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METODOS PARA LA PRODUCCION DE ANSAMITOCINA

Campo de la invencidn
Esta invencitn se refiere a procedimientos para la preparacion de ansamitocinas,

en particular ansamitocinas que se pueden convertir en maitansinol.

Antecedentes de la invencifn

En la patente de EE.UU. n° 5.208.020, se han descrito fdirmacos maitansinoides
sumamente citotdxicos y su uso terapéutico. Estos firmacos se pueden preparar a partir
de precursores de ansamitocina producidos por fermentacién de microorganismos tales
como Actinosynnema.

En condiciones definidas de cultivo, Actinosyrmema spp. tales como
Actinosynnema pretiosum produce cierto niimero de ansamitocinas relacionadas. El
producto principal es ansamitocina P-3 con un resto isobutirilo en la posicién C-3.
Como componentes minoritarios se producen otras ansamitocinas que se diferencian
sélo en la cadena lateral acilo en C-3, a saber, P-1 (resto etionilo), P-2 (resto
propionilo), P-3' (resto butirilo), P-4 (resto isovalerilo) y P-4' (resto valerilo). Todos
estos compuestos pueden experimentar escisién reductora para producir un mismo
producto, maitansinol (forma P-0). Ademés, se produce, en bajas proporciones, cierto
nimero de otras ansamitocinas, que estdn modificadas en otros sitios de la molécula
(hidroxiladas o n-désmetiladas). Estas no producen el P-0 deseado por desacilacion.

En las Patentcs de EE. UU. nimeros 4.162.940; 4.228.239; 4.356.265 y
4.450.234, se describen procedimientos para la produccién de ansamitocina P-3 a partir
de Actinosynnema spp. En general, estos métodos requieren afiadir un coadyuvante de
filtracién y un disolvente miscible con agua al caldo completo de fermentacién,
separando la materia sélida y extrayendo la fraccién acuosa con un disolvente
inmiscible con agua, concentrando y precipitando con éter de petréleo, purificando el
precipitado por cromatografla sobre silice y cristalizacién, seguida por cromatografia
adicional o recristalizacién. Procedimientos alternativos utilizan adsorcién en Diaion
HP-10 en lugar de la cromatografia sobre sllice, seguida por extraccién adicional en
disolvente v cristalizacion.

Estos procedimientos se pueden utilizar para obtener rendimientos acepiables de

ansamitocina P-3, pero los métodos implican un gran nimerc de ctapas. lo que
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introduce limitaciones en operaciones de produccién a gran escala, particularmente
debido a la naturaleza extremadamente tdxica de los compuestos de ansamitocina y a la
necesidad de garantizar la seguridad de los técnicos encargados de los procedimientos.
Asi, existe necesidad de disponer de un procedimiento altermativo mis seguro,

utilizando menos ctapas y méas contenidas.

Compendio de la invencién

Un aspecto de la presente invencion es un método para preparar ansamitocinas
purificadas, que comprende las etapas de:

8. cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

b. tratar el medio de cultivo para facilitar la extraccion con disolvente de las
ansamitocinas;

c. extraer las ansamitocinas del medio de cultivo con un disolvente
hidrocarbonado aromaético.

d. concentrar las ansamitocinas extraidas; y

e. purificar las ansamitocinas por cristalizacion.

Otro aspecto de la presente invencién es un método para preparar ansamitocinas
purificadas, que comprende las etapas de:

a. cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de
cultivo liquido;

b. tratar el medio de cultivo para facilitar la extraccién con disolvente de las
ansamitocinas;

c. concentrar las ansamitocinas extraidas; y

d. purificar las ansamitocinas por cristalizacion.

Descripcién detallada de la invencién
Todas las publicaciones, incluidas pero sin limitacién las patentes y solicitudes

de patentes citadas en esta memoria descriptiva se incorporan aqui como referencia,
como si se hubieran cxpueslo integramente.

