50 ml vand oplgstes 100 mg af den ovennavnte car-
cinostatiske forbindelse TF-320, og den fremstillede op-
lg¢sning koncentreredes til en koncentration pd 100 gange
den oprindelige under anvendelse af "Ultrafilter" UK-50.
Dette koncentrat filtreredes gennem et Milliporee filter
med en porediameter pad 0,2 um, og herefter fryset¢rredes
til opndelse af 72 mg af den rensede, fryset¢rrede car-
cinostatiske forbindelse TF-320. Den fremstillede rensede
carcinostatiske forbindelse TF-320 havde de i tabel 2 an-
givne egenskaber, og saccharidindholdet heraf var sadvan-
ligvis ca. 16 til 30% udtrykt som glucose.

EKSEMPEL 7

(1) I 5 ml vand opslemmedes 0,48 g af den carcinostatiske
forbindelse TF-230 fremstillet som beskrevet i eksempel 5
(2). Til suspensionen sattes 1 N vandig natriumhydroxid-
oplgsning under omrgring for at indstille pH til 7,8.
Blandingen opvarmedes til 37 °C, og der tilsattes 5,0 mg
"Pronase" E og flere drdber toluen. Under omrystning en-
zymbehandledes blandingen ved en pH-verdi pa 7,8 til 8,0
ved 37-40 °C i 24 timer. Efter behandlingen centrifugere-
des blandingen (4000 omdrejninger pr. minut, 10 minutter)
for at skille bundfaldet fra den supernatante vaske. Til
bundfaldet sattes 3 ml vand med pH pa 8,0, og blandingen
centrifugeredes (4000 omdréjninger pr. minut, 10 minut-
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ter) for at skille bundfaldet fra vaskevandet. Dette
vaskevand og ovennavnte supernatante vaeske sloges sammen,
og til oplg¢sningen sattes 1 N saltsyre for at indstille
pH til 2,0, hvorved der dannedes et bundfald. Denne blan-
ding henstod 12 timer ved 5 °C, hvorefter der centrifuge-
redes (1 x 104 omdrejninger pr. minut, 10 minutter) for
at skille bundfaldet £fra den supernatante vaske. Til
bundfaldet sattes 3 ml vand med pH pd 2,0, og blandingen
centrifugeredes (1 x 104 omdrejninger pr. minut, 10 mi-
nutter) for at skille bundfaldet fra vaskevandet. Dette
vaskevand og den ovennavnte supernatante vaske sloges
sammen, og til opl¢sningen sattes ethanol til opndelse af
en 80% vandig ethanolopl¢sning. Den vandige ethanoloplgs-
ning omr¢grtes 2 timer under isafke¢ling, og herefter cen-
trifugeredes (4000 omdrejninger pr. minut, 10 minutter)
for at skille bundfaldet fra den supernatante vaske.
Bundfaldet vaskedes med 5 ml af en 80% wvandig ethanol-
oplgsning og 5 ml ethanol i navnte razkkefgplge, og her-
efter t¢rredes under reduceret tryk, hvorved der opndedes
100 mg af den carcinostatiske forbindelse TF-330.

I 5 ml vand oplgstes 100 mg af ovennavnte pulver, og den
fremstillede opl¢snings pH indstilledes til 7,0 ved til-
setning af 1 N vandig natriumhydroxidopl¢sning. Den frem-
stillede opl¢sning hazldtes pa en s¢jle pakket med 15 ml
Amberlite® IRA 400, der var forud indstillet til OH-typen
med 1 N vandig natriumhydroxidopl¢sning. Herefter ledtes
60 ml vand gennem s¢jlen. Alle eluaterne sloges sammen,
og der indstilledes til en pH-vardi pd 7,0 ved tilsatning
af 1 N saltsyre. Opl¢gsningen koncentreredes under reduce-
ret tryk og filtreredes gennem et Millipore® filter, der
havde en porediameter pa 0,3 um, og til slut frysetg¢rre-
des, hvorved der opndedes 70 mg af den frysetgrrede car-
cinostatiske forbindelse TF-330.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-330 havde
de i tabel 2 viste egenskabef. Det infrar¢gde absorptions-
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spektrum, ultraviolette absorptionsspektrum og high per-

‘formance vaskechromatogrammet er vist i henholdsvis fig.

11, 12 og 13.

