Po— 54-080

Case I-2012 B

WRMORTA DESCRIPTIVA para solicifar o,
Ing. o €42 D// 874

Fcaeoy-17 "

~o

PATENTE DE INVENCION en ESPANA por VEINTE afios

A nombre de TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LTD,

entidad japonesa

establecida en 27, Doshomachi~2-chome, Higashi-ku, Osaka, Janén.

por: "UN PROCETUIMIENTO PARA PREPARAR UN INHIBILOR DI ~ROTEASAS!

(Clase Internacional C12d, Ablk)



10

15

20

25

Aﬁ%@gﬁ

fsta invencitn se refiers a un nuevo inhibidor de
proteasas y @ un procedimiento para la produccién del mismo.

Un estudio extenso acerca de metabolitos microbianos que los
pregentes inventores llevaroin a cabo buscando un nuevo inhibidor de
proteasas condujeron al descubrimiento de gque ciertas capas del gé-
nero Streviomyces son capaces de acumular una sustancia o sustancias
gue inhiben fuertemente la actividad de la pepsina y de otras diver-
sas probsasas &cidas. Estudios subsiguientes de los inventores les
permitieron aislar con &xito esias sustancias en forma cristalina.
Tomande nota de sus propiedades, los presenies inventores designaron
a dos de estos inbibidores como "pepsinoestreptina" y "pepsincestrep
tina-P" y despuds de estudios ulteriores, completaron la presente in-
vencibn.

Ast pues, el objeto principal de esta invencibn es
proporcionar pepsinoestrepting, pepsinoestreptina-P y sus bsteres me—
t1licos, & los que se denomina aisladamente o como mezcla de més de
uno,en esta Memoris Descripiiva, pare simplificar, Ypepsinoestrepti-
nas", si no se especifica de otro modo.

Otro objeto de esta invencién es proporcionar un
procedimiento para la produccién de pepsincestreptina. Ofro objeto
es proporcionar una composicib6n farmacéutica que comprende pepsinoes—
treptinas.

Estos objetos se realizan cultivendo un microorga-
nismo dcl gbnero Streptomyces capaz de acumular pepsinoestreptines

en un medio, para hacer que el microorganismo produzca la sustancia
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o sustancias buscadas en el ocaldo de cultivo que resulta, y recu-
peréndolas seguidemente de dicho caldo.

En el método de esta invencién puede emplearse
con &xito cualquier cepa del género Streptomvces que sea capaz de
producir pepsinoestreptinas, Son cepas tipicas, por ejemplo, las

de Streptomyces ramulosus, Streptomyces citricolor o Sireptomyces

catenulae., Asf pues, a titulo de ejemplo pueden mencionarse las
siguientes cepas conocidas,

Streptomyces remulosus IFO 12812

(a disposicién phblica en el catélogo IFO de

1.972)

Strentomyces citricolor Ferm-P N¢ 393

(aTcC )

Streptomyces catenulae IFO 12848

(4TCC 12476)

Los nfmeros que Tiguran después de "IFO", "ATCCM

vy "Ferm-P" indican, respectivamente, los nfmeros de catdlogo en el

Instituto de Fermentaci6n, Osaka, Japbn; en la Coleccibén Amesricana

de Cultivos Tipo en Rockville, Maryland, BE,UU.; y en el Instituto

de Investigaciones de Fermentacidn, la Agencia de Clencia y Tecnolo-
gfa Industrial, Japdn.

Bl méiodo de seleccionar estos microorganismos

es el siguiente. Se cultivan microorganismos del género Streptomy—

ces en un medio ligquido y se valora la actividad inhibidora de pep-

sina de cada cultivo en una placa de agar con caseina-pepsina. Enton-
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ces puede seleccilonarse una cepa que produzcd pepsinoestreptinas entre
las cepas que muestran actividades inhibidoras elevadas en el ensayo

de valoracibén anterior.

En la presente invencién se cultiva en un me-
5 dio de cultivo una cepa que produce pepsinoestrepiinas., Fl medio pue-
de ser 1Iquido o s6lido, pero, habituslmente, son m&s convenientes
un cultivo sometido o sacudidas o un cultivo aerobio con agitacibn.
La composicién del medio es facultativa en tan-
to en cuanto la cepa empleada pueda crecer en 6l, acumulando dicho in-
10  hibidor de proteasas .Asi pues, el medio puede contenesr, como fuentes
de carbono, glucosa, lactosa, glicerina, almidSn, sacarosa, dexiri-
na, melazas, &cidos orgdnicos, etc., y como fuentes de nitrégeno, pep-
tona, hidrolizados de protefnas, por ejemplo, 4cido casaminico {Labo-
ratorios Difco), N-Z-fmina (Sheffield Chemical), etc., extracto de
15 carne, extracto de levadura, torta de soja, liquido de maceracitn
de mafz, aminodcidos, sales ambnicas, nitratos y oiros compuestos
nitrogenados orginicos e inorginicos. Como sales inorgénicasg pueden
incorporarse al medio diversos fosfatos, sulfato de magnesio, cloruro
sédico, etc. Ademds, para favorecer el crecimiento de los microorga-—
20 nismos, pueden afledirse también factores tales como vitaminas y ané-
logos de 4cidos nuclefcos. Adicionalmente, los presentes inventores
han descubierio que si se incorporan adicionalmente al medio de cul-
tivo valina, N-acilvalina y/o &cido isobutfrico, la acumulacién de
pepsinoesireptina y/b de Sster metilico de pepsinoestreptina aumen—

25  ta significativamente, y que cuando se aflade fcido propibnico, la
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acurnulacién de pepsinoestreptina~pP y/b de su éster metilico aumen-
ta. Bl grupo N-acilo de dicha N-acilvalina es ilustrado mediante
N-acetilo y N~benzoilo, Las cantidades recomendadas de estos aditi-
vos son de 0,25 a 5,04 aproximadamente y, de preferencia, de 2 a

5 % aproximadamente para la valina y la N-acilvalina; de 0,25 a 2,0s
aproximadamente y, de preferencia, de 0,5 a 1,0 aproximadamente pa-
ra el &cido isobutfrico; y de 0,25 a 5,05 aproximadamente, de prefe-
rencia de 0,5 a 3,0% para el 4cido propiénico, respectivamente.

Bl 4cido isobutfirico y el Acido propibénico pue-

10 den anadirse en forma de sal de sodio o de sal de potasio, Estos adi~-
tivos pueden afladirse al comienzo del cultivo o en diversos momentos
durante el perfodo de cultivo, Haclendo crecer los microorganismos
en presencia de estos aditivos, la cantidad acumulada de las pepsi-
noestreptinas buscadas puede aumentarse de 10 a 20 veces como méximo.

15 La incorporacién en el medio de un agente anties—
pumante tal como aceite de silicona, un derivado de propilénglicol
o aceite de soja, conduce a rendimientos mejorados de pepsinoestrep-—
tinas.

Para cultivar el microorganismo se recomienda lle-
P 20 var a cabo un cultivo preliminar a pequefia escala y, después, inocu-
lar el medio de fermentacién con el cultivo preliminar gue resulta.
: Las condiciones de cultivo, gue incluyen la temperatura y el perlodo
L de incubacibn, el pH del medio, etc, se seleccionan y controlan de
tal modo que la acumulacién de las pepsinoestreptinas pretendidas sea

e 25 mAxima. En muchos casos, es suficiente cultivar aerobiamente la cepa

“emnue
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a wos 202 — 359C durante un perfodo de tiempo comprendido entre
1 y 6 dias, mientras el medio se mantiene en un margen de pH de
4 a 9,5 aproximadamente,

