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REP: Case No. 15982

El enzima penicilin amidohidrolasa, de origen bac-
teriano o fﬁﬁgico, se ufilizé a escala industrial para ca-
talizer la separacidn hidrolitica de la cadena lateral
de la penicilina para dar el micleo 4cido 6-amino penici-
lénico (6-APA). Este nﬁqleo es el material de partida pa-
re la sintesis: de penicilinas de amplio espectro ( semi-
sintéticas) que se pfeparan por acilacidén del grupo ami-
no. o 7 " T A

La International Commission of’ Enzyme Nomencla-

ture he dado a la enzima el nombre sistemdtico de &eni
cilin amigohidrolasa (E.C. 3.5.1.11). \

. Un nuevo antibidtico es lé tiehamicina (?apente'?
Estadounidense N¢ 3.950.357). Las directrices de 14 Paten-

te ne 3.950,357 se incormoran aqui como referenci

. : . | . . ,
N-acil derivados de tienamicina se rompen inesperacdanen—

te por venicilin amidohidrolasa. _
RESUMEN DE L& INVENCION : =

. La presente invencidn provorcéppa un nuevo proce—
dimiento para la conversidn de N-aciltienamicinas en tie-

namicina. _ \

Segin la presente invencidn, una W-acil-tienami-
cina, gue tiene la siguiente estructura:

CHj -Cn (oH)

-

102
) — SCH, CHy NE” R

‘COOH

. 1 2 . - e s .
donde R~ y R~ se seleccionen inéependientemente del gru~

. . 1 .
10 que consiste en hidrdgeno ( R™ y R2 no gon ambos hidrd-

-geno) o va grupo acilo, se pone en contacto en un medio

ocuoso com enzimes que son capaces de separar la fraceidn
N-acilo para formar la tienawicina.

12 tienamicine tiene la estruchtura:
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{CHy -CH (OH :
R H
X // 3¢ 2CH2NH2 I
- ) o '

La tienamicina es un valioso antibidtico que es activo
tanto frente a bacteriac gram-positivas como gram-nega-—
tivas.

Mds particularmente, los enzimas uwtilizados pa-
ra separar le fraceidn N-acilo son penicilin amidohidro-—
lasas. , } .i

Los compuestos preferidos de esta invencién!son l
aguellos en los que Rl:es hidrdégeno y Rz.es acilo. /Por i
término "acilo" se entiende los dcidos carboxilicos aliféd-
ticos y arométicos inecluyendo derivados y andlogos Ge los
mismos tales como tio-anéloéos donde el oxigeno del car-
bonilo estd reemplazado por azufre, radicales diacilo en

los que Rl‘y R2 van unidos juntamenté; asi{ como los and-

-lbgos de acilo de azufre y fésforo tales como radicales

sulfonilo, sulfinilo y sulfenilo sustituidos, y radica~
les de P(III) y P(V) sustituidos $2les como radiceles
fosforoso, fosférico, fosfonoso y fosfdénico sustituidos ,
respectivamente. Dichos radicales acilo de la presente

invencidn se definen despues. .

MYMORIA DESCRIPTIVA DE LA INVEHCGION

Los N-acil derivados pueden prepararse por cual-
quiera de las téericas conocidas en la especialided, si
lz tienamicina se ha aislado de la solucidn o caldo de
ferueutacidn. Si la tienanicina no se ha aislado del cal-
do de Termentacidn, entonces el método de preporacidn de
la F-acil-tienamicina es por reaccidn del acilcompuesto

¢

apropisdo mientras la tienamicina ests, aﬁp en el caldo

o solucidn., Alternativa-ente el grumo zeilo wuede incer-
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nUTArse biosihﬁéticamen?%fa continuacidn de suplementar
i : .

gl caldo de feremmtacién con el dcido princinal o un de~

rivedo del mismo. Bstos derivados, en virtud de una ma~
yor solubilidad en diseolventes orgénicos y propiedades
fisices adicionales, pronorcionan caminos alternativos

y més eficaces para recuperacidn del micleo de tienamici-

na. Una vez que la tienamicina derivada se recupera del

caldo o solucidn, puede tratarse por los métodos descri-
tos en esta invencidn con objeto de regenerar la tienami-
cina, “ . , l

En la representacidn general de los conpuestos d

P ———

la presente invencidn (I, anterior), el radical ac‘iorRlé
0 R? puede, entre otros, ser un radical alifético‘ﬁu3titui~
do o no sustituido, uwn radical aromdtico o heteroc¢irlico,
wn redical de dcido carboxfilico aralifftico o heterociclil-
alifdtico, un radical carbamilo sustifuido o} nd ustituido
orun radical de dcido carbotioico. Uno de los giupos de
radicales acilo puede representarse por la férmula gene-
ral: | x

