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. _RESUMEN DE LA INVENCION

. Esta invencidn se refiere a nuevos péptidos fisiolé-

~gicamente activos, a sus derivados y a un procedimiénto pa-

ra su preparacidn. En especial, se refiere a nuevdé tetra-
péptidos -dencminados amastatinas Ay, A, Ry By Y B2 y~de—
rivados Qe los ﬁismos, que ejercen un efecto inhibidér so~
bre la aminopepﬁidasa A y también estimulan la formacidn de
anticuerpos y a un procedimiento para su preparacifén por

cultivo de una/cepa perteneciente al género Streptomyces.

1. Campo de lal Invencidn

Esta irvencién se refiere a nuevos péptidos fisiold-
giéémente.act vos, a sus derivados y a un procedimiento pa-
ra su preparacién. En especial,-se refiere a nuevos tetra-
péptidos denominaaos amastatinas Al, A2, A3, B1 Yy B2 Yy sus
defivados,_que ejerceh un efecto inhibidor de la aminopep-
tidasa A y también estimulan la formacidén de anticuerpos y
a un procedimiento para su preparacidn.por cultivo de una

cepa perteneciente al género Streptomyces.

2. Descripcién de la té&cnica anterior

Se han encontrado varios péptidos o péptidos N-aci-
lados fisiol6gicamente activos en los caldos de cultivo por

parte de estos inventores. Estas sustancias, v.g. leupepti-

N

na, antipafna, chimostatina y pepstatina, inhiben la tripsi
na, la papafna, la chimotripsina y la pepsina, respectiva-
mente, pero todos estos inhibidores ejercen efectos sobre
las proteasas que actlan .en una reaccidn de tipo endo. Para
mis detalles véase la obra Enzyme Inhibitors of Microbial
brigin, Hamao Umezawa, University of Tokyo Press (1972),ca-

pitulo IV, Inhibitors of Proteolytic Enzymes (pdgs. 15-52)

como sigue:
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do de

Péptidos o | P&g. n°
m®@ﬁé'. ) 15
Antipafina . 29 s
Chimostatina 32
Pepstatina " - 34

La bestatina, que también se ha encontrado en:un cal-

cultivo microbiano, inhibe una enzima proteolitica

tipo exo, es decir, la aminopeptidasa B y la leucin-amino-

peptidaéa, pero no ejercen ningln efecto inhibidor sobre

la aminopeptidasa A [J. Antibiotics 29, 97-103 y 600-601

y patente estadounidense 4.029.547].

)

mente

donde

val

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencién proporciona los péptidos fisioldgica-
activos amastatinas A;: Ay, Ay, By y B, de férmula I

X - Val - Val - ¥ I

representa un resto 3-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoilg
0 3-amino-2-hidroxi-4-metilhexanoilo,

representa un resto de L-valilo e'

representa 4cido L-aspértico, &dcido L-glutdmico o
d~amida del &cido L-aspértico cuando X es el resto

3—amino—2-hidroxi-S-metilhexanoilo y &cido L-gluté-

mico o g-amida de dcido L~glutdmico cuando X es el

el

resto 3-amino-2-hidroxi-4-metilhexanoflo y

grupo amino de Val adyacente a X es acilado con el
grﬁpo carboxilo de X para formar una unién amida,

el grupo carboxilo de dicho Val acila al grupo amino
del otro Val para.formar una unién amida y el grupo
carboxilé del otro Val acilé.al.grupo amino de Y pa-

ra formar una unién -amina.




10

18

20

25

‘para la produccién de amastatinas por cultivo de una nueva

de RMN (100 MHz en D20) de las amastatinas en el mismo

_tros de masas de los ésteres dimetflicos de N-acetilamasta-

*tina de las amastatinas en el mismo orden indicado anterior-

Ademds, esta invencidén proporciona un procedimiento

cepa de Streptomyces eso. recientementer aislada, ME98-M3

kFERM p-3722), 'en un medio que contiene una fuenté dé carbo-
no y una.ﬁuente de nitrdgeno, en condiciones aerobias, has-
ta que se ha prbducido una cantidad sustancial de:aétividad
fisiolbégica y recuperacidn de las amastatinas asi producidas
del caldo.de cultivo.

Esta i!vencién también proporciona diversos deriva-
dos de amastatina, como sales, é&steres o derivados N4acila—
dos, que se.p eparan por procedimientos quimicos convencio-
nales,

Las améstatinas y sus derivados ejercen un potente
efecto inhibidor de la aminopeptidasa A y aumentan la for-
macién de anticuerpos. Por lo taﬁto, esta invencién también
proporciona un agente inhibidor de la aminopeptidasa A que
contiene amastatinas y una composicidn para aumentar la
formaci6n de anticuerpos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras l,,2, 3, 4 y 5 presentan los espectros
de absorcibn infrarroja en KBr de las amastatinas Al' A2,
AB, Bl y B2, respectivamente.

Las Figuras 6, 7, 8, 9 y 10 muestran los espectros

orden indicado anteriormente, respectivamente.

Las Figuras 11, 12, 13, 14 y 15 muestran los espec-

.

mente, respectivamente.

.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las amastatinas Al‘ LY A3, Bl Yy B, de esta inven-

cién estdn relacionadas entre si estructuralmente. Tienen

propiedades fisicogquimicas similares como puntos de fusidn,

andlisis elemental, pKa, valores de Rf en cromatografia

en capa fina y migraciones en electroforesis de papel a

alto voltaje que estén resumidos en la Tabla I.

TABLA I

Propiedades fisicoquimicas de las amastatinas

p.f. °C

Andlisis elemental

Encontrado, %

Cc
H
0

N

Calculado, %

o
H
0
N

Para C21H

Peso molecular

pK

391507

Amastatinas
Al ,AZ A3 Bl 'Bz
200-203  202-205 196-200 195-197 196-200
53,06 53,00 54,30 54,00 54,31
8,32 7,91 8,01 8,40 7,98
14,61 27,17 11,16 23,02 11,21
23,30 11,67 26,10 14,18 26,00
53,26 53,15 54,08 54,19 54,08
§,30° 8,07 8,25 8,48 8,25
14,79 11,81 11,47 22,97 11,47
23,65 26,98 26,20 14,36 26,20
™ CoaflagNOg = Coff 1,05 = C,oH, N0, - €0
473 474 488 487 488
3,8 2,8 3,0 3,7 3,0
4,0 4,2 4,2
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TABLA I (continuacién)
\

S | o Az_ By By By
i } ,

Val?r R * 0,47 0,46 0,54 3,55 0,52
L .

Valor R ** : 0,52 0,51 0,53 0,54 0.53

* La cromatografia en capa fina se realizd con una nlaca de
~gel de sflice y un sistema disolvente de n-butanol/&cido
acético/agua (4:1:1) ’

** Distancia relativa de migracién hacia un citodo respecto
a la alanina con una solucién tampén de &cido férmico/4ci-
do acético/agua (25:75:300) a 3500 V durante 15 minutos.

Las amastatinas Al’ AZ' A3, B1 y B2 son solubles en
agua, metanol, &cido acético, piridina y dimetilsuiféxido;

ligeramente solubles en n-propanol y n-butanol y casi insc-

lubles en acetato de etilo, acetato de butilo, éter dietfli-

reacciones positivas de Rydon-Smith, con ninhidrina y con
permanganato potdsico pero rezcciones negativas de Ehrlich
y Sakaguchi. No se observa ningfin espectro de absorcibén
ultravioleta caracteristico. Las amastatinas son estables
en soluciones neutras, &cidas y alcalinas. La actividad
inhibidora de la aminopeptidasa A no disminuye al calentar
la solucién acuosa de pH 2, 7 0 9 a 60°C durante 30 minutos.
A continuacién se describen las estructuras de las
amastatinas que hasta ahora han sido caracterizadas.
Amé;tatina Alz

En el espectro de absorcién infrarrojo (Figura 1) en

bromuro poté&sico, se observan los siguientes picos de ab-
sorcifén: 3300, 2980, 1710, 1665, 1635, 1550, 1470, 1405,
1355,.1225, 1150, 1090 y 700 cm—l. El andlisis de aminodci-
dos del hidrolizado &dcido del compuesto en HCl 6N a 105°C

durante 18 horas da valina, &dcido aspdrtico y un amino&cido

anteriormente desconocido con una relacién molar de 2:1:1.
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‘ffa en resina; el espectrq de RMN, el espectro IR, el andli-

(Figura 6) presenta seﬁaleé a 61,1-1,4, 1,6-2,1, 2,2-2,6,

. tanto, se ha determinado que la estructura de la amastatina

? OH T H H
. | é
'NHZ - C - é - CONH - C - CONH - C - CONH - ‘ - CONH2
: I i : l .
CH2 H . H CH CHZ
| /N I\ |
‘H3C CH3

\ N
|
\

El nuevo aminoicido es aislado y purificado por cromatogra-
|

si§ elemental, el'valor de pKa; las reacciones coloreadas
y ias reacciones guimicas sugieren que su estructura -es la
siguiente, confirmada por sintesis qufmica:

H OH
NH2 - T -C - COdH

CHy H

CH3 CH3

Acido 3-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoico.