El caldo de ocultivo que resulta contiene
pepsinoestreptinas, Cuando se emplea un medio 1Iquido, la sustan-
c¢ia o sustancias buscadas se acumulan predominantemente en la fase
fluida, Por consiguiente, se recomienda separar primeramente los mi-
celios del caldo de cultivo por filtracibn o centrifugacibn y, des—
puds aislar las pepsinoestreptinas del producto filtrado o de la ca-
pa sobrenadante resultantes, aun cuando el producto o productos pue-
den recogerse facultativamente sin separsr previamente los micelios.
La separacifn y la purificaci6n de la sustancia o sustancias buscadas
desde el caldo de cultivo pueden llevarse a cabo con facilidad uti-
lizando diversos procedimientos en una combinacibn adecuada, depen—
diendo la elecci6én de una combinacién particular de las caracterf{s—
ticas quimicas de las pepsinoestreptinas. AsI pues, pueden emplearse
t8cnicas tales como precipitacién con un agente precipitante, por
ejemplo, sulfato aménico; extraccién con un disolvente orgénico que
no sea fhcilmente miscible con agua y en el que sean solubles las
pepsinoestreptinas, por ejemplo, n-butanol; disolucién en un disol-
vente muy polar tal como metanol o etanol; separacifn de impurezas
por tratemiento, por ejemplo, con acetato de etilo o hexanoj filtra-
cibn a partir de gel mediante el uso de diversos glébulos de dextra-
no, por ejemplo Sephadex (Pharmacia Fine Chemicals) o eguivalentes;

cromatozraffa de intercambio i6nico con cambiadores ibnicos diver-
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sos tales como resinas de intercambio i6nico, celulosa de intercam-
bio ifnico, Sephadex de intercambio ibnico (Pharmacia Fine Chemicals),
etc.; cromatografla de adsorcibn sobre adsorbentes diversos, por ejem
plo carbbn activo, altmina, gel de sflice o adsorbentes macromole—
culares, por ejemplo Amberlite XAD-1 y 2 (Rohm & Huas); y asf suce-
sivamente, Como es 16gico, ademis de estas técnicas, puede recurrir—
se a cualquier otro procedimiento de purificacién adecuado a las pro-
piedades de las pepsinoestreptinas. Utilizando algunos de estos pro-
cedimientos en una combinacién adecuada, pueden aislarse las pepsi-~
noestreptinas en estado cristalino desde el caldo de cultivo.

La pepsinoestreptina, la pepsinoestreptina-P y
sus €steres metllicos pueden detectarse por separado unog de otrog
sobre una placa de 4gar con casefna-pepsina después de cromatogra—
ffa en capa delgada sobre gel de sflice, utilizando sistemas disol-
ventes adecuados como agentes de revelado., En la Tabla I que figura
a continuacifn se indican ejemplos de tales sistemas disolventes y

valores del Rf de cuatro pepsinoestreptinas con estos sistemas di-

solventes.
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Tabla 1

Pepsinocestreptinas Valores del Rf en
Disolvente A Disolvente B

Pensinoestreptina 0,40-0,50 0,55-0,65
Pepsinoestreptina-P 0, 35-0,45 0,40~0,50
Ester metflico de pepsinoes—
treptina 0,75-0,85 0,68-0,78
Ester metllico de pepsinoces—
treptina~P 0,73-0,83 0,56-0,66

Disolvente A , Acetato de etilo ~ metanol (4:1)
Disolvente B: n-Butanol - &cido acético - agua ~ acetato de n-
~butilo (20:1:1:20)

Ast pues, empleando cromatograffa en capa
delgada bidimensional sobre gel de sflice con los disolventes A
v B como agentes de revelado, pueden detectarse por separado las
pepsinoestrepiinas.

La separaci6n de una cualguiera de las pepsi-
nosstreptinas desde una solucién mixta de més de una de ellas, pue-
de llevarse a cabo también aplicando los citados principios de de-
teccibn. De este modo, por ejemplo, puede llevarse a cabo la sepa-
racién de cada componente desde la mezcla de cualro pepsinoestrep—

tinas, mediante la combinacién de dos procesos sucesivos de cro-

306173 - 8 -
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matografia en columna :
(l) En primer lugar, se separan la pepsinocestreptina y la pepsinoes—
treptina-P desde sus ésteres metflicos mediante cromatografia en
columna de gel de sflice con acetato de etilo-metanol (5:1) como

5 disolvente de elucién, y (2) en segundo lugar, se efectfa la sepa-
racibn de la pepsinoestrepitina desde la pepsinoestreptina-P o del
&ster metllico de pepsinocestreptina desde el éster métflico de pep-
sinoestreptina~P, mediante cromatografia en columa de gel de sfli—
ce con n-butanol-fcido acéiico-agua-acetato de n-~butilo {30:1:1:30)

10 como disolvente de elucién,

Para la separacién de la pepsinoestireptina de
la pepsinoestreptina-P en la segunda etapa, puede hacerse uso de una
cromatograffa en columna sobre un adsorbente macromolecular tal como
Amberlite XAD~2 (Rohm & Heas) con solucién alcelina de metanol como

15 disolvente de eluciébn.

Las estructuras qufmicas de las pepsinosstrep-
tinas que pueden obtenerse de esste modo han sido establecidog a pa -
tir de los resultades de diversos anflisis quimicos y fisico—quimicos

que serfn descrilos en log Bjemplos gue aparccen més adelante, y son:

S
.,

v306073 -9 -
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10 Br le f6rmula anterior, R es etilo o isopropilo

y RZ es un 4dtomo de hidrbgeno o metilo, y la relacibn entre las eg—

tructuras y las pepsinoestreptinas respectivas es la siguiente:

gt

g2

Pepsinoestreptinas
15
Etilo Hidrégeno Pepsinoestreptina~p
BEtilo letilo Ester metllico de pepsinoes
treptina~P
Isopropilo Hidrégeno Pepsinoestreptina
20 Isopropilo Ketilo Egter metflico de pepsino-
estreptina.
Ademés, como podré apreciarse de las estructu~
ras quimicas anteriores, la pepsinoestreptina y la pepsinoestrepti-
25 na~P son compuestos &cidos y, por tanto, pueden convertirse con fa—

3.6.73 - 10 -
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cilidad en sales metdlicas tales como lag sales de sodio, potasio,
calcio y aluminio. Las expresiones "pepsinoestreptinas'" e "inhibi-
dor de proteasas" como se usan en esta Memoria Descriptiva y en las
reivindicaciones cubren también estas sales diversas,

5 Las pepsinoestreptinas se caracterizan por su
propiedad de inhibir fuertemente la actividad de la pepsina y de
otras proteasas dcidas. Se empled el procedimiento siguiente para
valorar la actividad de inhibicién de pepsina.

4sf, 0,1 ml de uwna solucién de pepsina crista-

10  lina (Sigma Chemical Company) con una concentracién de 50 pg/fnl,

se afiadieron a 1,9 ml de un sistema de reaccibn que comprendfa 1,0

ml de una solucién al 0,6% de caseina de substrsto (por ejemplo, ca-

sefna de Hammarsten, B. Merck, A.G.) en &cido l4ctico 0,08 1, 0,7

ml de solucibn tampén de HCL 0,028-cloruro potdsico 0,02 M (pH 2,0)
15 y 0,2 ml de una solucién de muestra que contenfa pepsinoessireptinas.

La meszcla total (2 ml) se incubd a 379C durante 30 minutos., La

reacci6n se terminé mediante la adicién de 2,0 ml de solucién de

4cido perclérico 1,7 M. Lespués se dejé reposar la mezcla a la tem—

peratura ambiente durante 30 minutos y, luego se filtrd a través

20 de un papel de filiro. Se midié la absorbencia (A) del filtrado a
280 mP. Por otra parte, un sistema testigo que contenfa la misma so-
lucién tampSn pero estaba exento de pepsinoestreptina fué tratado y

se midié su absorbencia (B) del mismo modo.que arriba se ha indica-
do. De wuna curva de calibracibn construida representando graficemen-—

25 te sbsorbencias en funcién de concentraciones de pepsina, fueron de—

el 346473 -11 -
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terminadas las concentraciones de pepsina residual (C) y (D) de los
sistemas de reaccibén correspondientes a (i) y (B), respectivamente,
¥ se calcul6 la actividad de inhibici6n de proteasa de cada muesrtra
por medio de la ecuacibn siguiente.

Tanto por ciento (%) de inhibicién = —-;1?—'1:)—-(3—-— x 100

Seglin se valor6 mediante el anterior procedimiento,
la cantidad de pepsinoestreptinas requerida para inhibir el 50 por
ciento de la actividad de 5 pe de pepsina cristalina (ID50) fué de
0,05 pg aproximadamente para todas las pepsinoestreptinas.

