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(1 PETITORIO

Industria y Comercio SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

S R

Fecha: 2008-08-12 16:06:49 De

:086: p. 2020 NUECREACION
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI !
Act. 411 PRESENTACION Folios: 75

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE;
X] patente de Invencion. : [! Patente de Modelo de Utilidad.
X Capitulo I. L] Capitulo 11.
Nombre: BOEHRINGER INGELHEIM
VETMEDICA GMBH )
SOLICITANTE ;c;(:zddaedATeorrgsatr;ti::'da y existente ban las IDENTIFICACION
(71) C.C. ] NIT O
Direccién: Binger Str. 173, C.E. |:| Otro |:|
55216 Ingelheim am Rhein,
Alemania Cual
Numero
Domicilio: Ingelheim am Rhein,
Alemania
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion; Carrera 4®. No. 72-35 C.C. NIT [:|
. Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE Fax: 211 86 50 CE. EI ' Otro D
O APODERADO | °© Cual
E-mait: clientes@cayelier.com ua
Domicilio: Bogota, Cg(ombia. Numerc 438.019_/T.P 31.929
1. Hubert MUELLNER 2. Martin, A. FOLGER v
@ Staufenstr. 1, Eisenacher Str. 18,

65779 Kelkheim, 55218 Ingelheim am Rhein,
INVENTOR (ES) Aléemania / Alemania /

(72) 3. Andreas WERNER 4. Uwe GIERLICH
Waldthausenstr. 63b, Gdrtlerstrasse 2,
55126 Mainz, 55128 Mainz,
Alemania Alemania /
5. Kurt EYER 6. Klaus HEINZMANN :
Hengart 13, Unterstalden,

CH-3902 Glis, CH-3932 Vispertermin
Suiza / Suiza

7. Nicholas M., SHAW 8. Fabian WYER

St. Jodernstrasse 24, Sandstrasse 35,
CH-3930 Visp, CH-3931 Laiden,
Suiza Suiza

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EPZOO?/OS‘I 192 Fecha: 8 de febrero de 2007
Publicacion Internacional No. WO 2007/093548 A1 Fecha: 23 de agosto de 2007

Titulo (54)
@ METODO PARA LA FABRICACION DE LANTIBIOTICOS

@ Clasificacion Internacional (51) CO7K 001/030




CAVELIER ABOGADOS COLO-04484-841-015-3 ID-132357

(@ D0OO0 0000 RIRO0O xmx°|®

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
siX No[l EP 13 de febrero de 2006 06101571.5
Comprobante de pago No.: 08-62,298 Fecha: 4 de agosto de 2008
Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 501.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO

FIRMA : é.,:Q_, é;;,q__b

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacion Internacional WO 2007/093548 A1
Descripcion:
Paginas 25 en el idioma original
Paginas 24 en espanol
Reivindicaciones: Numero (s) 10

Figuras: Nimero (s) 2
2. X Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. Extracto de publicacién.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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Fir Patente, Modelle, . >“uster, ‘Warenzeichien,
Dienstleistungsmarken, Handelsnamen und
Embleme.

Para patentes, modelos y dibujos; marcas de fabrica
y de sexvicios; nombres comerciales y ensefias. '

- REPRESENTACION Y PODER

yy sy

VERTRETUNG UND VOLLMACHT -
| 0567

i
7
ICH (wir) Unterzeichnende (r) / Yo (nosotros), abajo firmado (s)
BOEHRINGER INGELHEIM VETHMEDICA GMBH
e wohnhaft in / domiciliado (s) en _D-55216_IngeTheim am Rhein

Federal Republic of Germany

or el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
"GONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIO FERRERQ, tpa.
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; domiciliac{’os
en la Carrera 48 N® 72-35, Bogota, Colombia, en obedecimiento a
lo dispuesto en el paragrafo 19 del Artfculo 543 del Cédigo de
“omercio, el primero como principal y los demés como
suglentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazara al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o
definjtivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al prii'nero,
o el tercero al segundo. En tales casos, el representaute
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos,
declarardan su intencién de no ejercer la representacién
mediante declaracidon autenticada por Notario Piblico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Pablico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. 5i alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomaré su lugar. Cuando cesare la
ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero ‘0 segundo suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesande en ese
momento el ejercicio de la representacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, cs:ara obtener la proteccibn de mi (nuestra)
ropiedad industrial y contra la competencia desleal, 2 cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesquiera entidades o personas,
ejerzan o no jurisdiccidén, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos de utilidad, y disefios industriales; el registro de
marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades
vegetales y denominaciones de origen; su renovacién, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el
registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones u
observaciones, cancelacidn administrativa y judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesion de licencias, la tutela y en general
los juicios civiles, penales, administrativos 0
contencioso-administrativos relacionados con estos derechos;

Alavuelta —3
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ernenne(n) hiermit in Ubereinstimmung mit Abs. 1 des
Artikels 543 des Handelsgesetzbuches GERMAN CAVELIER
{Rechtsanwaltsausweis r.832), GONZALO PERDOMO
{Rechtsanwaltsausweis Nr, 831), EMILIO FERRERO

~ {Rechtsanwaltsausweis Nr.31929) und LUZ CLEMENCIA DE

PAEZ (Rechtsanwaltsausweis Nr. 23555), mit Geschaftssitz in
Bogota/Kolumbien, Carrera 4% N® 72-35 zu meinen (unseren)
Prozefibevollméchtigten (Germéan CAVELIER Zum
Hauptbevollmachtigten, die anderen - in der genannten
Reihenfolge - zu seinen  Stellvertretern) in allen
Angelegenheiten, die das Gewerbliche Eigentum betreffen. Sie
sing befugt, Zustellungen entgegenzunehmen und
ProzeBbevollméchtigten und auBergerichtliche Bevollmichtigte
zu ernennen. Der erste Stellvertreter hat Herrn GERM
CAVELIER bei dessen Abwesenheit oder” 'im Falle einer
variibergehenden oder endgiiltigen Verhinderung zu
vertreten, Dasselbe gilt, wenn der zweite Stellvertreter den
ersten, oder aber der dritte den zweiten, zu vertreten hat. In
diesen Fillen wird der Hauptvertreter, oder gegebenenfalls der
erste oder zweite Stellvertreter, oder beide, in Form einer durch
einen Notar (in Kolumbien) oder durch einen Notar oder
sonstigen offentlichen Beamten oder Konsul von Kelumbien
(im usland) beglaubigten Erklarung seine Absicht, die
Vertretung nicht auszuiiben, zum Ausdruck bringen. Sollte
eine Verhinderung der Grund dafiir sein, ist die entsprechende
Bescheinigung beizufiigen. Sollte einer. der rnannten
endgiiltig” ausscheiden, nimmt der Nachfolgende seine Stelle
ein. Bei Beendigung der Abwesenheit oder Verhinderung des
Hauptvertreters oder seines erstén oder zweiten Stellvertreters,
konnen GERMAN CAVELIER oder aber - je nach Fall die
ents&uechenden’Stellvertreter, die Vertretung ohne weiteres
wieder ibernehmen und die jeweilige Stellvertretung gilt als
aufgehoben.

AuBerdem erteile ich (erteilen -wir) den oben genannten
Rechtsanwilten die Vollmacht, den Schutz meines (unseres)
Gewerblichen Eigentums und bei Unlauterem Wettbewerb zu
erlangen. Zu diesem Zweck ermichtigen wir die genannten
Bevollmichtigten zur Vertretung vor samtlichen Stellen oder
Personen, gleichgiiltig ob diese rechtsprechende Gewalt
ausiiben oder nicE‘t-: vor ailem vor den Verwaltungsbehérden,
vor der Verwaltungsgerichtsbarkeit und Gerichten, als auch vor
den Schiedsgerichten und zwar in allen Fragen, die sich auf
folgende Angelegenheiten beziehen: a) Erlangung von Patenten
fur Erfindungen, Gebrauchsmustern, Industriezeichnungen,
die Eintragung von  Warenzejfhen, ~Verbandszeichen,
Defensivmarken, Dienstleistung#narken, = Werbeslogans,
Handelsnpamen und  Emble ,  Gemiisearten und
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-acciones y procesos que promovamos o se nos promuevan. Y
para que en todos los asuiifus arriba determinades, puedan
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los
actos de agentes oficiosos.

Geschehen und unterzeichnet am/Dado y firmado hoy

“
1 ! i

- : i
Herkunftsbezeichnurigen, “&sre -Erneverungy” Ubertraguh
Anderung des Namens: oader ' de¢s " Geschiftssilzes, ")
freiwilligen Verzicht und die Einfragung von Nutzungslizer
fiir diese Rechte; b) Klagen wegen, nlauterh’; Wettbew
Verbraucherschutz, = Widerspruclien' ud» Einspn'"nq"
verwaltungsrechtlicher un gerichtlicher

Nichtigkeit, einstweiligen Verfigungen Konzession'enii ( J

Lizenzen, der "tutela” und allgemein Hir zivil, straf-
verwaltungsrechtlichen und verwaltungsgerichtlie,
Prozessen, die mit diesen Rechten in Verbindung stehen u.
die wir betreiben oder die gegen uns anhﬁngig-’}_g’em‘aé\
werden. Wir ermichtigen sie ebenfalls dazu, in allen obet,

genannten  Angelegenheiten  einen  Unterbeauftrifen
einzusetzen, Vergleiche - abzuschlieBen, zu  schlichtey, )
ProzeBsachverhalte anzuerkennen, zuriickzutreten, zu

uittieren, in Empfang zu nehmen, Verzicht zu erkldren und die
echtsgeschafte nicht bevollméichtigter Personen. zu
genehmigen.

August 2, 1996 L

Ingp'lheim_am_thin h
in/en
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH
. - a. )

. s/ [ ] PP (Vn )
s Unterschiti TAA~ L l M({ Firma
' Reinhold Fleschhut Dr. Dieter lLaudien

Managing Director Director of Corporate Patent Department .

LEGALIZACION BEGLAUBIGUNG .