(2) I 50 ml vand oplgstes 70 mg af den ovennavnte car-
cinostatiske forbindelse TF-330, og den fremstillede op-
lpsning koncentreredes 100 gange under anvendelse af
"Ultrafilter" UK-50. Dette koncentrat filtreredes gennem
et Millipore0 filter, der havde en porediameter pa 0,2
um, og herefter frysetgrredes, hvorved opnadedes 49 mg af
den rensede, frysetgrrede carcinostatiske forbindelse TF-

330.

Den rensede carcinostatiske forbindelse TF-330 fremstil-

"let pa denne made havde de i tabel 2 angivne egenskaber,

og saccharidindholdet heraf var sadvanligvis ca. 16-30%
udtrykt som glucose. Det infrargde absorptionsspektrum og
det ultraviolette absorptionsspektrum af en typisk TF-330
er vist i henholdsvis fig. 14 og 15. ’

EKSEMPEL 8

I 10 ml vand opslammedes 0,9 g af den carcinostatiske
forbindelse TF-240 fremstillet pa samme made som beskre-
vet i eksempel 5 (3), og 1 N vandig natriumhydroxid sat-
tes til den fremstillede suspension under omr¢ring for at
indstille pH til 7,8. Efter opvarmning til 37 °C sattes
til suspensionen 9 mg "Pronase" E og flere draber toluen
i navnte rakkefglge. Den fremstillede blanding enzym-
behandledes under omrystning ved 37 °C til 40 °C ved en
pH-vardi pa 7,8 til 8,0 i 24 timer. Blandingen centrifu-
geredes (4000 omdrejninger pr. minut, 10 minutter) for at
skille bundfaldet fra den supernatante vaske. Til bund-
faldet sattes 3 ml vand med pH pd 8,0, og den fremstille-
de suspension centrifugeredes (4000 omdrejninger pr. mi-
nut, 10 minutter) for at skille bundfaldet fra vaskevan-~

det. Vaskeople¢sning og ovennavnte supernatante vaeske slo-
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ges sammen, og til den forenede opl¢gsning sattes 1 N
saltsyre for at indstille pH til 2,0, hvorved der danne-
des et bundfald. Den fremkomne opslamning henstod 12 ti-
mer ved 5 °C, hvorefter der centrifugeredes (1 x 104 om-
drejninger pr. minut, 10 minutter) for at skille bundfal-
det fra den supernatante vaske. Til bundfaldet sattes 5
ml vand, der havde en pH-vardi pa 2,0, og den fremstil-
lede suspension centrifugeredes (1 x 104 omdrejninger pr.
minut, 10 minutter) for at skille bundfaldet fra wvaske-
oplgsningen. Vaskeoplgsningen og ovennavnte supernatante
veske sloges sammen, og til opl¢sningen sattes ethanol
til opndelse af en 80% vandig ethanoloplg¢sning. Den van-
dige ethanolopl¢sning omr¢rtes 2 timer under isafke¢ling,
hvorefter der centrifugeredes (1 x 104 omdrejninger pr.
minut, 10 minutter) for at skille bundfaldet fra den su-
pernatante vaske. Bundfaldet vaskedes med 5 ml 80% vandig
ethanoloplgsning og 5 ml ethanol i navnte razkkefplge, og
der t¢rredes under reduceret tryk til opnéelse af 170 mg
af den carcinostatiske forbindelse TF-340.

I5 hl vand oplgstes 150 mg af dette pulver, og den frem-
stillede opl¢snings pH indstilledes til 7,0 ved tilsat-
ning af 1 N vandig natriumhydroxidopl¢sning. Opl¢sningen
hzldtes pa en s¢jle pakket med 25 ml Amberlite® IRA 400
forindstillet til OH-typen under anvendelse af 1 N vandig
natriumhydroxidopl¢sning. Herefter ledtes 100 ml vand
gennem s¢jlen, og alle eluaterne sloges sammen og ind-
stilledes til pH pad 7,0 ved tilsztning af 1 N saltsyre.
Den opndede oplegsning koncentreredes under reduceret tryk
og filtreredes gennem et Millipore® filter, der havde en
porediameter pad 0,3 um, hvorefter der fryset¢rredes til
opnaelse af 110 mg af den fryset¢grrede carcinostatiske
forbindelse TF-340.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-340 havde
de i tabel 2 angivne egenskaber, og det infrar¢de absorp-
tionsspektrum, ultraviolette absorptionsspektrum og high
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performance vaskechromatogrammet er vist i henholdsvis
fig. 16, 17 og 18.