. . _c __~th
donde X es 0 0 S y R represénta un alguilo de cadenz rec-
ta o ramificada o un grupo alcoximetileno que conticne de
5-1C £tomos de carbpho, ariloximetileno, que conprende
tinicamente 6-10 dtomos de carbono. Estos grupos antes se-
ﬁal@aos pueden ser no sustituidos o pueden estar sustitui-
dos nor radiccles tales como OH, SH, SR (R es alguilo in-
ferior o un arilo tal como fenilo), grumos z2louilo o ai—
coxilo qué tienen de 1 a 6 dtomos de corbono, halo, tal

como Cl, Br, ¥ y I, cilano, carboxilo, sulfamino, corbgwmo-~

“ilo, sulfonilo, azido, amino, amino sustituido %2l como

2lovilamino incluyendo emonio cuaternario en el cue el
gruno alquilo comnrende 1-6 £tomos ge carbono, haloalowi-

lo tol como trifluorometilo, cerboxizlguilo, corbomoilal-
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bencilo, m~aminobencilo, p—dlmetllamlnobencllo, 2-efozi-

quilo, carbamoilalquilo N-sustituido, donde la fraccidn
alguilo de los cuatro radicales anteriores comprende de 1
a2 aproximadamente 6‘étomos’de carbono, amidino, guanidino,
guanidino N-sustituido, alquil(inferior) guenidino y si-
nilares. Entre los ejemplos representativos que pueden
mencionarse de tales grupvos acilo estdn aguellos en los
que R" es bencilo, fenoximetileno, p-hidroxibencilo,
n-amilo, n-heptilo, 3- o 4-nitrobencilo, fenetilgp ¢-dife-
niletilo, metildifenilmetilo, trifenilmetilo; 2-metoxi-
fenilo, ,6-dimetoxifenilo,2,4,6-trimetoxifenilo, D-4—N—i
benzo11am1no-4-cnrbox1—n—but110, p-aminobemcilo, o-amlnoﬁ

i
/ ‘
l-naftilo, 4-guanidinometilfenilo, 4-guanidinometilten-~
cilo, 4-gvanidinobencilo, 4-guanidinofenilo, 2,6-dime~
toxi~4-guanidino, o—sulfobeﬂcilo, p-carboximetilbencilo,
p-carbamoilmetilbencilo, m-fluorobencilo, m—brompbenc1lo
p-clorobencilo, p-metoxibencilo, l-noftilmetilo, 2-fenil-
vinilo, 2~feiletinilo, fenilo,-o-metoxifenilo, o-cloro-
fenilo, o-fenilfenilo y n-aminometilbencilo.

Los compuestos prefeqidOS que pueden utilizarse
en esta invencidén gue encajan en la descripecidn de los
radicales anteriores son fenilacetilo, p-hidroxifenil-
acetilo, fenilglicilo, 2-tienilacetilo, fenoxiecetilo,
N-propoxiacetilo e iso-butoxiacetilo.

| _ El empleo de penicilin amidohidrolasas para con-
vertir penicilinas en dcido Gmuiinopenicildnico (6-nPA)
ya se conoce en La espeéiaLida‘. Sin embargo, €8 sorvren-—
Jente el emnleo dé penlcilinazidonidrolasas pore separcr
les cadenas laterales de N-acilo de tienamicina N-acila-
da. El nroced1m1e nto de esta 1nven016n puede llevarse 2o
cabo por reaccidén del material de partida de fdrmula zew-

nerzl I con el exitracto del engima de un caldo de culti-~
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vo, el filtrado o producto de fermentacidn del cultivo

de Egcherichia coli o un polvo del-enzima en solucidn a-

cuosa. Alternativamente, el enzime puede inmovilizarse
por adsorcidn o reaccidn quimica en una eéstructura sopor-
te insoluble tal como vidrio, celulosa o agar, ¥y utilizar-
se para hidrolizar la tienamicina N-acilada bien por
contacto en suspensidn, o por percolacién del meterial
acilado a través de un lecho de la preparac1on enzimitica
1nmov1llzada.

JEL enéima es capaz de separar las fracciqnés dq

Sy . o / '
N-acilo que estdn presentes 0 se producen en los raldcs\

'de fermentac16n asi como aquellos grupos ‘N-acilo fntro—.