Es necesaria la legalizacién con certificado consular sobre la
existencia legal de la compaiiia, que éste ejerce su objeto social
que la persona que otorga el poder estd autorizada para ello.
este efecto les solicitamos que muestren al Cénsul las pruebas
que acreditan estos hechos,

1 AN

SEXTU OEL CIRCUL

L bl sy bt S
£ COMO NOT.
3 DE BOGOTA, HAGO COMSTAR QUE LA 7
ﬁroroconm COINCIGE COM EL ORIGINA

?}. CUE HE TENIDO & LA VIETA

E"NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBIA: Se

Es wird eine Beglnubiguré'g und eine Konsularbescheinigung
dariiber bendtigt, daB die Gesellschaft rechtlich besteht, dag sie
ihren Gesellschaftszweck erfiillt und dafl die Person, die dic
Vollmacht erteilt, dazu rechtlich befugt ist. Zu diesem Zweck
bitten wir Sie héflich, dem Konsul die entsprechenden
Nachweise vorlegen zu wollen. '

_ . Segin los articulos 65 del C. de P.C. y 480 del C. de Co,,
81 el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
-existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el poder es su representante.
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Umseitige, vor mir gefertigte Namensunterschriften von:

1. Herrn[Br) Reinhold Fl e s ¢ h h u t, Dipl.-Chemiker, wohnhaft
in 55218 Ingelheim, Am Mihlborn 16,

2. Herrn Dr. Dieter L au d i e n, Dipl.-Chemiker, wohnhaft in
55127 Mainz, Carl-Orff-Stralze 11,

- mir vorgestelit durch die Sekretarin Frau Ingrid May, dienstanséssig bei der Firma
Boehringer Ingelheim GmbH, die sich durch Vorlage ihres Fiihrerscheines ausgewie-

sen hat -
beglaubige ich hiermit.

Aufgrund meiner heutigen Einsicht in das Handelsregister des Amtsgerichts

Bingen bescheinige ich hiermit:

Die Firma Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH mit Sitz in Ingelheim am ﬁhein
wurde am 12. Juni 1978 im Handelsregister unter HR B 1491 eingetragen und die
Herren(Br} Reinhold Fleschhut und Dr. Dieter Laudien sind gemeinsam zur Vertre-

tung der Gesellschaft berechtigt.
Waeiter bescheinige ich, daR die Gesellschaft ihren Sitz in Ingelheim am Rhein hat.

3 $Iheim am Rhein, den 02. August 1996/hin

it

Notarassessor als amtlich bestellter Vertreter
jes Notarassessors Dr. Peter Wirth als amtlich
bestelltern Notariatsverweser anstelle von

Notar Justizrat Prof. Weirich in Ingelheim

-910E1 -

Die Echtheit vorstehender Unterschrift des Notarassessors
Dr Scholl als amtlich bestellter Vetreter des Notarassessors
Dr. Peter Wirth - Notariatsverweser anstelle des Notars Prof.

Kostenbereshnung: Dr. Weirich in Ingelheim und die Echtheit des beigedriickten
sg:ﬁhfﬂh'L galios Dienst-stempels-siegels werden hierdurch bestdtigt. Zugleich
(Wort: DM é%Zp_ ) wird bescheinigt, daB der VYorgenannte zur Vornahme der Amts-
J¥KostO. v, . ;

BABL | 8. 862167 1957 _‘ handlung gesetzlich befugt war.

DM — )

Mainz, den .5 A A Mainz, den neunten August neunzehn-
. hundertsechsundneunzig
Der Prasident des Landgerichts

4 &7@/7}26

Amtsinepester

( Dr. Hanns Paul Tiittenberg




--RICARD MOSQUERA SA_.

CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA-
MUNICH

Nr. 131

El sucrito Cénsul General de Colombia

CERTIFICA:

Que el sefior(a) Dr. HAS PAUL TUTTENBERG, quién autetica la firma del signatario en el
presente documento, ejercia en la fecha alli indicada las funciones de Presidente del Tribunal
Regional de Mainz.

Que la firma BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH esta registrada en el
Registro Mercantil del Juzgado Municipal 653 de Bingen / Rhein, bajo €l nimero HR B
1491 y que estd constituida y ejerce su objeto social de conformidad con las Leyes de la
Republica de Alemania.

Que el sefior Dr. DIETER LAUDIN y el Sefior REINHOLD FLESCHHUT, quién(es)
firma(n) el presente documento tiene(n) facultad legal y suﬁmente para representar a la
mencionada firma y otorgar poderes en su nombre.

Que ha tenido a la vista la documentacion que prueba lo anterior.

Munich, a 23 de agosto de 1996

CénsulGeneral de Colombia

Derechos para la Nacion US§$ 6.-

Fondo Rotatorio Us$100- PAGADD

Tasa Consular US $ 1,00 =DM 1.60 = DM 169.60
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TRADUCCION OFICIAL No. 5444

]

de un documento escrito en Aleman, el cual para su identificacion

sg sella con el sello de la. traductora, lo mismo que la

presente.—

(A continuacidn de la representacidon y el poder conferido a

GERMAN CAVELIER, tpa. 8323 GONZALDO FERDOMO, tpa. B831; EMILIO

FERRERO tpa, 319293 1y LUZ CLEMENCIA DE FAEZ, tpa 23555;

domiciliades en la Carrera 4 No. 72-33, Bogota, Colombia, por la

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMEH, domiciliada en D-55216

Ingelheim am Rhein, RFA, a traves de sus representantes los Srs.

Reinhold Fleschhut v Dr. Dieter Laudien:)

Legalizacidn

Frotocolo notarial No. 16046/95 V

Certifico la autenticidad de las firmas antecedentes puestas ante

mi por los sefores:

i, Feinhold F 1 e s ¢c b h u t, Dipl.Chem. domiciliado en 53218

Ingelheim, Am Mihlborn 16,

*"" Ragiun 2wy

2 Dr. Dieter Laudlen. Dipl. Chim., domﬂﬁggmwﬂmnemnﬁikng ainz,
FO?DQOPlA

TA, HAGD CoNsTaR

Qus LY
comcmr-. CONEL m;u:A 2
'E TEMIDO o 1.8 g %

Carl-Orff-StraBe 11,

ELPO.FRQ
NOTARIG

1 4
w‘u&mnbh r-‘s M"Nhh. NM&Q.,J




Secaluclhn No. 5?9M

—presentados por la secretaria sefora Ingrid May, con domicilio
comercial en la Boehringer Ingelheim OGmbH, guien a su vez se

identificd con su licencia de conduccitn-.

Igualmente certifico, por haber examinado en la fecha el Registro

de Comercio del Juzgado Municipal de Bingen:

flue l1la firma Boehringen Vetmedica Ingelheim GmbH, domiciliada en
Ingelheim am Rhein, fue inscrita Eajm el No. HR B 1491 el 12 de
junio de 1978 en el Registro de Comercio del Juzgado Municipal de
Bingen y que los sefiores Reinhold Fleschhut y Dr. Dieter Laudien,
gztan facultados para representar conjuntamente a la sociedad.

Ademas certifico gque el domicilio de la sociedad es Ingelheim am

Rhein.

El objeto social es el desarrollo, produccién y venta de
preparados médico-veterinarios y otros productos para la salud

animal.

Ingelbheim am Rhein, 2 de agosto de 199&/hdn

"Fdo.: firma ilegible

(Hito v oblea roja en relieve:) El notario suplente
ﬁ@ﬁﬁmmmﬁm
e NOYA'R.E\) [

El notario suplente — Ingelheim del nqtﬁp&wo
yFOTOCOPIA Comeior B,

b3




- (dos sellos redondos en tinta del Tribunal Regional de Mainz y en

hojita adjunta)

Y10 E t

Se certifica la autenticidad de la firma antecedente del Dr.
Scholl como notari suplente del Dr. Feter Wirth, notario suplente
del Frof. Dr. wéirich, notario de Ingelheim, vy la del sello
aficial qgue la acompafia. Igualmente se certifica que el
mencicnado notarioc estaba  facultado para realizar ese acto

oficial.

Mainz, nueve de agosto de mil novecientos

noventa vy seis

Paanloeibn Mo

El Fresidente del Tribunal Regional
(E) Fdo.: firma ilegible

(Dr. Hannse Paul Tdttenberg)

Costas

Derechos de legalizacidn
(Valor:DM S.000,-)

JVEnstO del 24 de julio 1987
Gacetas Oficial I FPag. 861

DM 20—

Mainz, 13 de diciembre de 1995
Fdo.r: firma ilegible

Inspector

N EL OR E:
E\H "I'ENIDO ALa V'SYA'G"‘A
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EN ESPAMDOL: La legalizacion de las firmas antecedentes por el

Consuwlado de Colombia en Munich (Certificacién) bajo el No. 131

del X3 de agosto de 1994, y por el Ministerio de Relaciones

Exteriores de Colombia bajo el No. 205408 del & de septiembre de

1996,

FagQados derechos y Fondo Rotatorio US$ 106,

ES TRADUCCION FIEL Y COMFLETA, de la cual se deja copia en los

archilvos de estas oficinas para su confrontacion.

Santafé de Rogotd, 10 de septiembre dé 19<{i2V2$fZQ”m‘""““ R
NASTORA § I TR il pn _
: Qo:e';.c! Wk, BYv ~»‘— -

Como NO ARIO SEXTO DE SANTAFE DE BOGOTA |
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TELEFAX (573111 2358850 EDIFICIO SISKI CoORREC ELECTRONICO MuNDIAL : CAVE
CaBLEs CAVELEYES CARRERA 43, No.72-35 TELEFONO:(SZ1(1) 2120100
TELEX ( 45479 BOGOTA 8, COLOMBIA

Senor Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E. S. , D.

Poderdante: BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMEH

Pcder conferido el: (02-08-96

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidaduge apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31.929, con todas las facultades dﬁe me

fueron conferidas.

Hago 1la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
Codigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos

faltan en este momento.

Sefior Jefe,

. GERMAN CAVELIER
. ' """ T.,P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de Bogota
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METHOD FOR THE MANUFA CTUREf OF LANTIBIOTICS
%

Cod ; :

FIELD OF THE INVENTION i
: i . ' ! . i : .