"EKSEMPEL 9

0,9 g af den carcinostatiske forbindelse TF-240 fremstil-
let som beskrevet i eksempel 5 (3) behandledes som be-
skrevet i eksempel 8, hvorved der opndedes 115 mg fryse-

t¢rret carcinostatisk forbindelse TF-340.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-340 havde
de i tabel 2 angivne egenskaber, og det infrar¢gde absorp-
tionsspektrum, ultraviolette absorptionsspektrum og high
performance vaskechromatogram var i det vasentlige iden-
tisk med resultaterne opnaet for forbindelsen fremstillet

i eksempel 8.

EKSEMPEL 10

0,9 g af den carcinostatiske forbindelse TF-240 fremstil-
let i eksempel 5 (3) behandledes som beskrevet i eksempel
8, bortset fra at (a) enzymbehandlingen udf¢rtes under
anvendelse af 9 mg trypsin (fremstillet af Difco) i ste-
det for "Pronase" E og (b) efter enzymbehandlingen ind-
samledes bundfaldet fra den vandoplg¢selige del med en pH
pd 2,0 under anvendelse af en 60% vandig ethanolopl¢sning
i stedet for en 80% vandig ethanolopl¢sning. Herved op-
ndedes 105 mg frysetg¢rret carcinostatisk forbindelse TF-

340.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-340 havde
de i tabel 2 angivne egenskaber, og det infrar¢gde absorp-
tionsspektrum og ultraviolette absorptionsspektrum var i
det vasentlige identisk med spektrene opndet for forbin-

delsen i eksempel 8.
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EKSEMPEL 11

Den carcinostatiske forbindelse TF-240 fremstillet i ek-
sempel 5 (3) underkastedes samme enzymbehandling som i
eksempel 8, hvorefter der i stedet for opsamling af bund-
faldet fra den vandoplgselige del med'pH pa 2,0 opsamle-
des bundfald ved tils@tning af 40% trichloreddikesyre til
en trichloreddikesyrekoncentration pa 10%. Herved danne-
des en vandoplgselig del, der omdannedes til en 80% van-
dig ethanoloplg¢sning, hvorefter samme behandlinger som i
eksempel 8 udfgrtes til fremstilling af 99 mg fryset¢rret
carcinostatisk forbindelse TF-340.

Den fremstillede carcinostatiske forbindelse TF-340 havde
de i tabel 2 angivne egenskaber, og det infrar¢de absorp-
tionsspektrum, ultraviolette absorptionsspektrum og high
performance vaskechromatogrammet var i det vasentlige
identisk med resultaterne opndet for forbindelsen frem-
stillet i eksempel 8.

PREPARATIONSEKSEMPEL 1

En fortyndet vandig natriumhydroxidople¢sning sattes til 2
til 3 mg af den carcinostatiske forbindelse TF-220, sa-
ledes at der dannes en opl¢sning med pH pa 7,0 til 7,5.
Den vandoplgselige del af den resulterende ople¢sning fyl-
des i en ampul og fryset¢rres. Denne oplgses, nar den
skal bruges, i en steriliseret fysiologisk saltopl¢sning,
en 0,5% lidocaineopl¢sning, en 5% vandig glucoseopl¢gsning
eller lignende, og den resulterende opl¢sning bruges som
en injektion. '

PREPARATIONSEKSEMPEL 2

En fortyndet vandig natriumhydroxidople¢sning sattes til 1
mg af den carcinostatiske forbindelse TF-230, saledes at
der dannes en oplg¢sning med pH pa 7,0 til 7,5. Denne op-



10

15

20

25

30

35

DK 165641 B

49

l¢sning anbringes i en ampul og fryset¢rres. Den oplg¢gses,
nar-den skal bruges, i en steriliseret fysiologisk salt-
opl¢sning, en 0,5% lidocaineopl¢sning, en 5% vandig glu-
coseopl¢sning eller lignende, og den resulterende oplgs-

ning bruges som en injektion.

PREPARATIONSEKSEMPEL 3

En fortyndet vandig natriumhydroxidopl¢sning sattes til 1
mg af den carcinostatiske forbindelse TF-240, sdledes at
der dannes en oplgsning med pH pad 7,0 til 7,5, og oplgs-
ningen anbringes i en ampul og frysetgrres. Den oplgses,
nadr den skal bruges, i en steriliseret fysiologisk salt-
oplgsning, en 0,5% lidocaineople¢sning, en 5% vandig glu-
coseoplesning eller lignende, og den resulterende oples-

ning bruges som en injektion.

