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1 Esta invencidén se refiere s un método para pre-

| fuerte sctivided anti-tumor (Kupchan y ofros: Journsl of

da), pero es un compuesto intermedio (til psra la féci

como de otros diversos derivados. . .

|zénero Haytenus) y ssi el rendimiento es extremadamente- -

|mutantes derivados de estos microorganismos en un medio nu-

Hoja nam. —l-

psrar maytensinol, maytanacina y propionsto de maytansinol,
los cusles son sgentes anti-tumor.
Es sabido que, entre los compuestos snteriores,

la maytanacins y el propionsto de maytansinol tienen una

the American Chemical Society 97, 5294 (1975). Por el con-

trario, el maytansinol propiamente dicho tiene sélo un¥ 'dé-

bil actividad snti-tumor (vésse la referencia arribs indica

.
sbad o on

oo uy &

preparacidén de maytanacina y propionato de maytansinol, ‘g&f

El maytensinol y la maytanacina han sido obtaze

nidos por los anteriores Xupchan y otros a partir de lg:_ .

corbeza de Pubtterlickis verrucoss (planta perteneciente al

bajo, t8l como 0,025 mg del primero de squellos compuestos
y 0,36 mg del Gltimo s partir de 1 kg de cortezas seca de la
planta. En cuanto al propionato de maytsnsinol, se ha obte-
nido por propionacién quimica del maytansinol.
Los sutores de la presente invencidn han recogi-
do diversas muestras de suelo o dé otros tipos y han inves-
tigado acerca de los antibidticos producidos por microorga-
nismos que se aislan de las muestras, y estos estudios han
permitido llevar,a degscrubrir que élgunos de los microor-
ganismos asf{ aisiados pueden scumular maytansinol, ﬁaytana—
cina o propionato de msytansinol en el medio de cultivo,
perteneciendo estos microorgsnismos sl género Nocsrdia, y

que estos compuestos pueden también obtenerse por cultivo d4d
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| triente apropisdo en condiciones adecuadss.

ren grendes gstos y un largo periodo de tiempo para la bdro-

Hoja n(mv.-}:’...

Estudios ulteriores sobre la base de estos des-
cubrimientos han permitido llegsr shors a la culminacidn
de la presente invencitn.

7 Asi, ls presente invencidn se refiere a un mé-
todo para preparar maybansinol, maytanacina o propionato
de maybtansinol, que Eomprende cultivar un microorganismo,
que pertenece sl género Nocsrdia y es capaz de producir
maytahsinol, maytanapina o0 propionsto de maytsnsinol, en un
medio de cultivo para scumulsr maytansinol, maytsnacina o
ppopionato de maytansinol en el caldo de cultivo y recupe-

rar los mismos.

De acuerdo con la técnica anterior, los ccmpuss
tos anteriores se pueden obtener a partir de plantas, psro

las plantas se limitan a algunss especificas, y se reqguie-

duceidn en cada etapa de crecimiento, cortado, secado y
pulverizacidén de las plantss y extraccién, separacidn y
purificacién, Adicionslmente, el rendimiento es extremada-
menté bajoe. ‘

Por el contrario, los procediﬁientos de la pre-
sente invencién pueden realizarse ficil y suavemente por
cultivo del microorgsnismo, y puede producirse ¥y obtenerse
cuando se desea una gran cantidad de los compuestos busca-
dos. .

Is presente invencidn es el primer ejemplo de
obtencidn de estos compuestos como metabolitos de microor-
ganismos, y puede considersrse como un método excelente

para la preparacidn de aquéllos.

Como un ejemplo del microorgenismo utilizable
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| en el presente método, se puede mencionar una cepa de acti=

nomiceto W2 C~15003, que fue aislada por los autores de
la invencidn a partir del suelo y de otras muestras en lés
investigaciopes en busca de microorgenismos productores de
antibidticos.
Los carscteres microbioldgicos de la Cepa N@
C-1500% fueron 1nvestlgados por proced1m1ento~ analogob
los propuestos por Schirling y Gottlieb (Internatlonal
Journsl of Systematic Becteriology 16, 513-340 (1955). 'Los

resultados de las observaciones a 282C a lo largo de 2Y
dias son como sigue. o
1) Caracteres morfoldgicos

El micelio vegetativo se extiende bien y sé’de-

sarrolls en ramificaciones, tanto en agar como en medio

1{quido. Muchas de las hifas miden 0,8 a 1,2 micrss de did.

metro y, en ciertos casos, pueden dividirse en fragmentos

que se asemejan a las bacterias de forme de bastoncillos o
en longitudes cortas ramificadas de hifss. La cepa da un
crecimiento sabisfactorio sobre diversos medios taxondmi-
cos, con el micelio séreo superpuesto sobre el micelio vege
tativo, aunque frecuentemente aquélls forms cuerpos seme-
jantes a coremia (50-200 x 200-1000 micras) sobre los cua-
les tiene lugsr el crecimiento aéreo adicionsl. Muchos de
los micelios séreos son fléxuosos, rectos, encontrindose
en un pequeilo nﬁmefo de ocasiones una configuracidn que se
asemeja venbtajosamente a una espirsl. El examen microsco-
pico de los cultivos envejecidos revela que sblo en unos
pocos casos las células semejsntes a conidios se-presentan

en cadenas, mientras que las suspensiones de células obte-

Inidas de las superficies de tales cultivos, cuando se exa.
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_minaron gl microscopio, contenfian muchos cuerpos elipsoi-
dales alargados (0,8 - 1,2 micras x 4,8-6,8 micras) y elip-
soidalcs'(0,8~l,2 x 1,0-2,0 micras) que se ssemejaban a
artrosporas.