The present.invention relates to the manufacture of bxomo]ecules. In particular, the present

invention relates to the manufacture of antlblotlc compounds of the class known as

]antlbIOtIC§ Preferably, the present invention relates to the punﬁcat1on of those lantibiotics.

1

)
BACKGROUND OF THE INVENTION

!
i
antxblotlcs are a class of small peptide antlblOthS charactensed by the presence of unusual,
bridged thloether amino acids, namely ]anth10ne and 3- mFthyllanth‘lone Members of this
class mcludc subtilin, nisin, epldermm alhdemun (whlch is the leu 6 variant of epidermin),
pep5, ancovenin, Ro 09-0198, cinnamycin and dummycm Pep5, Epldermm and
Galherd?lmm are all naturally produced by rr1:1croorganlsjrns of the}genus Staphylococcus.
HE | ]
Ferment!atio:ln of the Gallidermin-producing strain S. gallinarium Tiii3928 (DSM4616) is
described in detail in EP-342 486, Kellner et al., Eur. J. Biochem. 177:53-59 (1988), Horner
et al., Appl Microbiol. Biotech. 30, 219-225, and in Uncermann et al., 1™ Proc. Int.
Workshop Lantibiotics, Tubmgen 1991, p. 410 421, Brleﬂy, the medla used for the
fermentation of Gallidermin comprises at least meat extract, calcium chloride and sodium
chloride: The feeding solution comprises meait extract and glucose. Thus, the media used for

1 .
the fermentation of lantibiotics are very complex, and have large amounts of oligo or

polypeptides as the amino acid source,

EP-508 371 A describes a purification strategy for lantibiotics based on a chromatographic
procedure. The process comprises multiple chromatographic steps, that are time, material and
cost consuming. Briefly, EP 508 371 provides a process for lantibiotic purification comprising
obtaining a lantibiotic containing fermentation medium and subjecting said medium or
lantibiotic containing media deriving therefrom to successive steps of adsorption on a-styrene
divinyl copolymerisate matrix, cation exchange chromatography (e.g. Amberlite XAD-
1180%), hydrophobic interaction chromatography, optionally but preferably anion exchange
chromatography, desalting by ultrafiltration and/or diafiltration and, optionally, lyophilisation,
Extra purification steps can of course be used if desired. Yields of about 50% were achieved
by ihe diiscloscd purification procedure. The fed-batch process described therein lead to

volumetric yields of 840 mg/L. { |
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USI2OO4/OO72333 Al describes a proteolytic purlﬁcatlon method for lantibiotics, using nisin
|
as an example. Careful, fine tuned protease treatment lcavmo mqm' unaffected is used to

chmmatc contammatmg peptides that are difficult to remove from crudely purified product.
' P !

In summary, the production processes for lantibiotics known in the art are very complex and

requ1rc scveral purification steps. Thus there i is a need for a simpleland cheap production

procedure for iantibiotics in the art, j {
; :

! | |

| t

4

)
1 {

SUMMARY OF THE INVENTION.
| ' '
The present invention relates to a simple, time-saving production process for lantibiotics. The

pr oduchon process dcscnbed herein, is based on a new fcrmentatlon concept, with less
complex media as compar cd to those described in the art, and a qlmple one or two step
purlflcatlon procedure, comprising an initial chmpltatlon step with an inorganic salt. Thus,
the lp;‘escnt invention relates to a method for the manufacture of a liantibiotic peptide,
conr’1prisi.ng a fermentation and purification step, wherein the purification step comprises the
step {i) precipitation of the lantibiotic peptide from a cell culture supematant by adding an
morgamc salt. According to more preferred embodiment, the punﬁcatlon procedure further
comprlscx the purification step: (ii) subjecting the pcptldc obtamcd from the precipitate of
step @) to a washing step, a single chromatograp‘mc punﬁcatlon stcp, a drying step or to
crystalhsatlon According to a further more preferred embodlmcnt the fermentation is
pen’ormed in a medium compnsmo maltose, calcium chlondc and hyd:olyqed yeast extract
with a hlgh amount of free amino acids and §1mp1e ohoopeptldes preferab]y more than 50%
of the pr otellncous components of said yeast cxnact are free amino aCqu More preferably, the
ferrpcntanon medium does not include any meat or pcptope extracp.

oy ‘

i

. i |

DETATLED DESCRIPTION OF THE INVENTION ' '

Before the embodiments of the present invention it must be noted that as used herein and in

u "o

the appended claims, the smgulal forms "a", "an", and "the" include plural reference unless

the context clcarly dictates otherwise. Thus, for example, rcferenccT to "a lantibiotic” includes
a plurality of such lannblotlcs reference to the "bactcnum isa refcrence to one or more
bacterlum/bactena and eqmva]entq thereof known to thoqe skilled i 1n the art, and so forth.
Unless deflned otherwise, all technical and scientific terms used herein have the same

meanmgs as commonly understood by one of ordinary skill in the art to which this invention

M
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belongs. Although any methode and materials similar or equwalent to those described herein
can' be u'sed in the practice or testing of the present invention, the prefel red methods, devices,
and: materials are now described. All publications mentioned hereu?j are incorporated herein by
refe;rénce for the purpose of describing and di:sclosing the cell line%., genetic material, and
met'hodologies as reported 'm the publications which might be useci in connection with the
invention. Nothmg herein is to be construed as an admission that the invention is not entitled
to a!ntedate such disclosure by virtue of prior invention. Morcovcr,;al]s processes described
her?m and are not known to Ithe public, are concldered to be a proceqc according to the
mveﬁtlo;n. ‘ ! * ' E

e | A |
! - ! i
The; present invention related to a process for the production of 1an|tibiotics. Lantibiotics are
pep:tide antibiotics containing lanthionine. Typically, lantibiotics a%e polycyclic polypeptide
antilbioti;:s with a high content of unsaturated amino acids (dehydréalanine,'dehydrobutyrinc)
and thio;ther amino acids (meso-lanthionine, (2S,3S,6R)—3—methyl‘:lar;thionine). Furthermore,
]ysiﬁnoa]:;mine, 3-hydroxyaspartic acid and S—(é-aminovini{/l)-D—cyslteine have been found in
soniwe mémbers of the lantibiotics. Exemplarily, the following lantibiotics are known in the art:
nisi:n, subtilin, duramycin, cinnamycin, ancovenin epidermin, Ro09-0198, pep3, lacticin 481
and 3147, mer sacidin, actagardin, mutacin 1140, gallidermin. A summary of these lantibiotics
is found for example in Kellner et al, (supra) or in Current Protein |and Peptide Science 2005,
no. 16 PP 61-75 (Cotter at al.,). The production process described herem preferably is
apphcab}c t9 the production of epidermin and gallidermin, more prleferably to the production
of gallidﬁerm'in and most preferred to gallidermin comprising at lea$t the structural motif of
foné‘nula 1. ' ; i

| . i

'
1
1

It is heréby understood that the process for the manufacture of the lantibiotic, as described

herein, comprises a fermentation step and a purification step. For clarity, both steps are

/6
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separately descnbed more in detar] However, each cmbodlment deecrlbed for the
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fermentatron process can be combined with any embodinent deccmhed for the purification

qtep in order come to a final manufacture process.

! .
i ' 1
|

|
|
|
The‘ fermenmtion process: l
The general understanding exnstmg in the prlor art for an optrmlzeci! production process for
lantrblotrcs relates to a proceﬁq with a maximal amount in total of Iantrblotrcs within the
fermentatron step. As a consequence, nutrient-rich and complex medla comprising meat or
' peptone extracts were used for the fermentation process. In contrast thereto, the present
mventron is based on the finding that a more controlled fermentahon process of the
lantlbrotlcs preferably of gallidermin, facrlrtates the punflcatlon of the lantibiotic peptides
andl therefore results in a more efficient and economlcal producnon process. It was
surprlsmgly found that the fermentatron process deccrlbed herein allows the purification of
lanublotlcs from the culture supernatant with a “high deoree of purrty by a simple one or two
step punflcatron strategy comprising an initial precipitation step w:th an inorganic salt.
o |
“A hrgh dec;ree of purity ” according to the present mvenhon meanl% a product purity of at
least 90% (w/w), preferably of at least 92%, more preferred of at leaqt 94%, furthermore
preferred of at least 96% furthermore preferred of at least 98% furtlhcr more preferred of at
]eas;t 99% with respect to the drug product. | ‘
. | 7

Lantibiotics can be eastly produced in gram-(+) bacteria known to the state of the art. For
example, epidermin and galidermin can be easily produced in Staphylococcus spp. coding for
and expressing the relevant genes for epidermin and/or gallidermin production. It is described
in the prior art that gallidermin, for example, can be efficiently produced in Staphylococcus
_gallinarium strain Tii3928. This strain is described in detail in EP A-342 486. Tt has been
deplosited by the Deutsche S;amm]ung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in
Bra‘unschweig, Germany under the accession no. 4616. Thus, any bacterial strain known in
the art can be used for the production of the lantibiotics as described herein. For the
production of gallidermin as described herein, use of Sraphyviococcus gallinarium strain

Tii3928 (DSM 4616) is most preferred.

The fermentation of the microorganisms capable of producing lantibiotics is known in the art.

The microorganism can be fermented in liquid medium after inoculation with a suitable

[T
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inoculum under any conditions suitable for that particular microorg'aniqm either in batch, fed-
batch or 'continuous mode. Microorganisms of the genus Smphylr)(m cus can be fermented
under aerobrc conditions, preferably at a temperature between 24 to 37°C and more preferably
at a' pH between about 5.6 md 8.5, preferably between ablout 6.0 and 8.0, most preferred at
about pH 7.3. ‘ !

