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- - REF.: File 2121.

Esta invencidn se refiere a un nuevo compuesto

"con actividad bioldgica, el cual de ahora en .adelante se ci

tarsd como sustancia FR-900156, y a sus sales farﬁaceﬁticameg
te aqeptables, junto con un procedimiento de preparacién de
ios mismos y junto con una composicién farmaceutica que los
contenga. Mds particularmente se refiere z una nueva sustan-
cia FR-900156 y a éu sales farmacedticamente aceptables que
tienen actividades potenciadoras de la respuesta inmune y
sistema reticuloendotérico y por tanto son Utiles para, por
ejemplo, el tratamiento terapeﬁtico de enfermedades infeccio
sas causadas éor microorganismo patbgenos y del cancer en
seres humanos y animales, junto con un procedimiento de pre
paracién del mismo ¥y con composiciones farmaceidticas gue lo
contienen.

Segin esto, un objeto de esta invenciéu es pro-
porcionar un nuevo compuesto, sustancia FR-900156, y sus sa
les farmacedticamente aceptables que scn Utiles para el tra
tamiento terapevtico de enfermedad infecciosa causada por
microorganismos patégenos, especialmente bacterias gram-ne
pativas y bacterias gram-vositivas y hongos, y de cancer en
seres humanos y animales.

Otro objeto de esta invencidn es proporcionar un
procedimiento para la preparacién de la sustancia FR-9001%56
por fermentacidén de una estirpe que produce sustancia FR-

900156 perteneciente al género Cireptomyces - en un medio nu

triente.

s ademds otro objeto de esta invencidn propor-
cionar una composicidn farmacedtica que contiene un ingcre-
diente eficaz, la sustancia FR-300156 o sus sales farmacel-

ticamente aceptables.
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Atn otro objeto de esta invencidn es proporcio-
nar un.método de uso de la sustancia FR-900156 o sus sales
farmaceﬁticamente aceptables para el tratamiento teraﬁedtico
de enfermedades infecciosas causadas por bacterias y del .
céncer en ﬁamiferos. | '

La sustancia FR-900156 de ésta invencidn puede
producirse por fermentacién de una estirpe productora de
sustancia FR-900156 gue pertenece al généro Strentomveces tal

como Strentomyces olivaceogriseus, Sirentomyvces violaceus y

similares en un medio nutriente.

LOS MICRCORGANTSHNOS

El microorganismo que puede emplearse pars la
produccidn de la sustancia FR-900156 es una estirpe que per-
tenece al género Streptomyces, entre los cuales ha sido ais-
lzda recientemente una estirpe de Streptomyces olivacsogri-
seus y Streptomyces violaceus a partir de una muestra del
suelo como estirpe adecuada de produccién de sustancia FR-
900156 qﬁe pertensce al ~énero Streptomyces.

Ha de entenderse que, para la produccién de la

_sugtancia TR-900156, esta invencidn no queda limitads al

empleo de un organismo particular como el agui descrito, que
se da solamente con propdsitos ilustrativos. Esta invencidn
taﬁbién incluye el empleo de cualquier mutante que sea ca-
paz de producir la sustancia FR-900156, incluyendo los mu-
tantes naturales que se producen por mutacidén natural de
los orgenismo asf como los mutantes artificiales que puecden
producirse a partir de los organismos descritos por medios
convencionales tales como rayos-X, radiacién ultravioleta,
aceites de mostazas nitrogenadas y similares. |

I. Re. Streptomyces olivaceogriseus nov. sp.C-333:
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El Streptomyces olivaceogriseus nov. sp.C-353
se ha aislado de una muestra de suelo recogida en la Prefec
tura de Kochi, Japén, y depositada y affadida a unha coleccidn
de cultivo que forma wn material permanente de la America
Type Culture Collection con el numero ATCC 31427.

" El Streptomyces olivaceogriseus nov. sp.C-353
(ATCC 31427) tiene las siguientes caracteristicas murfoldgi
cas, de cultivo y fisioldgicas.

(1) Caracteristicas morfoldgicas:

Se han realizado observaciones microscdpi-
cas sobre cultivos que han crecido de 10 a 14 dias soore
agar nitrato de éacarosa, agar glicerina-asparagina, &agar
extracto de levadura de cerveza, agar harina de avena, agar
sales inorgénicas de almiddn y aéar Bennett. La morfologia
de los esporoforos se ha observado sobre cultivos er placas
no perturbadas.

1. Tipo de cepas de hyfas que forman esporas:

Cepas monopédicas
2. Forma de hyfas que forman esporas:
Reticuloabiertas
(espirales cerradas, lazos)
3. Mimero de esporas:
5 - 20 esporas

4. Apariencia de la superficie y tamafio de

esporas

Lisa

0,6 - 1,2 x 1,0 - 1,9 micras

N
.

Dxistencia de zoosporas:

No se ha observado
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6. Existencia de esporangio:
No se ha observado.
7. Pormacién de esporas:
En nicelio aéreo
8.  Fragmentado del micelio substrato:
No se ha observado
(2) Caracteristicas del éultivo:
Las observaciones siguientes se han rea-
lizado sotre cultivos sesgados que han crecido en diversos

medios a 30%C durante 10-14 dias.
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Color Qe la Lado reverso
medio masa aerea de la colcnia
Agar amarillo rilido

Mitrato de ningunec © reguefias
gacarosa muy tenue, colonias
polvoriento TR
Apar gris claro = - emarillo pglido
Glucosa~ gris verdoso, . a pardo amzrillen
asparagina polvoriento to, pequefizs
--+-colonias
Agar tenue, polvo- -vs>pardo amarillen-—
Glicerina- riento gris . to pélido,
asparaging ¢laro -- pequeflas colonias
Agar gris oliva, " vardo amarillo
- rd . v
Sales inorga- polvoriento -grisdceo,
nicas de Pequefias colorias
almidén
Agar gris oliva _pardo amarillen
Tirosina claro, tenue .- To, peauefias
polvoriento ‘colonias
Agar amarillo pdli-
Nutriente ninguno do, plano
Agar ‘pardo amarillen

Extracto de

gris verdoso

to, colonins

levadura de polvoriento con surcos
cerveza
Agar gris claro a incoloro, -
Harina de gris verdoso, pequeilas
avens -polvoriento colonias
Agar con incoloro a
hierro ninmmno amarillo pidlido
Peptona~ gun con ligeros
levadura surcos
Glucosa-pep T incoloro a
tona ! blanco, amarillo pdlido
punzada de = polvoriento colonias con
gelatina ; tenue surcos
| blanco incoloro,
Leche : muy Tenue crecimiento en
: polvoriento anillos suvner-

ficiales




Lzdo reverso
de la colcnila

Pigmento
soluble

amarillo rZlido
Tegueiias
colonias

W

amarillo v£lido

a pardo am=zrillen
to, pequefizs
colonias

ninguno

pardo amarillen-
to pélido,
peguefias colonias

ninguno o
trazas

vardo amarillo
grisiceo,
peguefias colorias

ninguno

pardo amarillen
T0, pegueRas
colonias

rardo claro

amarillo pali-
do, plano

ninguno

“pardo amarillen

to, colonias
con surcos

ninguno

incoloro, -
pequeiias
colonisas

ninguno

incoloro 2
amarillo p#lido
con ligeros
surcos

pardo claro

incoloro a
amarillo pdlido
colonias con
surcos

pardo

incoloro,
crecimiento en
anillos suver-
Ticiales

ninmno
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(3)

6.