ﬁos exdmenes al microscopio electrdnico mostrarg
que estos cuerpos tenfan superficies lisas. |

2) Los constituyentes de las células

Le cepa se cultivd con sacudidss en el medlo
e 1 ISP modificado s 282C dursnte 66 a 90 horas, al finsl
de cuyo tiempo las células se recogieron y se enjuagsrou.
Por el método de B. Becker y otros (Applied Microbiolougy
12, 421 (1964) y el método de il.P. Lechevalier (Journal of
Laborstory and Clinical Hedicine 71, 934 (1968), se exauins
ron las célulass anteriores enteras en lo referente a su
composicidn de dcido disminopimélico y azflicsres. Se encon-
+ré que el primero era la forma meso, mientras que se ae-
tectaron manchas que correspondisn a galactosa y arabino-
sa.
3) Caracteristicas en medios taxondmicos
La cepa exhibid comparstivamente un crecimiento
gatisfactorio en diversos medios, siendo el micelio vegeta-
tivo incoloro o amarillo pdlido en las fases inicisles del
cultivo y canels amsrillento ligero a canels amsrillento
en las fases finales. Le cepa produce pignentos solubles,
de color smarillo s canela amarillento, en diversos médios
taxonbuicos. El micelio aéreo es pulverulento y genéralmen—
te da un crecimiento moderado, siendo blanco a amarillo o

canela smarillento claro. Les caracteristicas de .la cepa

en diversos medios taxondmicos se indican en la Tabla 1.

188
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| Mabla 1 Caracteristicas de cultivo de 1z Cepa N2 C=15003
en medios taxondmicos.
(1) Agaf de nitrato de sacarosa:
Crecimiento (G): Exuberante, Amarillo ieldn Brite (3
ia)® a Ambar (3 1c)¥®, con formacién
_de cuerpos semajantes a coremia
Mieelio aéreo (Aﬁ): ¥scaso, blanco
Pigmento soluble (SP): Ninguno o canela smarillento °
pé1ido | b
. (B) Agar de nitrato de élicerina: | T

.

G: Modersdo, Marfil Claro (2 ca)¥®, con formacién d&°

.
LI )

cuerpos semejantes a coremia .
AM: Hoderado, blanco -
SP: Ninguno
(C) Agsr de glucoss-asparagina:
G: lodersdo, Maravilla Brite (3 pa)™® a Amarillo Brite
(2 pa)¥,
AM: Tgcaso, blanco
SP: Amarilio Brite (2 pa)*
(D) Agsr de glicerina asparagina:
G: Hoderado, Marfil claro (2 ca)®, con formacidn de
cuerpos semejantes a coremia
AM: Escaso, blanco
8P: Ninguno
(B) Agsr de almiddn:
G: Hoderado, Marfil claro (2 c¢a)® a Trigo claro (2 ea)®
con formacidn de cuerpos semajantes a coremia
AM: Abundante, Marfil claro (2 ca)®
SP: Hinguno

(F) Ager nutriente:
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(G) Agar de mslato de calcio:

()

(1)

(3)

(X)

-
Hojn nGmr=0O~

G: lModerado, Marfil claro (2 ca)® a Amarillo Colonisl
(2 ga)*, con formacidn de cuerpos.semejantes a core-
mia ' |

AlM: Escaso, blanco

8P: Ninguno

G:,Moderadﬁ, Marfil claro (2 ca)® & Trigo claro (2 ea)’]
con formacidn de cuerpos semejantes a coremnia.

AM: Moderado, blanco a Marfil claro (2 ca)®

3P: Hinguno

Agar de extracto de levadura-extracto de malta:

G: Hoderado, Ambar (3 1¢)® s Amarillo Brite (3 1a)%,
con formacidn de cuerpos semejantes a coremis

AM: Moderado, blanco s Marfil claro (2 ca)®

8P: Ninguno .

Agar de hsrina de avena:

G: lModerado, Farfil claro (2 ca)® s Amsrillo colonisl
(2 ga)*, con formacién de cuerpos semejsntes a core=
mia

AM: Dscaso, blanco a smarillo claro

8P: Hinguno

Agar de pepbtona-extracto de levaduras-hierro:

G: Moderado, Amasrillo colonial (2 ga)™®

AM: Ningﬁno

SP: Amerillo coloniel (2 ga)™

Agar de tirosina:

G: Moderado, Marfil claro (2 ca)® & Amarillo Melén clar
(3 ea)®, con formacién de cuerpos semejsntes a core-
mia

AM: Moderado, blanco a Narfil claro (2 ca)®
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- SP: Camellg (3 ~:|'.e)}E .
® Tos cbdigos de color estdn de scuerdo con el Color Har-
mony Msnual, 42 edic. (Container Corporation of America .
1958) . L T
4) Csrscteres fisioldgicos o
Los caracteres fisio&égicos de ls cepa se mues-

tron en la Tabls 2. Intervalo de temperaturs para el cre-

cimiento: 129C 3 389C. El intervalo de temperatura en &

-\-'H.

que se produce un gcrecimiento aéreo'satisfactorio sobr;
agar (I3P Ne 2) es.de 20 a 352C, e
Tabls 2 Caracteres fisioldgicos de la Cepa N (C=15003
Intervalo de temperatura para el

crecimiento: 12 a 389C

Intervalo de temperatufa para el

crecimiento aéreo: 20 a 352C
| Ticuacién de la gelatina: Positiva
Hidrblisis del almidon: N Positiva
Reduccidn de los nitratos: Positiva
Peptonizacidn de la leche: Positiva
Coagulacidén de la leche: Negativa
Descomposicidn de lo csseina: Positiva

| Produceidn de pigmentos mela-
noides: - Negativa (agar de pep-
tona~extracto de leva-
dura~hierro) Positivs

i
{
i (agar de tirosina)

Descomposicidn de la tirosina: Positiva
Descomposicidn de la xantina: Negativa
Descomposicidn de ls hipoxantina: Negstiva

Tolerancia a la lisozima: Positiva
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| Tolerancia al cloruro de sodio: ‘ 25