Las pepsinoestreptinas inhiben también la actividad

de la proteasa 4cida de Rhigopus chinensis (Seikagaku Kogyo, K.K.)

y de la proteasa 4cida de Trametes sanguinia (Takeda Chemical In-

dustries. Ltd.). Segfin se valoré mediante un procedimiento similar
2l descrito anteriormente, utilizando una solucién al 0,6% de ca—
selna en fcido léctico 0,05M y una solucifn tampén de &cido l&cti-
co 0,05 M (pH 3,0), la cantidad necesaria para inhibir el 50% de la
actividad de 10 Fe de la proteasa &cida de Rhizopus chinensis fue
de unos 0,05 pe vy la cantidad que inhibfa el 50% de la actividad

de 20 ug de la proteasa fcida del Trametes sanguinia fue de uwnos 0,25

}Jg para cudlquiera de las pepsinoestrepiinas.

La toxicidad de las pepsinocestreptinas es sumamente
baja y sus velores de ILgo determinados mediante ensayos de toxici-

dad aguda en ratones por via oral fueron no inferiores a 3 g/kg para

306-73 - 12 -
e
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la pepsinocestreptina ¥y su éster metilico y no inferiores a 5 g/kg
para la pepsincestreptina~P y su éster metllico, y por via intra-
peritoneal fueron de 0,5 g/kg para todas las pepsinoestreptinas.

Las pepsincestreptinas tienen toxicidad baja,
son estables a lo largo de un amplio margen de pH, hidréfilas, y fé-
cilmente cristalizables, son retenidas largo tiempo en el sgtbmago
v tienen una predisposicibn especifica para inhibir la actividad de
la pepsina evitando la liberacifn de 4cido sidlico desde las mucosas
géstricas, evitando o curando la dlcera en ratas Shay (8lceras pro-

vocadas artifioialmente).

For lo tanto, las pepsinoestreptinas pueden
usarse como medicamentos para la prevencibn y la cura de hiperpep-
sias, hiperpepsinias, @lceras ghstricas y duodenales, de las que se
dice que la pepsina eg un factor causante, y para la normalizacién
de la acidez glstrica.

A tftulo de ilustracibn, en la Tabla 2 se indi-
ca el efecto de las pepsinoestreptinas sobre las filceras gistricas
en ratas que han sido inducidas mediante ligadura del plloro (véase
Gastroenterology 5, 43 (1945). Los resultados confirman la eficacia

de las pepsinoestreptinas.
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Tabla 2 La actividad anti-ulceracifn de las pepsinoestreptinas,

Dosis Jugos gistricos Indice de
(mg/animal ) Glceras
5 Volumen Acidesz Actividad de
total total pepsina
(m1) (peq/ml) (pe/m1)
Sin adicién 18,8 105,0 1520 4,61 0,4
10 Pepsinoestreptina
I 0,2 16,7+0,7 122,641,9 106 £ 54 1,24 0,2
2,0 20 L 0,9 124,046,1 c+o0 1,0+ 0

Ester metilico de

pepsinoestreptina

15 0,2 17,441,1 106,6+15,8 136489 1,4+ 0,4
2,0 18,810,5 122,0¢ 2,5 010 0,8+ 0,2
Sin adicién 14,5+ 1,5 112,5 + 1,5 12531 58 ° 4,0 £ 0,6
Pepsincestreptina—

O —P

1t 0,5 17,8+ 1,0 95,6+ 4,0 123t 35 1,3+ 0,2

1,0 16,5+ 0,8 85,2+ 5,4 37+ 64 0,9+ 0,2

Ester metilico de
pepsinoestrepiina~p

25 1,0 16,0+ 1,1 80,5+ 8,5 23416 1,040,2

3-6073 — 14 —
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(Nota a la Tabla 2)

RHatas macho, 5D, de 7 semanas de edad, estando
compuesto cada grupo por 5 animales. Inmediatamente después de ligar
el plloro, se administraron por via oral & los animales las pepsinoes-
treptinas respectivas. Luego, después de 16— 17 horas, se examiné
el estbmago de cada animal y se clasificaron los Indices de Glceras

mediante el esquema siguiente:

0 : Normal, sin dlceras,

1 : ¥o hay flceras, pero se obervan manchas hemorrégicas o erosiones.

2 a 4 : Intermedio entre 1 y 5; con filceras pero sin psrforaciones.

5 s Perforaciones, La mayor parte de las ratas hablan muerto.

De 18 pacientes con fGlcera pépticas (13 fGlceras
ghstricas, 4 Glceras duodenales y 1 Glcera gastroduodenal; 14 pacien—
tes del sexo masculino y 4 pacientes del sexo femenino, de edades com-
prendidas entre 19 y 64 afios) 12 recibieron pepsinosstreptine y 6 re—
cibieron &ster metflico de pepsinoestreptina, todos ellos en una do-
gis diaria de 200 mg en 4 tomas a 2-3 horas después de cada comida
y entes de acostarse por la noche, y los pacientes fueron examinados
después de 4 semanas,

1. Tendencias evidenies a la curacibn observadas por rayos X y exdme-
nes gastroscépicos: 13 casos (desaparicién de filceras:10; alivio
de las Glceras:3).

2. Desaparacidn de sfintomas subjetivos: 14 casos.

3, Disminucién de la acidez géstrica (desde hiperacidez a normal ):

4 de 7.

- 15 -
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4: Ensayos para determinar sangre oculta en las héces: negativos en 13
casos.

Del mismo modo, se administré pepsinoestrepiina-P
a 6 pacientes con tlceras pépticas (3 flceras géstrices, 2 Glceras duo-
denales y 1 @ilcera gastroduodenal; 5 hombres y 1 mujer, edades compren—
didas entre 23 y 64) en una dosis diaria de 200 mg en 4 tomas a 2-3
horas despubs de cada comida, y entes de acostarse por la noche, y des-
puds de 4 semanas los pacientes fueron examinados,

1. Tendencias evidentes a 12 curacibn observadas por rayos X y exéme-
nes gastrosc6picos: 5 (desamricibn de Glceras:4; alivio de fillce-
ras: 1),

2. Desspariciftn de sintomas subjetivos: 5.

3. Disminucién de la acidez géstrica (desde hiperacidez a normal): 1
de 3.

4. BEnsayos para determinar sangre oculita en las hecesj negativo en 5
casos.

En ninguno de los casos se detectd efecto secun-
dario aslguno,

En otro experimento, las actividades de pepsina
de muestras de jugo gdstrico procedentes de un caso de Glcera gistrica
(hombre, 23 afios de edad) fueron de 0,40 mg/ml para jugo gdstrico basal
despubs de estar en ayunas y de 0,67 mg/hl pa?a una muestre de jugo gls—
trico tomade 45 minutos despuds de estimular con tetragastrina, y 50%
de la actividad proteolftica correspondiente a 2 pg de pepsina en estos

jugos géstricos fue inhibida por 0,061 pey 0,051 P8 respectivamente,

- 16 -
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de pepsinocestreptina e inhibida por 0,058 pe v 0,050 Fe» regpectiva—
mente, de pepsinoestreptina-P.

En la administracién anterior, las dosis diarias
recomendzadas de pepsinoestreptina y de pepsinoestrepiina-P para adul-
tos son, aproximademenie, de 1 mg a 10 g y, de preferencia, de 5 mg

a bg en administracién oral,

Las pepsinoestreptinas pueden ser administradas
solas o combinadas con un excipiente o excipientes farmacéuticamente
aceptables., Son administrables en forma de polvos, tabletas, solucio-
nes o emulsiones para administracidn oral,

Pueden prepararse composiciones farmactuticas gque
contienen una o mis de las pepsinoestreptinas mediante métodos conven-
cionales per se para la preparacitn de polvos, cépsulas, tabletas,
pildoras y semejantes, La eleccién de excipientes puede determinarse
segln la via de administracién, la solubilidad de las pepsinoestrep—
tinas y factores semesjantes.

Bsta invencién serd ilusirada adiclonalmente me-
diante los ejemplos que figuran a continuacitn. Sin embargo, debe en-
tenderse que estos ejemplos se proporcionan solamente con propbdcitos
ilustrativos y en modo alguno son limitativos de esta invencién, =n
los ejemplos, la relacién entre parte(s) en volumen y parte(s) en peso
corresponde a la existencia enire mililitro(s) v gramo(s).