\

El espectro de RMN (100 MHz en D20) de la amastatina Al

3,0-3,2, 3,85-3,95 y 4,4-4,7. Para mejor caracterizacidn,

el péptido se acetila en el nitrégeno éerminal.y el éster
dimetflico de N-acetilamastatina A, se somete a andlisis de
masas (Figura 11). El resultado revela que estos aminodcidos
estén enlazados por uniones amida en la secuencia: nuevo
aminoicido N-acetilado, L-valina, L-valina y éster dimetfli-
co de 4cido L-aspértico a partir del N terminal. El valor

de 3,8 antes indicado para el pKa indica que el grupo B-car|
503110 del &cido aspdrtico en el C terminal del péptido estd

libre y el otro grupo 0-carboxilo forma una amida. Por lo

Al es la siguiente:

C21H39N504
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'Ljvalil—L—aspértiéo

-los mismos resultados que la amastatina Al' También se ha

-Amastatina A,:

1467, 1395, 1225, 1090, 960 y 700 cm *. El andlisis de aminod

§

0ramida de &cido 3-amino-2-hidroxi~5-metilhexanoil-L-valil-

|
Amgstatina A2:
1 .

| -
! El espectro IR (KBr) (Figura 2) da los siguientes picos:

3400, 3250, 3030, 2930, 1700, 1650, 1620, 1530, 1465, 1390,

1220, 1160, 1085 y 700 em L. El andlisis de aminodcidos da

identificado que ei nuevo aminodcido es igual al ée.13 amas-
tatina Al, por los procedimientos antes mencionados. En el
espectro de RMN de ia amastatina A, (Figura 7) se observan
sefiales a ¢ 1,2-1,5, 1,9-2,1, 2,3-2,7, 3,15-3,35,,3(35-4,15
4,5-4,8 % 4,9—5,1. El andlisis espectrométrico de masas de

alta resolucién (Figura 12) del éster dimetflico de la N-

D

acetilamastatina indica la misma §ecﬁencia-de amino&cidos qu
en la amaétatina A, . El anélisis elemental y los valores de
2,8y 4,0 del pPK,, sin embargo, indican que los dos grupos
carbonilo del &cido aspdrtico son &cido carboxflico. La es-

tructura determinada es la siguiente:

- H OH Iil ]il H
|
NH2 - T - C - CONH -~ ? - CONH - C - CONH - C - CoOH
| . I |
THz H fH f&\ THZ
CH ) H,C CH H,C CH, . COOH
Hj 3 Hj 3
/N
Hy¢  CHy |
Ca1H3gN40g

dcido 3-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoil-I-valil-L-valil-I~

aspédrtico.

3

El espectro IR (KBr) (Figura 3) del compuesto tiene los

[y

siguientes picos: 3430, 3280, 2950, 1710, 1660, 1630, 1540,
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das de absorcién: 3340, 3000, 1710, 1665, 1640, 1550, 1475,

'HC1 6N a 105°C durante 18 horas da valina, &cido glut&mico

y un aminodcido desconocido, en una relacién molar de 2:1:1.

zado por andlisis de RMN. Se ha hallado que la estructura

dcido del hidrolizado &cido da valina, &cido glutdmico y
un aminodcido desconocido. Se ha identificado que el nuevo
aminodcido es igual al de Al y AZ' El espectro de RMNide
la amastatina Aé (Figura 8) presenta las seflales a S'i,2—1,6,
2,3-2,7, 2,7-3,0, 3,1~3,4, 3,8-4,4 y 4,4-4,9. E1 espectro
de masas de alta resolucién (Figura 13) del &ster dimétilico
de la N-acetil-amastatina A3 indica que ei nvevo amino&cido
N-acetilado, valina, valina y éster dimetflico de &cido glu~-
tamico estén erlazados en ese orden a partir del N-tzrminal
formando unioves amida. Los valores de 3,0 y-4,2 para el
PK, sugieren jue 1os_g:upos G- y y~carbonilo del écido glu-

tédmico son &c

do carboxilico, De estos resultados se deduce
que la estructura de la amastatina A3 es la siguiente:
H OH H H

H
| : | I
NH, - C -~ C - CONH - C ~ CONH - C - CONH - C -~ COCH

| | l :
CH 2 H CH /:H CH 2
| g AN AN

CH H3 CH3 : CHi
I\

CH3 h COOH

Hy

CoaHyoNg0g

&4cido 3-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoil-I-valil-L-valil~L-
glutémico.

Amastatina Bl:

En el espectro IR (Figura 4) aparecen las siguientes ban

1405, 1315, 1230, 1160, 1090, 960 y 700 cm-l. El andlisis

de amino&cidos del hidrolizado &dcido de la amastatina B, en

.

El nuevo amino&cido ha sido aislado, purificado v caracteri-
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del aminodcido es la siguiente por sfntesis quimica:

’

H .CH

[

I

NH, - C - C ~ COOH
: l
H3C - CH H

|

%
CH3
dcido 3—amino-2—hidroxi—4—metilhexanoico
La amastatipa Bl da un espectro de RMN (196 MHz eﬁlDZO)
(Figura Qf que presenta las seflales a § 0,6-1,0, 1,241555,
1,6-2,3, 2,95-3,3, 3,8-4,4, 7,4-7,7 y 7,9—8,3; El andlisis
del espectrord masas de alta resolucién (Figurald) déi &g~

\

ter dimetflico|de la N-acetil-amastatina B, indica que el

nuevo aminoicido N-acetilado, valina, valina y &ster dimetfi-

lico de &dcido glutdmico estén ligados por uniones amida en
;a secuencia mencionada. El valor de 3,7 para el pKa sugiere
que el grupo Y-carbonilo del &dcido glut8mico unido al car-
bono terminal lateral es &cido carboxilico y el otro grupo
o-carboxilo es una amida. Por lo tanto, se ha determinado

que la estructura de la amastatina B; es la siguiente:

H OH H H H
NH, - % - % - CONH - é - comH -.% - CONH - % - CONH,
HC - ?H H | CH /}¥i ?Hz
CH2 - H3C CH3 H3C ' CH3 CH2
éH3 COOH
C22H41950,

t-amida del &cido 3-amino-2-hidroxi-4-metilhexanoil-L-valil-
L~valil-L-glutdmico.

Kmastatina B2:'

En el espectro IR (Figura 5) se observan los siguientes

méximos de absorcién: 3400, 3260, 2940, 1700, 1655, 1625,
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i550, l450, 1400, 1315, 1225, 1150, 1090, 9590 v 700 cm—l.
Se detectan los mismos tres, aminodcidos que en la amastatl—
na B,. El espectro de RMN (100 MHz en D 20) (Figura lO) pre—
senta las sefiales a § 1,1-1,55, 2,1-2 ¢35, 2,37~ 2,75, 278-3,2

3,8-4,05, 4{45-4,7, 4,75-4,9 vy 4,9-5,0. Los datos del espec-

tro de masas de alta resolucidn (Figura 15) del éster dimets-

lico de la amastatina B2 N-acetilada revelan que el nuevo
aminodcido N—acetilado, dos valinas y el éster dimetflico
de ac1do glutamlco estdn combinados en esta secuencis nor
uniones amida. Ios valores de 3,0 Yy 4,2 para el pKa 1ndican
que los dos grupos carbonilo del dcido glutémico son 4cido

carboxflico. La estructura de la amastatina B2 es la si-

tguiente: .7

T oH x5 H H

|

NH, - ? ? - coNH - é - CONH - % - CONH - ? ~ CooH
HyC - CH H éH CH CH,

| /\ /' \ l

?Hz HyC  cHy miC on, THZ

CHy \ coou

C22H40¥404

dcido 3-amino-2-hidroxi—4—metilhexanoil—L—valil—L—valil—L—
glutémico.