5) Utilizacién de diversas fuentes de carbono

Se investigé la utilizacién de diversas fuventes
de carbono utiiizando un medio descrito en Pridham y |
Gottlieb (Journal of Bacteriology 56, 107 (1948) y un medio
begal de la misma composicién méds 0,13 de extracto de leva-
dura. El espectro resultante se muestra en la Tabla 3.
Tabla 3 Utilizacién de fuentes de carbono por la Cepa

N2 0—15003/

Tuente de Carbono Crecimiento TFuente de Crecimientc
Carbono

D-Xilosa + 44 Rafinosa + 3%

L-Arabinosa + 4 Melibiosa + 1

D-Glucosa R T L i-Inosita - -

D-Galactosa + 4 D-Sorbita - -

D-Fructosa R = D-Kanita 4 b

.LuRamhosa + 4 Glicerina - 4

D-Manosa 4 4 Almiddn L
soluble + 4

Sacarosa ++ 44 Testigo - -

Iactosa - E

Maltosa + 4

Trehalosa + 447

Medio basal con adicién de 0:1% de extracto de levadura
Nota: +44+: Crecimiento exuberanfe
4+: Crecimiento satisfactorio
4: Crecimiento
4: Crecimiento deficiente

-: Creciniento nulo
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» 6) Otras caracteristicas

' Tas células se cosecharon por el procedimiento
previamente descrito en 2).y serbreparé DA por un procedi-
miento andlogo al de J: Karmur y otros (Journal of Kolecu-
lar Biology, 3 208, 1961), Se encontré que el contenido
de G-C (Guanina-Citosina) del DNA era aproximadamente 7155
en moles,

Ia tincién gram del micelio vegetativo de esta'
cepa eré pbsitiva.

Ias caracteristicas anteriores de la Cepa e
C-15003 se compararon con las descripciones dadas en la cbrg
.de S.A. VWaksman "Los Actinomicetos"s Vol. 2 (The Willians
and Wilkins Co,s 1961); R,E, Buchanan y W.E, Gibbons, .
“ilanual Bergey de Bacteriologia Determinativa', 82 edicidn,
19745 y otras fuentes bibliogrifiecas,

Si bieﬁ se pensd que esta cepa pertenecia al Gru-
po III del género Nocardia, el hecho de que no se lograse
encdntrér ninguna especie que tuviera las caracteristicas
descritas hasta ahora entre las cepas conocidas condujo a
los autores de la invencién a la conclusién-de que esta ce-
pa representaba una nueva especie de microorganismo,

La presente Cepa N2 C~15003 se ha depositado en
el Instituto de Investigaciones de Fermentacidn, Agencia
de Ciencia y Tecnologfa Industrial (FERE) bajo el ndmero
de recepcibn 3992, y en el Instituto de Fermentaciones;
Osaka (IPO) bajo el némero de entrada de IFO 13726, asi
como en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC)
Marylend, EE,UU, bajo el nfmerc de entrada 31281,

Si bien la Cepz N2 C-15003 es una especie nueva

del género Nocardia como se acaba de mencionar,; es suscep-
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‘| mente o bajo la influencia de un mutdgeno., Por ejemplo,

e ¢-15003 a diversos tratamientos mutdgenos produce nmuban-

Hojn niml] G

tible, como ocurre generalmente con los microorganismos,

de sufrir variaciones y mutuacioness bien sea espontdnea-

las michas variantes de la cepa que pueden obtenerse por
irradiacidn con rayos X, rayos gamma, luz ultravioleta,
etc.» por aislamiento de monocélulas, por cultivo en me-
dios que contienen'&iversos productos guimicoss o por cual-
guier otro traﬁamiento mutédgeno, asi como los mutantes de-
rivados espontédneamente de la cepas no deben considerarie
sustancialmente c&mo representantes de ninguna otra espseid
distinta, sino ques en realidad, cualquiera de tales va-
riantes y mutantes capaces de elaborar maytansinol, mayta-—
nacina y propionato de maytansinol puede utilizarse inva-
riablemente para los fines de esta invencién como la cepe

§e €-15003. A t{tulo de ejemplos; cuando se somele la Cepa

tes que carecen sustancialmente de la capacidad de produciy
pigmentos solubles, mutantes con nicelios de substrato que
son incoloros, verde-omarillentoss canela-rojizos o rojo-
anaranjados, mutantes cuyas hifaé son propensas a fragmen-
tarse en elementos bacilares o fragmentos de hifa cortos
ramificados, y mutantes con abundantes micellos aéreos blan
cos o sustancialmente sin micelios aéreos.

El medio empleado para el cultivo de una cepa
capaz de producir maytansinol, maytanacing 0 propionato de
maytansinol (de.équi en adelante, abreviada alguﬁaS'veces
como ‘cepa "prodhcible“) puede ser cualquier medio 1l{quido
o sbélido tnicamente si contiene nutrientes que la cepa pue-
da ubtilizar, aunque se prefiere un medio liquidc.para ope-

raciones de alta produccién, E1 medio puede comprender
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{sales de 4cido fosférico: 4dcido bérico, ete., y sales de

Hola m'.m'.'ll"' |
fuentés de carbono y de nitrdgeno que la cepa K2 C-15003
pueda asimilar y digerir, materia inorgdnica, nutrientes
traza, etc., Como ejemplos de-dichas fuentes de carbono pue-
den mencionarse glucosa, lactosas sacarosa, maltosa, dex—
trina,; 2lmidén, glicerina, manitas sorbita, etc.s grasas y
aceites (p,ej. aceite de soja, aceite de manteca de cerdos
aceite de pollq: efc;): etcédtera. Las fuentes de nitrdgeno
pueden sers por ejemplo, extracto de carnes extracto do le-
vadura, levadura seca, harina de semilla de éoja, licoxr de
maceracibn de maiz; peptona, caseina, harina de semilla

de algoddn, melazas agotadass urea, sales de amonio (p.ej-
sulfato de amonios cloruro de amonios nitrato de émonio,