Bjemplo 1
(1) Produccibn de pepsinoesireptinas

Se utilizé Streptomyces ramulosus IFO 12812 para

306¢73 - 17 -
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inocular 30 parites en volumen de un medio lIguido (pH 7,0) en un
matraz con una capacidad de 200 partes en volumen que comprende 3%
de glucosa, % de 1fquido de maceracién de malz, 0,05% de hidrbégeno~
fosfato dipotdsico, 0,025 de sulfato aménico, 0,05% de sulfato de mag-
5 nesio y 0,5% de carbonato célcico, y el medio se incubb en un agita—
dor giratorio a 282C durante 2 dias. Se utilizaron en cada caso quin-
ce partes en volumen del 1fquido de cultivo resultante para inocular
cada vez 500 partzs en volumen de los dos medios 1fquidos de la mis—
ma composicibn anterior y se culitivaron en un agitador giratorio a 289¢
10 durante 2 dias. El cultivo asf obtenido (LOOO partes en volumen en to-
tal) se us6é para inocular 30,000 parites en volumen de un medic 1lZqui-
do (pH 7,0) contenido en un fermentador con una capacidad de 50,000
partes en volumen, compuesic por 1% de glucosa, 0,7% de peptona, 0,3%
de extracto de carne, 0,3% de cloruro s6dico y 0,2 de hidr6geno fos-
15 fato dipotésico, y con la adicién de 30 partess en peso de un agente
antiespumante el fermenfador se incubb a 282C bajo alreacibén y con
agitacifén durante 5 dias.
El caldo de cultivo resultante se filtr6 con
un fildro prensa utilizando dtierra de diatomeas como auxiliar de fil-
20 tracién, y el producto filtrado resultante se traté con unas 15,000
partes en volumen de acetato de etilo. La capa en acetato de etilo se
deseché y la capa acuosa se iratf dos veces céda vez con 30,000 par-~
tes en volumen de n-butanol para extraer la fraccibn activa, El ex-
tracto en n~butancl se concentrd y el concentrado se disolvib en
25 3.000 partes en volumen de meianol,

306-7 - 18 ke
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La solucifén se hizo pasar a través de una columns de
500 partes en volumen de carbén activo y se recogieron y concentraron
7.500 partes en volumen del eluato, con 1o que se obtuvieron 13 par-
tes en peso de un polvo.
5 Este polvo se lavé a fondo con acetato de etilo, dese—
chéndose los lIquidos de lavado, y el resfiduo se disolvi6 en metanol
al 50%.
La solucifn metan6lica se aplicé sobre una columna de
carbén aectivo (500 partes en volumen) y, después de lavar la columna
10 con 1.50C paries en volumen de metanol al 50%, se eluys la fraccién
activa con 2,000 partes en volumen de metanol, y se concentrs el elua—
to, con lo que se obtuvieron 11 partes en volumen de polvo blanco.
Puede llevarse a cabo una purificacién adicional de la manera siguien—
te. Una porcifn de 0,15 partes en peso de este polvo sc disolvid en
15 una pequeifla cantidad de una mezcla disolvente de n-butanol- &cido acs-
tico-agua~acetato de butilo (30:1:1:30) y la solucién se vertis sobre
una columa de gel de sflice (967 partes en volumen, la relacién de
difmetro interior a altura es de 4 a 77) v las fracciones activas fue—
ron eluidas con el mismo disolvente, La primera fraccién (1.000 partes
7 20 en volumen) se deseché y la fraccibn siguiente de 300 partes en volumen
(ésta corresponde a la fraccibn activa de pepsinoestreptina) y la frac—
cibn de 150 partes en volumen, despuss de la elucién de 1.600 paries
en volumen (ésta corresponde a la fraccién activa de pensinoestrestina—~
—P) fueron recogidag, respectivamente, y se concentraron & sequedad, Des

..25 pués, los respectivos concentrados se disolvieron en metanol y se dejaron

3’.’6.'1713 - 19 -
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reposar a temperatura ambiente, con 1o gue se separaron agujas
blancas de pepsinoestreptina y pepsinoestreptina-P, Los res—
pectivos cristales se recristalizaron repetidamente en metanol,
pesando los cristales finales 0,025 y 0,01 partes en peso, res—
pectivamente.
(2) Anglisis de los cristales obtenidos

Se llevaron a cabo con los cristales diversos

anélisis fisicogufmicos.

306.73 - 20 -
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Tabla 3 Propiedadss fisicoquimicas de la pepsinoestreptina y

de la pepsinoestreptina-P

Pepgincestireptina

Pepsinoestreptina-P

1, P, de F, 2369 - 2389¢C 210e -~ 212¢C
2e szoi_]is -91,5¢ (0,53%,me -92,92 (0,495%,metanol)
tanol)
3, an4lisis elemental C,59,12; H, 9,345 C, 57,535 H, 9,05;
N, 10,59 W, 10,52
4. Bspectro de absor-~ No hay miximos de No hay méximos de ab-
cidn ultravioleta  absorcibn a 210- sorcién a 210-450 mu.
400 mp
5. Espectro de absor— Véase Fig. 1 Véaze Fig. 2
cién infrarrojo
6. Espectro de reso- Véase Fig. 3 Véase Fig. 4
nancia magnética
nuclear
7. Bspectro de masas Véase Fig. 5, Véase Fig. 6, miximo
del &ster metflico méximo de idn de i6n/molecular: 671
molscular: n /e
685 m/e
8. IDSO frente a pep— 0,048 pe 0,05 pg
sine (5 pe)
-2l -



Tabla 3 (continuacién) Propiedades fisicoquimicas de la pepsi-

noestreptine y de la pepsinoestreptina-—p

Pepsinoestireptina Pepsincestreptina—P
5
9. Componentes alaninasvalina:écido alanina:valinasfci-—
4~amino-3~oxi-6~me—~ do 4-amino—3—oxi-—
til-heptanbico = 1;  —6-metil-heptandi-
2:2 aproximadamente co = 1:232
10 1,1 mg de &cido iso  aproximadamente
butirico de 10 mg de 1,0 mg de 4cido
cristales propidnico de 10
mg de cristales,
15 Ejemplo 2
(1) Producd 6n
Se usé Streptomvces citricolor Ferm~P-N¢
393(ATCC ) para inocular 30 partes en volumen de un me—
dio liquido (pH 7,0) en un matraz can una capacidad de 200 partes
20 en volumen, estando el medio liquido compuesto por 3% de glucosa,
%o de liquido de meceracién de mafz, 0,05% de hidrogenofosfato
i dipotdsico, 0,02% de sulfato aménico, 0,05% de sulfato de magnesio,
0,5% de carbonato célcico y el medio inoculado se incubb en un agi
tador giratorio a 2890 durante 2 dias., Bl cultivo resultante se
25 transfirié a un matraz con una capacidad de 2.000 partes en volu—~

3.6.73 - 22 -
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men gque contenfa 500 partes en volumen del mismo medio anterior
v el matraz se incubd en un agitador de vaivén a 28°C durante
2 dlas. EL cultivo resultante se transfirié a un fermentador de
50.000 partes en volumen de capacidad, que contenlfa 30,000 par
5 tes en volumen del mismo medio 1¥quide anterior y, con la adicién
de un agente antiespumante, el medio inoculado se incubs a 282C
durante 2 dias con agitacibn y alreaciédn,
El cultivo resultanée se usé para inocular
1,000,000 partes en volumen de un medio 1fguido (pH 7,0) conteni-
10 do en un fermentador con una capacidad de 2.000.000 partes en vo~-
Jumen, el cual medio lfquido comprendfa 1% de glucosa, % de pep-
tona, 0,7% de exiracto de carne, 0,3% de cloruro s6dico y 0,2%
de hidrb6genofosfato dipotdsico, con la adicién de unas 500 partes
en peso de un agente antiespumants, el medio inoculado se incubé
15 a 282C con aireaci6n y agitacién durante 3 dias, obteniendo apro-
ximadamente 1.000.000 partes en volumen de un caldo de cultivo,
: Este caldo de cultivo contenia una actividad in-
hibidora de pepsina de 10,5 pg/hl en téminos de pepsinoestreptina,
pero mediante el uso combinado de cromatografia ch capa delgada y
20 el método de valorar inhibidores de pepsina utilizando una placa
de agar con casefna-pepsina que se ha descrito anteriormente, se
encontré que este caldo de cultivo contenfa por lo menos dos in-
hibidores de pepsina diferentes.
(2) inflisis

25 Se efectud cromatografia en capa delgada sobre

T 3.6.T3 - 23 -
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muestras del caldo utilizando un sistema disolvente de acetato
de etilo-metanol (4:1) y después el disolvente adherido a la ca-
pa se separd por evaporacidn para obtener una capa seca. Batretan-—
to se preparS una solucibn acuosa de agar al 3% y se mezcld con
una solucifn de casefna al 0,4% (pH 2,0) en la proporcién de 1:1
(v/%). Despubs de enfriar la mezcla a 509C, se afadidé répidamen—
te una solucién de pepsina cristalina para dar una concentracidn
de 2 mg por 100 ml de la mezcla, seguido inmediatemente de agita-—
cibn.