Se proporcionan métodos para preparar ansamitocinas purificadas sin la etapa de
filtracién. Los métodos comprenden las etapas de cultivar un microorganismo productor

de ansamitocina en un medio de cultivo liquido, tratar el medio de cultivo para liberar



10

15

20

25

30

las ansamitocinas del microorganismo en el medio de cultivo, facilitando con ello la
extraccion con disolvente, extraer las ansamitocinas del medio de cultivo tratado con un
disolvente hidrocarbonado aromético, concentrar las ansamitocinas extraldas y purificar
las ansamitocinas por cristalizacién. Alternativamente, puede omitirse la etapa de
tratamiento.

Las ansamitocinas purificadas pueden reducirse formando maitansinol e
incluyen ansamitocina P-3, P-1, P-2, P-3', P-4 y P-4'. Las ansamitocinas purificadas
contienen sélo muy bajos niveles de ansamitocinas indeseables, con modificaciones en
otros sitios de la molécula. Preferiblemente, el microorganismo productor ansamitocina
es Actinosyrmema pretiosum ATCC 31565. También es particularmente preferido es
Actinosynnema pretiosum ATCC 31565. También es particularmente preferido es
Actinosynnema pretiosum ATCC 31281. Los microorganismos pueden propagarse por
técnicas de cultivo por fermentacién, bien conocidas por los expertos en la técnica, tales
como las descritas en la patente de los EE.UU. n® 4.450.234.

Una realizacién del método de Ia invencién utiliza el tratamiento del
microorganismo para ayudar a liberar ansamitocinas intracelulares y hacer las
ansamitocinas asociadas con las células més susceptibles a la extraccién con disolvente.
Métodos ilustrativos de tratamiento incluyen sonicacién, presién incrementada o
temperatura incrementada. Preferiblemente, el tratamiento es un tratamiento con calor.
El tratamiento con calor se puede realizar a una temperatura de aproximadamente 60°C
a aproximadamente 80°C. Preferiblemente, la etapa de tratamiento con calor se efectia a
unos 75°C, lo que mata al microorganismo y facilita la extraccién con disolvente de las
ansamitocinas. En una realizacion alternativa, no se utiliza ninguna etapa de tratamiento
antes de la extraccién, ya que se puede encontrar aproximadamente 60% de las
ansamitocinas totales en el medio de cultivo.

Las ansamitocinas se pueden extraer del medio de cultivo haciendo uso de
disolventes hidrocarbonados aromédticos. Los hidrocarburos arométicos tienen una
selectividad mds particular para las ansamitocinas que para otros constituyentes del
caldo, lo que garantiza que s6lo se requieren procedimientos simples curso abajo para
aislar el producto puro. Preferiblemente, el disolvente hidrocarbonado aromdtico es
tolueno o xileno. Es particularmente preferido el tolueno ya que éste es més propenso a
la evaporacion a bajas temperaturas. Las propiedades del tolueno y el xileno son tales

que el disolvente y las capas acuosas se separan facilmente por accién de la gravedad y

R
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sin necesidad de separacién mecanica, por lo que se garantiza una mayor contencion del
procedimiento y mayor seguridad de los técnicos. La extraccibn se puede efectuar a una
temperatura de aproximadamente 20°C a aproximadamente 60°C. Preferiblemente, la
extraccion se efectiia a unos 45°C. El pH de la solucidn acuosa antes de la extraccion
deberé estar en el intervalo de 3 a 9. Preferiblemente, el pH es casi neutro, es decir, pH
6e8.

En general, se prefiere un volumen de disolvente equivalente al de caldo total
(1:1) para la extraccién. También se puede utilizar una rclacién alternativa en el
intervalo de 2:1 a 1:4. Generalmente las soluciones se mezclan lentamente con agitacién
y la mezcla se agita hasta que se ha extraido aproximadamente >80% de las
ansamitocinas en la capa orgénica. Preferiblemente la mezcla se deja sedimentar bajo la
accion de la gravedad a una temperatura entre 15°C y 50°C. La temperatura preferida
para la sedimentacién es aproximadamente 45°C.

La capa orgénica se separa y la concentracién del extracto por reduccion del
volumen de disolvente se puede llevar a cabo a vacio o por otros métodos bien
conocidos por los expertos en la técnica. Después de la reduccién del volumen, el
extracto concentrado se puede, opcionalmente, disolver en un disolvente polar tal como
metanol, y clarificar utilizando un filro-membrana tal como PTFE, o un filtro con
profundidad tal como sflice o alimina.