acetato de amonios ete.)s etcédtera. EL medio puede contener
ademds sales de sodio, potasios calcios magnesios etc.s

sales de hierro, mangeneso, zincs; cobaltos; nigquel, ete.s

dcidos orgdnicos tales como acetatos y propionatos, Adicio-
nalmente, el medio puede contener, como aditivoss diversos
aminodcidos (p.ej. 4dcido glutdmicos 4cido sspdrticos alani-
na, glicocola, lisina, metionina, prolina, ete.)s péphidos
(p.ej. dipéptidoss tripéptidoss ete.)s yitéminas (p.ej.
B,s B, dcido nicotinicos By, €y Ey ete. ) dcidos nuclei-
cos (p.ej. purina, pirimidina y derivados de las mismas),
etcétera. Para el propbsito de ajustar el pH del medio,
puede afiadirse wn écido inorgénico u orgdnicos wn 4lcali,
una solucidn amoftiguadora, etcétera, Puéden afiadirse tam-
bién cantidades édecuadas de aceltes, grasasg, agentes tensid
activoss etec. como agentes antiespumé.

El cultivo puede realizarse por.cualquiera de los

procedimientos estacionarios de sacudidas, aerobio sumergi-
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res por supues%o, el cultivo aerobio sumergido, Si bien
las condiciones de cultivo, por supuesto, dependen de la
condicibn y, composicidén del medio, de la cepa, del método
de cultivo y de otros factores, normelmente se prefiere
realizar la incubacién a 20-359C con un pH inicial de apro-
ximadamente 7;0 poéo’més o menos., Es particularmente desca-
ble una temperﬁtura de 23 a 3090 en una etapa intermedia
de cultivos con un;pH inicial de 6,5 a 7»5. 8i bien el
tiempo de incubééién es también variable de acuerdo con lus
mismos factores que se han mencionado arriba, es aconzeja-
ble continuar la incubacién hasta que el titulo del product
antibiétiéo deseado se hace méximo. En el caso del cultive
con sacudidas o cultivo sumergido 2erobic en medio liguidos
el tiempo requerido estd comprendido normalmente entre
aproximadamente 48 y 144 horas.

Ia potencia del antibiético se ensayé con Tetrahy

mena pyriformis W como organismo de ensayo, Asl, el microor

ganismo arriba indicado se cultivé en un medio de ensayo
[}o g de Protecsa-peptona (Difco)y 1 g de extracto de leva-
dura (Difco)s 2 g de glucosas 100C ml de agua destilade y
10 ml de tampén de fosfato 1 M (pH 7,0)] a 282C durante 44
a 48 horas v la potencia del antibidético se determiné por
el método de dilucién en serie con una comprobacibn de la
furbidez del cultivo en crecimiento y por un ehsayo de cro-
matografia en caﬁa delgzda (en abreviatura, TIC) que se
describird mds aéelante en esta memoria,

La maytanacina, el propionato de maytapsinol o el
maytansinol se producen y se. acumulan en el caldo cultivado

resultante, tanto extracelular como intracelularmente.

| do, y otros. Para operaciones de alta produccién, se prefig-
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Ringuna de estas sustancias exhibe actividad an-—
tibiética clard; y por ello dichas sustancias se han detec-
tedo por TIC que se indica en paralelo 2 la deteccidn por
actividad fpente a la cepa Tetrahymena. Asi, el caldo de
fermentacién se separa en células y filtrado por filtracién
o centrifugacidn, y el filtradorse extrae con el mismo vo-
lumen de acetato dé etilo. Se afiade a las células la misma
cantidad de aceﬁona—agua al 70% que el filtrado ys después
de 1 hora de agitaqién a 202C, se filtra la suspensibn. SJe
separe la acetona éel filtrado y el filtrado acuoso resul-
tante se extrae con acetato de etilo. Cada uno de los ex~.
tractos Se coneentra a 1/100 de su volumen ¥y se somete a
cromatografia de capa delgada sobre una placa de gel de sf-
lice-vidrio (Kerck, Alemania Occidental, gel de sflice
60F254, 0525 mmy 20 x 20) (sistema disolvente: cloroformo-

metanol = 9:1), Ia potencia se determind sobre la base

‘|de 1a intensidad de las manchas detectades por irradiacién

con luz ultravioleta a 2537 A.

. La maytanacinas el propionato de meytansinol o el
maytansinol que se producen asi en el caldo de cultivos son
lipbfilos y neutros, y pueden recuperarse convenientemente
por procedimientos dé‘separacién ¥y purificacién que se em-
plean normalmente para la recogida de tales metabolitos
microbianos. Por ejemplos puede emplearse un procedimiento
que utiliza la diferencia de solubilidad entre el antibid-
tico y las impure;as, medios que utilizan la afinidad ad-
sorbente fraccionadora de diversos adsorbentes tales como

el carbono activados resinas no iénicas macroporosas, gel

de sflices, altmina, ete.s un procedimiento de separacién

de las impurezas por medio de resinas cambiadoras de ion,
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‘l1as células indebendientemente, puede llevarse & ca2bo con

1ojn .14
_9tcétera, los cuales pueden aplicarse simplemente o é:una
combinacién adecuada o bien aplicarse repetidamente.
Puesto ques como se ha indicado anteriormente,

le maytanacinz, el propionato de maytansinol o el maytansi-
nol se encuentran tanto en el filtrado como en las células,
los antibibticos se separan y purifican por medio de un tal
adsorbente, si se émplea wo de éstosy bien sea directamen-

te o bien despuds de una extraccién con disolvente en el

caso del filtrados o después de una extraccién con disolven:
te en el caso de 1és células microbianas, La extfaccién

con disolvente puede realizarse por cualguiera de los néto-
dos siguientes y otros métodos, p.ej. (1) extraccién con
disolvente & partir del caldo de cultivo antes de la sepa-

racién de las células, y (2) extraccidén con disolvente de

las células y el filtrado obtenido por filtracidns centrifus

gacién w otro procedimiento. Para extraer el filtrado y

fentaja el procedimiento siguiente.