La mezcla se vertlié en una placa de Petri
¥y se dej6 reposar un poco tiempo para preparar una placa de agar
con caseina-pepsina de 2 a 3 mm de espesor. La capa delgada seca
anteriormente preparada se superpuso sobre esta placa de agar y ei
conjunto se mantuvo en frfo duranie unos 10 minutos para permitir
que los factores activos desarrollados sobre la capa delgada se
difundieran dentro del agar. Entonces, se separé la capa delgada
y se dej6 en reposo la placa de agar a 3790 durante la noche, La
placa de agar se vuelve transparente debido 2 la accién proteoli-
tica de la pepsina, pero si se encuentra presente una sustancia
inhibidora de la pepsina, el agar permanece opaco y turbio., Por
consiguiente, este mé&todo proporciona un ensayo conveniente para
inhibidores de pepsina. Mediante este método se detectaron dos in-
hibidores que dieron manchas distinguibles a Rf 0,75-0,85 y Rf 0,4~
-0,5, respectivamente, en una cromatograffa en capa delgada con el

sistema disolvente antes mencionado.

306-73 - 24 -
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Por lo tanto, estas dos sustancias fueron separadas
y purificadas independientemente, En primer lugar, el caldo de cul-
tivo anterior se ajust6é a pH 4 con 4cido clorhfidrico y, despuss, se
filtré por medio de un filtro prensa, Bl filtrado se ajusts a pH 8
con una solucién de hidréxido sb6dico y, luego, se extrajo con
300,000 partes en volumen de n-butanol. La capa en n~butanol se con
centré y se traté con carbbén activo una décima parte en peso del con
centrado.

Se separd por filiracién el carbén., E1l filtrado se
vertié sobre una columna de gel de sflice y la fracd én activa se
desorbi6é con una mezcla de disolvente de acetato de etilo-metanol
(4:1). Todas las fracciones activas se reunieron, se concentraron y
se cromatografiaron sobre una columna de gel de sfilice en las mismas
condiciones anteriores, obteniendo por separado las fracclones ac—
tivas I y IT. La fraccidén I se concentrd y el concentrado se croma-
tografid utiligzando wna columna de gel de sfilice y una mezcla disol
vente de benceno-metanol-Acido ac&tico (90:10:1). La fraccibn acti-
va obtenida de este modo se concentrd y vertié sobre una columna de
carb6n activo. Degpubs de lavar con una solucién acuosa de matanol
al 60%, la fracd 6n activa se eluys con metanol y el eluato se con-
centrs, Bste concentrado se vertié de nuevo sobre una colugma de
Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals) y la fraccién activa se
eluyé con metanol, El eluato se concentrd y se dejé en reposo, con
lo cual se obiuvieron 0,10 partes en peso de agujaes blancas (1).

Entretanto, en las mismas condiciones empleadas pa-—



‘413&25

ra la fraccién activa I, se purific6 la fracciétn II mediante croma-—
tografla en columna sobre columnas de gel de sllice y de carbén ac-
tivo, obteniendo 0,41 partes de agujas blancas (II) partiendo de

una solucién en metanol. Los valores Rf de estos productos en el

5 cromatograma en capa delgada antes mencionado fueron de 0,75 a 0,85
para I y de 0,4 a 0,5 para II.

La Tabla 4 muestra los diversos datos fisico-—
quimicos de I, II y del &ster metilico de II, preparéndose este Gl-
timo por tratamienio de IT con diazometano. Los espectros de absor-

10 cibén infrarrojos de estosrcompuestos se muestran en la Fig. T.
Tabla 4.~ Propiedades fisicoguimicas de I, II y del é&ster me—
tflico de II
I 1T Bster metilico de
15 1T
P, de F, 270-2729C 237-2399°C 271-273¢C
LA T2 ~919(0,25%, me- ~959(0,5:, me —-852(0,56, meta~
tanol) tanol) nol)
20 Anflisis elemen
tal (0341{6331509) (033H61N509) (034H63N509)
C, 59,563 ¢, 59,02; C, 59,563
Calculado H, 9,20; H, 9,09; H, 9,203
W, 10,22 N, 10,43 N, 10,22
3.6.73 - 26 -
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Tabla 4 (continuacién).—- Propiedades fisicoquimicas de I, IIL y

del éster metilico de IT

I II Ester metilico

de II

Cy, 59,50; c, 583505 G, 59,21;
Encontrado H, 9,16; H, 9,143 H, 9,35;

N, 10,03 W, 10,51 N, 9,71

De estos datos y de los resultados de experi-—
mentos efectuados mediante los diversos procedimientos anallticos
descritos en el Ejemplo 1, se identificé que IT era pepsinoesirep-
tina igual a la obtenida en el Ejemplo 1.

Por otra parte, I estaba en concordancia total
con II en sus aminofcidos y 4cidos grasos constituyentes, La f6érmula
molecular asignada a I partiendo de su an4lisis elementol {Tabla 4)
Tue C34HG3N5O9 y 8sta excedla a la férmula molecular de II, calcula-
da de modo semejante, 033H61N509, en un &tomo de carbono y dos 4to~
mos de hidrégeno. De estos datos experimentales se determiné final-
mente que I era el €ster metilico de II,

Las actividades inhibidoras de la pepsina, DISO:

eran de 0,054 p8 para los cristales I y de 0,045 Pg para los crista—

les II.

i
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Ejemplo 3

Se us6 Streptomyces ramulosus IFO 12812

(ISP 5100) para inocular 30 partes en volumen de un medio 1I-
quido (pH 7,0), en un matraz con una capacidad de 200 partes en
5 volumen, el medioc 1fguido estaba compuesto por 5% de dextrina,
3% de harina de soje, 0,7% de peptona, 0,5% de carbonato cdlci-
co, 0,05% de sulfato ferroso, 0,05% de sulfato manganoso, 0,05%
de sulfato de magnesio, 0,055 de hidrogenofosfato dipotésico y
concentraciones varisbles de un miembro seleccionado enlre el gru
10 po de IL-valina, L-valina, D~valina, N-aceiil-DL—valina y N-ben-
z0il-DlL~valina, El medio inoculado se incubd en un agitador gi-
ratorio a 289C durante 4 dias y se midi6 la produccifn de pepsi-
noestreptina en el caldo de cultivo resultante.
Los resultados se indicaon en la Tabla 5

15 Tabla 5 Bfecto de la adiclbn de valina y N-acilvalins

©

sobre la acumulacién de pepsinoestreptina

Aditivo, % Pepsinoestreptina acumu-

lada
20 (mg /m1)
S 0,13
IL-valina 0,25 0,28
25 0,5 0,42

3:6'73 - 28 b
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Tabla 5 (continuacién)

A1 gz, e

Efecto de la adicidn de valina y H—

—acilvalina sobre la acumulacidn de

pepsinoesireptina

Aditivo, %

Pevnsinocestreptina acumu-

lada
mg/ml)

1,0 0,867

2,0 0,99

4,0 0,84
L-valina 2,0 1,03
D-valina 2,0 0,98
N-acetil~IL—
~valina 2,0 0,95
N-benzoil~-DL~
~valina 2,0 0,80

-29 ~
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BEjemplo 4

Se cultivé Strentomyces eiitricolor Ferm-P-—

~Yo0,.393 (ATCC ) a 289C durante 4 dias por un procedimien—

to similar sl descriic en el Ejemplo 3 y se valoraron indepen—~

dientemente las cantidades acumuladas de pepsinoestreptine y de

éster metflico de pepsinocesireptina mediante el método de la pla-

ca de agar con caselna—pepsina descrito en el Ejemplo 2.