Propicdades bioldégicas y fisioldgicas:
Requerimientos de temperatura (Bobre sesga-
dos de agar Dennett) crecimiento de TSQC
a 40°C, éptimo 289C.
Hidrdlisis de almidén (sobre agar sales
inorgdnicas de almidén) debilmente hidroli
zado
Licuefaccidn de gelatind (sobre glucosa-
pepiona punzada de gelatina)'negativo
Accidn sobre la leche

sin coagulacién

'sin peptonizacién
Produccién de melanina (sobre agar tiresi
na, peptona-levadura agar con hierro jy
triptona-caldo de levadura)

positivo
Utilizacidn de diversos compuestos carbo-
nados

(sobre un'medio de agar basal Pridham-

Gottlieb)

L-Arabinosa

1+

D~Zilosa
D-Glucosa
D-TFructosa
D-Galactosa

Sacarosa

+ o+ o+ o+ o+

Glicerina

+

Tnositol
Lactosa +

n -
L—-Ramaecza -

L Aalbb s o IR LSRR R

i ohl

MMGALITE VI L I I B e N SO I SO SIS i st it R ]

LTI TTEN
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teriologzy" octava edicidn (1975) y "The International Strep

Maltosa +
Rafinosa -
D-Manitol +
D-lianosa +
Salicina
S{mbolos : +, buena utilizacidn; T wtilizacién dudosa;:
-, sin utilizacidn. . O
7. Modelo de pared celular I (4cido ILL-diamino
pimélico) '
Como resultado del examen de la estirpe que poseg

las carzcteristicas mencionadas antes con referencia g la

bikliografia esto es "Bergey's Manual of Determinative Bac-

tomyces Project Reports" escrito por E.ﬁ. Shirling y D, Gott
lieb CE. Internacioﬁal Journal of Systematic Bacteriology
Vol. 18, pdginas 69 y 279 (1968) Vol. 19, pdginas 391 (1969)
y Vol. 22, pdginas 265 (1972), se han detectado el Strepto-
myces eurythefmus v el Streptoryces galbus (Okami) como espe
cies que tienen caracterisiicas relativamente andlogas a las
de la estirpe ATCC 31427.

La ectirpe ATCC 31427, sin embargo, es diferente
de esas especies andlogas en lo siguiente:

Streptomyces eurythermus (Okami)

Una estirpe de la especie puede asimilar arabi-
noca y puede no asimilar inositol. La asimilacién de ramnosa
y rafinosa por una estirpe de la especie es indefinida. No
se forman lazos. A veces se observen micelios rectos o fle~
XU0S08.

Strepfomyces galbus :

Se forman nor lo genaral espiralec ahiertas. Unz
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estirpe de la especie produce un pigmento soluble amarillo-

| verde amarillento, y puede no‘asimilar sacarosa.

A la vista del resultado de ia observacién; la
estirpe ATCC 31427 puede ser juzgada como una nueva especie
que pertenecce al género Streptomyceé ¥ ha éido designada como
Streptomyces olivaceogriseus nov. sp.C-~353.

II. Re. Streptomyces violaceus N2 6724

El Streptomyces violaceus K¢ 6724 ha sido aisla-
do de wa muestra del suelo recogida en la isla de Ishigaki,
en la Prefectura de Okinawa, Japén, y depositada y afladida
a unz coleccidn de cultivos de material permanente de la Amé
rican Type Culture Collection,éon el mimero ATCC 31481.

Streptomyces violaceus N2 6724 tiene las siguien
tes caracteristicas morfoldgicas, de cultivo y fisioldgicas.

(1) Caracteristicas morfoldgicas:

Se han hecho observaciones microscdpicas sg
bre cultivos que han crecido sobre agar nitrato de sacarosz,
agar glicerina-asparagina, agar sales inorgénicas de almidén,
agar extracto de levadura de cerveza y agar harina de avena
A 309C durante 10 a 14 dfas,

1. Tipo de ramificacidn de las hyfas que for-

man esporas:

Ramificacidn monopdédica

2. Forma de lag hyfas que forman espofas:
Espirales

3. Nimero de esporas
10 - 80

4, Apariencia de la superficie y tamafio de
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. =10 -

0,3 -0,Tx 0,6 =-1,11
5. Existencis de zoospora y'esporangio
No se obssrva
6. Formacidén de esporas
™ micelio aé}eo
7. TFragmentado de micelio substrato:
No'se observa
(2) Caracteristicas del cultivo:
Las observaciones siguientes se han heeho
sobre cultivos que crecen en diversos medios a 309C dﬁrante

10 a 14 dias.
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11

Medio

Color de 1le
masa adrea

Lado re-verso
de la cilonia

Agar
itrato de
sacarosa

Blanco purpuri

no, polvoriento

Peguetia 3
coloniasd

S

Asar
Glucosa-
acparagina

Blanco purpuri

no, nolvoriento

rojo arpariller
Peguefias color

Azar
- Glicerina
asparaging

Blanco rosado
-rosa, polvo-
riento

rojo arariller
pequefias color
ligeramente cc
surcos

Agar
Sales inor-

rojo blangueci-

no, algodonoso

rojo amarillen
ligerameénte cc

fanicas de corto ~ surcos

s I d
almidon

Agar rojo colonias
Tirosina ninguno con surcos

Agar ninguno o muy incoloro-
Nutriente tenue purpura,

polvoriento plano

Agar rosa~-pirpura pardo rojiza

sxtracto de rosa -pardo burpurse

levadura Qe

algodonoso corto

colonizs con

cervezsa surcos
Agar rosa-pirpura incoloro=
harina de rosa, rosa purpura,
avena polvoriento pequeties color
Agar incoloro
con hierro colonias
peptona-leva ninguno con
durs surcos
Punzado de ]
gelatina tlanco, rojo, colonias
glucose—~ tenue con surcos
veptona polvoriento
Leche polvoriento rojo crecido.
tenue sobre superfic
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sobre superficie

L Lado reverso Pigmento
de 1la palonia soluble
wuri Pequefiz 5 5
.ento colonizs purpua
i i marillent
wrl rojo a2 --€nto rosa
ento Pequefiad colonias
. f
do rojo amarillento
0= veguefizS colonias , rosa-rojo
ligeramente con .
surcos ,
eci- rojo amirillento, |
080 ligeramente con { rojo
surcos l
| i
i Trojo colonias [ ninguno o
’ con surios L trazas
uy | incoloro- ‘
i Durpura, ! rgjizo
Plano purnura
a rardo ro;iza
-pardo parpura, rojizo
corto colonias con pUrpura
surcos
a incoloro-
ross plirpura y rosg—
pequerias colonias pUrpura
incoloro
colonisas
con pardo
surecos
roio, colonias
con surcos rardo
rojo crecido % am2rillo

rojizo
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EL pigmento del micelio. invertido es un indica~
' dor de pH, que cambia de rojo a violeta (pdrpura) al afiadir
NaOE 0,05N o de violeta a rojo (rosa) al afiadir HC1 O,CSN.
El pigmento soluble es también sensible al pH,
mostrando 1ds mismos cambios seﬁalaaos para el pigmento del

micelio invertido.

(3)
1.

=2 -

Propiedades bioldégicas y fisioldgicas:
Requerimientos de temperétura (sobre sesga
dos de agar Bennett)
' crecimiento de 159C a 40°C (dptime 289C)
Licuefaccién de gelatina (sobre punzadas ‘
de gelatina glucosa-peptona)
negativo
Hidrélisis de almidén (sobre agar sales inox
génicas de almiddn)
nositivo
Accidn sobre leche
coagulacién, sin peptonizacidn
Produccién de pismento melanoide (sobre
agar tirogina, agar con hierro 1evadﬁra-pep
tona y caldo de extracto de levadura-trip
tona)
poaitivoe
muy débil o nada sobre agar tirosina
Utilizacidn de diversos compuestos carbo-
nados
(sobre medio egar baszl de Pridham-CGott-
lieb)
L-Arabinoca +

D-Xilos2 +
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L-Ramnosa
D-Glucosa
D-Fructosa
D—Manosg:
D-Galactosa
Sacarosa
Lactose
Maltosa

Rafinosa

i+ 4+ 4+ + 4+ + + o+ F

Tnulina

Celulosa
Quitina -
Glicerina
D-Manita

Salicina

+ 4+ o+ o+

Inosita

Acetato-lla . -

+

Citrato-lla
Succinato-la +
Bimbolos: +, buena utilizacidn
+ e .
-, utilizacida dudosa
-, sin utilizacién.