La cristalizacién se utiliza para purificar las ansamitocinas deseadas,
particularmente P-3, reduciendo los niveles de ansamitocinas no deseadas. Una mezcla
preferida de disolventes para la cristalizacién es acetaio de etilo y heptano. Dicha
cristalizacién se efect(ia de una mancra convencional. Para facilitar la disolucién del
sélido para la cristalizacién, se puede afadir un pequefic volumen de metanol o
disolvente polar similar, antes de la adicién de acetato de etilo y después tratamiento
con volimenes més grandes de heptano, opcionalmente con agitacién y enfriamiento
para dar ¢l producto cristalizado. El producto puede recristalizarse siguiendo el mismo
procedimiento.

Alternativamente, antes de la cristalizacion, las ansamitocinas extraldas del
caldo de fermentacion se pueden purificar utilizando gel de silice, p.ej., haciendo pasar
una solucién del extracto de disolvente a través de un lecho de silice. Los disolventes
utilizados para la cromatografia pueden ser tolueno y mezclas de tolueno y metanol.

También se pueden utilizar otros disolventes conocidos por los expertos en la técnica.



10

15

20

25

30

Las fracciones que conticnen ansamitocina P-3 sc reiinen y concentran a presidn
reducida.

También se proporcionan métodos para andlisis de ansamitocinas por HPLC. La
cuantificacién de ansamitocina P-3 y el andlisis de las relaciones de ansamitocina se
obtienen por loa métodos. Estos métodos se cmplearon en los Ejempios que se exponen
a continuacion.

La cuantificacién de ansamitocina P-3 en caldo y muestras de extraccién se
pucde determinar en una columna C18 Waters Q Spherisorb S5 ODS2, 4,6 x 250 mm,
con una columna de guarda de 10 mm. La deteccién UV se hace a 252 nm y 205 nm. Se
utilizan una fase mdvil isocrdtica de | ml/min de MeCN (0,05% de TFA) al 60% en
apua (0,05% de TFA) y un volumen de inyeccion de 20 pl.

El andlisis de las relaciones de ansamitocina en las muestras de procedimiento
curso abajo se pucde determinar en una columna C8 Waters Symmetry Shield, 3,9 x
150 mm, sin columna de guarda. La deteccién UV se hace a 252 nm y 205 nm. Se
utilizan una fase movil en gradiente de 1 ml/min de MeCN al 35-45% (0,05% de TFA)
en agua (0,05% de TFA) a lo largo de 30 minutos con una re-equilibracion de 10
minutos a 40°C y un volumen de inyeccion de 10 pl.

El anélisis de las relaciones de ansamitocina en las fracciones cromatogréficas y
el producto final se puede determinar en una columna C8 Waters Symmetry Shield, 3,9
x 150 mm, sin columna de guarda, con un sistema de deteccién LC-MS, ionizacién por
electropulverizacion a presion atmosférica, modo de iones +ve. La deteccién de la masa
por un voliaje de cono de 30 V para identificar positivamente los picos se hace por
exploracién MS completa (exploracion de 600-700 u.m.a. con quad 1). La
frapmentacion MS-MS para determinar la clase de ansamitocina se lleva a cabo
utilizando el mismo sistema de gradiente. Se utiliza una fase mévil de gradiente de 1
ml/min de MeCN (0,05% de TFA) al 35-45% en agua (0,05% de TFA) a lo largo de 30
minutos con una re-equilibracion de 10 minutos a 40°C y un volumen de inyeccién de
10 pl.

La cuantificacion de ansamitocina P-3 en corrientes residuales y otras muestras
de bajo nivel, que requiere alta sensibilidad, se puede determinar en una columna C18
Waters Spherisorb S5 ODS2, 4,6 x 250 mm, con una columna de guarda de 10 mm y un
sistema de deteccién de ionizacidn por eleciropulverizacién a presion atmosférica LC-

MS-MS, modo de iones +ve, voltaje de cono 30 V. Para la determinacién del tipo
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estructural, se seleccionaron los iones moleculares de la especie principal y los modelos
de fragmentacién observados eran un ion 547 predominante, que indicaba N-metilacion
y un 533 que indicaba N-desmetilacién. Se utilizan una fase mévil isocritica de 1
mi/min de MeCN (0,05% de TFA) al 60% en agua (0,05% de TFA) y un volumen de
inyeccién de 20 pl.