“Para confirmar las estructuras de las amastatinas antes
mencidnadas, los nuevos néptidos fueron sintetizados qufmica-

mente de acuerdo con el siguiente esquema:

S | ARt ean yrvas 4
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Sintesis del nuevo aminodci

H

¢

NHz-CII—COOH >
é S-4,6-dimetilpi
H, rimidin-2-il-
| tiolcarbonato de
H3C—TH ’ bencilo
CH3

D-lencina

H H OH

S
Z«N—C-C—SO3Na
1
HZ? H
H3C-CH
NaCN
cH

&cido 3-amino-2-hidroxi-
S5-metilhexanoico

Z representa carbobenzoxi.

3 - :

12~

do de la amastatina

HH
[ 1 3
Z-N-C~COCH >
| diciclohezilcar-

ﬁHz bodiimido-pirazol

H- 3

- Z-N-C-CHO

|
Hzc‘: R

) NaHSO3

H3Q—CH

. CH

El &cido 3-amino—-2-hidroxi-4~metilhexanoico se obtiene

de la misma manera a partir de D-isoleucina.
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D-leucina

Acido 3-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoico

OH
Z~NH~CH~CH-COOH I~valina, &cido L-aspértico
l
CH, N sintesis conven
" cional de pépti
CH3-CH ‘ dos =n fase li-
| o . quida:
CH3 : T
' HfFT%CU%F?%C@WFG%OXB
H3C—?H 'H3C— ?H2
! CH3 CH3 Co0Bz
! .
. ¢' : reaccién convencional de copu-
: ) ‘ 4 ’ . lacifn
OH .

&cido 3-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoil-I~valil-l~valil-L-aspértico.

tanto, las estructuras antes mencionadas de las amastatinas

* han sido confirmadas.

-13-

Sintesis quimica de la amastatina

|
}

Hf%CH{EFd»ﬁ%ﬂ%C@M%CH—G%m&G%CDOH

CH H,C-CH H,C-CH CH

2 SF T T
.H3C~CIIH G,  CH

CH

Otros anilogos se sinpetizan por el mismo esquema emplea
do isoleucina o &cido glutémico..

Las propiedades fisicogufmicas de las amastatinas obte-
nidas por el procedimiento de esta invencifn concuerdan bien

con las de los péptidos quimicamente sintetizados. Por lo

Las amastatinas contienen un grupo amino y un grupo car-

boxilo en los casos de las amastatinas A;, A; y By Yy un gru-

k=4
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dena de esporas maduras contiene 10 y més esporas, de 0,6-

Corporation of América, Estados Unidos.

poiamino y dos grupos- carboxilo en los casos de las amasta-

” 4

tinas A2 Yy BZ’ que son capaces de formar sales, ésteres y

i S
derivados acilados por métodos convencionales. Por _lo tanto,

| Ta ot
. n

esta invencidn incluye estos derivados de amastatiba.

Otro aspecto de esta invencién es proporcionar un pro-

-

cedimiento para la preparacién de las amastatinas gue- consis

te en cultivar una cepa productora de amastatina pertenecien
. i ‘ _
te al género Streptomyces en un medio adecuado que "Contiene

una fuente de carbono y una fuente de nitrdgeno, en ¢sndiciot
nes aerchias, hasta que se producen cantidades sustanciales
de ama;tatiﬁas en el caldo de cultivo y recuperar laé;amas—
tatinas asf producidas por mé&todos convencionales.

El microorganismo Gtil para la preparacifn de las amas-
tatinas ha sido téxonémicamente caracterizado como Streotomycep
sp. ME 98-M3, Fué aislado de una Eierra como cepa ME 98-M3
v depositado en el Instituto de Investigacibén sobre Fermenta
ciones, Japén con la designacifén FERM p-3722 y en la Americap
Type Culture Collection, Rockville, Marvland, como ATCC
31318. Las caracterfsticas morfoldgicas y de cultivo de la
cepa estdn indicadas en los sigquientes pé&rrafos:

1. Morfologia

* Hifas aéreas con terminales curvados o en forma de rizo

que se extienden desde hifas de substrato ramificadas. La ca

0,8 x 1,0-1,2 micras, con superficies lisas.

2. Crecimiento en varios medios

La descripcidn entre paréntesis responde al natrén de

colores "Color Harmony Manual"” publicado por la Container
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1}

a
! .
a). Agar sacarosa-nitrato

b)

c)

d)

15

'‘Crecimiento vegetativo::amarillo oscuro (ambar 3mec), sin

3

\ pigmento soluble

i -
i

Micelio aéreé : blanco (a, blanco) a pafdd:amari—
llento p&lido (1 1/2 gc;qgm;rillo
polvoriento)

Agar glucosa-asparagina

Crecimiento vegétativo: pardo amarillento (3 ne, bombén

escocéé-topgcio)} Sin'pigmenfo 501
luble ' :

Micelio aéreo : gris p&lido (3 fe,fgrié plata).

égar glicerina-asparagina (Medio ISP n°® 5):

Crecimiento.vegetativo: pardo amarillento (3 ne, bombén

escocés topacio). Sin pigmento sof
luble'

Micelio aéreo

':_gris palido (3 fe, gris plata)

Agar almidbn-sales inorgénicas (Medio ISP n° 4)

" Crecimiento vegetativo: amarillo oscuro (2 ne, oro mostaza

e)

a amarillo pidlido (2 ne, oro viejo
Sin pigmento soluble
Micelio aéreo : gris amarillento (2 ea, trigo péa-
7 lido a mafz pdlido)

Agar tirosina ‘(Medio ISP n° 7)

Crecimiento vegetativo: pardo amarillento gris&ceo (3 ni,
marrén clavo ) . Sin pigmento so-
luble

Micelio aéreo . " : blanco grisdceo (b, blanco ostra)
a gris amarillento (2 ca, marfil

pdlido) -
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Agar nutriente

Crecimiento vgéetativo:.pardo amarillento p&lido (3 pe,
topacio ambarino). Sin pigmento
soluble

Micelio .aéreo : ninguno

Agar extracto'de malta-extracto de levadura (Medio ISP n°2

Crecimiento vegetativo: naranja amarillento oscufd'k% vg,
marrén dorado). Sin pigmento so-
luble

Micelio aére¢o. : blanco (a, blanco)

Agar harinalde avena (Medio ISP n°® 3)

érecimiento vegetativo: amarillo oscuro (2 nc, oro brillar

| te a oro pepita). Sin pigmento so-

luble

Micelio aéreo : gris aﬁarillento (2 ca, marfil
pilido)

Agar peptona-extracto de levadura-hierro (Medio ISP n®° 6)

Crecimiento vegetativo: incoloro a marrén amarillento péa-
lido (2 ga, amarillo colonial,
mafz). Sin pigmento soluble

Micelio aéreo : ninguno

Agar malato cédlcico

‘Crecimiento vegetativo: incoloro a amarillo p&lido (1 1/2

ia, amarillo solar, narciso, for-
sitia, junquillo). Sin pigmento
soluble .

Micelio aéreo ~: blanco (a, blanco).

Todas las observaciones mencionadas se realizaron des-

.

pués de incubar a 27°C. Y-

} —
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‘Propiedades fisioldgicas

;)
i

(a). Temperatura de crecimiento: la temperatura 6ptima para

(b)

(c)

(a)

(e)

(£)

™, Gottlieb a 27°C: L-arabinosa, xilosa, glucosa, D-fructo-

(g)

cepa ME 98-M3 fué identificada como perteneciente al género

Streptomyces y denominada Streptomyces esp. ME 98-M3.