LA SUSTAINCIA FR-90015

La sustanciz FR-900156 de esta invencidn se pro-
duce cuando la estirpe productora de sustancia FR-90C 154 gque
pertenece al género Strentomyces (por ej. Streptomyces oli-

vaceogrigeus nov. sp.(-252 v Streptomyces violesceus, cie.)

-
—

se hace crecer en ua medio nutriente gue contiene fuentes de

carbono ¥ nitrdseno asimilables en condiciones z2grobias (s

[

ej. cultivo con azitacidn, cultive sumergido, ete. ).
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- 142

Las fuentes de carbono preferidas en el medio
nutriente son carbohidratos tales como glucosa, fructosa,
glicerina, almidén y similares. Otras fuentes gue pueden in-
cluirse son iactosa, arabinosa, xilosa, dextrina, molasas y
gimilares. '

Lag fuentés preferidas de nitrdgeno son extrécto
de levadura, peptona, harina de gluten, harina de semillas
de algodén, harina de soja, licor de maceracidn de maiz, le~
vadura seca, germen de trigo, etc., asi{ como compuestos ni-
trogenados orgénicos o inorgdénicos tales como sales de amo-
nio (vor ej. nitrato aménico, sulfato aménico, fosfato améni
co, etc.), urea, aminodcidos y similares.

Tas fuetes de carbono y nitrégeno, aunque ce em-
plean ventajosamente combinadas, no ncesitan utilizarse en
su forma pura porcue también es adecuada la utilizacidn de
materiales menos puros, que contienen trazas de factores de
crecimiento y cantidades considerables de nutrientes minera-
les. Cuando se desee, ge pueden afiadir al medio sales minera
les tales como carbonato cédlecico, fosfato sbédico o potdsico,
cloruro sédico o potdsico, sales de magnesio, esquisto de co
bre y similares. Si se necesita, especialmente cuando el me-
dio de cultivo forma espuma en cantidad, puede afiadirse un
agente desespumante, tal como parafina 1l{quida, aceite gra-
go, aceite vegetal, aceite mineral o silicona. |

Como ocurre en el caso de los métédos preferible
mente utilizados para producir otros antibidticos en canti-
dades masivas se prefieren las condiciones de cultivo aero-
bio sumergido para la produccidén de la sustanciaAFR—9OO156 a

gran escala. Para la produccidén en pequefias cantidades se em

"plea el cultivo con agitacidén de superficie en un matraz o

>
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botella. Ademds cuando el crecimiento se lleva a cabo en
grendes depdsitos, es preferible utilizar la forma vegetati-
va del organismo para su inoculacién en los depééitos de prg'
duccién con objeto de evitar retardo del crecimiento en el
proceso de produccién de la sustancia FR-900156. Segin esto,
es deseable producir primero un indculo vegetativo del orca-
nismo por inoculécidn de una cantidad relativamente pequefia
del medio de cultivo con esporas o micelios del organismo ¥y
cultivarlos y despues transportar asepticamente el indzulo
vegetativo cultivado a depdsitos grandes. El medio, en el

que se produce el.inéculo vegetativo es sustancialmente
igual, o diferente, que el medio utilizado para la droduc-
cién de la sustancia FR-900156.

La agitacidén y aireacidn de la mezcia de cultivo
puede llevarse a cabo por diversidad de caminos. La agitacidn
se puede obtener con una hélice o equipo mecénico similar de
egitacidn, por giro o sacudida del fermentador, por diversos
equipos de bombeo o por el paso de aire esteril a través del
medio. La aireacidén puede efectuarse por paso de aire esté-
il 2 través de 1la mezcla de fermentacidn.

" Ta fermentacidn se lleva a cabo usualmente a
una temperatura entre aproximadamente 20°C y 409°C, preferi-
blémente 302C, durante un periodo de tiempo de aproximada-
mente 50 horas a 100 horas.

La sustanciz FPR~900156 puede recuperarse del mg

dio de cultivo por los medios convencionales que se utili-~

- gan comunmente para la recogida de otros antibiéticos cono-

—

cidos.
Fn generzl, la mayor parte de la sustanciz ¥E-

900156 se encuentra en el c2ldo de cultive y consisuiente~

>

-
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meﬁte la -sustancia FR~9C0156 puede separarse del filtrado
que se obtiene por filtracién de centrifugado del caldo de
cultivo por un método convencional tal como conceﬁtracién a
presién reducida, liofilizacidn, ajuste de pH,. tratamiento
con una resina (ﬁor ej. resina de intercambio de anidn o ca-
tidn, resina de adsorcidn no iénicg, etc.) tratamiento con
un adsorbente (por ej. carbén actifado, decido silicico, gel
de sflice, celulosa, alidmina, ete.) cristalizacidn, recris-
talizacién y similares. '

| Ia sustancia TR-900156 as{ producida en el caldo
de cultivo puéde aislarse en la forma libre, es decir, sus-
tancia FR-900156 vor sf misme o bien cuando la solucid= o su
concentrado que contiene la sustancia FR-900156 se trata con

une base, por ej. con una base inorgdnica tel como wm come-

"puesto de metal a2lcalino (por ej. hidréxido sbdico, carbona-

to sddico, bicarbonato sédico, hidrdxido potédsico, etec.), un
compuesto de metal alcalinotérreo (por ej. hidrdéxido cdlci-
co, hidréxido magnésico, etc.) amonfaco y similares, con wma
base orgdnica (poé ej. etanolgmina, trietilamina, diciclo-
hexilamina, etc.); o con un 4cido, ya sea con un deido inor-
génico (como por ej. dcido clorhf{drico, 4ecido sulfirico,
deido fosfdérico, etc.); o con un decido orgdnico (por ej. 4ci
do férmico, dcido acético, dcido p-toluensulfdénico, 4cido
citrico, 4dcido tartdrico, etec.) durante la operacidn de los
procesos, por ej. procesos de extraccién, aislamiento o puri
ficacidn, la sustancia FR-90015¢ puede transformarse y ais-
larse en forma de las correspondientes sales de la misma.
Alternativamente, las sai;;\de 12 sustancia FR-0C0156 asi

preparadas pueden convertirse facilmente en la forma litre,

es decir, en la propia sustancia TR-900156 de una manera con

b
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vencional.

| Ademés, la-sustaﬁcia FR—900156 obtenida en la
forma libre puede convertirse en las correspondientes seles
de la misma con una base o un dcido tal como se hé menciong-
do antes, de una forma conyenciona1;

Segin esto, ha de entenderse que esta invencidn
incluye dentro del marco de la misma la sustancia FR-900156
asi como las sales de la misma tal como ge han mencionado an
tes.

Ia sustancia FR-S00156 posee las siguientes pro-
piedades fisicas y quimicas (Los datos siguientes son los
del producto obtenido por ejemplo por fermentacidn (3)):

1) Torma y color:
Polyo blanco
2) Naturaléza de ls. sustancia
Anfétera
3) Reaccidén del color
Positiva; la reaccidn con ninhidrina, con permangenato
potédsico y con 4eido sulfirico
Negativa; reaccién de Dragendorff y reaccidén de Ehr-
lich
4) Solubilidad: '
'Soluble; agua.
Dificilmente soluble; metanol
Insoluble; etanbl, acetona, acetato de etilo, benceno,
hexano, cloroformo . o /
5) P.F.
1432 - 1482 (desc.)