El procedimicnto de la invencién se puede utilizar para preparar complejos de
maitansinoide/agente que se une a células, que son dtiles como pro-farmacos activados
por el tumor. Las ansamitocinas preparadas por el procedimiento de la invencién
pueden experimentar escision reductora formando maitansinol, que se puede utilizar
como se describe en la patente de los EE.UU. n® 5.208.020 para producir N-metil-L-
alanina que contiene derivados de maitansinoide. Después, estos derivados se conjugan
con agentes que se unen a células, preferiblemente anticuerpos, via diversos enlazadores
tal como un enlace disulfuro.

Un complejo ilustrativo de maitansinoide/agente que se une a células se puede
preparar por un procedimiento que comprende las siguientes etapas:

(1) reducir las ansamitocinas preparadas por el procedimiento de la invencién.,
forméndose maitansinol;

(2) esterificar maitansinol con derivados de N-metil-L-alanina para formar un
¢éster de maitansinoide que contiene disuifuro;

(3) reducir el éster de meitansinoide que contiene disulfuro preparado por la
etapa (2), forméndose un maitansinoide que contiene tiol;

(4) introducir grupos ditiopiridilo en un agente que se une a células; y

(5) enlazar el maitansinoide que contiene tiol producido por la etapa (3) al

agente ditiopiridflico que se une a células, de la etapa 4, mediante un enlace disulfuro.

La presente invencién se describird ahora con referencia a los siguientes

cjemplos especificos, no limitantes,

Ejemplo 1
Extraccién de caldo de cultivo de Actinosynnema pretiosum y
purificacién de las ansamitocinas
Un volumen de 37 litros de caldo completo que contenia la cepa productora de
Actinosynnema pretiosum ATCC 31565 (titulo de ansamitocina P-3 86,3 mg/l) se tratd
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con calor in situ 8 75°C durante 60 min para matar el microorganismo y facilitar Ia
extraccién con disolvente de las ansamitocinas. Se afiadieron 40 litros de tolueno y la
mezcla se calent6 a 45°C. Se agitaron las fases de manera que un vértice de la fase
superior de tolueno fue arrastrado a la fase inferior de caldo, pero sin producirse
emulsionamiento u homogeneizacién completa de las fases. La extraccion se completéd
en 16 horas y la separacion bajo la accién de la gravedad en 2 horas.

Se recuperaron por sifén 39 litros de tolueno que contenfa 80 mg/litro de P-3, y
se evaporaron utilizando un evaporador rotatorio de 20 litros de capacidad (temperatura
del bafio 40-45°C, caudal aprox. 9 litros/h). Después de la evaporacién, se generaron
11,2 g de un aceite mévil que contenia 3,1 g de P-3; 27,6% en peso/peso). El extracto
resultante se transfirié a un matraz por disolucién en tolueno y de nuevo evaporacion.
(Rendimiento de la etapa de extraccién = 97%).

El extracto se recogié en 120 ml de tolueno y se cargd sobre una columna de
silice (Kieselgel 60, 125 mi de volumen de lecho (vI) empaquetado en tolueno, 4 cm de
diémetro x 10 cm) en 375 mi de tolueno (3 vI). La columna se lavé con 2 vl de tolueno
y después se eluyd 4 veces con 2 vl de MeOH al 2% en tolueno, seguido por 12 veces
con 1 vl de MeOH al 4% en tolueno. La columna se eluyd a 40 mi/min y se produjeron
bandas compactas de color. Las fracciones 7-10 que contenfan ansamitocina P-3 se
reunieron y evaporaron para producir 3,2 g de sélido oleoso que contenfa 2,5 g de P-3.
Este material sc analizé por LC-MS y MS-MS,

En esta etapa, el producto contenfa §5,1% de ansamitocina P-3, y un total de
93,9% de las ansamitocinas deseadas. (Rendimienio en la etapa de Ia columna =
80,6%).