| . Ios disolventes adecuados para la extraccién del
filtrado son disolventes orgdnicos inmiscibles con el agva
tales como &steres de dcidos grasoss p.ej. acetato de etilo
y acetato de amiloj alcoholess; p.ej. butanol; hidrocarbu-
ros halogenadoss p.ej. cloroformo; y cetonas, p.ej. metil-
isobutil-cetona. Ia extraccién se lleva & c2bo & un. pH pré-
xino a la neutralidad y, preferiblemente, el fluido de cul-
tivo ajustado pre%iamenfe a pH 7 se extrae con acétato ée
etilo, El extractz se lava con agua y se concentra a presion
reducida. Después de ello, se afinde 21 concentrado un disol-

vente no polar tal como éter de petrbéleo o hexanos y se re-
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cupera el producto bruto I que contiene el compuesto activol
pbebido a ques en la TLC, se detectan vafias manchas distin-|
tae de-las de maytanacinas propionato de maytansinol o may-
tansinols; el producto I se somele secuencialmente a los si-
guientes procedimientos de purificacibén. Asi, es dtil wa
procediniento de purificacién de rutina, particularmente la
éromatografia de adsorcibén y» para este fin, puede emplear-
se wno de los adsorbentes més comumes tales como gel de si-
lice; altmina, resinas adsorbentes no ilnicas hacroporosas:
ete., Para la purificacidn del producio bruto I, es sumamente
dtil el gel de silice. Puede realizarse cuzalquier revelado,
por ejemplo comenzando con éter de petréleo y hexano, y la
elucibn se lleva a cabo por adicibén de un disolvente poiar
tal como acetato de etilos acetona, etancl o metanol, En’
un procedimiento tipicos wtilizando gel de silice (lerck,
Alemania Occidentals 0,05-0,2 mm) como soporte: se realiza
una cromatografi{a en columna con un aumenfo seriado de la
relacién de hexano a acetato de etilo, EL producto eluido
se muestrea y se investiga por CCD, y las fracciones que
contienen los ingredientes efectivos se relnen y se concen-—
tran a presién reducida. Después de ello, se afiade &ter

de petrdleo o hexano al concentrados con lo gque se obtiene
el producto bruto II, Como este producto contiene todavia
impurezass el mismo se purifica ulteriormente como sigue.
Por ejemplos el producto II puede purificarse por medio de
na segunda columna de gel de sflice utilizando un sistema
e disolventes éistinto. E1 sistemé de revelado para este
Ein'puede estar constituido por un hidrocarburo halogenado
fal como diclorometano o cloroformo, con la adicisn de un

disolvente polar tal como un alcohol, p.ej. etanol o metanol

4
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dacetato de etilo. En un procedimiento tipico, el producito
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una. cetonas p.ej acetona o metll—etll~cetona, o andlogos,
De esta maneras, se afislan la maytanacina, el propionato de
meytansinol o el maytansinol, E1 orden de los sistemas di-
golventes para lés columnas primera y segunda de gel de si-
lice puede invertirse ys, adicionalmente, pueden utilizarse
disolventes orgéniqos ordinarios en conjuncién con los sis-
temas anterioress si'es necesario.

‘ Si se?utiliza una resina adsorbente macroporosa
como medio de purificacién para el producto bruto II, la
elucién de la maytanacina, el pfopionato de maytansinol o
el maytansinol se realiza con una mezcla de agua con un al-
cohol inferior, una cetona inferior o un éster, EL alcohiol
inferior puede ser, por ejemplo, metanols etanol, propancl
o.butanol, y la cetona inferior puede ser: por ejemplos

acetona o metil-etil-cetona., EL éster puede ser, por e.jempldg

bruto II se disuelve en metanol-agua al 60% y se adsorbe

en una columa de Diaion HP-10 (Mitsubishi Kasel KX ). Ia

columna se lava con metanol-zgua al 70% ys» a continuacidn,

se lleva a cabo la elucién con metanol-agua al 9C%, De eate
modos se eluyen de la columna la maytanacina, el proPionato

de maytansmnol o el maytansinol.

oss las fracciones que contienen los componentes buscados ¢
mo objetivo se reﬁnen y se concentren a pre516n redu01da.
ALl producto seco 'se afiaden 5 a 8 voltmenes de acetato de
ptilo y la mezcla se deja en reposos con lo cual se separan
Los cristales de maytanacina, propionato de maytapsinol o

naytansinol, o biens cuando los cristales contienen maytana-—

cina y propionato de maytansinol, aquéllos se separan uno

-

En cualguiera de los procedimientos arriva descri-
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| de otro por medlo de un adsorbente tal como los que se han
mencionado anteriormente en esta memoria., Asi, ubilizando
gel de silice o una resina adsorbente no ibénica macroporosa
y los disolventes arriba mencionadoss; los conmpuestos desea—
dos pueden eluirse fraccionadamente. Cuandos por.ejemp}o:
se émplea gel de si{lice, el revelado se realiza con hexanos
acetata de etilo; o éloronrmoqmeﬁanol, con lo que el pro-
pionato de maytansinol y la maytanacina emergen por este
orden., Despuds de la deteccidn por CCD, las frecciones se
concentran respectivamenfe a presidén reducida y se afiade
acetato de etilo a los concentrados. De esta manera; pue-
den obtenerse los compuestos respectivos como cristales,
Cuzndo se emplea un2 resina adsorbente no idnica macroporo-
sas puede utilizarse una elucién en gradiente con una 2 lam
cibn variable de alcohpl, cetona o éster a agua. Por 2jarpld
por el método de elucidén en gradiente que implica el usc de
metanol-agua al 60% y metanol-agua al 95%; con adicién da
cloruro de sodio 2l 5%; la maytanacina y el propionato de
maytansinol emergen en el orden citado., Después del muesired
y la deteccidn por CCD; cada grupo de fracciones activas
se concentra a presidn reducida y se cristaliza en acetato
de etilo. Los cristales aislados incluyen acetato de etilo
como disolvente de cristalizacidén ys después de secado sobre
pentéxido de fésforo a TOQCZdurante 8 horas, exhiben las ca-

racteristicas fisicas y quimicas siguientes. (Tabla 4).
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» Los datos arriba mencionados de andlisis elemen-
tal, rotucién éspecificaa espectros UV, espectros IRs es-
pectros de mesags; ebc.s estdn satisfactoriamente de acuer-
do con los datos de maytanacina, prbpionato de maytansinol
¥y maytansinoi que se dan en la bibliografia de Xupchan y
otros (The Journal of American Chemical Society 97, 5294
(1975)).