\el crecimiento es 24-30°C en'agar maltosa-extracto de
hevadura (maltosa 10,0 g, extracto de levadura 4,0 g,
agar 17,0;g y agua desionizada 1000 ml, pH 7,0).1No'hay
crecimiento por debajo de 15°C y por encima de 45°C.
Licuefaccién de la gelatina soﬁre un medio dé glnégsa—
peptonajgelatiné a 27°C. La licuefaccidn comienza al
cabo de 5 dfas de incubacién y es compoleta a los 21 dfas
Licuefaccibén débil.

Hidr6lisis del almiddn sobre agar almidén-sales inorgi-
nicas (Medio ISP n° 4) a 27°C: comienza una hidrélisis
muy débil él cabo de unos 5 dfas de incubacién.
Peptonizacién y coagulacidn de la leche descremada a
37°C: la coagulacién es compléta al cabo de 4 dias de
incubacibn y después comienza una peptonizacién moderada
Formacifén de melamina sobre caldo de triptona-extracto
de levadura (Medio ISP n° 1), agér péptona-extracto de
levadura-hierro (Medio ISP n° 6) y agar tirosina (Medio
ISP n® 7) a 27°C: negativo en todos los medios

Utilizacibn de hidratos de carbono del agar Pridham-

éa, sacarosa, inositol y rafinosa: buen crecimiento; IL-
ramnosa y celulosa: ﬂo hay drecimientq

Licuefaccién del malato c&lcico sobre agar malato calci-
co a 27°C: negativa.

Bas&ndose en las caracterfsticas antes mencionadas, la

La produccién de amastatinas por una cepa perteneciente
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al género Streptomyces ha sido descubierta en esta invencién,

.

Por lo tanto, la invencidn -incluye todas las cepas pertene-

cientes al género Streptomyces que producen los tetrapépti-

dos de acuerdo con esta invencifn y la cepa de Streptomyces

esp. ME 98-M3 antes mencionada comprende todos los mutantes
naturales y artificiales y todas las cepas que puedan perte-
necer a la misma especie como la realizacién del midréorga—
nismo de acuerdo con esta invencidn.

Las.amastatinas pueden obtenerse por cultivo del micro-
organismo en un medio adecuado y en condiciones adecuacdas.

Los medios utilizados para el crecimiento de los microorga-

%

nismos en esta invencidén son los medios nutrientes conoaci-

_ dos como adecuados para el crecimiento de las actinomicetos.

Como fuente de carbono puede ﬁtilizarse cualquiera de los
hidratos de carbono empleados normalmente en las fermenta-
ciones, como glicerina, glucosa, almiddn, dextrina, lactosa,
sacarosa, maltosa, melazas y grasas. El nitrf6geno también
puede ser proporcionado por cualquiera de los materiales
habitualmente empleados, como peptona, extracto de carne,
licor de infusién de mafz, harina de semilla de algodén,
harina de frutos de cdscara dura, harina de soja, extracto
dgﬂ;evadura, casamiﬁoécido, nitrato s6dico, nitrato amdénico
y sulfato amdnico. Los medios pueden contener cloruro s&di-
co, fosfatos, carbonato cédlcico y sulfato magnésico como
nutrientes inorgdnicos. También pueden agregarse otras sales
metilicas como elementos traza, si es necesario. El cultivo
o fermentacibn puede realizarse en cualquier tipo de cultivo

aerobio como por ejemplo cultivo en un matraz sacudido o
.

cultivo en un tanque fermentador. Se prefiere el cultivo su-

mergido para la produccidn a gran escala. La temperatura de
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"tamil-B-naftilamida 0,00075M, 0,2 ml de CaCl2 0,01M, 0,6 ml

~ga a la mezcla 0,1 ml de solucidén §¢ aminopeptidasa A (prepa-
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B

fe}mentacién debe seleccionarse‘dentro de la regi6n en la
qué el microorganismo produce las amastatinas Y, en especial)
se Erefiere un intérvalo de 25 a 35°C. Generalmente la fer-

menéacién se proéigue hasta que se ha producido en el caldo

de cultivo una cantidad sustancial de amastatinas. ?

La produccién de amastatina puede ser analizada midiendo
la actividad inhibidora sobre la éﬁinopeptidasa A, Ei”método
de ensayo empleado es el siguiente: se mide la actividad de
aminppeptidasg 2 de acuerdo con Nagatsu-y colaboradores {I.
Nagatsu, T. Nagatsu, T. Yamamoto y G.G. G}enner, Biochim;
Biophys. Acta 198, 255-70, 1970) con una modificacidn. Se

incuba a 37°C durante 3 minutos una mezcla de 1,0 ml de glu-

de solucién de tampdn tris.HCl 0,1M (tri(hidroximetil)amino-

metano) (pH 7,0) v 0,1 ml de la solucién de muestra. Se agre-

rada por fraccionamiento en sulfato amdnico de acuerdo con ell
método de Nagatsu). La incubacidn a 37°C se prosigue durante
30 minutos mis y después se afiaden 0,6 ml de solucién tampdn
de acetato 1,0M, pH 4,2, conteniendo 0,1 % de sal GBC garnet
f i ja(sal de o-aminoacetoluendiazonio) y se ahade 10 % de
Tween 20. Al cébo de715 minutos a la temperatura ambiente,
se'ﬁide la absorbancia (a) de la mezcla a-530 nm. Una mez-
cla sin la muestra se trata también de la misma forma como
control (b). Se calcula un grado de inhibicidn (%) de la ami-
nopeptidasé A a partir de la siguiente ecuacibn:

b -a
b

x 100

Las concentraciones necesarias para un grado de inhibiciép

del 50 % (DISO) en este ensayo fueron de 0,65 mcg/ml vara
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la amastatina Al, 0;54 mcg/ml para la A,, 1,0 mcg/ml para
la Ag, 1;5 mcg/ml para la Bl ¥y 1,0 mcg/ml para la BZ’ res-
pectivamente; '

Por ejemplo;-se trata en autoclave un medio que contiene

2 % de glicerina, 2 % de dextrosa, 1 % de Bactosoyébn (Dif-

o0

co), 0,3 % de extracto de levadura, 0,2 de (NH4)2SO4 \%
0,2 % de CaCO53, pH 7,4 y se inocula con esporas y/o micelio

obtenidos de un cultivo en tubo inclinado de Strevtomyces

esp. ME 98-M3.|/Todas las exvresiones (%) se refieren a‘ﬁor-
centaje en nesp/volumen en esta memoria, salvo indicacig%
en contrariér La acumulacién de amastatinas fué detectada
al ;abo de 3-7 dias de.cultivo aerobio sacudido a 27°C..f

L.a Tabla ii muestra la produccidén de amastatinas en
cultivos sacudidoé con diversos medios. La. fermentacién se
realizd empleando 100 ml del mediﬁ en un matraz de 50¢ ml
en un sacudidor rotatorio (180 rpm) a 29°C y para el an4lisi
se tom$ una muestra de 0,5 ml de caldo.

TABLA II

Produccién de amastatina en diversos medios de cultivo

Produccidn de amastatina
Inhibicidn (%)

. Composicién “BH ini dia ol fi-

N2% del medio -cial - 1 - 2 3 4 7 nal

1. Almidén 1,0 6,7 7 3,5 8,6
Glucosa 1,0

Harina de soja 2,0

Extracto de le-

vadura 0,5
2, Aceite de soja 2,0 7,1 26,9 9,0
Almidén 0,5 '

Glucosa . 0,5
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TABLA II (continuacién)

" Produccién de amastatina

Inhibicidn (%)

Dia’
, PH ini
Composicién del medio cial = 1 2 3 4 7
Harina de soja 2,5:
Glicerina 2,5 7,0 23,2
Extracto de carne 0,5
Polipeptona 0,5
Maltosa 2,0 7,8 17,6
Extracto de carne 0,5
Polipeptona 0,5
Extracto de leva-
0,3 r,

dura
Almiddn
Glucosa

Extracto de levg_
dura

Casaminodcido
Lactosa

Extracto de leva
dura

. Extracto de carne

Polipeptona

Sacarosa

" Hidrolizado de

proteina
Glicerina

Dextrina

Peptona de soja*

Extracto de leva
dura

2,0 7,1 26,2 31,6 35,3 33,5 46,2

1,0

0,5
0,5 !