Los resultados se indican en la Tabla 6,

Tabla 6 Efecto de la adicién de valina y N-acilvalina so-

bre la acumulacién de pepsinoestreptina y éster me—

tf1lico de pepsinoesireptina

Aditivo Pepsinoesireptina

acumulada

(ps /m1)

Ester metilico
de pepsinoes—

treptina acumu-—

lado
(pg/m1)
S 8,0 2,1

Dl-valina 2% 60 15
L~valina % 63 15
D—valina P 59 - 14
N-acetil—IL~

valina, % 41 12
N-benzoil-IL~-

valina, %% 39 10

- 30 -
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Ejemplo 5
Se utilizé Streptomyces ramulosus IFQC 12812 o

Streptomyces catenulae IFO 12848 (ATCC 12476), para inocular 50

partes en volumen de un medio lfguido (pH 7,0) en un fermentador
con 200 partes en volumen de capacidad, que comprendfa 5 de dex-
trina, 3% de harina de soja, 0,7% de peptona, 0,5% de carborato
cflcico, 0,05% de sulfato ferroso, 0,05% de sulfato manganoso,
0,05 de sulfato de magnesio, 0,05% de hidrégenofosfato dipotdsi-
co y concentraciones variables de 4cido propibnico, seguido de in-
cubacién a 282C durante 4 dias, Se midié la cantidad de pepsinoes—
treptina~P acumulada en cada uno de los caldos de cultivo resul-
tantes., Los resultados se indican en la Tabla T.

Tabla 7 Efecto de la adici6n de &cido propidnico sobre la acu-—

mulacién de pepsinoesirentina~P

Concentracién de Pepsinoestreptina~P acumulada
Scido propiénico (mg/ml)
%
IF0 12812 IFO 12848
0 : 0,05 0,02
0,5 0,31 0,10
1,0 0,56 0,19
2;0 0,80 0,28
3,0 0,68 0,23
-3l -
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Ejemplo 6

Se usé Streptomyces ramulosus IFO 12812 para

inocular cada vez 500 partes en volumen de un medio 1fquido (pH
7,0) en dos matraces con una capacidad de 2,000 partes en volumen
cada uno, el cual medio lfquido comprendia 3% de glucosa, 25 de 1I-
quido de maceracién de mefz, 0,05% de hidrégencfosfato dipotdsico,
0,02 de sulfato aménico, 0,05% de sulfato de magnesio y 0,5% de
carbonato cfleico. Cada uno de los matraces se incubé en un agita—
dor en vaivén a 28¢C durante 2 dias para obtener 1000 partes en vo-
lumen de un cultivo.

Este cultivo de siembra se transfirié a2 un
fermentador con una capacidad de 50,000 partes en volumen que con—
tenfa 30,000 paries en volumen del mismo medio anterior, y el con-
Junto ge incubb bajo zireaci6n y agitecién a 282C durante 2 dias.

El cultivo resultante se transfirié de nuevo
a un fermentador con una capacidad de 2,000,000 partes en volumen
que contenfa 1.000.000 partes en volumen de un medio 1fquido (pH
7,0) que comprendfa 5% de dextrina, 3% de harina de soja, 0,7% de
peptona, 0,56 de carbonato célcico, 0,05% de sulfato ferroso, 0,05%
de sulfato manganoso, 0,05% de sulfato magnésico, 0,05% de hiarégeno-
fosfato dipotésico y 0,55 de propionato sédico (0,39% como 4cido
propiénico), Con la adicién de unas 500 partes en peso de un agente
entiespumante, el medio inoculado se incubl con aireacidn y agita~—
cibn, a 282C, Despuds de 16 horas, se afiadieron 100,000 partes en

volumen de una solucibn acuosa al 15% de propionato sédico que habia

- 32 -
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sido ajustada previamente a un pH alrededor de 7,0 y esteriliza-
da, y el medio se incub6 posteriormente bajo aireacibn y agitacidn
durante 74 horas. El caldo de cultivo resultante, aproximadamente
1.100.000 partes en volumen, se tratsd medianie el procedmiento
que se describe mas abajo para cristalizar la pepsinoestreptina~P,
Ast, el caldo de cultivo se filtré en primer lugar por medio de un
filtro prensa con ayuda de tierra de diatomeas y el filtrado resul-
tante se traté con 300,000 partes en volumen de acetato de etilo.
La capa en acetato de eflilo se deseché y la capa en agus se concen—
tré hasta unas 850,000 partes en volumen, se ajust6 a pH 4,0 con
Scido clorhfdrico y se aplicd sobre una columna de 100,000 partes
en volumen de carbén activo (calidad Shirasagi, Takeda Chemical In-
dustries), con lo gque se adsorbié la fraccién activa,

La columna se lavé en primer lugar con
200,000 partes en volumen de agua y después con 300.000 partes en
volumen de metanol al 40% en agua, y la fraccidn activa se desor—~

bié con 500.000 partes en volumen de metanol.

Se concentré el eluato obteniéndose 600 par-
tes en peso de un polvo que conienla pepsinoestreptina-P.

Una porcién de 50 partes en peso de este pol-
vo se disolvié en 3.000 partes en volumen de hidrbéxido sédico 0,05
T-metanol (55:45) y, después de ajustarse a pH 10, se vertié la so-
lucibn sobre una columna de 44.000 partes en volumen (1a relacibn
del difmetro interior respecto de la altura es de 1 a 7), de un

adsorbente molecular, por ejemplo, Amberlite XAD-2 (Rohm & Heas) de

eamny 3‘6073 - 33 -
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0,149 mm & 0,074 mm de tamaiic de particulas,

La fraccibén activa se eluyd en un sistema
de gradiente lineal desde hidréxido sb6dico 0,05H-metanol (55:45)
hasta hidr6xido s6dico O,05N-metancl (35:65), 200,000 paries en
volumen en total.

La primera fraccibn, que ascendfa a 80.000
partes en volumen, se desech$§ y la fracci6n subsiguiente, que as—
cendfa a 40.000 partes en volumen y que contenfa pepsinoestrepti-
na-P, se recogib y se ajustl a pH 3 con 4cido clorhidrico, aplicln
dose despubs sobre une columna rellena con 2,000 partes en volu-
men de carbén activo.

La columna se lavé con agua y metanol al 40%
en agua, seguido de slucién de la pepsinoestreptina~P con metanol.
El eluato se concentré a sequedad, recogiéndose 28 partes en peso
de un polvo blanco, Bste polvo se disolvié en metanol caliente y
se dejé en reposo la solucidén, con lo que se obtuvieron 25 par-
tes en peso de pepsinoestreptina~P en forma de agujas blancas (P.
de F, 2109-2112C; anflisis elemental C, 57,585 H, 9,065 N, 10,51).

Ejemplo T

Streptomyces ramulosus IFO 12812 y Streptomyces

citricolor Ferm-P-X¥2393(ATCC ) se utilizaron respectivamen—
te para inocular 30 paries en volumen de un medio lfquido (pH 7,0)
contenido en un mairaz con una capacidad de 200 partes en volumen,
que comprendfa 5% de dextrina, 3% de harine de soja, 0,7% de pep-

‘tona, 0,5 de carbonato c&lcico, 0,05% de sulfato ferroso, 0,055

-3 -



de sulfato manganoso, 0,05 de sulfato de megnesio y 0,05s de

hidr6gencfosfato dipotédsico. Con la adicibn de una solucién

al 25% de isobutirato sédico (ajustada a pH 7,0) o bien inmedia-

tamente después de la inoculacién o bien en el transcurso del cul-
5 tivo, €l medio inoculado se incub6 en un agitador giratorio a 282C

durante 4 dias. Las producciones de pepsinoestreptina y de éster

metilico de pepsinoestreptina en el caldo de cultivo resultante,

se valoraron independientemente mediante el método descrito en

el Ejemplo 2, Los resultados se indican en la Tabla 8.