6) Rotacidbn especifica

47x47%5 = =27,1 (c=0,4 en agua)
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7) ZEspectro de absorcidn ultravioleta;
absorcién en el final

8) Espectro de absorcién infrarrojo (KBr):
1050, 1130, 1235, 1340, 1400, 1450, 1535,
1660, 1735, 2950, 2980, 3080, 3350 cm™

9) Andlisis elemental:

Fl andlisis cualitativo revela que la sustancia FR-QOO156
contiene los siguientes elementos:
Carbono, hidrégeno, nitrdégeno y oxigeno

10) Cromatografia en capa fina:

Fase‘estacionaria : gésgizggte del Valor del R
Tdmina de celulosa East BuOH, dcido acético, 0,37
nan®! agua (4:1:2) ,

Lémina de gel de silice

Herck™2 i-propanol-agua 60% 0,65

Nota: a1: marca registrada, de Eastman Kodak Co.

B>: marca registrada, de lierck & Co.
11) Peso molecular: :
Espectrometria‘de masas (método de desorcién de campo)
M=519 (pico base: IH+1=520)
12) Espectro de absorcién de resonancia magnética nuclear:
' Como se muestra en la TFigura del disefio adjunto.
(Disolvente: D,0, Referencia: TMSP)

13) Andlisis de aminodcidos:
Relacidn molar

Glicina 1,00
Acido glutdmico 1,06
Alanina 1,04
Acido «, €-diaminopimélico 1,03




. g
——t
.

10

18

20

25

30

(la relacidén molar se expresa considerando glicina =
1,00)

14) TFérmula molecular:
C20t33M5%11 |

Ademés se miden las propiedades fisicas y qui-
micas de la muestra mds purificada de la sustancia FR-900156
(es decir wn producto obtenido'pof Ejemplo por fermentacidn
(4)), como resultado de lo cuzl el P.F. de dicha muestra es
147 - 1539C (desc.) y otras propiedades de la misma son igua
les a las anteriores.

Del endlisis de -las anteriores proéiedades fisi
coqukmicas y de la posterior invéstigacién para dilucidar
la estructura quimica, se ha llegado 2 que la estructura qui
mica de la sustancia TFR-300156 es como sigue:

- CH CH3

(2)
CH3CHCONHCHCONH?HCOOH

() () o,

l

CH2
(L)
CONH?HCOHHCHZCOOH

N
|
CH,

l

H2NCHCOOH
(D)
(D—Lactil-l—alanil-‘r—D—glutamil—(L)-meso-

diaminonimelil(L)-slicinsg)
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PROPIEDADES BIOLOGTICAS DE IA SUSTANCIA FR-900156
La sustancia FR-900156 y sus sales. farmacedti-
camente aceptables de esta invencién han demostrado poseer

sctividades potenciadoras de la respuesta inmune (es decir

" acgtividades potenciadoras de la inmunidad celular y de la -

produccién humorsl de anticuerpos) y sistema reticuloendoté-

'riqo, actividad potenciadora de la corriente del carbcno en

sangre, actividad nitrégena, actividad inductora de irterfe-

ron, eficacia protectora en infeccidn experimental y activi-
L2

dad anticancerossa.

Segin esto la sustancia FR-900156 y sus sales

farmaceﬁticamenté aceptables son Utiles para el tratamiento

. terapedtico de las enfermedades infecciosas causadas por

microgrganismos patégenos, especizalmente bacterias gram-ng
gativas y bacterias gram-positivas y hongos, y del cdncer en
seres humanos y animales.

| Con propdsito de mostrar la utilidad farmaceuti
ca de la sustancia FR-900156, se dan los datos de ensayo

farmacoldégico a continuvacidn.

1, ACTIVIDADES POTENCIADORAS DE LA INMUNIDAD CI-~
TULAR Y PRODUCCION HUMORAL DE ANTICUERPOS.

A cobayas (grupos de cinco) se les da 0,1 ml de
emulsién FIA (Coadyuvante Incompleto de Freund) que contiene
500 pg de ovaloimina en ambas plantas de las patas posterio-
res. Los grupos control reciben antf{geno en FIA solamente
mientras que los grupos de ensayo reciben el antigeno con

sustancia FR-900156 en FIA, Los animales se examinan en un

ensayo de piel a los 14 dfas y se sangran a los 16 dias.

Los resultados son tales como se muestran en la

tabla 1.
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TABLA 1
Reacciones %1 Inmunidad humoral
Dosis de inmunidad Titulo de hemagiu Titulo de hemo
(pe/ celular tinacién (3#S.E.) lisina (M*35.E.)
lado) (mm didmetro, (log,) 22 (Loz,)®2
S E. ) 20 e R
0 0 9,1 < 0,19 4,5 % 0,45
0,1 82%28% 9,9%0,10% 6,4 £ 0,76
1 14,5 2,1 % 11,5 0,61 %3 7,7 % 0,64 %3
10 11,0 1,3%3 12,2%0,56 3 7,1 £ 0,58 3
10 4,2%1,7% 10,0 1,01 5,9 = 0,89
Nota: %1 : El ensayo de piel se realiza sobre la parte ira
7 sera por inyeccidn intradérmica de 5 pg de an-
t{geno disueltos en 0,7 ml de solucién salina.
La reaccién de la piel en el lado del ensayo
se mide a las 48 horas.
Bs : El cdlculo de anticuerpos se lleva a cabo como
sigue:
Se hace wna prepapacién de células de sangre
roja de oveja recubiertas de ovalbimina con
clorurc de cromo. E1 fndice de anticuerpo se
expresz como el inverso de la dilucidn'més gl-
ta de suero que proveoce un umbral de hemoaglu-
tinacidén y hemolisina.
Tos resultados se convierten a unidades 1og2.
23 : La significacién se calcula por el ensayo t de
tudentts; p<L0,05. 7
2. '%gEgXIDADES NITROGENAS PARA CELULAS DE BAZO IE

{1

(¥ateriales v Métodos)

Animel ¢
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Los ratones utilizados para este experimento son
ratones macho eétirpe BALB/C, de 13 semanas de
edad (Ensayo 1) o estirpe BALB/C hembras, de 9
semanas de edad (Ensayo 2).

Medio de cultivo tisuler :

Tl medio de cultivo tisular empleado es un me-
dio completo designado como (RPMI)-1640 de Ros-
well Park Memorial Institute. Todos los medics
empleados coﬁtienen 100 wnidades/ml de penicili
ne Gy 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina y
10% de suero de ternera fetal. '
Preparacién de células :

Se separan los bazos en condiciones estériles,
se lavan con solucidén de Hanks y déspues se tri
turan en el medio de cultivo tisular. Se sﬁspeg
den las cédlulas en el medio de cultivo tisular
hasta contener 8 x 106 células/ml.

Condiciones de cultivo :

En cada orificio de la placa de cultivo tisulaf
Microtest II (orificio 8 x 12) (fabricante: Fal~
con Plastics Co.) se vierten 0,1 ml de la sus—
pengidn de células anterior y 0,1 ml del concen
trado prescrito del compuesto de ensayo como se
degcribe abajo y despues se incuban los cultivos
por trivlicado a 379 en atﬁésfera humedecida
(aire 95%, co, 5%4) durante 48 horas.

El cultivo de control contiene 0,1 ml del medio
de cultivo en lugar del medio cue contiene el
compnesto de ensayo.

/3 7 Admisidén de Timidina :
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En todos los ensayos se afiaden 20 pl de 10 mi-
ero-cur (p Ci)/ml de timidina tritiada (3H-$imi
dina) a cada orificio durante las 24'horas fina
les del culbivo. Despues de que el cultivo se ha
completado se filtran las células resultantes
con un papel de filtro, Whatman GT'83, y se la-
van sucesivamente con solucidén salina y con 4ci
do tricloroacético al 5%. Se seca el papel de
filtro y se coloca en wn medio de centelleo
(11 de tolueno que contiene 0,1g del p-dig/5-fe
niloxgzoi;7benceno vy 4g de 2,5-difeniloxazoilo),
y se mide la 3H-timidina incorporada al DiA.