.ducidos durante el alslamlento del antlblotlco 0 /se hacen

por 31nt951s culmlca.

Hés partlcularmente, la desaclla01on de t1°nam101—

‘na N-acilada tiene luger en presencia de un engima del

microorganismo del género Escherichia coli que es ccpaz

de separar la fraccidn acilo para proporcionar el anti-
bidtico tienamicina.’

Para la produccidn-del enzima amidohidrolasza por

~eultivo del microorganismo antes mencionado, pueden em-

. plearse diversos medios de cultivo , empleados comunmen~

te. para el cultivo de un microorganismo, Hds espec1flca~
@ente, pueden emplearse glucosa, sucrosa, glicerina , al-
ﬁi@én, los aééites utilizedos para cultivos y similares
¢ono fuenteVde'carbono v peptona, celdo, licor de ne.cera~
c¢idn de maisz, extractolde levadura, exbtrazcto de levadu~
ra, extracto de carne, harina de’pescado, goja descngra-
sada, gerren de trigo y similares como fuente de nitré-
geno. Si se necesita, se puedenrempleér otros aditivos

en combinacidén con los anteriores. Es una ventaja, sun-

' que no es necesario, ineluir 4cido fenilacético o sus
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sales o derivados en medios de fermentacidn.

En un método de cultivo, el Escherichia coli se

sacude o agite normalmente bajo aireacidn. La temperatu-
ra de cultivo puede variar entre aproximademente 23-27 2C,.
El periodo de cultivo es normalmente entre 20-28 horas.

Lz amidohidrolasa contenids en el caldo de culbti-~

vo o su extracto puede utilizarse en el presente procedi-

miento sin ningunz purificacidn posterior. ElL enzima ami-

dohidrolasa puede precipitarse con disolventes apropisdos,

salinificarse o dializarse o purificarse de otra forma.

Se le nuede utilizar libre en solucidn o inmovilizado so-

"bre una superficie apropiada.

- Un método utilizado en la presente invencién es
aguel que emplea la preparacidén de amidchidrolasa A&l to-
tal de lasicélulas. Por este método, despues del cultivo,
se centrifuga ¢l cullivo para obtener el total de las cé-
lulas para'reaccionar subsiguientemente con la tienamici-
na derivada.

Lo siguiente se da unicamente con propdsito de
ilustracidn no constituyendo ?n ningin modo una limiva-

cidn al marco de la invencidn.
BJENPLO 1

Cincuenta ml de extracto de levadura al 2,5 % que
contiene dcido fenilacético neutralizado (con NaOH),C,08 %»
en un matraz Erlenmeyer de 250 ml se inoculzn con un tubo

de cultivo liofilizado de_MB~é929 (Escherichis coli N.C.I.

B. 8743). Este matraz se agit# a 25 eC a 240 rpm durante
24 hores. Una morcidn de 35 ml se centrifuga a 7500 rom
durante 15 minutos. Se descarga el sobrenadante y se vuel-
ve a suspender la masa en 18 ml de ague destilada. Se cen-

trifuga la solucién a 7500 rpm durante 15 minutos. Se des—

»
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- carga el sobrenadante ¥ la masa se recoge en 1 ml de tam~

pon de fosfato de pota51o 0,05H, pH T, 4, para dur una,

preparacidén de amidohidrolasa con el total de células, cue

entonces se almacena a 0 °C, . 7

Se incubén 13 horas a 23 2C las siguientes mez~
clas de reaccidn: —

1. Una porcién de 10-4Y de la pfeparacién de
amidohidrolasa con el total de células mds
30)L1 de una solucién de HN-fenilucetil %iena-
micina de aproximadamente 400-ug/ml. .

2. Una porcién de 10u1 de tampon fosfato de po-
tasio 0,05, pH Ts4, mds 30 de una s0lu-
cidn ‘de N-fenilacetil tienamicina de aproxi-
madamente 400.pmg/ml. - -

3. Una porcidn de 10- 41 dé la preparacidén de
aﬂidohidro1asa con el tetal de céivlas mds

3041 de una solu016n de N-(O—form11)—1~man-
" deloil tienamicina.de aprox. 1 3—m°/ml,
4; Una porcién de. 10-u 1 de un tampon de fosfa-
%0 noté51co 0,054, pH 7,4, mds 30 41 de wma
solucidn de N—(Oaformll)-l-mand6101l tienami-
cina de aproximadamente 1,3 mg/ml.