10 Tabla 8 Efecto de la adicién de isobutirato s6dico sobre

la acumulacién de pepsinoestreptine y &ster meti-

lico de pensinoestreptina

Microorganismo Modo de adicién  Pepsinoestrep Ester metfli-
15 del isobutirato  tina acumula~ co de vpepsi-

de sodio ds noestrentina

(g /) (g 1)

No hay adiecibn 0,11
20 Streptomyces 0,5% a 0 horas 0,43
ramulosus 0,5 a 18 horas 0,48
IFC 12812 0,55 a O horas 0,59
_ (I8P-5100) vy 1,05 a 18
Lo (horas 1,5 en total)
. 2 .
3673 - 35 -
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Tabla 8 (continuacién) Efecto de le adici6n de isobutirato sédico

sobre la acumulacién de pepsincestreptina y

éster metflico de pepsinoestreptina

5 ¥icroorganismo Iodo de adicibn del Pepsinoestirep Ester metfli

isobutirato de sodio #ina dcumula~ co de pepsi-
da noestreptina
(mg/ml) (mg/ml)
10 Streptomyces
citricolor Fo hay adicifn 0,0072 0,0019
Ferm—P-No0.393 0,5 a 0 horas 0,036 0,0074
(aTce ) 0,54 a 18 horas 0,031 0,0087
0,5% a O horas 0,042 0,0093
15 v 1,06 a 18 hores
Bjemplo 8
Se usé Streptomyces citricolor Ferm—P-No, 393
(aTCC ) para inocular 30 partes en volumen de un medio 1Iquido
20 (pH 7,0) contenido en un matraz con una capacidad de 200 partes en

volumen, el cual medio lfguido comprendfa 3% de glucosa, % de 1I-
quido de maceracién de mafz, 0,05k de hidrogenofosfato dipotésico,
0,02 de sulfato eménico, 0,05 de sulfato de magnesio y 0,54 de car—
bonato cilcico,

25 Bl medic inoculadc se incubS a 289C durante 2 dias

3-6-;‘8 - 36 -
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y se transfiri6 a un matraz con una capacidad de 2,000 partes en
volumen que contenfa 500 partes en volumen del mismo medio ante-
rior, durante otros 2 dias m4s de incubacién a 282C. El caldo re-
sultante se transfirié a un fermentador con unz capacidad de

50,000 partes en volumen que contenfa un medio liquido (pH 7,0)
compuesto de 1% de glucosa, 3% de peptona, 0,7% de extracto de car-
ne, 0,3 de cloruro s6dico, 0,2% de hidrégeno - dipotésico,
0,5% de propionato sédico (0,39% como &cido propiénico).

Con adicién de unas 20 partes en peso de un
agente antiespumante, el medio inoculado se cultivé a 282C con ai-
rescién y agitacién. A las 16 horas despuds del comienzo se afia-
dieron 3,000 partes en volumen de una sclucibn acuosa de &cido pro
piénico (15%) v se 1lev6 a cabo la incubacién durante 50 horas més
obteniéndose 33.000 partes en volumen del caldo de cultivo., Este
caldo se filtré a travds de un filtro prensa y el filirado se la-
v6 con acetato de etilo,

Despuds de eliminar la capa de acetato de eti-
lo, la fase acuosa se concentré hasta 25.000 partes en volumen y des—
puds de ajustar el pH a 4,5 aproximadamente, se aplicé sobre una co-
lumna de carbén activo. La columna se lavé con agua y metanol (so—
lucién acuosa al 40%) y después se eluyé la fraccifn activa.

El eluato se concentrd oblteniéndose unas 5
partes en peso de polvo que se disolvil en agua y aplicé sobre una
columna de gel de sflice, y se eluyeron de la columna las fraccio-

nes activas I y IT con acetato de etilo-metanol (5:1), La fraccibn

3-6073 - 37 ke
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activa I se concentré para evaporar acetato de etilo y metanol,

¥y se sometié a trafamiento en una columma de gel de sflice con
un sistema disolvente de n-butanol-icido acstico-agua-acetato

de butilo (3031:1:30). Purificada de aste modo, la fraccién acti-
va II se aplicé de nuevo sobre una columna de carbon activo,.

La columna se lavé con metanol (solucidn
acuosa al 50%) ¥ el eluato se conceniré a sequedad. EL concentra
do se disolvi6 en un pequeidio volumen de meitanol y se mantuvo en re
poso obtenifndose 0,00 partes en peso de agujas blancas.

Por otra parte, cuando la fraccién activa
IT se traté de 1z misma manera que la fraccibn I, se separaron unas
0,32 partes en peso de agujes blancas.

Se detemindé que estos dos cristales eran,
respectivamente, £ster metllico de pepsinocesireptina~P y pepsinoes
treptina~P segfin sus andlisis elementales, punfos de fusién, com~—
posiciones de amino 4cidos, espectros de masas, etc.

La presente solicitud que corresponde a las
presentadas en Japbn, ei T de Abril de 1,972, bajo el nimero
35375/12 y el 7 de Julio de 1.972, bajo el nfmero 68415/72, se aco-
ge a los beneficios del artfculo 51 del vigente Estatuto sobre Pro-

pisdad Industrial,

3.6.73 - 38 -
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RETVINDI CACL ONES

Los puntos de invencidén propia y nueva que se pre-—
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de In-
vencién en Egpafla, por VEINTE aflos, son los que se recogen en
las reivindicaciones siguientes:

lg,.- Un procedimiento para producir un inhibidor

de proteasa de f6rmula

CH CH
CH, CH, CH, CH \\3§/ ’
3 3 v i3
7 \CH/ \BCH/ ICH oH
2

f |
CONHCHCONHCHCONHCHCHCH, CON H-

CH CH
N
CH

I
CH, CHo OH

CHCONHCHCHCH, COOR?

-39 ~
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(en donde Rl es etilo o isopropilo y R2 es un dfomo de hidrbgeno
o metilo), que comprende cultivar un microorganismo del género
Streptomyces, capaz de acumular dicho inhibidor de proteasas, en

un medio de cultivo que contiene una fuente de carbono asimilable

5 ¥y una fuente de nitrbgeno digerible, bajo condiciones agrobias,
hasta que el inhibidor de proteasas est4 sustancialmente acumu-
lado en el caldo de cultivo, y recuperado de &ste.

22,~ Un procedimiento segtin la reivindicacién 12
en el que se afade al medio de cultive velina, un derivado de va-
10 lina acilado en el N, y/o 4cido isobutirico, para mejorar la pro-—
duccifn de un inhibidor de proteasas de Fférmula
CH3 CH3
\/
CHy CHj CHS CH CH
1 \/ \/ ’ |
R CH cH CH, OH
| l l [ 2]
15 CONHCHCOYNHCHCONHCHCEHC H, CONH-
CHB//CH3
CH
I
CH3 CHy OH
CHCONHCHCHCGH, C0O0R®
20 (en donde RY es isopropilo y B2 es un Atomo de hidr6geno o metilo),
3.6.73 - 40 -
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8.~ Un procedimiento segfn la reivindicacién
18, en el que se afiade al medio de cultivo &cido propibnico

para mejorar la produccién de un inhibidor de proteasza de fér-

nula
CH; ,CHy
\"/
CH, CHy CHy CHy CH
BE \CI{ \cé LH OH
CHp

I I |
CONHCHCONHCHCONRHCHCHCH CONH-

CH CH
3 3

\?g

CHS CH2 OH

CHCONHCHCHCEH; COOR?

(en donde BT es etilo y R° es un 4tomo de hidrégeno o metilo).
42 .~ Un procedimiento segfin la reivindicacién
1le, en el que el microorganismo se selecciona entre el grupo

de Streptomyces ramulosus, Streptomyces citricolor ¥ Strepto-

myces catenulae.

5&,— UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UN INHIBIDOR

D& PROTEASAS,

-1 -



RELA

Tal y como se ha descrito en la lemoria que antecede,
representado en los dibujos que se acompafian y para losg fines que
se han especificado.

Bgta Memoria consta de cuarenta y dos hojas escritas

5 a méquina por um sola cara.