(6) Indice de estimulacidn :

-~

admisidn de 3H-timidina
(com netos) en el trata
miento

Admision de 3H-timidina
(cpm netos) en el con-

Indice de estimulacidn=

trol
(7) Compuesto de ensayo :
Sustancia FR—90015§
(Resultados)
TABLA 2
Concentra Admisidén de 3H~- Indice de
cidn timidina estimulacidn
(pg/hl) epm netos: avis.E.
100 2,008 T 89 4,9
10 1,486 < 120 3,6
Ensayo 1 835 = 64 2,0
| 0 417 13 1,0
100 3,666 = 42 4,1
| 10 3,223 £ 402 3,6
Fnseye 2y 2,741 £ 319 3,0
. o4
0 901 - 1G5 1,0
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3. EFICACIA PROTECTORA EN LA INFECCION EXPERI-
MENTAL DE RATONES

Para determinar la eficacia protectora frente a
lag infecciones experimentales en ratones, la sustancia
FR-900156 se disuelve y diluye en agua esteril hasta conse
guir concentraciones triples del fdrmaco de ensayo.

Los ratones macho de 1z estirpe DDY, de 6 sema-—
nas de edad y de un peso medio de 24-26 g se utilizer ea gru
pos de 4 ratones cada grupo.

. Los cultivos de toda la noche de Escherichia Co-
1i n? 22 en Difco Nuirient Broth se diluyen a 1/100 an medio
reciente y se incuban a 309C con agitacidén. Cuando sz sbtie-
ne le densidad celular de 1 x 108/ml, se inyecta 0,2 mi del
cultivo intraperitonealmente. Todos los animales recioen la
oportunidad y los no tratados con el férmaco mueren dentro
de las 48 horas de la infeccién.

Se inyecta subcutdneamente un quinto de ml de
la solucidén de sustancia FR-900156, 1,4.5 y 6 dfas antes de
la infeccidn.

Dos dfas despues de la infeccidn se considera

"completo el ensayo y se liacen los registros de supervivien-

tes de ese dia. Los resultados se muestran en la tabla 3.

TABLA 3
Dosis (mg/ratén/dia) Supervivencia/infectado
0,0,1 10/10
0,003 10/10
0,001 -10/10
0,0003 8/10
0,0001 . 4/10
Control 0/10
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4. ACTIVIDAD ANTICANCEROSA

Se emplean ratas hembras de estirpe Donru de 6
semanas de edad, en grupos de tres ratas cada una. '

Se” transplanta 11traper1tonealnente una suspen~-
516n de hepatoma =sc1tlco AH 66 en O 5 ml de solucidn de
Hank, (5 x 10* células/rata). Unos 13 dias mds tarde todes
los animales de conirol estdn muertos de ascites. La prolon
gacidn del tiempo de supervivencia en coﬁparacién con los
controles se tomz como criterio de eficacia.

Ia terapia se lleva a cabo 5,6,7,8,9 dias antes
del transplante del tumor. La sustancia FR-900156 se disuei—
ve y diluye en agua salina esteril para obtener diluciones
triples para ensayo y dicha solucidn salina esteril ds la

sustancia FR-900155 se da intraperitonealmente a los anima-

" les. Los resultados del ensayoc se muesiran en la Tabla 4.

TABLA 4
Dosis (mg/rata/d{a) Prolongacidn de vida (dias)
1,0 : ’ 14, >30, >30
073 13’ >30’ >30'
0,1 13, > 30, > 30
‘0,03 13, 13, 13
Control (sol.szlina) 13, 13, 13
5. ELIMINACION DE CARBONO LN LA CORRIENTE

SANGUINEA
Reactivos :
1. Suspensién de carbono. ée diluye tinta de
dibujo de. rotulador (170.mg'carbono/ml) a
1/5 de la coancentracidn original en sol.

salina que contiene 1% de gelatina.
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2. Solucidn de carbonato sddico acuoso al

0,1%."

Procedimiento :

Se inyectan ratones (machos DDY de‘5-6 semanas )
por la vena de la cola con una dosis de 0,01 ml/
g de su peso de carbono. Se toman muestras de
sangre por medio de una fipeta capilar marcgda
calibrada para contener 50 pl y lévada previa-
mente en heparina. Esta se sumerge en el seno ve
noso retroorbital en el dngulo nasal del ojo.
Lés ﬁuestras se separan a los 3 y 6 minutes. ILa
sangre se descarga inmediatamente en 3,0 ml de
solucidn de carbonato sédico. Esto hemoliza la
sangre y permite la cuantificacidn del carbono.
Las muestras se leen entonces en un espectrofo-
témetro a 660 nm, siendo obtenido el log de la
concentracidn a partir de una curva patrén deter
minada previamente. EL valor de eliminacidn K
puede determinarse celculando el log. de la con
centracién de carbono frente al tiempo segin la
giguiente relacidn:

c - (log Cy = log 02)

en la cual T1 ¥y T2 representan el tiempo en mi-
nutos desde cuando se ha sacado la muestra y C1
y 02 representa las concentraciones de carbono
en la sangre en los tiemgos T1 y T2, respecti~

vamente.

EXAMEN DFEL EFECTO DE LA SUSTANCIA FR-900156 SOBRE LA ELINI-
NACION DI CARBOMO.

Se administra subcutdneamente a los ratones la
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solueidn acuosa del fdrmaco dado. Veinticuatro
horas despues se.mide la eliminacidén de carbono
en la corriente sanguinea. Se compara el valér K
obtenido con los ratones tratados con el de los
ratones de control. En la tabla 5 se muestran
los resultados del ensayo.

EFECTO DE DIVERSOS FARMACOS SOBRE LA ELIMINACION DE CARBONO

TABIA 5
Férmaco Dosis X /%
(mg/ratén) tratado’ “contral
Krestin 10 1,1
) 1 1,0
TLevamisol 10 - (muertn)
1 0,5
Tuftsin | 400 1,4
125 1,0
Sustancia FR~900156 0,25 2,9
O, 06 1 1] 5 '
Control (sol.salina) 1,0
6. ACTIVIDAD INDUCTORA DE INTERFERON

En estos experimentos se utilizan ratones machos
de estirpe ICR de 4 a 6 semanas de edad. Se separan los ba-
zos de estos ratones y se ensaya la capacidad de las células
del bazo para producir interferon in vi%ro por el tratamien-—
to con sustancia FR~900156.

Se preparan suspensiones de células del bazo aig
lado en medio RPNMI-1640 suplementado con estreptomicina
(100 v/ml), penicilina G (100 y/ml), 1% de glutemina y 2-mer
captoetanol (5 x 187 M). y

Estas se cultivan 2 37°C a una concentracién de

T

4 x 10" células/ml con o sin sustancia FR-900156 disuelta
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" con un medio de cultivo (dosis: 100, 10, 1 pg/ml). Después

de 24 horas, se recogen los.sobrenadantes de estos cultivos
y se valoran las actividades de interferon por ensayojde in-
hibiqidn del efecto citopdtico (CPE) en el sistema L célula-
VSV. El tftulo antivirédsico se expfesa en TU/ml sobre la ba

se de interferon patrén.

Los resultados se dan en la siguiente tabla 6.

TABLA 6
Oﬁ;j;f) - P{tulo TF (IU/ml)
100 : 14
10 16
1 10
0 <6,5
7. TOXTCIDAD AGUDA EN RATONES

1 g/kg (i.v.) : sin toxicidad
8. . TOXICIDAD CELULAR (célula L ratén)
500 pg/ml : sin efecto téxico

Para la administracién terapetdtica, la sustan-

"eia FR-900156 y sus sales farmacedticamente aceptables de

esta invencién se pueden formular por administracidn por
cualquier via convencional, por ejemplo, en forma de compo-
gicién farmacedtica que comprende una sustancia activa de
esta invencién en mezcla con un vehiculo no téxico farmaced
ticamente acgptable.