5. Una porcidn de 10-p4l de tampon fosfato de po-
tasio 0,05, pH 7,4, mds 30 ml de una solu-
¢ién de tienamicina de 1-mg/ml.

Despues de 18 horas de incubacidn, se apllc n par-
tes alicuotas’ de las mezclas de reaccidn de 1-p1l 2 vna
sleca TLC recubierta de celulosa, revelando con EﬁO}i:Hzo
T0:30. Despues de secar al aire, la pleca TLC se coloca

sobre une vlzce de enscyo de Steohyloeoccus aureus ATCC

6538P dursnte cinco minutos.

Las placas de ensayo se preparan como sigue:
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" Se diluye el producto del desarrollo durante laz noche del

organismo de ensayo, Stanhylococcus avreus ATCC 6538P, en

‘caldo nutriente mds 0,2 % de extracto de levadura, con

caldo nutriente més 0,2 % de extracto de levadura a una
suspensidn que tiene 60 % de transmitanciz a una longitud
de onda de 660 nm. Esta suspensidn se afiade @ agar nutrien
te Difco suplementado con 2,0 g/l de extracto de levadu-
ra Difco, entre 47 ¢C y 48 2C, para formar uha composicién
gue contiene 33,2 ml de la suspensidn por litro de agzar.
Se vierten cuarenta ml de esta suspénsién en plaéas petri
de 22,5 cem x 22,5 cm, y estas placas se enfrian y se man-
tienen a 4 °C hasta que se utilicen ( 5 dias como wdxrimo).
. Se separa la:vplaca TLC: v se inéuba la pleza de

ensayd‘durénﬁe la noche a 37 2C.

Se o%sérvan las siguiehtes manchas bioactivas:

1. Rp 0,45 y 0,815

2. Rg 0,82; .

3. Rf 0,3% y 0,78;

4. Rf 0,76

5. Ry 0,39 - 0,45 |

Lias manchas bioactivas adicionales presentes en
Re 0,39 ¥ Rfv0,45 en las nmezcles de reaccidn tratadas con

enzinma gue contienen fenilacetiltienamicina y Ne(O-formil)

-mandeloil tienamicina se deben a la tienamicina produci-

da. por la reaccidén con el enzime amidohidrolasa. Un con-
trol que sélo contiene tamp%n ¥ enzima no nroduce nan-

chas bioactivas.




10

18

20 .

. 25

30

-~ 50~

En resumen, la Patente'de: Invencién que se soli-~

cita deberd recaer sobre las siguientes

REIVINDICACIONES

1. Un método para la preparacidén de tienamicina

gue tiene la estructuras

CH3~CH (OH) — SCH,CH_NH
_ p, 2ty
,.—-...:\I
o ,
eooy

que comprende poner en contactc un compuesto aue tlene la

formula"

6H3‘0H (OH) l | \_ SCH,0H, nrYR2

donde Rl y Ré se seleccionan independientemente délvgru~
po que consiste en hidrdgeno y radiecal acilo, no sierdo
R, ¥ R, los dos nidrégeno, con una penicilin amidohidro-
lasa. A

2. Un procedimiento, segin la reivindicacicn 1,
donde el radical acilo estd repreééntado por ls, férmuia:

3 % =
~C-R"

dque XesOoS y R" representa alouilo de cadena recta

o~famifiqada a alcoximetileno que contiene entre 5-10 dto-

mos de carbono; tioalauile, tioarilo de 6-10 dtomos de

cerbono; arilowimetileno gue contiene de 6-10 Ztomods

de carbono,

3. Un procediniento, segin la re1v1ndlcac1on 1,
donde el radiczl acilo se selecciona del gruno que concis-—
te en fenacetilo, p-hidroxifenilacetilo, fenilglicilo,

2~t1enllaceﬁllo, fenoxiacelilo, N-prdnoxiacetilo e iso-
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butoxiacetilo.

4. Un procedimiento cegin la reivindicecién 1
donde la penicilin amidohidrolasa es 3.5.1.11 de Bsche-
richia £0li, N.C.I.B. 8743. |

% Un procedimiento, segin la rcivindicacidn 4,
donde la separac;én enzimitica se 1leve g ¢abo en medio
acuoso. '

6. - Se reivindica por Altimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn gue se soli- .
cita por: UN METODO PARA LA PREPARACION DE TIENAMICINA.

Todo conforme queda descrito y reivindicédo an

la presente memoria descriptiva que consta de once pagi-

A .
nas mecanografiadas. -

Madrid, 18 de Agosto 1.978
BERNARDO UNGR
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