L | | | |

: ! !
l | : . f

Suitab le basal culture media for the fermentation of lantibiotics, prleferably gallidermin,
i

contam maltose a calcium source, and yeast extract, Preferably, those basal culture media
may compme additive(s) that prevent foam formation durmg the feI:rmentatlon process. More
preferred those media do not include any meat or peptoneE extract. It was surprisingly found,
that meat/peptone extracts 11~:ed in the art contain a high amount oflprotemeous components
that negatrvely affect the production process of lantrblotlcs preferably of gallidermin. Thus,

accordmg to another embodrment the cultme media plowded herewith, consist of
!

demmelahsed walter, maltose, a calcium source, yeast extract and at least one anti-foaming
]

agent. :
As & calciurh source, CaCly is preferably used. More preferably, CzltClg is used at an amount of
H i

about 10 to 200 mg/L culture medium, even more preferred of aboltt 10 to 100 mg/L, even

more preferled of about 20 to 80 mg/L, even more preferred of about 30 to 60 mg/l., even
more preferred of about 40 to 50 mg/L, most preferably at about 42 to 48 mg/L. However, it is
also in the knowledge of a person skilled in the art to substitute, or!at least partially substitute
the ! uamount of CaCl; within the basal medrum by other sultable calcrum sources in that Ca*"

avallable in equwalent concentrations in the medrum (about 90 pM to 1,8 mM). Moreover, it

is also in thé knowledge of a person skilled in'the art to reduce the amount of the CaCl,, or

any equwalent calcium source in the basal medmm and to contlnuci)mly or discontinuously

feed it durmﬂ the fermentation process. i

ot | |

Thel mallose, preferably used as maltose monohydrate, is preferably added to the basal
medium in amounts of about 0.5 to 20 g/L medium (corresponds to about 1,39 to 55,5 mM of
maltose monohydrate). More preferably, the amount of maltose in the basal medium is
between about 1 to 5 g/L, even more preferred between about 2.5 to 7.5 g/L, most preferred
about § g/L. However, it is also in knowledge of the person skilled in the art to substitute or at
least partially substitute the maltose by any metabolic precursor ofjmaltose that can be also

consumed by the producer, or any equivalent carbon source. However, for the initial growth
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phase of the fermentation process, the use of * lnduect carbon sourdeq is preferred. Indirect

carbon sources are for example di-, oligo-, or polysacchartdeq such as maltose, but not
glueose. ‘Moreover, it is also in the knowledge of a person skilled i 1r_1 the art to reduce the
amount of maltose, any metabolic precursor or suitable eciuivalent m the basal medium and to
coni‘tinuqus!y or discontinuously feed it during the fennentation prdcess_.

i
. i
{ ‘ : H ' !

i ‘ ' |
It was surprisingly found, that the origin and quality of the protein source seems to be critical

for ‘r)rodnction process of lantibiotics, at least in respect to a combirtred fermentation and
purr'ﬁcatron process, as described herein. In contraqt to fermentatron processes described in
the pnor art — all of them make use of peptone or meat extractq - tllne medium used for the
ferrrtentanon of lanbiotics described herein, comprises yeast extract as preferred, preferably as

|
sole protein and amino acid source, However, ‘addition of trace amounts does not negatively

affect the production process of lantibiotics as described herein. :

Preferably, the yeast extract is added to the basal mediumE in an amount of about 10 to 200
mg;D culture medium, even more preferred of about 10 to 100 mg/lL even more preferred of
about 20 to 80 mg/L, even more preferred of about 30 to 70 mg/L, even more preferred of
about 40 to 60 mg/L, most preferably at about 50 mg/L. However 1t is also in the knowledge
of a person skilled in the art to reduce the amount of the yeaqt extract in the basal medium and
to contmuou%ly or discontinuously feed it during the fer mcntatlon procese

L ' . |

Preferably, more than about 50% in total of the amino ac1ds of the yeast extract are free amino

'acndq and/or' di-peptides. More preferably more than about 55%, evlen more preferred more

than hbout 60% even more preferred more than about 65%, even nilore preferred more than
about 70%, even more preferred more than about 75%, even more preferred more than about
80% even more preferred more than about 85%, and most preferred more than about 90% in

total of the amino acids of the yeast extract are free amlno acids or d1 -peptides,

{
[

. : l
Accor dmg to another embodiment, more than about 50%, preferab]y more than about 55%,

morie preferred more than about 60%, even mlore preferred more than about 65%, even more
preferred more than about 70%, even more preferred more than abclmt 75%, even more
preferred more than about 80%, even more preferred morle than about 85%, and most
preferred more than about 90% of the amino acids Asp, Glu, Asn, Gly, Ser, Thr, Ala and Arg
of the yeastiextract used for the fermentation of the lantibiotics, e.g. gallidermin, as described

herein, are free-amino acids or exist in forms of di-peptides.
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The basal media furthermore may comprise ant1 foam agents that prevent or reduce foam

|
|
|

formahon during the fermentation process. Those ‘anti-foam agentq may be added in
smtable amounts to the basal media, known to a person skilled in the art. For example, anti-
foam aoents are ionic or non-ionic surfactants, such as pluronic ac1ds polyethylene glycols,
potyvmyl pytrohdone (PVP) polyvinyl alcohol (PVA), alcoholic EO/PO adducts such as
Genapo] EP etc. Preferab]y, a mixture of polyethylene g]ycol 600 and Genapol® EP00244

(Clhrmnt Germany) is used.

)
o

The fennentatton process is preferably performed between about 24 and 37°C, preferably

between' about 28 to 37°C, even more preferred between about 32 and 37°C, even more

pleffeued between about 35and 37°C, most preferred about 37°C. |

1
'

| lo J |
* i ; ,
The pH yalﬁe is adjusted to about pH 5.6 to 8.0. According to more preferred mode, the pH

|
values at start of fermentation is adjusted about pH 5.6 t0.8.0, more preferably to about pH 6.5

to 7|5, e'venvmore preferred t:o about 6.8 to 7.5, most preferred to al;)out 7.0 to 7.5,

Thé fermentation process is preferably performed in a fed-batch m!ode. Fed-batch processes
for the fermentation of bacteria are well known in the art toa Skillti,d person. Briefly, a bio-
ferrinenter is filled with a basal medium and inoculated with bactenia, preferably with 2.0-20
mL (Od(,()() =10) of a bacterial culture / L fermenter broth. Durin g tlhe fermentation process, a
feed mix, comprising suitable nutrients, is discontinuousl'y or conti!nuously added. Thus,
acciording tcl) a further embodiment, the fermentation proctess for th{z production of lantibiotics,

l [
as deqcn 1bed herein, is performed in a fed-batch mode, l

P i

i 1

Preferabjly the feed-mix used for the fermentation process as descnbed herein, comprises at
Iea\?t oné energy source and further nutrients which are preferably consnmed by the producer
dur:ing the fermentation process. For example, the feed-mix may comprises a carbon source,
prelferablly selected from theluroup sugars, sugar alcohols, amino sugars, uronic acids, amino
'1c1ds glycerine, glycerol ester. According to a further embodiment of the process as
described herein, the feed mix comprises one or more monosaccharides, e.g. glucose,
fructose, mannose, galactose, etc, or a mixture thereof. According to a further embodiment of
the'process as described herein, the feed-mix comprises a sugar, pfeferably a monosaccharide,

and one or more amino acids, preferably selected from the group of Asp, Glu, Asn, Gly, Ser,
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Thr, Ala and/or Arg. Accordlno to a further embodtmcnt of the process as described herein,
the 'feed- -Mix comprises glucosc or consisting of glucose. | l

l H
o | |

Theirc are qévcral feeding Qtriategieq known in:the prior art, that can‘ be applied to the
ptobuctton of lantibiotics, preferably g galhdermln ina fed batch mode Prefelably, the feeding
starts, after the pO; within the medivm is shtfted below to 80 mbar preferably below to 60
mbar, even more preferred below to 40 mbar.’ Preferab]y the feedmg rate is increased to about

- 10 kol(m h}, more preferably about 4 - 8 kg/(m h), even more: preferably about 5 -7
kO/(m h) most preferably about 6,5 kg/(m’ h) Accordmcy to a further embodiment of the
fermentation process dcqcnbcd herein, the baqal fecdmg rate may be continuously and/or
step|w1se increased during the fermentation. For example,'the conttbuously increasing rate
may be to about 0,01 - 0,5 kg/(m hy, preferably to about. O 05-0, 3 kg/(m’ h), more

preferably to about 0,1 - 0, 25 kg/(m” h), even more preferably to about 0,15 kg/(m’ h).
|

o | | |
Fur?ther, :more detailed feeding-strategies for tbe process as describ‘ied herein are disclosed in
ﬁgdre 1.3 Briefly, after the pO; within the medium is shiftod below to 80 mbar, preferably
below to 60 mbar, even more preferred below to 40 mbarT, a feed mtix is added with an initial
rate of about 3-10 kg/(m’ hj more preferably of about 4 8 kg/(rb3 h), even more preferably
of about 5 - 7 kg/(m’ h), most preferably of about 6,5 kg/(m h). Thc initial feeding rate is
continuously increased with an increasing rate of about 0,01 - 0,5 kg/(m h), preferably of
about 0,@5 20,3 kg,/(m3 h), rbore preferably of about 0,1 — 0,25 kg/;(m h), even more
pretlcerab'ly of about 0,15 kg/(m® h). Preferably, after the pO, is retué’ned to about 100mbar, the
feet:iing ratel {exists at that tirbe) is once increased for about 1 - 2 kg/(m” h), preferably for
about 1 kg/(m" h). 7 ' |
4 ' f
A]térnativel'y, after pO; withlin the medium is.shifted below to 80 rbbar preferably below to
60 mbar even more preferred below to 40 mbar, a feed mlx is addcd with an initial rate of
about 3 10 kg/(m® h), more preferably of about4 -8 kcl(m h), even more preferably of
about 5-7 kg/(m® h), most preferably of about 6,5 kg/(m* h). The 1n1tlal feeding rate is
mcmased over the fermentation process in two steps, each step for! ;about 0.5 - 2 kg/(m® h),
preferably for about 1 kg/(m’ h).
' C
The termination of the formation seems to be important for the overall production process as

described herein. It has been surprisingly found, that when the fermentation process is
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terminated before the onset of the pseudo statlonaty phase, a smglc purification process as
de%cnbed herein can be applled resulting in highly purified lant1b1ot1cs e.g., gallidermin. In
other words, for the production of lantibiotics according to the prodesq as described herein,