El producto de la columna de silice se extrajo en 200 ml de EtOAc calentado a
40°C. Se anadid heptano (200 ml) y la solucién se dejé enfriar. La solucién se sembré
con | mg de cristales puros de P-3 (también ocurri6é espontdneamente cristalizacion en
otros puntos del matraz). Después de 4 horas a temperatura ambiente, el sobrenadante se
analizd por HPLC y se determind que todavia quedaban 0,8 g de P-3 (30%) en solucién.
Se afladio mas heptano (150 ml) y el matraz se dejé duranic 3 horas més y se volvié a
analizar. Esto indico que 0,4 g de P-3 (16%) permanccian en solucién. El matraz se dej6
durante una noche 2 4°C. El andlisis subsiguiente indicé que quedaban sélo 70 mg de P-
3 (3%) en solucién. Se retiraron las aguas madres por aspiracion, utilizando un montaje

en linea de filtro sinterizado. Los cristales en forma dc agujas blancas se lavaron con 2 x
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15 mi de EtOAc:heptano 1:3. Los cristales se secaron in sifu a vacfo en un evaporador
rotatorio a 30°C durante 10 horas. Se obtuvieron 2.5 g de cristales. (Rendimiento de la
cristalizacion = 86%).

El producto final contenia 86% de ansamitocina P-3, y un total de 98,4% de las
ansamitocinas aciladas deseadas (P-1, P-2, P-3, P-3', P-4, P-4"),

Ejemplo 2
Extraccién de caldo de cultivo de Actinosynnema prevriosum y
purificacidn de las ansamitocinas

Un volumen de 1.100 litros de caldo complelo que contenia la cepa productora
Actinosynnema pretiosum ATCC 31565 (titulo de ansamitocina P-3 75,1 mg/litro, 82,6
g de P-3) se traté con calor in situ a 75°C durante 60 min para matar ¢l microorganismo
y facilitar la extraccién con disolvente de las ansamitocinas. Quedaban 77,6 g de P-3
después del procedimiento que ocasionaba la muerte por calor. Se afiadié un volumen
idéntico de tolueno previamente calentado a 45°C y la mezcla se mantuvo a 45°C. Las
fases se agitaron de manera que un vértice de la fase superior de tolueno fue arrastrado
hacia la fase inferior de caldo pero sin producirse emulsionamiento u homogeneizacién
completa de las fases. La extraccién se llevd a cabo durante 45 horas, seguida de
separacion bajo la accién de 1a gravedad, que ocurrié en 30 minutos. (Rendimiento de la
etapa de extraccidn 90,3%).

Un volumen de 1.127 litros del extracto en tolueno, que contenla las
ansamitocinas, se concentrd a 22 litros utilizando un evaporador de pelicula descendente
(FFE por sus siglas en inglés falling film evaporator). El liquido concenirado se
transfiri® a un evaporador rotatorio de 50 litros de capacidad y se evapord hasta un
pequeio volumen (caudal de evaporacién 14,6 litros/h). El FFE se lavé con 2 x 20 litros
de 1olueno y los lavados se hicicron pasar al evaporador para garantizar la transferencia
completa de producto. El concentrado se evaporé a scquedad.

El extracto seco se recogid en 7,2 litros de metanol al 4% en tolueno y se cargd
en una columna de silice (Kieselgel 60, 4,8 liiros de volumen de lecho cargado en
metanol al 4% en tolueno. 15,0 cm de didmetro x 27.0 cm. caudal de cargs 120 mi/min).
i.u columna se eluyé isocriticamente utilizando metanol al 4% en tolueno a un caudal
de 227-384 ml/min y sc produjeron bandas compactas de color. Las fracciones iniciales

fucron de un volumen de lecho; las fracciones 3 a 6 fueron recogidas como mitades de
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volimenes de lecho. Las fracciones se sometieron a seguimiento por TLC (placas de
Kicselgel 60 Fzs, se hicieron correr en metanol ai 5% en diclorometano, y se
visualizaron por UV a 254 nm) y las que contenian ansamitocinas se sometieron a
seguimiento por HPLC y LC-MS. La seleccidn de las fracciones para cristalizacion se
basd en anélisis de HPLC y de LC-MS de las fracciones para optimizar la recuperacién
de ansamitocina P-3 y minimizar las ansamitocinas no deseadas. Las fracciones 5 a 10
que contenfan ansamitocina P-3 se reunieron y evaporaron para producir un sélido que
contenia 54,6 g de P-3. En esta etapa ¢l producto contenia 77,1% de ansamitocina P-3 y
un contenido total de 96,1% de las ansamitocinas deseadas. (Rendimiento de la etapa de
cromatografia en columna = 92,5%).