2,5 7,8 26,0

0,5
0,5

0,75

4,0 7,9 22,2

2,5
2,0 6,9 .40,0 52,7 52,7 50,2 49,1
2,0 |

1,0

0,3

PH fi~
nal

9,1

3,3

8,1

9,4

9,5

8,2
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. TABLA II (continuacidn)

e e

Produccidn de amastatina

Inhibicién
: Dia
! . . pH ini T o
N° Composicién del medio  cial 1 2 3 4 - 7" final
9. Almiddn 2,0 7,1 38,5 45,7 47,5 40,3 48,3 8,9
Harina de algodtn 2,0
Licor de infusién ds
mafz 1,0 7
10. Glicerina ' 3,0 7,2 19,5 8,6
Harina de pescado 2,0 '

* I3 peptona de soja es un digesto enzimitico de harina de soja.

. La Tabla III también muestré la produécién de amasta-
‘tina en diversos medios. Las fuentes de carbonory nitrdgeno
indicadas en la tabla se agregaron.a un medio basal que conte-
nia 0,1 % de extracto de levaduré, 0,1 % de NaCl, 0,05 % de
K HPO, v 0,05 % de MgSO,.7H,0. La fermentacién se realizé
con 50 ml de medio en un matraz de 500 ml en un sacudidor ro-

tatorio (200 ;pm) a 28°C. La actividad inhibidora se determi-

né con 0,02 ml del caldo.
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.TABLA III

Produccidn de amastatina en diversos me:

.
LI I R

Composicién del medio (%) : v e .
N° Fuente de carbono _ Fuente de nitéé'ge;no Wl
A Almidén 3,0 Hariﬁa_ de sojga .. 2,0 .
B . 3,0 Levadura seca’ h 2.,'6‘ :
c 6,0 ! 7 4,0
D 3,0 Harina de semi’.'l'l'; de
._ algodén By ' . 2::0...
E ' 6,0 | R £0,.-
F Glicerina 3,0 Harina de so'jg A 2,0 :
G 3,0 Levadura seca A 2,(;
H 3,0 Harina de semilla de
algoddn 2,0
I Harina de soja 3,0 . Harina de soja - 2,0
J 6,0 4,0
K 3,0 Leva.ldura seca 2,0
L 6,0 4,0
M 3,0 Harina de semilla de
algodén 2,0
N Almiddn 4,5 Levadura seca 4,.0
Harina de soja 1,5
0 Harina de semilla de
algoddn : 4,0
P Almiddn 6,0 Harina de semilla de
) : algoddn 4,0
(NH,) 5,50, : 0,2

2

Harina de soja: "Es-san meat®, Ajinomoto Co.’

Harina de semilla de algoddn: "Pharmamedia”, Traders Oil Mill Co.
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.TABLA ITI

sduccidn de amastatina en diversos medios

sree drecs Produccidn de amastatina al cabo
edio (%) '_ o . . . de 4 dfas de incubacidn
. Fuente de nitrdgeno el s oH Inhibicidn (%)
Harina de soja ., 2,0 , 6,7 18,0
Levadura seca’ . 2,0 ° 6,1 23,0
4,0 6,8 41,3
Harina de semirié de . et .
algoddn o o200 6,5 : 25,9
. s 4,0+ 6,5 58,6
Imﬂnadesﬁégg 2,49 . 8,4 15,2
Levadura seca . 2,0 8;2 16,0
Harina de semilla de
algoddn 2,0 8,3 17,1
Harina de soja - 2,0 7,4 43,1
4,0 6,8 55,1
Levadura seca 2,0 7,4 36,6
4,0 6,9 ' 46,1
Harina de semilla de
algodén 2,0 6,4 : 30,4
Levadura seca 4,b 6,4 ' 57,1
Harina de semilla de
algoddn - 4,0 : 6,5 61,8
Harina de semilla de
algoddn 4,0, 6,0 64,3
1
(NH4)ZSO4 . 0,2

_nomoto Co.’

irmamedia”, Traders 0il Mill Co..
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"to de aireacidn y agitando a 200 rpm, se obtuvo la m&xima
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Estos resultados demuestran que la produccidén de amastaf
tina varfa con ei‘medio Yy con el tiempo de incubacién. Los
ingredienées preferibles del medio para la produccién de
amastatina son.dlicerina,rglucosa, almiddén, harinauge soja,
peptona de soja, harina de semilla de algoddn, licér‘de infu-+
sién de maiz, aceite de soja, levadura, casamino&cido_y sul-
fato amdénico. - |

Los férmen}adores sacudidos y tanques también permiten

l

obtener una bueha produccifén de amastatina. Por ejemwlo, se
realizé un culgivo sumergido a escala de tangue con 150 li-
tros del Medio|/P de la Tabla III en un fermentador de 200 1i-

tros. Al cabo e 96 horas de incubacidn con 100 litrbs/minu—

produccién de amasfatina y 0,1 ml del caldo en ese momento
dié una inhibicién del 50 % en le.método de ensayo antes men-
cionado. quitualmente son coproducidos en el caldo de fermen
tacidén todos los andlogos de amastatina, es decir, Aqs Ay,
Aj, By y B,. La proporcién de cada uno de los andlogos en el
caldo "depende de la cepa de microorganismo, del medio, de las
condiciones de cultivo y similares.

Las amastatinas asi producidas en el caldo de fermenta-
cién pueden ser recuberadas por cualquier mé&todo gque pueda
empiearse para el ‘aislamiento y la purificacién de péptidos
g convenciondl por si migmo. Para el aislamiento a pequefia
escala, el filtrado del caldo se evapora a vacfo a sequedad
y el residﬁo se extrae con un disolvente que pueda disolver
a los .péptidos, como metanol, etanol, dimetilsulfdxido, &dci-
do acético o piridina. En el trabajo a gran escala, las amas-

tatinas se extraen del filtrado del caldo con un disolvente

que pueda disolver a los péptidos y no sea miscible con agua,
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"forma de polvo crudo de su mezcla. Cada andlogo de amastati-
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COTO n-butanol. Por concentracién de los extractos se obtie-
nen las amastatiéés en forma de polvo crudo.

i Las amastatin%s son aisladés satisfactoriamente por
adsorcién en un adsorbente convencional, v.qg. carbén activo,
un adsorbente’ orgédnico como Amberlite XAD-4 (Rohm an§ Haas
Co.) vy celulosa,-cambiadoras de ion y gel de sflice. Por
ejemplo, se agrega carbbn activo ;l filtrado del caidé (2 %)
vara adsofber los ;éptidos. El carbbn activo se separa por
filtracidn y se-lava con agua y despuds con 20-25 voltimenes
de metanol a 40°C dos veces. Mediante la eiucién cbﬁ?metanol
se obtiene mds del 70 $ de la amastatina del caldd. D2 esta

\

forma se aislan los andlogos de amastatina coproducidos en

na puede ser fracéionado eficazmente y purificado por croma-
tografia. Para ello se emplea celhlosa con una mezcla de
acetato de\etilo/etanol/amoniaco (17:2:1) como sistema disol-
vente preferido. También es posible aislar y purificar me-
diante una resina cambiadora de ion, basédndose en los gru-
pos funcionales 4cidos y b&sicos de las amastatinas. Se pre-
fieren las resinas cambiadoras de ion'fuertemente b&sicas o
fuertemente 4cidas.

Esta invencidn tamblen incluye un procedlmlento para
la prepara016n de’ derlvados de amastatina. Las sales met4li-
cas de las amastatinas se obtienen fdcilmente por neuﬁrali—
zacifn. Otra forma salina de la amastatina se prepara por
cristalizacidén después de agregar un &cido inorgdnico como
&cido- clorhfdrico, ya que las amaétatinas contienen un grupo
émino libre. Los derivados N—aciléaos se obtienen por trata-

miento con un anhidrido o un haluro-de un &4cido orgénico,

como &cido acético y &cido oropidnico en condiciones adecua-




10

18

20

25

- - 80

e

" se mantiene en el hielo durante 30 minutos y después a la

.sa actividad inhibidora de la aminopeptidasa A, como ya se

indica los valores de la DI50 de las amastatinas con las

aminopeptidasas A y B.