the ‘cell culture is grown to no longer than to the onset of statlonar)q phase. By term “no longer
than the onset of the stationary phase” a fer mentatmn process is meant that is stopped before
the pH is <5.6, preferably at 6.0, Alternatlvely, the term ¢ no longeri than the onset of the
statlonary phase” means a fermentation process, in that total number of viable cells within the
ferr}tenter is not increased fUlthCl‘ Moreover, the term ¢ ‘no longer than the onset of the
Qtattonary phase” also means that the fermentat]on 18 ~:topped bcfore the pH is < 6.0 and the
totall number of viable cells is not longer 1ncreased The tct>tal number of cells can be estimated
dtrectly or by use of indirect methods, such as for example by esttmatlon of the turbidity of
the culture broth. Normally, the turbidy of a cell culture | increases \ifhen the number of cells
mcr}eases. “Turbidity”, for example can be csttmated as opt1cal density (Q.D.¢00) measured at
a wlavelcnoth of 600 nm, per ml culture broth and time. Thus, the té:m ‘no-longer than the
onspt of the’ statlonary phase’” also means, that the value for AO.D. (‘I-,oo per ml fermenter broth
18 dropped down to less than 0.1 for 10 min. fel mentation. Prefelably the value for AO.D.sq0
per; ml fermenter broth and 10 min. fermentatlon time is dropped dz)wn to less than 0.05, more
preferably to less than 0.01. Thus altematwely the term * no lonoer than the onset of the
stattonaxy phase” also means that the fermentation is stopped before the pH is < 5.6,
plefe;ably < 6.0 and/or that the value for AQ.D .4 per ml' fetmenter broth is dropped down to
less than 0.1 for 10 min. fer mentatlon Preferably the valulc for AO*D 600 per ml fermenter
broth and 10 min. fermentation time is dropped down to quq than 0 05, more preferably to
mme than 0.01.
| |

Theipurtfcatton process: ; ’

i

It Wlae the common understanding that for increased product1on of the lantibiotics e.g.
epldermm and gallidermin, it is important to remove those productr during the fermentation
procl:ess, _because lantbiotics are harmful to the producer (bacterium) itself, and are subject to

- b : i .
the activity of proteases excreted from the producing strains, As a result, dialyse or

'

discontinuous adsorption chromatographic steps are integrated into the fermentation process
i

(see, e.g. Ungermann et al, (supra)), that allow a continuous separation of the lantibiotic from

the culture broth. The fermentation process as described herein does not need such a process,
R ‘ i i !
i | 1
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even if such a separation step can be used according to a further embodiment of production

pro’?css as described herein. | *

5 .

It h!as surprisingly found that lantibiotic peptldes in pamcl:ular gallldelmm can be purified at
high yields and purity from the culture broth (culture supernatant) by an initial salt
pleapltatxon step. The term “initial salt plec1p1tat10n step” means that the culture broth is not
subjected to any other punﬁcatlon steps prior ‘to the salt precnpltatllon. However, cell
separation or adjustment of the pH are not coﬁsidered as puriﬁcaticlm steps.
T
Thuq the preqent invention zileo relates to a method for th'e manufacture of a lantibiotic
peptlde preferably gallider: mm comprising fermentatlon and a purification step, wherein the
purlflcatlon step comprises the step (i) pre01p1tatmg a 1ant1b10t1c pepnde from a cell culture
5upe1natant by adding a salt, preferably an 1norgamc salt. It has bcen surprisingly found that
lﬂnUblOthS show unexpected precipitation propcmes when subjccted to salts, preferably to
mo}oamc salts, Preferably, those prec1p1tat10n properties havc been shown in combination
w1th the’ fermentatlon process as described herein (.supra) In other woxds the efficacy of the
salt pr ec1p1tat10n step can be increased, when the lantlblotlcs are feirmented according to a
method as described herein. For example, the precipitation experiments with alkaline halogen
salts or ammonium sulphate salts resulted in a product yleld of abolut 80 to 90% in total in
combmatlon with purities of about 90 to 94%'in total. I

L : ! ]

4 '
i

Salt: precipitation procedures — or salting out processes - are well known to a person skilled in
the!art, and were often used in combination with further purification steps, For example
salting out is described in Harris and Angal (eds.) in protein puriﬁcﬁ_ation methods — a practical
approacﬁ, Oxford University Press 1995. However, it has never been described, that a single
precibitajtion step results in such a high product purity and yield. Sl‘ilitahle salts for carrying
outithe precipitation step as (:'lescribed herein are inorganic salts.

. B
Several aspects of the salts used should be considered. The effectiveness of the salt is mainly
determined by the nature of the anion, multi-charged anions being the most effective. The
order of effectiveness is phosphate > sulphate > acetate > chloride > (and followed by the
Hofmeister series). Although phosphate is more effective, than sulphate, in practice phosphate

consists of mainly HPO,® or H,POy4” at neutral pH, rather than the more effective PO4™,

Monovalent cations are most effective, with NH** > K* > N*. The solubility is also an
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1mportant consideration, since concentrations of up to several molal are required. Thus, many
potassmm salts are not suitable in respect to thls aspect. Because of the risk of possible
den‘aturatlon or changes in solubthty, there should be httle mCIeas:e in heat caused by salt

dtssolvmg The final consideration is the dens1ty of the resultant solut1on since the difference

between the densities of qgglegates and the solution determmes the ease of separation by
l

I

centrifugation.

' | !
|

'

Preferably, salts of the formular: M" X, wherem n—+l +2 and m=-1,-2,-3 are used for the
|

preCIpltatlon of the lantibiotics according to the process as described herein. Even more

prefen ed are inorganic salts/! characterised in that X is selected from the group comprising

|
halogen phosphate phosphcl)nate sulphate, sulphonyl acetate andlin that M is selected from

the 'oroup comprising alkaline metals, alkahne earth metals and ammonium. Even more

preferted are inorganic salts, characterised in that X is selected from the group comprising

halogen,? or sulphate and in that M is selected from the group complnsing alkaline metals,
alké;ll'ine“ealth metals and ammonium. Even more preferred are inonl'ganic salts, characterised
in that »\lhen X is a halogen, M is selected from the group compnsmg alkaline metals, or
alkalme earth metals, whereas alkaline metals are most pleferred m combination with
h'1100ens The preferred halogen is a chloride, and the preferted alkahne metals are sodium
and potassium, whereas sodium is most preferred. As a result, use of sodium chloride and
potassiurn chloride are most preferred, whereas sodium chloride isleven more preferred as
cornpared to potassium chloride. The preferable suitabilitly of potassium and sodium chloride,
pr'eferab'ly of sodium chloride, for the precipitation of lanitibiotics, e.g. gallidermin, was a
further Ltne)tpected finding, described herein. It has been shown by-example 2, that use of
sodiium chloride results in higher yield and pu;rity as compared to the stronger ammonium
sulphatel. However, alternatively ammonium salts, preferably ammonium sulphate, have also
been shc;twnj to be suitable for the precipitatioh step as described herein.

: : |
Preferably, the precipitation with an moroamc salti is camed out at salt concentrations of at
least 1.6 M or above. Preferably, the salt concentration used accordmo to the process as
described herein is about 1.6 to 10 M, more preferred about 1,6 to 5 M, even more preferred
about 2,5 to 4 M, even more preferred to about 3 to 4 M. However, as described above, it is in
knolwledge of a person skilled in the art that the upper value of molarity is defined by the
solubility of the salt at the used temperature., For example, sodium chloride is soluble in water

up to 4.2 to 4.4 M at room temperature, Thus, the alkaline halogeno salts, e.g, scdium
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chlonde are preferably used in concentration of about 2.6 M to 4. 5 M, more preferred of

about 3. 1 Mto 4.2 M, even more preferred of about. 3.2 t0 3.5 M, mmt preferred at about 3.4
| . . !

M., '

i ]
| SRR

According to a further embodiment of the precipitation step as deséribed herein, the
fermentatlon broth is ad_]usted to a neutral and/or slightly alkaline pH prior to the
pre(:lpltatlon Thus, the prec1p1tat|0n step is preferably performed at pH of about 7 to 10, more
preferably at pH of about 7.5 to 9, even more preferably at a pH ofiabout 7.8 to 8.8, most
preferred at'a pH of about 8.0. Precipitation at a slightly alkalme pII—] preferably within the
range% deqcrlbed supra, is most preferred in combination w1th use of a halogen salt,

pl'eferably the alkaline halogen salt, most preferab]y with sodlum clhlonde.

t 1 |
| A ' !

According to a further embodiment of the precipitation step as described herein, the salt
i ' w

pre(l:ipita'tion is carry out at room temperature (about 20 t() 25°C) or less than room
temlpexature! However, it is also in the knowledge of a person le]led in the art that the
pre(izlpltatlon step can also preformed at temperatures %hghtly hlgher or hlgher than the room
tem|peratL||e In general, the higher the temperature the hlgher the rmk that the product is

negatwe]y affected. From an economic point of view, it 1@ normally aimed to perform all the

process step close to room temperature. It has mlprmngly been found that this works well
with lantibiotics, preferably with gallidermin.! i : |
, i

o »

It ha% been qhown for the processes deqcnbed herein, that after 30 m1n of precipitation (under
Stmmg) more than 80% of the product in totaI are salted out. The purity was about more 90%
in total Plefel ably the p1ec1p1tanon is performed for at least 30 m1r1 preferably under stirring.
Eve‘n more preferred, the precipitation is performed for at least 30 mln but stopped before the
purlty is decneased below about 75%, preferably below about 78%- even more preferred
below about 80%, even more preferred below about 82%, even more preferred below about
84% even more preferred below about 86%, even more preferred below about 88%, most

pxeferred below about 90%. The product yield can be measured byfstandard guantitative
HPLC analysis. ' ‘ ‘ i

According to further embodiment, the precipitation is performed until at least about 70%,

preferably about 75 %, even more preferably until 75%, even more preferably until 80%, even -

more preferably until 82%, even more preferably until 85%, even more preferably until 90%