El producto procedente de la columna de silice se recogié en 91 ml de metanol
previamente calentado a 46°C, seguido por 546 ml de acetato de etilo calentado a Ia
misma temperatura. Se afiadieron partes alicuotas adicionales del metanol para ayudar a
la disolucién del sélido. Se afiadi6 un total de 166 ml de metanol a la mezcla. Se afiadié
heptano (100 ml) calentado a 50°C a la primera sefial de turbidez y luego la solucién se
dejo enfriar a la temperatura ambiente a medida que comenzé 1a cristalizacién. Después
de 4 horas, se afiadi6 una porcién adicional de 1,324 ml de heptano (a temperatura
ambiente). El lfquido sobrenadante se analiz6 por HPLC y se determind que 6,6 g de P-
3 estaban todavfa en solucion. La mezcla se enfrié sobre hielo y se afladieron partes
alicuotas adicionales de heptano (200 y 400 ml) hasta que 3,9 g de P-3 (6,8%)
permanecian en las aguas madres.

Las aguas madres se retiraron mediante aspiracién, empleando un conjunto de
tuberia con filtro sinterizado. Los cristales se lavaron con 2 x 150 ml de acetato de
etilo:heptano 1:3. Los cristales se secaron in situ en un evaporador rotaiorio.
inicialmente bajo vacio, seguido por alto vacfo (1,0-1,3 milibares) a 30°C durante 88.5
horas. Se obtuvieron 76,4 g de cristales.

El producto final contenfa 74,5% de ansamitocina P-3 (56,9 g) y un total de
97.8% de las ansamitocinas aciladas deseadas. (Rendimiento global = 69%).
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Ejemplo 3
Cromatografis sobre sflice y cristalizacién de las ansamitocinas

1.008 litros del caldo completo de Actinosynnema pretiosum con un titulo de
64,8 mg/l de ansamitocina P-3 se traté con calor, se extrajo con tolueno y se evapord
esencialmente como se describe en el Ejemplo 1.

El concentrado que contenia 34,5 g de ansamitocina P-3 se recogio en 3 litros de
tolueno y se cargé sobre una columna de silice (Kieselgel 60, 3,0 litros de volumen de
lecho, rellena en tolueno, 13,8 cm de didmetro x 16,6 cm). La columna se cubrid en la
parte superior con un lecho de 4 cm de arena. La columna se lavd con 5 litros de
tolueno, seguido por 20 litros de MeOH al 2% en tolueno, el cual se recogi6é como
fracciones de 5 litros . La columna se eluyd luego con 20 litros de MeOH al 4% en
tolueno, recogiéndose como fracciones de 2,5 litros. Las ansamitocinas se eluyeron en
las fracciones 9 hasta 15. La seleccidn de fracciones para la cristalizaci6én se basé en el
andlisis por HPLC y LC-MS de las {racciones para optimizar la recuperacion de la
ansamitocina P-3 y minimizar las ansamitocinas no deseadas. Las fracciones 10 a 12 se
reunieron y evaporaron hasta sequedad para proporcionar un aceite que contenfa 32,5 g
de ansamitocina P-3.

En esta etapa ¢l producto contenia 91,8% de ansamitocina P-3 y un total de
95,3% de las ansamitocinas aciladas deseadas (rendimiento de la etapa de columna =
94,2%).