Tos ejemplos siguientes son adicionalmente ilus-
trativos,; pero en modo alguno limitantes de la invencién,
en los cuales "parte(s)" se refiere @ peso @ no ser que se
indigue otra cosa; y la relacién entre "parte(s)" y "par-
te(s) en volumen" corresponde a la existente entre "gramo(s
y "mililitro(s)"s y "$" estd basado en "peso/volumen" a no

ger que se indique otra cosa,

Ejemplo 1 '

Se utilizé Nocardia Ne C-15003 (IFO 13726; FERK
39925 ATGC 31281) capaz de producir maytansinol, maytanaci-
na y propionato de maytansinol sobre un medio (agar de'eﬁ~
tracto de levadura-extracto de malta) para inocular un for-
mentador de 200 partes en volumen que contenia 40 partes en
volumen de un medio de cultivo de siembra (2% de glucosas
3% de almidén soluble, 1% de harina de soja cruda, 155 de
1icor de maceracién de mafzs 0,5 de Polypepton, 03 de
{aCl, 0,5% de CaC0ys pH 7,0). El medio inoculado se incubd
n 280C durante 48 horas para obtener un indculo. Se transfi-
i6 una porcidén de 0s5 partes en volumen del indeulo asi
bbtenido a un fermentador de.200 partes en volumen gue conte
h{a 40 partes en volumen de un medio de fermentacidn compues

o de 5% de dextrina, 3 de licor de maceracién de maizs
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|serie utilizando Tetrahymena pyriformis W como organismo de

por ¢l mismo procedimiento que se ha descrito en el Ejemplo

1, se encontrd que el cultivo obtenido arriba tenfa un t{tul

Hojn nﬁr‘ﬁgl"

0515 de Polypepton y 0,5% de €aC0, (pH 7:0)y y se cultivé
a 269C durante 90 horas pera dar un indculo (cultivo de
siembra),

Cuando se determind por el método de dilucidén en

ensa&o ¥ propionato de maytanéinol como producto patrdn,
se encontrd que.el cultivo anterior tenfa un titulo de

25 /ug/ml.

7 Ejemplo 2

Una porcién-de 10 partes en volumen del indculo
(siembra) obtenido en el Ejemplo 1 se transfirib a un fer.-
mentador de 2000 partes en volumen gue contenfa 500 paries
en volumen de un medio de cultivo de siembra (el mismo,ﬁﬁe
arriba) y se incubd a 282C durante 48 horas. Una porcién de
500 partes en volumen del cultivo resultante se transfirié
5 un depbsito de 50000 partes en volumen de acero inoxidable
hue contenfa 30000 partes en volumen de medio de cultivo
de siembra y se cultivé a 282C con aireacién (30000 pertes
en volumen/minuto), agitaeidén [éSO T.p.I, (l/ZDT):ly presiln)
interna (1 kg/cmz) para obtener un cultivo de siembra, Se
htilizdé este cultivo para sembrar un depdsito de 200000 part
bn volumen de acero inoxidable que contenfa 100000 partes en
rolumen de un medio de fermentacidn similar al utilizado en
bl BEjemplo 1 con un grado de inoculacién de 10%., EL medio
inoculado se incubd a 282C con aireacién (100000 partes en
rolumen/minuto), agitacién [200 Ty P.. (1/2DTXj ¥y presién

interna (1 kg/cmz) durante 90 horas. Cuendo se determind

(0]
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_de ZS/Ug/ml.

A 90000 psrtes en volumen del cultivo obtenido
arriba sé afiadieron 2000 partes de Hyflo-supercelC:)(Johns
and Menville Products, EE.UU.) y, después de un mezclado
a fondo, se‘filtré 1a mezela sobre un filtro de presidn pa-
ra obtener 85000 partes en volumen de filtrado y 32000 par-
tes de.célulss himedas. El filtrado (85000 partes en volu-
men) se sgitd y se extrajo con 30000 partes en volumen de
acetato de etilo. 3e repitid este procedimiento una vez
mis, Las capas de scetato de etilo se reunieron, se lavaron
dos veces con porciones de 30000 partes en volumen de 3agua,
gse secaron por la adicibén de 500 partes de sulfato de scdio
anhidro y se concentraron 3 presidn reducids hasta 200 var-
tes en volumen. Se afiadié éter de petrdleo al concentrado,
y el precipitsdo resultante se recuperd por filtracidn
‘(5% partes). Bste producto bruto I se agitbé con 100 paries
en volumen de acetato de etilo, y los insolubles se sepa-—
raron por filtracidn. E1 filtrado se agitd con 10 partes
de gel de silice (fierck, Alemania Occidental, 0,05~0,2 ma)
y el acetato de etilo se separd s presidn reducids. El re-
siduo se cargd por el extremo superior de una columna de
gel de silice (400 partes en volumen). La elucibn se llevd
a cabo con 500 psrtes en volumen de hexano, 500 partes en
volumen de hexano-acetato de etilo (3:1), 500 pasrtes en
volumen de hexsno-acetato de etilo (1:3), 500 partes en vo=
jumen de scetato de etilo y 1000 partes en volumen &e ace~
tato de etilo-metsnol (50:1), y 1000 partes en volumen de
lacetato de etilo-metanol (25:1), recogiéndose el.producto
clufdo en fracciones de 100 partes en volumen.