75
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in total of the product is salted out, but is stopped before the purlty is dec1eased below about

|
75% preferably below about 78%, even more preferred below about 80%, even more
prefe;red below about 82%, even more preferred below about 84%‘, even more preferred

below about 86%, even more preferred below: about 88%,1 most pl‘eferred below about 90%.
; | |

o 1 ]
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Accordmg toa further embodlment the prec1p1tat10n step is performed for about 30 min to 2

h, p’referably for about 30 min to 1 h, preferably, for about 30 min. iPreferably, the

prempltanon mixture is mmal stirred for at least 30 min, more preferably for 30 min. Thus,

|

the present manufacture process for lantlblotlcq as described herein, comprises as an initial
f

punﬁcatlon step a salt prempltanon for about 1 h, wherein the first 30 min are conducted

J
under stlmng Preferably, the salt is added over a 30 min period, Wflth stirring, and then

i
L.
stirring is continued for 30 mm 5

! ‘
| i '

|
|
It 1sl he1ew1th understood that the process described helem may compnse any variation

| ,
o
| t

descrlbed for each parameter, even if the spemﬁc comblnatlon of pal ameters is not explicitly
mentloned For example, the process for the manufacture of the lantlblotlcs as described
herem also comprises an adjustment of the fermentation broth to pH 8.0 to 8.5 prior to the
preeipitation step, precipitation with 3 to 4 M of a halogen salt, preferably sodium chloride, at
roo{n temperature, for at least 30 min under stirring followed by another 30 min with stirring.
The process described herein, also encompasses a process for the nlaanufacture of the
lantlbIOtICS as described herein, wherein said process comprises an adjustment of the
ferrilentahon broth to pH 7. 5 to 9.0 prior to precipitation, prec1p1tatlon of the lantibiotic with
about 3. 4 M of a halogen salt preferably sodlum chloride, at roomitemperature until at least
80% of the lantibiotic is salted out, but wherein the precipitation step is stopped before the

s
purlty is'decreased below 90% in total. !

I , a
[
Accordmo to a further embodlment the process for the manufacture of the lantibiotic as

I
descr1bed herem is characterized in that the punﬁcatlon process further comprises the
purlﬁcanon step: subjecting the peptide obtained from the precipitation step, to a washing

step, a single chromatographic purification step, a drying step or to crystallisation.

It has been found that the purification can be further increased wheln the first precipitate,
i §

! ) VR . v . . .
preferably separated by centrifugation or filtration, wherein filtration is most preferred, is

washed with a solution, comprising the same salt and the same salt concentration as used for
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the prec1p1tatton Optlonally, the salt concentration w1th1n the wash solution can be slightly

t

WO 2007/"‘)3548 , i PCT/EP2007/051192
! i
|

mcr‘eased as compared to the precipitation solution. Preferably, the| wash volume was
equwalent to one tenth to half, or one tenth to three quarterq of the ;volume of the initial
product solutlon After the wash step, the product containing precrg)ltate is separated,
ptefetably by a centufugatron or filtration step. Both the centnfugatlon and filtration step are

ll known to a person skilled in the art. Thus process described herem relates to a method
for the manufacture of a ]antlb]OtIC peptide, comprmng aifermentatlon and a purification step,
wherem the purification step comprises the step: (i) prempltatlon of the lantibiotic peptide
from a cell culture supernatant by adding an morgamc salt and obtammg the precipitate, (ii)
wthmg the precipitate with'a solution compmmg the same salt as used for the precipitation
and!obtammg the prec1p1tate Preferably, pnor to the precnpltatton étep, cells are removed and
the pH 19 adJusted as deqcrlbed supra. |

i . ' A i 1

b ! : |

Accordmg to a further embodlment of the process for the manufacfure of lantibiotics,
preferably gallldermm as deecrlbed herein, the prec1pltate obtamed directly from the
prec1p1tanon step or altematwely from the washing step with the same salt, both described
supm 1s washed in water, preferably in 1/20™ of the initial volume Preferably the wash step
wrth water is repeated, The product containing precrpltate is obtamed after each wash step by
cenmfn gation or filtration, whereas filtration is most preferred Thus the process described
herein relates to a method for the manufacture of a ]antlblOtIC peptlde comprising a
ferrlnentzlltlon and a punflcatlon step, wherein the purlﬁcanon step comprlses the steps: (i)
preclpltatron of the lantlblonc peptide from a cell culture qupernatant by adding an inorganic
salt’and obtmmng the prec1p1tate, (ii) optionally washing the prec1p1tate with a solution
corﬁprisi‘ng the same salt as used for the precibitatio’n and obtainingz) the precipitate, (iii)
optiionally Washing the precipitate of steps (i) or (ii) with water and obtaining the precipitate,
(iv) optlonally repeating step (iii). Preferably, prior to the prempltatlon step, cells are
removed and the pH is adjuﬁted as described supra, ‘[

|

Accordmg to a further embodlment of the process for the manufacture of lantibiotics,

l
f
|

preferably gallidermin, as described herein, the precipitate obtained directly from the
precipitation step or alternatively from the waching steps, all described supra, is dissolved in a
suitable buffer, preferably in an acetic buffer, even more preferred ;in 1% (v/v) acetic acid.
Thus, the product containing precipitate (i) of the initial precipitation step, or (ii) of the wash

step with the same salt, or (i1i) of the first, second or any further wash step with water, is

LT
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dlssolved in a suitable buffer preferably in an acetic buffel even moxe preferred in about 1%
to 2% (v/v) acetlc acid, most preferably in about 1% acetic acid. Accordmg to a further
preferred embodiments, that buffer also compmes 25 to 50% (v/v);of an alcohel, preferably
ethanol Thus a preferred acetlc buffer comprlses about 1 to 2% acetlc acid and about 15 to
50% pleferably 20 to 40% (v/v) most preferably 40% (v/v) 1lcohol preferably ethanol.
Subsequently, the dissolved product can be titrated to a desired pHiand finally filtered and

frozen or freeze-tried or crystallised. Methods for freezing, freeze drying or crystallization

are well known to a person skilled in the art, and can apply to the further processing of the
lantlbIOtICS prefel ably of gallidermin. Exampleq of these proceq%eql are described in (Scopes,
R. K Protem Purification: Principles and Practice. Springer, 199'%) Thus the process
descrlbed hérein relates to a method for the manufacture of a lantibiotic peptide, comprising a
ferr_nentatlon and a punf1cat1on step, wherein the purification step éompnses the step: (i)
precipitation of the lantibiotic peptide from a cell culture supernatant by adding an inorganic
salt!alnd bbtz'tining the pl'ecipitate, (in) optional!ly washing the precipiitate with a solution
corrllprising the same salt as used for the preci?itation, and obtaininlg the precipitate, (iii)
optionally washing the precipitate of steps (i) or (ii) with water and obtaining the precipitate,
(v ) optlonally repeating step (i), (v) dmolvmg the prec:pnate ofisteps (ii) to (iv) in an
acetlc buffer, preferably in ]% acetic acid, and {vi) titrating the dlssolved product to a desired
pH ,and fmally filtered and fl ozen, or freeze-dried or crystallised. Pireferably, prior to the
precipitation step, cells are removed and the pH is adjusted as desc}ibed supra.

i » | s |
The pm ity of the product could be further lmploved to > 98 area % by preparative HPL.C or
LPLC preferably by reverse phase chxomatography Metbodﬁ for desaltmg and/or purification
ploducts usmg reverse pha%e chromatoglaphy are well known to a pexson skilled in the art,
and descrlbed for example in (Scopes, R.K., Protein Purification: Pr1nc1ples and Practice.

Sprmger, 1993). For example, suitable chromatography media that'can be used are

Arr{bercbrom HPR10, XT20, cg300c and cglGlc (Rohm and Haas] Philadelphia USA), and
the iIike. Thus the process described herein relates tb a method for t;he manufacture of a
lantjibiot'ic peptide, comprising a fermentation and a purification sttlep, wherein the purification
step;) corﬁprises the step: (i) precipitation of the lantibiotic'peptide f‘rom a cell culture
supernat‘ant by adding an inorganic salt and obtaining the precipita’?e, (i1) opticnally washing
the precipitate with a solution comprising the same salt as used for the precipitation, and
obtaining the precipitate, (i1i) optionally washing the precipitate of'steps (i) or (ii) with water

and obtaining the precipitate', (iv ) optionally repeating step (iii), (v} subjecting the lantibiotic
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peptide obtamed from any of the proceeding steps (iYto (iv) to a single chromatographic

PCT/EP20{7/051192
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punflcatlon step preferably, wherein said chromatograph1c purification step is reverse phase

chromatooraphy Preferably, prior to the pi ecrpltatlon step, cells ath: removed and the pH is

|
adjuisted as described supra. ! l l
| |

1
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Accordmg to a further embodiment, the prec1p1tate obtained (i) directly from the precipitation
step, (i) from the washing step with the same 'salt, (iii) the first, ';ec‘ond or any further

waehmo step with water, as described supra, can be loaded on to reverse phase

l
chromatography column, which is then washed with a GOlUthn in water for example of 16 %

(v/v) acetonitrile, preferably together with 0.1 % (v/v) tnﬂuoroacetrc acid in water, or the like.
The! product can then be eluted from the column with a gradient of acetonitrile, preferably

from 20- 40% (viv), e.g. from 24-36% (viv) acetomtrtle m water, 01| the like. Preferably, the