- 26 .

d%s.,Las amastatinas'Az, A3 y B2 (22 mg, 20 mg y 20 mg, res-

ks i
vectivamente) se disuelven en agua. Se agrega cloruro de

1

acétilo a la soluéién a pH 8,5 para acetilar el grupo ami-
noglibre. Se obﬁienen las N-acetilamastatinas A2,1A3 y B2
con un rendimiento de 13 mg, 11 mg y 10 mg, respeét;vamen—
te. Los espectrbs de RMN e IR confirman que los prpductos
son amastatinas N-acetiladas. Los é&steres de las éﬁastati-
nas se préparan po} esterificacién del grupo carboxilo 1li-
bre con un alcohol en condiciones adecuadas. A las N-acetil-
amastatinas A,, Asy Bz'(9 mg, 8 mg y 8 mg, respectivamen-

te) se agrega una mezcla de 0,5 ml de cloruro de tionilo y

4 ml de metanol en un bano de hielo. La mezcla de reaccién

temperatura ambiehte durante la noche. Por evaporacidn a
vacio a sequedad se obtiene el ééter dimetflico de la N-ace-
tilamastatina (10 mg del &ster dimetflico de Ayr 9 mg del
de A3 Yy 9 mg del B2, respectivamente). Los espectros de RMN
y de masas confirman gue los productos son los és%eres di-
metflicos de las N-acetil-amastatinas Ay, A3 Yy B, respec-
tivaﬁente. Por lo tanto, esta invencién comprende los pro-
cedimientos para las preparaciones de sales, derivados N-
écgtilados y ésteres de las amastatinas.

Las amastatinas de esta invencibn presentan una inten-

ha mencionado. La actividad inhibidora es tan especffica de
la aminopeptidasa A que las otras aminopeptidasas, como la

B, no son susceptibles a estos tetrapévtidos. La Tabla IV

A
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TABLA IV

Inhibicién de la aminopeptidasa A y B por las amastatinas

DI;, (mcg/ml)

Amastatinas ' 7 . Aminopeptidasa A Aminogeptidasa B
a, 0,65 >100
A, 0,54 >100
Ay 1,0 >100
By i ) 1,5 ) - >100
B, ) 1,0 >100

La aminoneotidasa A es inhibida a una concentracién
del0,5-1,5 mcg/ml pero la aminopeptidasa B no es afectada
incluso en ersencia de 100 mcg/ml de amastatina. 7

Ademés dé su agtividad-inhibidora, los nuevos tetra-
péétidos de esta inéencién estimulan la formacién de anti-
cuerpos humorales.

Cuando unos ratones (dd/Y) se inmunizan por iﬁyeccién

intravenosa de 108.g16bulo§>fojos de cordero (GRC), se ad-

ministran las amastatinas en solucién salina por vfa intra-

periéoneal v oral a los ratones. Cuatro dfas después, se
determina el niimero de células formadoras de placas {CFP)
en el bazo mediante'la técnica hemolfitica de piacas de
5érne (N.K. Jerne, A.A. Nordin y C. Henry: The aga£ plagque

technique for reéognizipg antibody-producing cells, Cellbong

-Antibodies. B. Amos y H. Koprowskied, pégs..109;122, Wister

Institute Press, Philadelphia, 1963; N.K. Jerne y A.A. Nor-

dine, Plaque Formation in Agar by Siégle Antibody Producing

'Cells, Science, 140, pigs. 405, 1963).

-Como indica la Tabla V, la inyeccién iﬁtraperitoneal»

de 1 a 1000 mcg/ratén o la adminigtracién oral de 10 a 1000

.mcg/ratén de amastatina A, conduce a un aumento del ntmero
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* Inyectado por vfa intraperitoneal en el momento de la Inmmnizaci6n.

- Como resultado de la inyeccifn intraperitoneal de 100 a 1000

_geno solo.
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\

de\células formadoras'de placa (CFP) de alrededor de 2 a 3

veces el nfimero de CFP en el antfgeno solamente.
i

PR

TABILA V

Efecto de la amastatlna sobre la formacién de antlyueroos

a los GRC (I) en ratones

Amastatina A,, Amastatina a mnlstrada

dosis/ratén* por

, i.p. . . oral

! . CFP/bazo

. 4

10° cre 0 149.000 125.000
L 1000 g 235.000 . 153.000
" 100 283.000 - 192.800
" 10 504.000 . 286.400
" 1 264.800 102.700

Después de haber inyectado amastatina A2 por via intra-
peritoneal una vez al dia durante 4, a unos ratones, estos

. . . . . 8
se inmunizaron por inyeccidén intravenosa de 10

GRC. Cuatro
dfas después de la inmunizacidn, se determiné el niimero de

células formadoras de anticueroo en el bazo de los ratones.

meg/ratén/dia de amastatina A, aument$ el nfimero de CFP alre-

dedor de dos o tres veces frente al nlimero de CFP en el antf-
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Vo - TABLA VI

Efectc de la amastatina sobre la formacidn de anticuerpos a

\ - GRC (II) eﬁ ratones
Dosis en Hg/ratdn* GRC** CFP/bazo
0 10® cre 76.000"
1000 " 121.000
100 " 138.000
10 " 196.000
1 " 58.000

~atmGsfera de CO, al 7 %. La amastatina se disolvid en el

de CFP.. ’ T

* Dias -4 - -1, i.p.
ES; Dfa 0, i.v.

‘ El efecto de amastatina sobre la formacidn de anticuer-
pos primarios-contra los GRC en los cultivos de cé&lulas de
bazo disociadas fué examinado por los métodos descritos por
Mishell y Dutton. Se premararon éultivos totalmente de ba-

zo (1,5 x 107) a partir de bazos de ratones CDF, y se culti

varon con 10% GRC como antigeno durante 4 dfas a 37°C en

medio y se agregd una concentracidn de amastatina de 0,0001
Ug a 1 ug por cultivo en el momento de la inmunizacién (0 hq
ras), y 24, 48 o 72 horas despuds de iniciar los cultivos.
éuatro dias despuéé de iniciar 16s cultivos, se determind
la formacidén de anticuerpos ae céda cultivo por enumeracién
.de las CFP utilizando ei método descrito por Cuningham y
colaboradores. |

Como muestra la Tabla VII, la adicién de 0,01 a 1 ug
-de amastatina A, al cultivo de células de bazo, 0 o 24 ho-

ras después de ilniciarse los cultivos, aumenta el niimero

[N
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\ . TABLA VII

\ . 2dicidn de abastatina, horas

después de iniciar el cultivo
Amastatina, :
. pg/cultivo 0 24 '48;’ BT
108 ere 0 2920 - - -
" 1 4420 3100 2280 . -~ 2520
" ] 0,01 4200 2960 2380 3160
" ) 0,0001 2900 3080 2940 3080

También la amastatina aumenta el establecimiento de
la hipersensibilidad de tipo retardado (HTR) a los GRC. Unos

ratones hembra dd/Y fueron inmunizados por inyeccién de
8

10" GRC en 0,05 ml de solucién salina, en la planta del pie

de la pata trasera derecha. Cﬁatfo dfas despuds, se desenca-
dend la reaccién por inyeccién de 108 GRC en 1a planta del
pie trasero izquierdo y 24 horas mis tarde se midié el aumen
to del espesor de la plénta del pie trasero izquierdo.

Se inyectd amastatina A, por via intraperitoneal una
vez al dfa a los ratones, duiante 4 dfas, antes de la inmuni
zacién por 108 GRC. Como muestra la Tabla VIII, una dosis
de 0,1 a 10 mcg/ratdn/dfa de amastatina A, aumenta la res-
puesta de la planta del pie pero la inyeccién de 100 meg/ra-
één/dia no produce ningtin efecto sobre la respuesta de la
pianta del pie. Tampoco la inyeccidén intraperitoneal de 1
‘a 1000 mcg/ratdén de amastatina A2 en el momento de la inmuni

zacidn aumenta la respuesta de la planta del pie.