Una sal farmacelticamente aéeptable de 1z sus-
tancia FR-900156 puede incluir una sal con una base inorgd-
nica u orgdnica tal como una sal de sodio, sal de potasio,

sal de calcio, sal de amonio, sal de etanolamina, sal de
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trietilamina, sal de diciclohexilamina y similares, y una
sal de adicidn de 4cido con wn 4cido orgdnico o inorgdmico
tal como sal de dcido férmico, sal de decido acético, sal de
dcido p-tolueﬁsulfénico, sal de ééido citricd, sal de 4cido
tartdrico, sal de 4dcido clorhidrico, sal de 4cido sulfurico,
sal de 4cido fosférico y similares.

La composicidén farmacedtica de esta invencién
puede emplearse en la forma de una preparacidn farmaccdtica,
por ej. en forma sélida, semisélida o 1iquida,.que contiene
una sustancia activa de esta invencidén en mezcla con un vehi
culo orgdnico o inorgdnico o con un excipiente adecuado para
aplicaciones externés entéricas o parenterales. Este ingre-
diente activo puede combinarse, por ejemplo, con los vehicu
los usuales no téxicos farmacedticamente aceptables para ta
bletas, pildoras, cdpsulas, supositorios, soluciones, emul-~
siones, suspensiones, v cualquier otra forma adecuada para
su uso. Los vehfculos que pueden utilizarse son agua, glu-
cosa, lactosa, goma de acaciaz gelatina, manita, pasta de al
middn, trisilicato magnésico, talco, almidén de maiz, guera
tina, sflice coloidal, almidén de patata, urea y otros veni
culos adecuados para su empleo en la fabricacidén de prepa=-
raciones en forma sélida, semisdélida o liquida, y ademés
se pueden utilizar agentes auxiliares, estabilizadores, es-
pesantes, y colorantes asi como perfumes. Las composiciones
farmacetiticas pueden asimismo contener acentes preservantes

N
vy bacteriostdticos para mantener al ingrediente activo en
las preparaciones deseadas estable en su actividad. El com-
puesto objeto activo se incluye en la composicién farmaceu-
tica en una cantidad suficiente para producir el deseado

efecto terapeldtico sobre el proceso o estado de las eafarmg
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dades.

‘Al aplicar esta éomposicién a seres humanos es
preferibie aplicarla por administracidén intravenosa, intfa—
muscular u oral. liientras que la dosificacidén o cantidad
terapedticamente eficaz del compuesto objeto de esta inven-—
cidn varfa y depende también de la edad y estado de c=2la pa
ciente individual que va ser tratado, generalmente se da una
dosis diaria de aproximadamente 2-100 mg de ingredierte ac-
tivo/kg de la persona o animal para el tratamiento de las
enfermedades, y por lo general se administra una dosis Unica
media de aproximadamente 50 mg, 100 mg, 250 mg y 500 ng.

Los siguientes ejemplos se dan con el propésito
de ilustrar la presente invencidn:

Ejemplo: Para fermentacidn:
(1) Se prepara uwa medio vegatativo 1 (pH 7,0) a
partir de los siguientes ingredientes:

Medio vegetativo 1

Almidén scluble 2% en peso

Harina de gluten 1% en peso

Levadura seca 1% en peso
Licor de macera-

cién de maiz 1% en peso
Agua del rrifo c.s.

Se esterilizan 100 ml del medio 1 en cada uno
de los diez matraces de 500 ml de menera convencional y se
inoculan despues con un cultivo en forma de lazos de una pla
ca sesgada Ge material de Streptomyces olivaceogriseus ATCC
31427. Se hacen crecer los organismos en el medio a 302C du~
rante 48 horas sobre un sacudidor.

Fn un fermertador Jar de 20 1, se colocan 20 li-
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tros del medio vegetativo 2 preparado a partir de los si-
suientes ingredientes:

Medio vegetativo 2

Almidén soluble 2% en peso
Harina de algodén 0,5% en peso
Harina de gluten 0,5% en peso
levadura seca 0,5% en peso
Licor de maceracién

de maiz 0,5% en peso
Agua del grifo - c.9.

El medio vegetativo 2 (pH 7,0) se esteriliza de
uns manera convencional y despues se inocula asepticamente
con el volumen completo del cultivo del indeculo vegetativo
preparado antes. El organismo se hace crecer en el medio 2
a 30¢C durante 24 horas.

Se inocula asepticamente el volumen total del
indculo vegetativo asi preparado en un fermentador de 2000
litros, que contiene 1600 litros del medio de Fermentacidn
preparado a partir de los siguientes ingredientes:

Medio de fermentacidn

Almidén soluble 2% en peso
Harina de senmilla

de algoddn 0,5% en peso
Germen de trigo 0,5% en peso
Levadura seca 0,25% en peso

Licor de maceracidn

de maiz 0,25% en peso
KH,P0, 0,5% en peso
NazﬂPO4.1ZHZO .0,5% en peso
CoC1,.6 H,0 1,25 mg/1
Agua del grifo c.S.
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Se cultiva el organismo en el medio de fermentg
cién durante 72 horas a 30°C. Durante el periodo de creci-
miento, se agita el caldo con una hélice que trabaja a
170 r.p.m. y se pasa aire esteril a través del caldo a una
velocidad de 1600 litros por minuto.

Despues de haberse completado la fermentacién,
se afiaden 20 kg de "Radiolite" (nombre registrado de un ma-
terial auxiliar de filtrédo de Showa Chemical Company, Ja-
pén) al caldo de cultivo y se filtra la mezcla para separar
los micelicdg. ‘Se pasan 1600 litros de filtrado a través de
una columa de carbén activado (800 litros) y despues se la-
ve con 1600 litros de agua. La elucién se lleva a cabo con
3000 litros de acetona acuosa al 50% y despues se concentra
el eluato hasta un volumen de aproximadamente 600 litros.

Se pasa el concentrado a través de una columa
de DEAE~Sephadex (nombre comercial, fabricado por Pharmacia
A.B.) (200 litros) gue previamente se ha tamponado con tam-—
pén fosfato (pH 6,0). Ia columa se lave sucesivamente con

200 litros de agua y 200 litros de solucién de cloruro sédi-

‘co~0,1 M y despues se eluye con 400 litros de solucidn de

cloruro sédico 0,3 M. El1 eluato acuoso se pasa a través de
una columa de un carbdn activado (200 1), se lava con 200
litros de agua y se eluye despues con 400 litros de acetona
acuosa al 50%. Se concentra el eluato ¥ después se seca por
congelacidn para dar 800 g de un polvo blanco. LTl polvo se
disuelve en 25 litros de asua y la solucidn se pasa a tra-
vés de una columa de Cli~Sephadex (forma'H+) (25 1). Se elu-
ve la columa con 25 litros de agua y el eluato se concea-~
tra y despues se seca por congelacidén para dar 25 £ de nolvo

blanco emarillento. EL polvo se coloca en la parte superior
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de una columna de celulosa (1,2 1). ILa columa se lava con

© 1000 ml de propanol acuoso al 70% y despues se eluye con 100(

. ml de propanol acuoso al 60%. Se concentra el eluato j se se

ca por congelacién para dar 4g de polvo blanco. El polvo se
disuelve en 150 ml de'agua v la solucién se somete despues a
cromatograffa sobre columa sobre Sephadex G-15 (2,8 1).