Una porcidén de 1 parte en volumen de cada frace-
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| cién se concentrd s sequedsd, y se afiadid al concentrado
0,1 parte en volumen de acetato de etilo. Ia mezcla se de=-
positd como uns mancha a 2,5 cm del borde del fondo de una
pléca de gel de silice-vidrio (Merck, Alemanis Occidental,
60 F254, 0,é5 mm, 20 x 20) y se reveld hasta aproximsdsmen-
te i? ca con un sistema disolvente de acetato de etilo-me-
tanol (19:1). Después del revelado, se llevd a cabo la de-
teceibn con luz ultravioleta (2537 ﬁ).

Las fracciones actives Ne 25~30 de Rf 0,58-0,63
|y las fracciones N2 38-40 de Rf 0,25-0,%0 se recogieron y
se concentraron s presibén reducids hasta sproximadamente
20 partes en volumen, respectivamente. A cada uno de eskcs
concentrados se afladieron 150 partes en volumen de éter de
petrdleo para obtener 5 partes de un produoto bruto II j 2
partes de maytsnsinol bruto.

- En 10 partes en volumen de acetato de etilo se
disolvieron 0,5 partes del producto bruto II obtenido arri-
ba y la solucibn se agitd 5ien con 4 partes de gel de sili-
ce (Herck, Alemania Occidental, 0,05-0,2 mm). El acetato
lde etilo se separd a presibdn reducida. El residuo se carzd
por el extremo superior de una columna de 300 partes en
volumen de gel de silice y la columna se lavd primeranente
con 500 partes en volumen de cloroformo y se eluyd luego
con 500 partes en volumen de cloroformo-metanol (50:1),
500 paftes en volumen de cloroformo-metanol (201i) ¥y 500
partes en volumen de cloroformo;metanol (10:1). Elréroducto
de elucidn se recogid en fracciones de 25 partes en volu-
meﬁ. 7

Una porcidn de 0,5 partes en volumen de cada

fracecibn se concentrd a presidn reducida. 3e sfizadieron al
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| concentrado 0,05 partes en volumen de acetato de etilo, y
la mezcla, como musstra, se sometidé a cromatografis en capa
delgada (sistema revelador: cloroformo-metanol = 9:1).

Los fracciones Nos. 40 y 41, con sbsorcidn a

o .
2537 A en la zona de Rf 0,48-0,50, se recogieron y se con-

cenbraron a sequedad a presién reducida. Se sfladieron al re
siduo Q,5 pertes en volumen de acetato de ebtilo ¥ la mezcla
se dejbé en reposo, obteniéndose 0,05 partes de cristales
mezclados de Maytanacina y propionato de maytansigol.

0,05 paftes de los cristales mezclados snterio-
res de maytsnacina y propionato de maytansinol se disolvie-~
ron en 5 partes en volumen de metanol, seguido por la adi-
¢ibn de 0,1 parte de cloruro de sodio y 5 partes en volumen
de agus. 3e rellend una columns con 200 partes en volumeh
de Diaion HP-10 (Mitsubishi Kssei K.K.) y se lavd con 600
partes en volumen de metanol-sgua sl 50% que contenia 5% de
NaCl. La solucibn de muestra érriba preparada se hizo pasar
a través de la columna, y se reslizd una elucidn en gra=—
diente ubilizando 1500 partes en volumen de metanol-szus sl
60% que contenia 5% de Na Cl y 1500 partes en volumen 2n
metanol-sgua al 95%. E1l producto eluido-se recogié en frsc-
ciones de 15 partes en volumen, y se investigaron por cromsa-
togralfia en capa delgada todas y cads una de las fracciones.
Tas fracciones 130 a 135 contenisn maytanacina, y las frac-
ciones 13%8-142 contenf{sn propionato de maytansinol.

Cada grupo de fracciones se conmcentrd y sérdisol—
rid por adicibén de 30 ml de agua y 50 ml de acetato de etilo
la solucién se agitd en un emdbudo de separacién y la capa
be agua se separéry, después}de lsvar dos veces con porcio-

hes de 30 ml de agua, la caps de acetato de etilo se secd

.
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‘reposo. De la masnera arribas indicada, se obtuvieron crista-
'les de coda grupo de fracciones. Los cristales ée recogie—
ron por filtrscidn y se secaron. Se obtuvieron 0,013 par-
tes de mayténacina y 0,025 partes de propionato de maytan-—
sinol.

En 3 partes en volumen de acetato de etilo se
disolvieron 0,2 psrtes del maytansinol bruto obtenido arri-
bs y 1la solucidn se agitd bien con 0,5 partes de gel de si-
lice (Merck, Aleménia Occidental, 0,05-0,2 mm). &1 acetato
de etilo se separd 2 presidn reducida., Z1 residuo se cargd
pér el extremo superior de una columna de 80 partes en vo-
lumen de gel de silice y la columns se lavd en primer lugar
con 150 partes en volumen de cloroformo y se eluyd despﬁés
con 150 partes en volumen de cloroformo-metanol (50:1),
150 pértes en volumen de cloroformo-metanol (20:1) y 300
partes en volumen de cloroformo-metanol (10:1). EL producto

eluido se recogid en fracciones de 10 partes en volunens-,

LAY

Una porcidn de 0,5 partes en volumen de cada :
fraccidén se concentrd a presidn reducida. Al concentrs@é}se
afiadieron 0,05 partes en volumen de acetato de etilo, ¥ Ea
mezcla se sometid como muestra a cromatogrsfia en capa del-
gada (sistema revelador: cloroformo-metanol = 9:1).