T
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.para este fin y también para potenciar la actividad de aldos

.dad muy baja. Los inhibidores convencxonales de aminopepti-
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- TABLA VIII

i

'Influencia de la amastatina sobre el establecimiento de la

i hipersensibilidad de tipo retardado a los GRC en ratones

Amastatina inyectada al ca—

bo de dias :
Dosis en ug/ratdn , -4 - -1 E Q*’

Aumento del espesor de la
“planta del pie

0 - 10,2 9,0
1000 - ' 8,1
100 10,0 7,38
10 14,3 : 8;1
1 : ' 14,1 8,4

- 0,1 13,8 7-.'

* En el momento de la inmunizacién.

El hecho de que las amastatinas aumenten la formacién
de anticuerpos y favorezcan el establecimiento de HTR indi-
ca la posible aplicacién de los ééptidos para potenciar el
sistema de defensa del huéspgd contra las infécciones bac-
terianas y viricas y también contra el cdncer. La aminopep~
tidasa A es una de las angiotensinasas. La intensa inhibi-
cidén de la actividad enzimitica produce una inhibicién de
%g descomposicifn de la angiotensina II para mantener una

cierta concentracidn de angiotensina y elevar la presidn

sanguinea. Posiblemente las amastatinas podrédn utilizarse

terona.

Las amastatinas de esta invencidn presentan una toxici-

dasa A son sustancias muy téxicas, por ejemplo agentes que-

latantes de metales como &cido etilendiaminotetraacético u




10

15

20

25

- 30

~gido se realiza a 27°C durante 96 horas con una aireacién
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o-fenantrolina o agentes modificadores de las protefnas. Las
émastatéinas producen la inhibicidn a una concentracidén mé&s

baja y su toxicidad es mucho menor que la de los inhibidores
convencionales. La Tabla IX contiene los valores de la toxi-

cidad aguda de la amastatina en ratones por administracién

intraperitoneal.
TABLA IX -t
.~ Toxicidad de las amastatinas
: Dosis (mg/kg
Amastatinas ip) ' Toxicidad
Al 125 nula
b A2 - 125 nula
Ay B 125 nula
.31 . 125 nula
B2 125 : nula

Los siéuientes ejemplos ilﬁstran esta invencidn pero
se sobreentiende que se dan solamente con fines ilustrativos
Yy no limitativos.

EJEMPLO 1

Se esterilizan 100 1 de un medio gue contiene 6,0 % de
almiddén solubie, 4,0 % de harina de semilla de algoddn, 0,2 %
der(NH4)ZSO4, 0,1 % de extracto de levadura, 0,2 % de CaCO3,
0,65 % de KZHPO4,'0,05 % ée MgSO4.7H20, 0,1 % de NaCl y
0,01 % de Adecanol (antiespumante, Asahidenka Co.) en un
fermentador de acero inoxidable de 200 litros, a 120°C duran-

te 30 minutos y se inocula con 5 litros de un cultivo de sien

bra de Streptomyces esp. ME 98-M3 (FERM p-3722) preparado

con el mismo medio por cultive en matraz. El cultivo sumer-

de 200 litros/minuto y agitando a 200 rpm. Se obtienen 200 1lil-

tros de caldo filtrado de 2 lotes de fermentacién.

’
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,'disuelve en 1,1 litros de una solucién tampdn de piridina

- 33—

El filtrado,_cuya DI50 es 0,1 ml, se aplica a una'colum-
né de 3 litros de'Amberlite:XAD (—45 {Rohm and Haas Co.).
Las amastatinas se eluyen con 30 litros de metanol al 50 $%.
Concentrando a vécio el eluato a 60°C se obtiene un.p5}§o
crudo de amastatinas (390 g). ILa DIy, del polvo es ag 250
mcg/ml.

Se disuelven 390 g del polvo en 3,9 litros de agua,
ajustando el pH a 8,2 con NaOH 1N y la solucidn se éplica a
una columna de Dowex 1 (Xﬂ)(tipo acetato, 3,5 litros, Dow
Chemicals Co.). Por elucién con 10 litrbs de Acido acético

0,1N, después de lavar con 10 litros de agua, se obtienen

110 g de polvo activo (DIg, = 100 mcg/ml). Este polvo se

0,3M/4cido acétic& (ol 6,0) vy se aplica a una columna de
DEAE-Sephadex A25 (600 ml, Pharmacia Fine Chemicals AB).,
previamente equilibrada con el mismo tampén. Un pico activo
obtenido por elucidn con el mismo tampdn se concentra a va-
cio para dar 30}6 g de polvo activo (DI50 = 40 mcg/ml).

Una solucidn del polvo activo en 400 ml de solucidn
tampén de piridina 0,05M/8cido f£6rmico (pH 2,9) se aplica
a una columna de Dowex 50 (X4)(310 ml, Dow Chemicals Co.)
p;éyiamente equilibrada con el mismo tampén. Se obtiene un
piéo activo por elucién con un gradiente lineal de tampén
de piridina/&cido férmi&b desde 0,05M, pH 2,9, hasta 0,2M,
pH 3,1 (2 litros). Por concéntracién a vacfo del pico se
obtienen 5,1 g del polvo activo (DIz, = 8,5 mcg/ml).

El polvo se purifica todavfa mis por cromatograffa en
gel de silice con un sistema disoiyente de acetato de n-bu-
tilo/n-butanol/&cido acético/agua.ﬂ2:4:l:1). Se obtienen

0,8 g de un polvo muy activo (DI50 = 2,5 meg/ml). Para frac-
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‘Dowex 50 (X4)antes mencionada. Mediante esta recromatogra~

cas antes descritas.
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i

clonar el polvo activo en cada unc de los andlogos de amas-

tatina, se realiza de nuevo la cromatograffa en la columna

ffa se separan éntre si las amastatinas Ay A3 Yy BB' Cada
polvo obtenido por concentracibén de la fraccidn activa se
desalifica por édsorcién en Dowex 50 (X4)(ti§o H+) y Dor
elucidén con NH ,OH 0,2N. Se obtienen las siguientes améstati~
nas précticamente puras:

Ayt 30 mg kD15070,54 mcg/ml),

A3: 47rmg (DI50 1,0 meg/ml) v

BZ: 20 mg (DI50 1,0 meg/ml).

Estas preparacionés tienen las propiedades fisicogufimi-

EJEMPLO 2
Se esterilizan 125 ml de un’medio que contiene 2% de
almidén de patata, 2 % de harina de semilla de algoddn,
1 % de licor de infusién de mafiz y 0,32 % de CaCO4 en un
matraz de 500 ml a 120°C durante 20 minutos, se inocula con

Streptomyces esp. ME 98-M3 (FERM n-3722) v se incuba a 27°C

con sacudidas de vaivén a 130 rpm durante 2 dfas. Este cul-
tivo se utiliza como siembra.

\ En un fermentador vibratorio de 30 litros se esterili-
zan 15 litros de un medio que cohtiene 2 % de glicerina,

2 % de dextfina, 1 % de Bactosoytone (Difco Co.), 0,3 %

de extracto de levadura, 0,2 % de (NH4)2804 y 0,2 % de CaCO5),
se inoculé con 1 litro del cultivo de siembra preparado co-
mo s€ ha descrito antes y se incuba aireando a 15 litros/mi-
'nuto y agitando a 200 rpm a 27°C dPrante 4 dfas. Se obtienen
50 litros de un filtrado del caldé‘Cuya DI50 es 0,14 ml,

a partir de 4 lotes del cultivo en el fermentador vibratoriol
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1465; 1390, 1220, 1113, 930 em .
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i
] 'E1l filtrado se somete a purificacién précticamente por
1
el ‘mismo proéédimiento descrito en el Ejemplo 1. Por recro-

‘ . .
matpgraffa del polvo activo obtenido por tratamiento con
t

_gel'de s{lice y desalificacidn con Dowex 50 se obtienen"

25 mg de amastatina Al esencialmente pura (DI50 =70;§5 ncg/
ml) y 35 mg de amastatina By esencialmente pura (DI50 =
1,50 mcg/ml) . Las propiedaées fisicogquimicas de laé-péepa—
raciones concuerdaé con los résultados citados.
EJEMPIO 3

Se disuelven 3 mg de amastatina A en 0,5 ml de HC1
0,1N y se mantiene a la temperatura ambiente durante hﬁa
horé. Por concentracidn a vacfo de la solucidn y evaporacidn
del exceso de &cido clorhidrico se obtiene la sal de &cido
clorhidrico de amastatina A,. Por el mismo método se obtie-
nen las sales de los otros anélpéos. Estas sales tienen la;
siguientes propiedades:‘

A;.HCl: p.f. 165-170°C

Espectro IR: 3400, 3270, 2950, 1710, 1660, 1640, 1540,
1470, 1390, 1285, 1230, 1180, 1090 cm—l.