. La columne se revela y eluye con agua. Las frac-
ciones activas se recogen y concentran y'despues se secan
por congelacién para dar 4 g de un polvo blanco. El polvo se
disuelve en 25 ml de agua v la solucién se somete a cromato-
graffia sobre columna sobre CM-Sephadex (forma H+) (400 ml).
1a columna se revela y eluye con agua. Las fracciones acti-
vas se recbgen, se concentran y se secan por congelacién
para dar 40 mg de la sustancia FR-900156 en la'forma de pol-

vos blancos (pureza: aproximadamente T0%).

(2) Ia fermentacién se lleva 2 cabo de la misma ma-

nera que la descrita en el Ejemplo (1). Despues de completar
se la fermentacién se afiaden 20 kg de "Radiolite" (nombre

registrado, un material filtrante vendido por Showa Chemical

.Coqpany) al caldo de cultivo y se filtra la mezcla para se-~

parar los micelios. Se pasan 1600 litros del filtrado a tra
vés de una columa de carbdén activado (800 litros) y des-
pués se lava con 1600 litros de agua. La elucidn se lleva a
cabo con 3000 litros de acetona acuosa al 504 y despues se
concentra el aluato hasta un volumen de aproximadamente 600
litros. Se pasa el concentrado a través.de una columna de
DEAE-Sephadex (marca registrada, fabricado por Pharmacia
A.B.) (200 litros) que han sido previamente tamponados con
tampén fosfato (pH 6,0). Ia columa se lava sucesivamente

con 200 litros de agua y 200 litros de solucidn de cloruro

a

-
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sddicq 0,1 M y despues se eluye con 400 litros de solucién
de cloruro sédico 0,3 M. El éiuato acuoso se pasa a través
de una columna de carbdn activado (200 litros) se lava cgn
200 litros de agua y despues se eluye con 400 litros de ace-
tona acuosa al 50%. Se concentra el eluato y despues se seca
por congelacién para dar 800 g de polvo blanco. EL polvo se
disuelve en 25 litros de agua y la solucién se pasa = través
de una columa de CM~Sephadex (forma 1) (25 litros). La co-
luma se eluye con 25 litros de agua y el eluato se concen-

tra y despues se seca por congelacién para dar 33 2 de pol-

- vos blanco amarillento. Los polvos se colocan-en la parte su

perior de una columa de celulosa (1,2 ;itros). La columna
ge lava con 1000 ml de propanol acuoso al 0% y despues se
eluye con 1000 ml de propanol acuoso al 60%. Sé concentra el
eluato y se seca ﬁor congelacidn para dar 4 g de polvo blan
co. Se disuelve el polvo en 300 ml de agua y despues se pa-
ga a través de una colwma de DEAE-Sephadex (nombre comer-
cial, fabricado por PharmacialA.B.) (1,4 litros) que ha sido
previamente tamponado con tamﬁén fosfato (pH 6,0). La colum
na_ se lava con 1,5 litros de solucidn de cloruro sédico 0, 1M
y despues se eluye con 3 litros de solucién de cloruro sédi
co 0,2 1. Se recogen las fracciones activas y se basan des-
pues a travéds de una colume de carbén activado (300 ml).
La columa se lava con agua y despues se eluye con 800 ml de
acetona acuosa al 50%. Se concentra el eluato y despues se
seca por congelacidén para dar 700 mg de polvos blancos. Los
polvos se disuelven en 20 ml de agua y despues se pasan a
través de una columa de CM-Sephadex (forma H+) (500 ml). Se
eluye la columa con agua y las fracciones activas se reco-

gen y despues se concentran para dar 10 ml de concentrado.
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El concentrado se somete a cromatografia en columna sobre
Sephadex G 15 (500 ml) y se revela con agua. Las fracciones
activas se fecogen y concentran y despues se secan por cbngg
lacidn para dar 70 mg de polvos blancos. Los polvos se di-
suelven en 25 ml de agua ¥ se someten a cromatografia en ca
pa fins preparativa sobre celulosa (fabriéada por Eastman
Kodak Co.): un disolvente de revelado es una mezcla de buta-
nol, écido acético y agua (4:1:2). La elucidn se 1leﬁa a ca-
bo con 50 ml de agua y el aluvato se concentra y despues se
seca por congelacidén para dar 20 mg de sustencia FR-90G156
en la forma de un polvo blanco.

(3) . Ia fermentacidn se lleva a cabo de la misma ma-
nera que la descrita en el Ejemplo (1). Después de comple-
tarse la fermentacidn, se afladen 20 kg de "Radiolite" {(nom-
bre registrado, material filtrante vendido por Showa Chemi-
cal Company) al caldo de cultive y se filtra la mezcia para
gseparar los micelios. Se pasan 1600 litros del filtrado a
través de una columna de carbdn activado (800 litros) y des-
pues se lava con 1600 litros &é agua. Ia elueidn se lleva a
cabo con 3000 litros de acetona acuosa al 50% y despues se
co;centra el eluaﬁo a un volumen de aproximadamente 600 li-
tros. El concentrado se pasa a través de una columna de
DEAE—Sephadex (nombre registrado, fabricado por Pharmacia
A.B.) (200 litros) que previamente se ha tamponado con tam-
pén fosfato (pH 6,0). ia columa se lava sucesivamente con
200 litros de agua y 200 litros de solucidn de cloruro sé-
dico 0,1 11 v despues se eluye con 400 litros de -solucidn de
cloruro sédico 0,3 M. Se pasa el eluato acuoso -a través de
una columma de carbono activado (200 litros), se lava con

200 litros de agua y despues se eluye con 400 1itros de ace-

>
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tona acuosa al 50%. Se concentra el eluato y despues se seca
por congelacidn para dar 800 g de polvo blanco. ELl polvo se
disuelve en 25 litros de agus y la solucidn se pésa a través
de una columa de CM-Sephadex (forma H') (25 litros). Ia co
lﬁmna se eluye con 25 litros de agué y el eluato se concen—~
tra y despues se seca por congelacién para dar 33 g de un
polvo blanco amarillento. Se coloca el polvo en la parte su
perior de una columna de celulosa (1,2 1litros). La columa
se lava con 1000 ml de propanol acuoso al 70% y despuag se
eluye con 1000 ml de propanol acuoso al 60%. E1 eluato se
concentra y se seca por congelacibn para dar 4 g de polvo
blanco. Se disuelve el polvo en 300 ml de agua y despues se
hace pésar a través de una columa de DEAE-~Sephadex (nombre
regigtrado, fabricado por Pharmacia A.B.) (1,4Alitros) que
previamente ha sido tamponado con tampén de fosfato (pH 6,0)
Se lava la columa con 1,5 litros de solueién de cloruro sé-
dico 0,1 M y despues se eluye con 300 litros de soluecidn de
cloruro sédico 0,2 M. Se recogen las fracciones activas y deg
pues se pasan a través de una columa de carbdén activado
(390 ml). Ia columa se lava con agua y despues el eluato
con 800 ml de acctona acuosa al 50%. Se concentra el eluato
v despues se seca por conzelacidén pars dar 700 mg de polvos
blancos. Se disuelven los polvos en 20 ml de agua y despues
se hacen pasar a través de wma columa de CM—Sephadex‘(fo;
me H') (500 ml). Se cluye la columma con agua y Se recosen
las fracciones activas y despues se concentran para dar 10
ml de concentrado. Fl concentrado se seca por coneelacidn
para dar 400 m~ de un polvo. Se coloca el polve sobre la
parte superior de una columa de celulosa (500 ml). Ia elu-

cién se lleva a cabo con una mezcla de n-butanol, dcido acé
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tico y agua (4:1:2). Se recogen las fracciones activas y se
secan por congelacidn para dér 200 mg de un polvo. Se 4i-
suelve el polvo en 7 ml de agua y despues se coloca sobré
Sephadex G 15 (250 ml) . Se recogen las fracciones activas,
se conceantran y despges se secan por congelacidn para dar
100 mg de la sustancia FR-900156 en forma de polvo blanco.
(45 Un polve blanco de sustancia FR-900156 obtenido
segin el Ejemplo (3) se purifica despues realizando repeti-
damente los anteriores métodos de purificacidén para dar un
producto méds puro de sustancia FR-900156.