Las fracciones Noé. 50 a 52, que absorbisn a
2537 ﬁ en la zona de Rf 0,33 a 0,38, se recogieron y se con-
centraron s sequedsd s presidn reducida. Se aﬁadierdn al re-
siduo 0,5 partes en volumen de acetato de ebtilo y la mezcls
se dejd en reposo, obteniéndose 0,020 partes de cristales

de maytansinol.
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volumen de acetona-agus al 70% dursnte 3 horas y, despuds

| 50%, seguido por elucidn con 15000 partes en volumen de

‘I'partes en volumen de agua y 3000 partes en volwaen de ace=-

-
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Ejemplo 3
Con agitacidén, %2000 partes de lss células ob-

tenidas en el LEjemplo 2 se extrajeron con 50000 partes en

se filtraron sobre un filtro de presibn. Lz extraccibn con
50000 partes en volumen de acefona_agua al 70/ y la filtré-
cibdn subsiguienﬁersé repitieron una vez mds. Los filtrados
ge reunieron y-la acetona sé separd por concentracidn a
presién reducida. i1 sistema acuoso resultante se hizo pa-
sar a btravés de uns columna de 5000 partes en volumen de
Diaion HP-10 (Liitsubishi Kssei K.XK.). Ls columna se lavd

con 20000 partes en volumen de agua y netanol acuoso al

metanol-agus sl 90%, EL producto eluido se concentrd s pre-

sidn reducids 2 .3000 partes en volumen y se agitd con 3000

tato de etilo. Se repitid el procedimiento anterior una vez
mds. Las cspas de acetato de etilo se combinaron, se lava-
ron con sgus, se secaron por sdicibén de sulfato de secdio
anhidro y se concentraron a presidén reducida hests 200 per-
tes en volumen. Después de la adicidn de éter de petrdleo,
el precipitado se recuperd por filtrscidan (2380 partes). Bl
producto bruto I arriba obtenido se purificbd por medio de
una columns de gel de silice andloganente al~Ejemplo 1 pa~
ra recuperar l,Olpartes de broducto bruto II y 0,5 partes

de maytansinbl biuto.
’ |

Ejemplo 4
1000 parbes en volumen del cultivo del Ejemplo 2

se inocularon en un depdsito de 200000 psrites en volumen
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de un-medio de cultivo de siembra y el medio inoculado se
incubd 3 28°C con airescidn (100000 partes en voluﬁen/mi-
nuto) y sgitacidédn (200 revs. por min) dursnte 48 horaé
para preparsr un cultivo de siembra. Este cultivo de siem-
bra'se transfirid a un depdsito de 2000000 de partes en
voluzen de acero inoxidable que contenifa 1 milldn de partes
en volumen de un medio de fermentacidn igual que el utili-
zado en el Bjemplo % con un grado de transplantacidn de
10%. E1 cultivo se realizé s 282C con sireacién (1000000
partes en volumen/minuto), agitacibdn Ci20 revs. por min.
(1/3 DT)] y presién interna (1 kg/cma) durante 90 horas.,
Se encontrd que el cultivo resultante tenia un titulo dz
20/ug/ml cuando se ensayd por el procedimiento de ensayo
descrito en el Ejemplo 1. A 900000 partes en volumen del
‘cultivo arribas obtenido se anadieron 900000 partes en volu—
men de acetona y, después de una hora de sgibacidn, se aila—
dieron 20000 pasrtes de Hyflo-3upercel (Johns & Hanvillegy,
EE.UU.). La mezcla se agitd ulbteriormente y se filtré_é#
una méquina filtrante a presidn. A 1700000 partes en'voiu-
men del filtrado resultante se aﬁadieron‘500000 partes eﬁ
volumen de agus y, en un Podbielniak (Podbielniak Inc.,
BE.UU.) se extrajo la mezcls con 1000000 de partes en vo-
lumen de acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se
lavé con sgua, se secd por adicidn de sulfato de sodio anhi;
dro y se concentrd a presidn reducida. Se afiedid aliconcen—

trado éter de petrbleo y el precipitado resultante se recu-

se obtuvieron 680 partes de producto bruto I. Después de

ello, como en los Ejemplés 2’y 3, este producto bruto se

perd por filtracidn y se secd. Por el procedimiento anterios

4

N




5}

_purificé para obtener 1,1 partes de wasytanacina, 2,2 par-
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tes de propionato de maybansinol, ¥y 0,1 parte de msytansi-
nol,
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REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencidn propia y nueva que se

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patentd

de Invencidn en Bspafla, por VEIKTE aflos, son los que se re

cogén en las reivindicaciones siguientes:

12,~ Un método para prepsrar maytansinol, may-
tanacina o propionato de maytansinol que comprende cultivax
un microorganismo que pertenece al género Nocardia y que
es capaz de producir maytansinol, maytanacina o propionsto
de maytansinol en un medio de culbtivo que contiene fuentes
de carbono asimilables y fuentes de nitrééeno digestibleé
hasta que se acumulan sustancialmente maytansinol; maytana~
cina o propionsto de maytansinol en aquél, y recuperar ios
MLsSmOS» A

22,- Un método de acuerdo con la reivindicacién

12, en el que el producto obtenido es maytansinol. —

52.- Un método de scuerdo con la reivindicacidn

12, en el que el producto obtenido es maytanacina.

42,~ Un método de acuerdo con la reivindieac%én
12, en el que el producto obtenido es propionato de naytan-
sinol.
52 ,- Un método de acuerdo con la reivindicacidn
12, en el que el microorganismo es Nocardia N2 C-15003
(ATCC 31281; IFO 13726; FERM 3992).
2.~ Un método pars preparar maytansinol; may=-
tanacina o propionato de maytansinol.
' Tal y como se ha descrito en la lMemoria que ante

ede y para los fines que s¢ han especificado.
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Ests Memoria consta de treints hojas escritas a

maquina por una sola de sus caras.

, | Hadrid( 5 N 1977

P.A.

2 Albertg/Ap Elzgbury
Por Pod
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