DI50 = 0,75 mcg/ml.

Ay p.-f£. 158-162°C

~ Espectro IR: 3300, 2950, 2600, 1725, 1660, 1640, 1535,

1470, 1395, 1280, 1230, 1180, 1090, 930 cmfl.

DI50 =.0,6 mcg/ml..

Aq: p.f. 148-1533°C

Espectro IR: 3250, 2930, 2600, 1710, 1650, 1635, 1530,

1

DI;, = 1,1 mcg/ml.
By: p.£. 160-165°C --

Espectro IR: 3400, 3270, 2950, 1710, 1655, 1635, 1540,
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2 horas, el pH se ajusta a 2,0 con HCl concentrado y la mez-

36
i
\
14>o,~1390, 1290, 1230, 1170, 1070 cm L.
\ _
DIz, = 1,2 mqg/ml.
By.HCL: p.f. 145-150°C
| Espectro IR: 3400, 3250, 2900, 1720, 1690, 1625, 1535,
1435, 1385; 1275, 1220, 1175, 1155, 1105, 1085, 1010, 985,
925, 790 cm .

DI

50 = 1,1 mcg/ml.

EJEMPLO 4
Se disuelven 22 mg de amastatina A, en 10 ml de agua.
Se afiaden 0,5 ml de cloruro de acetilo a lo largo de cuatro
veces, a intervalos de 10 minutos, agitando a la temperatura

ambiente y manteniendo el pH a 8,5 con NaOH 1N. Al cabo de

cla se extrae con 20 ml de acetato de etilo dos veces. Por
concentracién a vacfo de la capa disolvente se obtienen 13 my
del producto, p.£f. 160-164°C. DIg, = 450 mcg/ml.

El espectro IR y de RMN confirman que el producto es
la N-acetil-amastatina A,

Por el mismo método se obtienen las N—acetil—amastati—'
nas Al, A3, Bl b'é B2.

VEJEMPLO 5

Se disuelven 30 mg de amastatina A, en 2 ml de metanol
absoluto. Mientras se enfrfa con hielo se afiade una mezcla
de 1 ml de cloruro de tionilo v 2 ml de metanol absoluto
y después la mezcla se agita con enfriamiento durante 30 mi-
nutos y deépués a la temperatura ambiente durante la noche.
Por concentracién a vacfo de la mezcla se obtienen 31 mg del
producto de reaccién, p.f. 148-153°C. DIz = 17 mcg/ml.

El espectro IR y de RMN confirma gque el producto es el

Ester dimetilico de la amastatina A,.
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" ficie especffica de 100 a 1000 mz/g que son copolimeros de
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Por el mismo método se obtienen los ésteres dimetfli-

cos de las amastatinas A, ¥ B,y. De la misma manera las N-ace

1

tif;amastatinas Ay, Ajy 82 forman los ésteres dimeti}icos
i ) . o
de cada uno de los andlogos, respectivamente.

También se obtienen por el mismo procedimiento los

1'.
La resina s6lida Amberlite XAD es un polimero'dé:poli—

ésteres monometflicos de las amastatinas Al y B
estireno entrecruzado, macrorreticular (patente estadouni-
dense 3.531.463). Estas resinas adsorbentes macroporosas
no idnicas tienen una estructura b&sica aromitica con un
difmetro medio de poro de 4-20 nm, preferiblemente de 7-10

nm, especialmente las resinas de poliestireno con uia super-

estirenodivinilbenceno comercializados por Rohm & Haas Co.
con el nombre de resinas Amberliée XAD.

La resina Dowex 50 es un &cido voliestirensulfénico
en el nficleo.

La resina "Sephadex LH-20"'‘es un medio cromatogréfico
liofflico insoluble, constitufdo ?or tamices moleculares,
preparado por entrecruzamiento de dextrano y vendido por
Pharmacia, Uppsala, Suecia. ‘

Sephadex LH—ZO-puede.ser sustitufdo por otros agentes
deifiltracién de ‘gel similares, v.g. Sephadex G25 y G200,
Sepharosa 4B y 6B (Pharﬁacia Fine Chemicals AB, Uppséla,
Suecia) y Bio-Gel 21,5 m (Bio Raa Co.). Los agentes de fil-
tracidén de gel preferidos son los geles de dextrano entre-
cruzados sustituido con carboximetilo, descritos en las co-
'lumnas 3y 4 de la patente estaddﬁnidense 3.819.836.

La resina Dowex 1 (X2)(OH-)7é; la forma b&sica o de

hidréxido de la resina de colestiramina que en su forma de
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cloruro es una rgsina cambiadora de anién sintética, fuerte-
ﬁente bisica, que contiene’ grupos funcionales amonio cuater-
nario que estén unidos a un copolfmero de estirenc-divinil-
benceno. El principal constituyenge: noliestireno-t-imetil-
bencilamonio como anién C17, también contiene divinilbence-

no (alrededor de 2 %) yjagua:

v e

+ -
‘oo =CH-CH- CH,N" (CH,) 4CL
n

»
Estructufa tipica de los grupos poliméricés principales
(alrededor de 43 %). Porcentaje Qe entrecruzamiento: 1-10.
Tamano de partfcula: 50-100 mallas. Pofcentaje de auménto de
volumen, desde nuevo hasta agotado (C1™ a OH ) = 20 %. Es-
table a temperaturas hasta de 150°, Capacidad: 3,5 meg/g
en seco, 1,33 meg/ml en mojado.
En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

deberd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACTONES

1.- Un procedimiento para la produccibdn de un tetra-
péptido de férmula I:
X-Val~Val-Y (D
donde
X representa un resto %-amino-2-hidroxi-5-metilhexanoi
lo o un resto %-amino-2-hidroxi-4-metilhexanoilo;
'Val representa un resto L—valilq e
Y representa o{-amida de 4cido i—aspértico, édcido L-as
' pértico o dcido L-glutémico cuando X es un resto 3-
amino-2-hidroxi-5-metilhexanoilo y <{-amida de &acido
I-glutémico o 4cido L-glutimico cuando X es un resto
3~amino-2-hidroxi-4-metilhexanoilo y el grupo amino
del radical Val Adyacente a X estd acilado con el
grupo carboxilo de X para formar una unidn amida, el
grupo carboxilo de dicho radical Val acila al grupo
amino del otro radical Val para formar una unidn ami
da y el grupo carboxilo del otro radical Val acila
al grupo amino de Y para formar una unidn amida;
cuyo procedimiento consisbe en cultivar aerdbicamente un ni
croorganismo que es capaz de producir dichos tetrapéptidos

y pertenece al género Strenbtomyces, en un medlo adecuado pa

ra el crecimiento de dicho microorganismo, para acumular di
cho tetrapéptido y recuperar el tetrapéptido asi producido.
2.~ Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, donde
el microorganismo presenta lgs caracteristicas identificado
ras del A.T.C.C. 31318.
3.~ Se reivindica por dltimo como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita por:UN

PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN TETRAPEPTIDO.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de cuarenta paginas

mecanografiadas y dibujos que se acompaiian,

Madrid, 31 de marzo de 1.978
BERNARDO UNGRIA

PP
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ZATDANHOJIN BISEIBUTSU KAGAKU KENKYUKAT 7 HOJAS /7
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