PREPARATIONSEKSEMPEL 4

En vandig oplgsning med pH pd 7,0 til 7,5 indeholdende
den carcinostatiske forbindelse TF-320 anbringes i en am-
pul og frysetg¢rres, sdledes at der dannes frysetgrret
carcinostatisk TF-320 praparater indeholdende 0,5 eller 1
mg. Dette oplgses, nar det skal bruges, i en steriliseret
fysiologisk saltopl¢sning, en 0,5% lidocaineopl¢sning, en
5% vandig glucoseoplgsning eller lignende, og den resul-

terende ople¢sning bruges som injektion.

PREPARATIONSEKSEMPEL 5

En vandig opl¢sning med pH pd 7,0 til 7,5 indeholdende
den carcinostatiske forbindelse TF-330 fyldes 1 en ampul
og frysetgrres, sdledes at der opnds frysetg¢rret carcino-
statisk TF-330 praparater med 0,5 eller 1 mg. Dette op-
lpses, nar det skal bruges, i en steriliseret fysiologisk
saltopl¢sning, en 0,5% lidocaineoplg¢sning, en 5% vandig
glucoseoplgsning eller lignende, og den resulterende Op-
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l¢sning bruges som en injektion.

-

PREPARATIONSEKSEMPEL 6

En vandig opl¢sning med pH pa 7,0 til 7,5 indeholdende
den carcinostatiske forbindelse TF-340 fyldes i ampul og
fryset¢rres, saledes at der opnas frysetprret carcinosta-
tisk TF-340 prazparater indeholdende 0,5 eller 1 mg. Dette
oplgses, nadr det skal bruges, i en steriliseret fysiolo-
gisk saltopl¢sning, en 0,5% lidocaineopl¢sning, en 5%

+ vandig glucoseoplgsning eller lignende, og den resulte-

rende oplgsning bruges som en injektion.
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Patentkravwv:

g - - — ——— o~ O " > =

1. Fremgangsmade til fremstilling af carcinostatiske og
immunostimulerende forbindelser betegnet TF-220, TF-230
og TF-240 eller de tilsvarende proteinfrie forbindelser
betegnet TF-320, TF-330 og TF-340, kende tegnet
ved, at bakterien Fusobacterium nucleatum TF-031 (FERM
5077, ATCC 31647) eller en mutant heraf med i det vasent-
lige samme egenskaber dyrkes i et dyrkningssubstrat inde-
holdende nitrogenkilder, carbonkilder, vitaminkilder, re-
ducerende midler og uorganiske salte, med eller uden
agar, under anaerobe betingelser, hvorefter et hydrofilt
organisk opl¢sningsmiddel, eventuelt efter fraskillelse
af bakteriecellerne, sattes til substratet eller dettes
supernatante vaske, og det fremkomne bundfald isoleres og
ekstraheres med vand ved pH 7,5 til 8, hvorpd ekstrakten
behandles ved trinvis indstilling af pH til 5,5 til 6,5,
3,5 til 4,5 og 1,5 til 2,5, idet de ved hver pH~vaerdi
dannede bundfald fraskilles og yderligere renses Og oOm
¢nsket underkastes en proteinfjernende behandling.

2. Fremgangmadde ifglge krav 1, k e n d e t e gnet
ved, at den proteinfjernende behandling udfgres med et
proteolytisk enzym.

3. Fremgangsmade ifplge krav 2, k end e t e gnet
ved, at enzymbehandlingen er en behandling med pronase

eller trypsin.

4. Fremgangsmade ifglge et vilkadrligt af kravene 1-3,
kendetegnet ved, at det hydrofile organiske
oplgsningsmiddel, der tilsazttes den supernatante vaske,

er en alkohol.

5. Fremgangsmade ifglge et vilkarligt af kravene 1-4,
kendetegnet ved, at dyrkningen udfgres ved 32-
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37 °C i 1-4 dage i et dyrkningssubstrat med en pH-vardi
pa 6,5-7,5.

6. Fremgangsmdde ifglge krav 4, k e nd e t e gne t
ved, at pH af den supernatante vaske indstilles til 1,5-
2,5; at en alkohol tilsattes, saledes at koncentrationen
af denne i den fremstillede opl¢sning er 50-70 rumfang-%.
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