1

elutlon buffer can also mclude trifluoroacetic ac1d and the like, prefeiably from about 0,01 to
0. 5% (v/'v) even more prefer ably at about 0.1% (v/v). The organic solvent is then removed
flom the’ product solution by ‘distillation at low pressure, the produc::t is titrated to a desired pH
andrftnallly filtered and frozen, or frecze-dried or crystallised. The ciollectlon of product from
HPLC columnn can be adjusted to further increase the purity, however with a consequent in
dechease in yield) ]
i

i
1
t ' .
' !
i

l

Alternatively, the precipitate obtained (i) directly from the precipitation step, (ii) from the
washmg step with the same salt, (iii) the first, second or any further washing step with water,
as deqcrlbed supra, is suspended in an aqueou% buffer, compmmg ethanol and acetic acid.
Preferably, the ethanol concentratlon is about 5 to 50% (v/v) even Irnore preferred 20 to 45%
(v/v), most preferi ed about 40% (v/v) and the acetic acid is of abodt 0,1 to 10% (v/v),
pteferably of about 0,5 to 5% (v/v), most preferred of about 1.0% (v/v) The resulting product
solutlon was optionally filtered, whereas the filtration step is preferably used, and loaded on
to a:colu'mn for low pressure reverse phase chromatography, e.g. onto Amberchrom cg300c
(Rohm and Haas Philadelphia USA). Similar reverse phase chromatographic media would
also be suitable for example, Amberchrom cglélc, or the like. It i 1s in the general knowledge
of a person skilled in the art to select a suitable reverse phase chromatographlc media for
realizing the process as described herein, The column is then washed with a suitable buffer
cornprising t"or example acetonitrile and preferably trifluorcacetic acid in water, preferably

about 16% acetonitrile and about 0.1 % trifluoroacteic acid in water. However, any other

suitable aqueous buffer, containing an organic solvent and an acid substance can be used in
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or der to perform the reverse phase chromatography Product elutron is preferably done with a
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strong orcamc solvent, for example with about 60 to 90 % (viv) acétomtnle in water,
l
preferably w1th about 80% acetonitrile in water. The orgamc solvent is then removed from
the product solution by dlstrllanon at low pressure, the product is trtrated to a desired pH and

flnally filtered and frozen, or freeze-dried or cryqtalllsed i [}
1 [ ; : |

Trit”luoroacetic acid, if used dun'n g purification process, cj‘an optionally be removed from the
Triﬂuoroacetic acid containihg material by %téndard procedures well known in the art. For
examp]e Tnﬂuoroacettc ac1d free material can be obtamed by incubation the Trifluoroacetic
acid contatmnn material with an ion- exchange matrix, preferab]y a‘n anion-exchange matrix
(e. -2 SAX counterion hydrogencarbonate) unnl most of the Trlﬂuloroacenc acid, preferably
mme than 90%, even more preferably more than 95%, most preferably about than 99.9% of
the Tr1fluoroacet1c acid is bound to the ion- exchange matrix. The amount of the ion-exchange
matrrx that is necessary depends on the binding capacity and the total content of
Trrfluoroacettc acid but exceeded the max1mal binding capac1ty by minimal 10 %. After at
leaqt 30 mln of incubation, the solution is separated from the ion- exchanger After washing
the ton—exchange matrix with 1-2 tenths of the starting volume of d washing buffer of
acetonitrile in water, that washing buffer preferably contains 10 — 20% acetonitrile in water,
the :combined solution is then distilled at low pressure to remove th;e acetonitrile until the
solution became slightly turbid. Other well khown methods to rem'0ve Trifluoroacetic acid or
to exchange the Trifluoro-salt against other counterions can be med as well to produce e1ther

the ﬁee baqe or other salts Itke the hydrochlonde or the acetate.

|
! : | l
T !

According to a further embodiment, the process described herein rélates to a method for the
manufacture of a lantibiotic peptide, comprrsmg a fennentatlon and a purification step,
whereln the purification step comprises the step 1) prempltatron of the lantibiotic peptide
from a cell cultute qupernatant by adding an 1norgamc salt and obtaining the precipitate, (ii)
washmg the! precipitate with a solution comprtsmg the same salt aslused for the precipitation
and obtainin g the pr ecrprtatel (iii) subjecting the lantlblOtIC pepnde1 obtained from the washing
step (i1) to a single chromatographic purrﬁcanon step, prefer ably, wherem said
chromatographic purification step is a reverse phase chromatography, (iv) removing the
organic sol\/ient from the product solution by distillation a:t low pressure, (V) titrating it to a
desired pH and finally freeze-dried it. Preferably, prior to'the precipitation step, cells are

removed and the pH is adjusted as described supra.
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EXAMPLES: ‘ !
t , o L :
The following examples serve to further illustrate the present invention; but the same should

I '
notlbe construed as limiting the scope of the invention disclosed herein, Rather more, the

following examples shall illustrate the general inventive concept of the process, as described

f .o
herein. ' [ t
f

'
1

i

% ! |

i‘ i i \ Exaimple 1: {

! Fermcntatlon of gallldermm
t | .

| i
i

1 I |
i
1
\

Frozen cultu:e (WCQO): L | i

One vial of Staphylowccus gallmarum (Ti 3928 DSM 4616) of frozen stock (Zellbank BO-
002 Kampagne 1940122004033, Reference 35/3/18) was used to aseptlcally inoculate an
agaf plate. The agar culture was incubated at |37 °C for 1 iday, followed by 1 day at 4 °C (with
Par:afilm — but this step is not necessary). Thi§ culture was used for inoculation of first seed.

Forevery production a new vial must be used.

F

Plate culture medium: , |

Yegst-éxtract Hy-Yest 455i 5g/L Kefry Bioscience
Glucose x H20 - 1g/L Cerestar or Merck
NaCl 5g/L Fluka or Merck
Bacto Agar 12 g/L. Be¥ton Dickinson
H,O ' Deion. . ‘

pH : | 73 (before sterilisation)

i . |
i T ‘ - ) !
i | i \ !

Prei culture or first seed (2 shake flasks; 500 r;ll) : \

One plece of cultured plate (ca. 0.5 x 0.5 cm) was transfeirred aseptlcally to two 500 ml
bafﬂed shake flasks (one baffle), containing 100 mi of sterilized se’ed medium, The seeded
flasks are incubated on a rotary shaker (140 - 180 rpm) at 37°C for‘ 16-18h. End product titre

should be in the range of: = 100 mg/L. ) !

5/
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Meéiium:
Yéast-Extract Ohly Kat 50 g/l Deutsche Hefewerke
(:ai(;l2 x H20 45gL | Merck |
M?ltose x H,0 5¢g/L Merck :
PEG600 / Genapol EP 0244(1:1) 0.5 ml/L. Fluka / Clariant
Hg‘O Deion. !
pI-; 173 T Before sterilisation

i

( \ |
Second seed (or laboratory fermenter): i

)

Secfond Seed Medium: ' ‘ {

¢
|

'
1
{
|

|

Yeast-Extract Ohly Kat 50 g/L Deutsche He;fewerke
Ca;Clz x H;0 45 ¢/l | Merck |
Mia]tose x H,0 '- 5 g/L L Megck |
PEG600 /F}enapol EP 0244(1:1) 0.5.ml/L Flulfa/CIariz;mt .
Feeding: Glucose Monohydrat (40%, : Cerestar |

wiw) : ' ' | |

H2!O Deion. :

pH 1.3 Before sterilitsation

T | T
' Thé ﬁ;st| seed (2.0 %) is transferred aseptically toa 20 L bloreactorI with the same medium as
in the pre- culture (= seed medlum) The seeded | jar or flask or the clulture in the bioreactor is
mcubated at 37°C for up to 24 h. After 5-6 hours a pO; shlft occurT and at this time glucose
feedmg 1s started (feeding profile see under productlon fermentation). To prevent foam
formatlon 0.05ml/L of a 1:1 mixture of Genapol EP (0244 and PEG 600 is added before
sterlllsatlon If the fermenter is used as inoculum for the productlon fermenter then the culture
is mcubated only for 16-18 h and then transferred to the productlon bioreactor (reason: product

titre should be < 200 mg/L when transferred)
‘ v‘. i ! |
i

{ . .
The production fermentation was performed in a 1500L tank with working volumes of 1000 L

Production fermentation:

(NB up to now 20 L fermenter scale (10 L workingvvol'ume, 1.5 m3 is planned). The sterilized

medium is cooled down to 37 °C, and inoculated with the second seed. The amount of

Y=
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inoculum was 0.5 %. The fermentation conditions were as follows:
. |

, |
P : |
| | |
i
|
]

J v t l

Me("iium!: ‘ . the same as for $eed culture
i ¢ | ! 1
Incubation temperature: 37°C
pH:} '; not controlled, but pH at inoculation ?shoula’ be fixed at 6.3
prc\‘renting foaming: 0.5 mL/L of a 1:1 mixture of Genapol and PEG 600 was used
]
Stirfer rate: starting at 300 rpm !
Aer"ation: rate: 0.5 vvm |
f o | f !
Two different feeding-profiles were tested | 5
f ' , ,
i I !
d ing A: . After pO, shift (after 5-6 h).the feeding is started with a feed
) l rate of 6.5 kg /(m h) with a constant‘slopc of 0.15kg Am® h)
b i ' !
I
B (A). . |
b 1 ‘ t
Feeding B: - After 5 hours of feeding the feed-rate is increased by 1 kg / (m’

, r
h) with the same slope as above (B): -
: I

A typical fermentation profile for the production gallidermin as des;cribed above is shown in
figure I. ; f

| 5 i | |
Based on all findings several fermentations were performed under the same conditions (see
abovc) to see if the process is robust and reproducible. Figure 2 shows the typical profiles of

two Qtand'lld fermentations resulting in a productivity of gallldermm as described herein.
b

Example 2:
Purification of gallidermin
!
Starting from the culture supernatant of the fermentation process aﬁ described under Example

1, gallidermin was purified by the following procedures: :
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1
Procedure A: Precipitation with Ammonium sulfate

After fermentation the cells were removed by centrifugation and the product was precipitated
Pl . . - .
from the'cell-free supernatant (pH 6.7) by the addition, with gentle stirring over 30 min at
room tempei‘ature, of 314 g/l ammonium sulphate, which is equivalent to 50 % saturation.
l
: :
In a separaté experiment precipitation with various concentrations (saturations) of ammonium
|

sulphate were tested. '
| I

% saturation of ammonium sulphate Yield (%)

' 20 -9
30 ‘ - 31
40 69
50 76
60 74

[ i '
The suspension was stirred slowly for a further 30 min and then the precipitate was collected

by filtration, The precipitate was dissolved in a 40 % ethanol, 1 % acetic acid solution in
water (1/4 of the starting volume). The yield of the product was 87 %, and the purity, as
1 ‘

measured by analytical HPLC was 93.6 area %. |

The punty of the product could be further improved to > 98 area %l by preparative HPLC. The
chromatooraphy medium was Amberchrom HPRlO (XT20 was a]so tested successfully) The
product was loaded on to the column, which was then washed w1th a solution in water of

16 % acetonitrile, 0.1 % trifluoroacetic acid. The product was eluted from the column with a

gradient from 24-36% acetonitrile.