El concentrado de las fracciones de silice reunidas se calentd en un bafio de agua
a 50°C y se disolvié en un volumen minimo de metanol/acetato de etilo caliente (50°C).
Se afladieron inicialmente 60 ml de metanol. Por la adiccién lenta de 300 ml de acetato
de etilo. Se afladié una porcidn adicional de 20 ml de metanol caliente en cuyo
momento el concentrado estaba completamente disuelto. Se anadié 200 ml de heptano
caliente (50°C) y la solucién de cristalizacién se retird del baflo de agua. Comenzd la
cristalizacion, y se afiadié més heptano en partes alicuotas de 200 ml hasta que se hubo
afiadido un volumen total de 800 ml. La mezcla se enfrid en un bafio de hielo durante |8
horas. La cristalizacidn se se sometié a seguimiento por andlisis HPLC de las aguas
madres. A las 18 horas, 6,3% de la ansamitocina P-3 permanecia en las aguas madres.
Se afiadieron 200 ml mas de heptano y la mezcla se enfrié durante cinco horas mas. El

andlisis por HPLC indicé que 4,0% de asamilocinas permanccian en las aguas madres.
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Los cristales se recuperaron por aspiracién de las aguas madres de color pardo
oscuro. Los cristales se lavaron tres veces con 50 ml de heptano: acetato de etilo, 3:1, y
se secaron bajo vacio (0,8 mBar) durante una noche. Los cristales eran agujas
uniformes, finas y blancuzcas que contenfan 28,2% de ansamitocina P-3. (La
recuperacion de la ctapa de cristalizacion = 86,9%).

El producto final contenia 93,]% de ansamitocina P-3 y un total dc 98,4% de las

ansamitocinas aciladas deseadas,

Ejemplo 4
Purificacién y cristalizacién de ansamitocinas procedentes del extracto toluénico

1.001 litros de caldo completo de Actinosynmema pretiosum con un titulo de 74,5
mg/l de ansamitocina P-3 se trataron con calor, se¢ extrajeron con tolueno y se
evaporaron esencialmente como se describe en el Ejemplo 1 para dar 9,5 litros de un
extracto concentrado que contenia 54,7 g de ansamitocina P-3.

El concentrado se calentd a 45°C y se afladieron durante 33 minutos 14,5 litros
de heptano para precipitar las ansamitocinas. La mezcla se enfrié con hielo. Una
porcién adicional de 5 litro de heptano se afladid y la mezcla se dej6 reposar durante la
noche. Las aguas madres se retiraron por aspiracién y el precipitado se lavd con 10
litros de tolueno:heptano, 1:1. El andlisis por HPLC indicé que las aguas madres
contenian 6,5% de ansamitocina P-3, y los liquidos de lavado contenian 1,8% de P-3.
En el precipitado se disolvi6 en 2 L de metanol y se filtrd a través de un filtro de 0,2
micrémetros.

La solucién en metanol se evapord hasta sequedad y se redisolvié en 85 mi de
metanol a 50°C . A la solucidn se afladieron 510 ml de acetato de etilo seguido por 200
ml de heptano. La mezcla se enfrid a temperatura ambiente y se afladieron lentamente
990 ml adicionales de heptano a medida que comenzé la cristalizacion. 4,14 g de
ansamitocina P-3 permanecian en las aguas madres. Se afiadié una porcion de 400 ml
adicionales de heptano y la mezcla se enfrié sobre hielo. 2.7 g de ansamitocina P-3
permanecian en las aguas madres. ’

Las aguas madres se retiraron por aspiracién y los cristales se disolvieron en 110
ml de metanol y 520 ml de acetato de etilo a 50°C. Se afiadié heptano en dos partes

alicuotas de 75 ml. se enfri6 la mezcla a la temperatura ambientc y se afadieron otro
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900 ml. Se afiadieron 400 ml més de heptano y la mezcla se enfrié sobre hielo y se dej6
una noche para que cristalizara. El andlisis por HPLC indicé que 2,3 g de ansamitocina
P-3 permanecian en las aguas madres. Las aguas madres se retiraron por aspiracién y
los cristales se lavaron con heptano:acetato de etilo, 3:1, y se secé bajo vacio (0,6 mBar)
durante una noche. Los 47,8 g de cristales contenian 84,3% de ansamitocina P-3, y un

total de 97,0% de las ansamitocinas aciladas deseadas.