11w «e9q

Madrid,

izgaburo

3.6.73 FC - 42 -




L'ol1d

(;-w2)
053 004 0% 006 Q03 OOIY  0OZi OCEL 007 OOSL  CO% OO 008t 0O6l OGOZ 002z OC"Z 0097 J08Z GJ0€  COZE  GOVE  009€  OgBE 000
; T T T T : T el i SRt BN S SRS S i
— T 1 1 L R S S S A
I | i i { . | ! ! : i
P S i S ;
. ; | : I : : _ : ) i
: : : : i o
A T T T T
' ' ! . | i | ! : | i ! .
i . : i 1 i . i ) i ; : i
T L S RN H— e i
W , , i | \ v ” W
| . | i ! . ! : . ! ! } ) :
| S R o - .
. t
: : :

RIS R S

(%)

T 7 T R T
0st 71 OBt 00

)

<'3_ T—'A—--—vrfd-— -
;.- —_—
|
B
|

2
=)

Gerely

‘ TLA/L . .
*QTT *SETMISOUNT TvOLNZHO VOTIVE




1/VII

TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, IID.

<]
[F=d
[== 3 IR R
73]
[
1
|
i
!
|
Y ey
~r
R N
[=J
(2]
b e
P
ur
o~ < o o
© 3 ®
—
-0
o
—

73
60
50

40
30

20

. \ﬂ\n\ln\nll A A —_— ]

1800 1700 1

1900

2200 2000

3800 3600 3:00 3200 30C8 280G 2600 2430

4000

FIG.1




L.

130 140 150

(p)

120
§

|

110

i e -

[ J00 U U pOpS

P et i
@

3

5]

€3

™~

v

[

v2)

2 850

130¢ 1200 1106 1030 900 300

430

1800 1700 1603 1500 %

1300

{em™)

FI1G.1




¢9ld |

1 Q0L 008 008 00CZ QJTZ 0C™Z GU9Z 009Z 00GE 00ZE CO7E OO09E OCEE 0007

M S i ekt ke it A
N :..ff,;.srl_

B St RISy PO - al
; i I
|

N b et 07

|
P
TR S .17

BN SN ‘RS S 1%

-

oL

08

|
| {*a)
i

e 0D
4

L

=T
OSi07I 08101 0 OOt

{(m

vaMwﬁ ﬂNﬂm(J

y ITA/IT
3R *qTT ‘SETISOCNT TVOIWEHO VATNVE



TAXEDA CHEMICAL USTRIES, LTD.

IT/viT

A\3A25

(%)

25 30 4 50 60
100 L ‘ 4
‘ !
30 - !
! Lo i
80 | | e
H i B
[ _ i
i g aed | :
70 1 /,}V i * '
t f '
. " 1 ]
60— NS S ; , ;
| oo | !
{ ! ! | 1
: ' ; i i ; ]
» | . o
1 : i 1 ! .
oM |
00 f—t i [
| ! : : | i | i
AU ]
; : : :
30 F —— — ! :
! L : !
2 A e -
g ! ; | .
Pl S ' ;
; ; | i } :
10 t ¥ H ; T T :
! ! ! ! . 1 : i : L‘
! : ' ! : ' i ;
0 | { { i I | |
4000 3800 3600 3400 3200 30CC 2800 2600 2450 2200 2000 1S00 1800 1700

FIG.2




{u)

o - PR
&
o .
=2
3
P
MH- I\
poy PP
&
o_] I
- )
@ .
S b b
& e b = e —
gL

— IR S
2

S S -

IR S, [P S
o}
=

SN .

50

v.tl!. -

- [

830 706650,

S 180C 100 13C0

16C

1800 1700

2000 13CC

{em™)

FIG.2




N
™

heyELY

}—- o

0z

(wdd)g

0

a7 09

S U OO |

€9old

08

U U U G E

il

IIA/ITI
=Q&T SEILELEOGHT TYQIWEHD vAZAVL



TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES LTD=
ITI/VII

A1342°

FIG.3

S MN

80 60 40




40 20 0
S{ppm)




Yy,
U/

7914

GTyElY
A A

I/ .
e ©SETNGSOQNT TVRINEHRD VOEAvE



PAKEDA. CHEMICAL TDUSTRIES, LID.
/It

§1342°

FIG.4




FIG.4

S{ppm)

ue




L AL ﬁ; nai
. I T
o xm.w.x“ ﬂ
|
M
—. (%o}
% SR 1 ¢ R .aﬂulmz_ : 3 . 3
AR AR (| I

|
|
ﬁ Iy
\io
20

§S9Ol4d

‘ IIA/A Q¥
, SETYIZOCNT TVOTVEHS VIEAVE




PAXEDA CHEMTCAT, TNDUSTRIES”
1D, v/VIT ?

YLV

FIG.5

106

(o)

x4
| l
! |
LAl i
] Al 'JﬂhL_JLlL MLT il
z £ 18 15C
o]
|
1 x 25
| x 1
i -
| |
H 1
I I
| |
o ML ‘ | '
N AN lL [l A
350 «Z0 450 500 £




FIG.5

413hes

x4
- ———
1
{
|
i
! 1
R ‘ | |
) 2" 255 o~ .
x100
-
|
|
[ M+ (685)
i
| ‘ l
| |
T | l | T T T l | . m/e
200 50 g0 — .




o/ 00 ) 509 ) 038 R 007 o,
T ﬁ_ 1 [ g Rty tht ._c _
|
i
«.zzmc ¢ L£97 u:
079 J
sx =’ 108
Yoo (%)
0o¢ 'l 00 i
F ! T _ 10
se %m_ s
Hos
(%)
dom

99I14

T . IIA/IA
. @I ‘SETYIGOGNT TYDINEHD VAEAVL



TAKEDA OHEMICAL INDUSTRIES, ID,
vi/viz

§Q5h22

FIG.6

100
(%) (
50
57 156 3
J
oL _nl . i I L LI! h [ . h
i 100 200
,[o/u)' 100 [
50 - (,,XS
42 Le3§
ok 1 TII E i | I

T T T
400 500 60




G.6
I

3c0

200

671 M+)

640
{

<5

M/e

700

|

T
600

]
FwwhT a2

TR




LOld

(w2}
©590C. 0QF 006 00DI 00 Q0% OCEH 2071 00S. 009+ 004 ©G§) OOSI 0007 08ZZ 007Z 00

sl I i : i ! . . : [ o H . i
. . M ' |
' i ! ; i
.. - . ' [ . , . [P

; .

. i 1
. . P . . R P . ;

. . ' ' s

b
!

RN R R

92 0G8Z 0J0E 00ZE 00
i

. ! «

+-——-~“

7€ 00
1
1
{
i

-

9€ cc<mm 0607
- + :

i
!

-y
1

r—

g g e

' I
1

{

|

- 02

- Q7

- 09

w08

- 02

- 07

(*/e)

~ o8
w !
,. |
S VU SN S N O -
. | | 1
. m ' : ﬁ i i A H
i i t
UM ROR N EIES SEUAON (U SRS B - < ool
OSIC7LOEL 02 Gl DO 06 08 ot 0t sz
>
th N JW#@
dye N

¢ e TTA/TTS

TEET CCHINIIACHT TVOTIHED

VOEIVE



STRINS, ITD.
Vil

/

M
N

DU

CHEMTGAT, Tf
71t

A
158

TAKED

vig

[ ——
o
=4
-
o
=]
)
>~

40

el

I
i

b L
i
i

i
i

P S

e

20 -

20 —

B e

e e oA o e e e

[ S

— - 4

!
I
1

JLID
22

962200 2000 1500 15

+
}
- ~
442
.
=
o
viad
ey
r=)
[
—i
LN
[
-
=
=]
P
e
k=]
4 N
LM
!
=)
e
LM
=
=
T D
e
-]
=]
——— e D
R
o
=]
JENDUN 5. 5-=q
~7
4
o
1
o

FIG.7




60 70 30 90 180 110 120 130 140150
) H L ! L Lot I

} 1 T l T N H v

! : !

H ¢ i

- - P S

3220072000 1900 1800 708 1600

FI1G.7

600 130

RO

P -

b ¢ - B —

1300 1200 100 103C 300 800 700653

{em™)

7
4
¢

Sl s
ik U/I e

o
s

-




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