(5) Se vierten 100 ml de un medio que contiene almi-
dén -de maiz 2% (en peso), harina de gluten 1%, levadura se-
ca 1% y licor de maceracidn de maiz 1% en cada uno de diez
matraces dé 500 ml y se esterilizan de manera éonvencional
y despues se inoculan con una forma enlazada de culiivo a
partir de una placa sesgada de material de Streptomyces vio-
laceus ATCC 31481,

El orgaenismo se hace erecer en el medio a 309C

durante 48 horas sobre un sacudidor.

- En un fermentador Jar de 30 litros se colocan

20 litros del mismo medio como antes. El medio se esteriliza
de una maners convencional y despues se inocula asepticzmen-
te con el volumen total del cultivo de indeulo preparado an

tes. Se hace crecer el organismo en el medio a 309C durante

30 horas. ' .

Bl volumen btotal del indculo asi preparado se
inocula asepticamente en un fermentador de 400 litros, que
contiene 320 litros del medio (pH 6,5) aque contiene almiddn
soluble 2% (en peso), harinz de gluten 1%, harina de semi-

1las de alzodén 1% y sulfato sédico (10 hidratado) 2%.




El organismo se culfiva en el medio a 302C duran
te 72 horas. Durante el periédo de crecimiento se agita el
caldo con una hélice que travaja a 170 r.p.m. y se hace ﬁa—
sar aire estéril a través del caldo a una velocidad de 320
litros por minuto. Despues de haberse completado la fermen-
tacidn, se afiaden 4 kg de "Radiolite" al caldo de culﬁ;yo vy
ge filtra la mezcla para separar los micelios. Se ﬁaceq pa-
sar 300 1itros del filtrado a través de wna columa de car-
bén activado (150 litros) y despues se lava con 300 1i§;os'

de agua. La elucidn se lleva a cabo con 600 litros de aceto

na acuosa al 50% y despues el eluato se concentra a un volu

men de aproximadamente 120 litros.

Se hace pasar el concentrado a través déwﬁﬁé co
lumna de DEAE—Séphadex (30 litros) que se ha témponado pre-—
viamente con tampdén fosfato (pH 6,0). La columa se lava su-
cesivamente con 30 litros de agua y 30 litros de cloruro sé-
dico 0,1 M y despues se eluye con cloruro de sodio 0,3 M.

El eluato (60 litros) se hace pasar a través de una columa
de un carbén activado (30 litfos), se lava con 60 litros de
agga y se eluye despues con 60 litros de acetona acuosa al
50%. %1 eluato se seca nor congelacién para dar 120 g de un
polvo blanco. Se disuelve el polvo en 4 litros de egua y la
solucidn se pasa a través de una columa de CM-Sephadex (for
me H+) (14 litros). Se eluye la columa con agua y el eluato
se concentra y despues se seca por congelacidén vara dar 20 g
de un volvo. El polvo se coloca en la parte superior de la
columa de celulosa. La elucidn se lleva a cabo con nropanol
acuoso v las fracciones activas se recogen y secan por consfes
lacidén para dar 5 g de un polvo. El polvec se disuelve en 500

ml de arua y la solucidn se vasa a través de una columasa de

»~
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DEAE-Sephadex (1,3 litros) que previamente ha sido tampona-
da con tampdn fosfato (pH 6). La columna se'léva,con ¢loruro
sédico 0,1 M v se eluye con cloruro sédico 0,2 M., Las frac-
cionés activas se recogen y se hacen pasar a través de una
columna de un carbén activado (900 ml). Se lava la columa
con agua y se eluye con acetona acuosa al 50% (200 ml). Se
concentré el eluato y se seca por congélacién para dar 1 g
de un polvo. | ) '

Se disuelve el polvo en 300 ml de agua y la solu
cién se hace pasar a través de una columns de Cli~Sephadex
(forma H') (250 ml). La columa se revela v eluye com aguz.
Ias fracciones activas se récogen, se concentran y desnues
se secan por congelacién para dar 800 mg de un polve. 1
polvo se disuelve en 20 ml de ague ¥y la solucidn se mezcla
con una pequefia cantidad de celulosa. Se somefe la mezcla a
cromatografia en columna sobre celulosa. Se lave sucesiva=-
mente la colurma con 100 ml de acetona y 300 ml de mezcla de
n-butanol: 4cido acético:agua:€4:1:1) y despues se revela y
eluye con una mezcla de n~butanol:4cido acético:agua (4:1:2)
(1»litro). Se recogen las fracciones activas y se secan por
congelacién para dar 30 mg de wa polvo. Se disuelve el polvo
en 20 ml de agua y se hace pasar la solucidén a través de una
colﬁmna de Sephadex G 15 (250 ml). Se revela y eluye con
agua la columa y las fracciones activas se recogen y se se-
can por congelacidn para dar 5 mg de sustancia FR~900156.
Ejemplo : para la composicién farmacedtica:

(1) Preparacién para inyeccidn

Las cantidades reaueridas de sustancia FR-900136

se distrivuyen en viales, conteniendo cada wo de los cuales

500 mg Ce ingrediente activo. Ios viales se cierran herméti-
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camente para evitar las bacterias. Cuando se necesita uszar

‘un visl, se afiade 2 ml de agua destilada estéril para inyeg

cién al viel y despues se administra la solucién acuosa por
inyeccidn. V
(2) | .Ereﬁaraciéﬁ'de tabletas

Una formulacidén adecuada para una tableta con-

gsiste en la siguiente mezcla

Sustancia FR-900156 200 mg
’ Manita 400 mg
Almidén 50 mg
-Estearato magnésico 10 mg
(3) . Preparacién de una cédpsula
Sustancia FR-900156 300 ng
Estearato magnésico 15 mg

Los ingredientes anteriores se mezclan y se in-
sertan en una cépsula de gelatina dura, de una manera con-
vencional.

' En resumen, la'Patente de Imvencidn que se so-
licita deberd recaer sobre las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccién de sus-
tancia FR-200156 que comprende el cultivo bajo condiciones
aefobias de una estirpe productora de sustancia FR-900156
oue pertenece al género Streptomyces en un medio de cultivo
que contiene fuentes asimilables de carbono, nitrégeno y sal
inorgénica.

2. TUn procedimiento, segin la reivindicacidn 1,
donde la esiirpe productora delsustancia FR-900156 que per-
tenece al género Streptomyces es una estirpe seleccionada de

Streptomyces olivaceogriscus y Streptomyces violaceus.
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3. Un pfooedimiento, segin la reivindicacién
1, donde la estirpe productora de sustancia FR-900156 que
pertencce al género Streptomyces es wna estirpe de Strepto-
myces olivaceogriseus.

4. Un procedimiento, segin la feivindicacidn
1, donde la estirve productora de susténcia FR-900156 que
pertenece al género Streptomyces es una estirpe de Strepto-
myces violaceus.

5. Un procedimiento, segin la reivindicacién
3, en el que la estirpe productora de sustancia FR-900156
pertenecciente al género Streptomyces es Strepiomyces oliva-
ceogriseus ATCC 31427.

6. Un procedimiento, segin la reivindicacién
4, en el que la estirpe productora de sustancia>FR-900156
pertencciente al género Streptomyces es Streptomyces viola-
ceus ATCC 31481.

7. Se reivindica por Ultimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicitaf
" UN PROCEDIMIENTO PARA TA PRODUCCION DE SUSTANCIA FR-900154

Todo conforme queda descrito y reivindicado en 13

-~
'

presente memoria descriptiva que congta de cuarenta y una
péginas mecanografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 14 de Novigmbre 1979
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