Ejemplo 5
Extraccién del caldo de cultivo de Actinosynnema pretosium con xileno y

purificacién de ansamitocina
220 ml de la Actinosynnema pretosium tratada con calor, con un titulo de 44

pg/ml de ansamitocina P-3 se colocaron en un bafio de agua a 45°C y se afiadi6é un
volumen igual de xileno. Las fases se mezclaron de tal modo que se formé un vértice de
xileno en la fase de caldo inferior pero sin formar una emulsién. Después de 20 horas,
se habia extraido en la fase de xileno 64% de la ansamitocina P-3

La mezcla se separd bajo gravedad y se retiraron 170 ml de xileno. El extracto
de xileno se evapord hasta sequedad. El extracto de xileno se purific6 empleando
cromatografia con sflice. El extracto se disolvi6é en 2 ml de metanol al 4% en tolueno y
se cargé y eluyd empleando la misma mezcla disolvente. Las fracciones (0,5 ml) se
recogieron y ensayaron por TLC (placas de Kieselgel 60 Fas4 que se habian hecho correr
en diclorometano: metanol 20:1). Las fracciones que contenfan ansamitocina P3 se
cristalizaron empleando ¢l procedimiento descrito en los Ejemplos previos. El producto
cristalino era de calidad comparable en 1érminos de color y pureza con el producido por
extraccidn con tolueno del caldo de fermentacién.

La presente invencién puede tener otras realizaciones de forma especificas sin
apartarse del espiritu o atributos esenciales de ia misma, y. por consiguicnte debe
hacerse referencia a las reivindicaciones anexas, en lugar de a la memoria descriptiva

anterior, como indicativas del alcance de la invencién.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para preparar ansamitocinas purificadas, que comprende las
etapas de:

a. cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de cultivo
liquido;

b. tratar ¢l medio de cultivo para facilitar la extraccidn con disolvente dc las
ansamitocinas;

c. extraer las ansamitocinas del medio de cultivo con un disolvente hidrocar-
bonado aromitico;

d. concentrar las ansamitocinas extraidas; y

e. purificar las ansamitocinas por cristalizacién.

2.- Un método para preparar ansamitocinas purificadas, que comprende las
etapas de: .

a. cultivar un microorganismo productor de ansamitocina en un medio de cuitivo
Hquido;

b. extraer ansamitocinas del medio de cultivo con un disolvente hidrocarbonado
aromético;

¢. concentrar las ansamitocinas extraidas; y

d. purificar las ansamitocinas por cristalizacién. '

3.- El método segln la reivindicacién 1 y 2, en el que microorganismo productor
de ansamitocinas es Actinosynnema spp.

4.- E! método segin la reivindicacién 3, en el que el Actinosyrmema spp. es

Actinosynnema pretiosum ATCC 31565,

5.- El método segiin la reivindicacién 3, en el que el Acrinosynnema spp. es

Actinosynnema pretiosum ATCC 31281,

6.- El método segin la rcivindicacién 1, cn ¢l que el tratamiento es

calentamienio a aproximadamente 75°C.
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7.- Método segiin la reivindicacion 1 y 2, en el que el disolvente es tolueno.

8.- Método segin la reivindicacién 7, en el que la relacién de tolueno a medio de

cultivo tratado con calor es aproximadamente 1:1.

9.- Méodo segun la reivindicacion 8, en el que la extraccibn es a
aproximadamente 45°C.

10.- Método segtin la reivindicacién 1 y 2, en el que el disolvente es xileno.

11.- Método seglin la reivindicacion 10, en el que la relacién de xileno a medio

de cultivo tratado con calor es aproximadamente 1:1.

12.- Método segin la reivindicacién 11, en el que la extraccién es a
aproximadamente 45°C,

13.- Método sepin la reivindicacion 1 y 2, en el que las ansamitocinas
comprenden ansamitocinas aciladas que pueden experimentar escisién reductora
para formar maitansinol.

14.- Ansamitocinas preparadas por el procedimiento de las reivindicaciones 1 6

15.- Un complejo de maitansincide con un agente que se une a células,
preparado convirtiendo las ansamitocinas prcparndgs por el procedimiento de la reivin-

dicaci6én 1 6 2 en &l complejo de maitansinoide con agente de fijacién de células.

16.- El complejo de maitansinoide con agente que'se unc a células de la

reivindicacion 15, en el que el agentc que se une a células en un anticuerpo.

=
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RESUMEN

Se describen métodos mejorados de purificacion para ansamitocinas.

/5
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