Procedure B: Precipitation with NaCl

Variant A:

1. After fermentation, the cells were removed by centrifugation and the product was
‘ ]

precipitated from the cell free supernatant by the addition of 200 g/ NaCl with gentle stirring

over 30 min at room temperature. Precipitation was continued for 30 min.
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la). In a separate experiment the effect of precipitation time
| .

product was tested (200 g/L NaCl, pH 6.7, room temperature):

1 .
). !

_;22 .

!

PCT/EP2007/051192

i

on %the yield and purity of the

!

!

! Precipitation time Yield Pﬁjrity after precipitation

’ . (h) (%) | (area % by HPLC)
0.5 83.2 913

T 10 80.0 o1

20 794 50.9

‘ ' 19 81.9 88.1

1

1b). In a furthcr experiment, the effect of NaCl concentration on the product yield and purity

was tested (precipitation time 30 min, pH 6.7, room temperature); .

! I

|

‘NaCl concentration Yield P'urlty after precipitation
| (g/L) (%) % (area % by HPLC)

310 86.0 ] 79.6

279 85.7 ! 81.6

248 88.3 83.3

217 85.6 I 85.7

186 81.2 | 86.3

155 74.4 3; 86.9

lc) In a further experiment, the effect of the pH of the product solution before precipitation

on the yle]d and purity of the product was tested {precipitation time 30 min, 200 g/L. NaCl,

room temperature):

' " pH Yield Purity after precipitation
[
(%) . (area % by HPLC)
6.7 (direct from the
' 59.8 | 92.8
fermenter)
1.5 75.0 ' 94.2
8.0 83.7 93.9
8.5 90.4 - 9238

35



[ ‘ 36

i\’VO 2007/093548 . PCT/EP2007/051192
1
1
-
2. The ﬁroduct precipitate was centrifuged and washed with a 200 g/L. solution of NaCl. The
wash volume was equivalent. to half of the volume of the initial prcgduct solution.
3. The erecEipitate was centrifuged again and suspended in 1/20Eth of the initial volume of
water. . 7 =
4. After centrifugation, the precipitate was suspended in 1/20th of the initial volume of water
and cent;’ifuiged for a second time. l ' !
5. The f)roduct precipitate was dissolved in l1 % acetic acid, and‘ could then be titrated to a

desired pH with a NaOH solution, and finally filtered and frozen,
: ! |

Variant B: . i | |

1. After fermentation, the cells were removed by centrifugation and the product was

precipitated from the cell free supernatant by the addition of 200 gi/L NaCl with gentle stirring

over 30 min at room temperature. Precipitation was continued for 30 min.

2. The product precipitate was centrifuged and washed with a 200 g/L solution of NaCl. The

wash yolumé was equivalent to half of the volume of the initial product solution.

3. The precipitate was centrifuged again an‘d suspended in 1/20th of the initial volume of

water,

4. A solution of 20 % ethanol, 2% acetic acid in water was added to give a final volume of ‘4

of the initial volume. A larger volume is also possible,

5. The product solution was filtered and loaded on to a column of Amberchrom cg300c (low

pressure reverse phase chromatography). Similar reverse phase chromatographic media would

also be suitable, for example, Amberchrom cgl6lc. The column was washed with 16%

acetonitrile, 0.1 % trifluoroacteic acid in water, and then :(he product was eluted with 80 %

acetonitrile in water.

6. Acetonitrite was removed from the productI solution by distillation at low pressure. -

7. The product was freeze-dried. The overall S/ield was 57 %, the p:urity by HPLC was 95 %

and the content was 68 %. |

Variant C:

1. After fermentation, the cells were removed by centrifugation and the cell-free supcmétant
adjusted to pH 8.0 with 0.5 M NaOH. The product was precipitated from the cell-free
supernatant by the addition of 200 g/L NaCl and 17 g/L Celite with gentle stirring over 30

min at room temperature. Precipitation was continued for 30 min.
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2. The ploduct precipitate was filtered and washed with three portlom of a 200 g/L solution of

NaCl The total salt wash volume was equivalent to three quarters of the volume of the initial
l
product qolutlon !

3. The precipitate was washed with one pomon of water, equivalent to 1/20th of the volume

of the initial product solution. | . i
4. The prccrpltate was dissolved with three portlons of 40 % ethanol 1 % acetic acid. The
total volume was one quarter of the volume of the initial product sotlutlon

5. The product solution was filtered and loaded ontoa column of Amberchrom HPR10
reverse phase HPLC resin. Other reverse phaee HPLC resins such ae Amberchrom XT20, or
Kromasd 100A-10-C18 wlould also be suitable. The column was thpn washed with a solution
in v«later of 16 % acetonitrile, 0.1 % trifluoroaci:etic acid. The produci:t was eluted from the
coldmn \%/itll a gradient from '24-36% acetonitrile in watencontainirlg 0.1 % triflucroacetic
acid l : ‘ l :

6. Acetomtnle was removed from the product'solutlon by distillation at low pressure.

7. The ploduct was freeze-dried. Typically, puntles of > 98 area% were obtained. The
collectron of product from the HPLC column can be adjusted to increase the purity (with a

l

consequent decrease in yield).

t

Varzant D: ' l
1. Aftcr fermentatwn the cells were rcmoved by centnfuganon and the cell-free supernatant
adjusted to pH 8.0 with 0.5 M NaOH. Thlc product was precipitated from the cell-free
supcrnatant by the addition of 200 g/L NaClﬁ and 17 g/L Celite vlrith gentle stirring over 30
min at room temperature. Précipitation was continued for 30 min. !
2. The product precipitate was filtered and washed with three ponions of a 200 g/L solution of
NaCl The total salt wash volume was equ1valent to three quarters of the volume of the initial
product solution. ' i |

The prec1p1tate was washed with one portion of water, equwalent to 1/20th of the volume
of the 1n1t1allproduct solution.
4, The precipitate was dissolved with three portions of 40 % ethanol, 1 % acetic acid. The
total volume was one quarter of the volume of the initial product solution.
5. The product solution was filtered and loaded on to a column of Amberchrom HPR10
reverse phase HPLC resin. Other reverse phase HPLC resins such as Amberchrom XT20, or

Kromasil 100A-10-C18 would also be suitablé. The colurhn was then washed with a solution

in water of 16 % acetonitrile, 0.1 % trifluoroacetic acid (TFA). The product was eluted from
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|

the,coluimn'with a gradient from 24-36% acetonitrile in water containing 0.1 % trifluoroacetic

acid - : !
]

6. TFA xs removed by treatmg the fractions coming from the HPLC column directly with an

|
10nl exchanger preferably an anion- exchancer (e.g. SAX counterion hydrogencarbonate),
|

once or two] times until 99, 9 % of the TFA was bound to the ion- exchanger The amount
necessaty depends on the b1nd1ng capacity (total content of TFA) but exceeded the maximal

binding | cnpaCIty by mtmmal 10 %. After 30 mm of react1ion time w1th the ion-exchanger, the

|
complete suspension is poured intoa large gl:m fritt and the solunon separated from the ion-

exchanger After a wash of the ion-exchange column IEC resin w1th 1-2 tenths of the starting
; I

volume of a 10-20 % acetomtnle in water (wfi1 like quallty) the combmed solution is then
i

d1st1lled at low pressure to remove the acetonitrile until the so]utlon became slightly turbid.
Other well known methods to remove TFA or to exchange the tnfluoroacetate against other
coulntenons can be used as well to produce elther the free base or other salts like the

hydtochlonde or the acetate. ' !

7. The product is freeze- dried. Typically, puntles of >98 area % were obtained. The

collectlon of product from the HPLC column can be adjusted to increase the purity (with a

consequent decrease in yield). ‘

N
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Claims

t
1. t Method for the manufacture of a lantibiotic peptide, comprisiﬁng a fermentation and a
pm}iﬁcation step, wherein the purification step comprises the fstep:
(‘i) precipitation of the lantibiotic pleptide from a cell cufmre supernatant by adding
zin inorganic salt.! E

i

I

+ 1
1 i

| !

Méthod according to claim 1, characterized in that it further comprises the purification

step: 1

(i1} subjecting the peptide obtained from the precipitate 'step i} to a washing step, a

i
H
1

single chromatographic purification step, a drying step or to crystallisation,

3. | Method according to claim | or 2, characterised in that the tnorganic salt comprising the
i cor|11pdsition M" X™ wherein n=+1,+2 and m=-1,-2,-3.
o |
i
" Method according to claim 3, characterised in that X is selected from the group
comprising halogen, phosphate, phosphonate, sulfate, sulfonyl, acetate and in that M is
selected from the group comprising alkaline metals, alkaline earth metals and

ammonium,

5. Method according to claim 4, characterised in that the salt preferably is an alkali

halogen, preferably is sodium or potassium chloride,

6.  Method according to claim 1, characterised in that the precipitation with an inorganic

~salt is carried out at salt concentrations of at least 1.6 M or above.

7. Method according to anyene of claims 1 to 6, characterised in that the cell culture
supernatant resulting from the fermentation step is harvested from a bacterial batch or
fed-batch cell culture having grown no longer than to the onset of stationary phase, or is

from continuous bacterial cell culture.

8.  Method according to any one of claims 1 to 7, characterised in that the medium used for

the fermentation step is supplemented with yeast extract.
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9. Method according to claim 9, characterised in that the bacterial cell culture is a

' . J
Staphylococcus culture, preferably is a culture of S. gallinarium.

I
) |

D i
10.  Method according to claim 1, characterised in that the lantibiotic peptide is selected
from the group comprising epidermin, pep 5 or gallidermin or variants thereof
comprising at least the structural motif of formula I . l
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METODO PARA LA FABR!CACION DE LANTIBIOTICOS ‘
CAMPO DE LA iNVENbION . ' Py g

La presente invencion se refler!e a la fabricacion de b|omolecula; En particular,
la presente invencion se reflere a la fabricacidn de compuestos ant|b|0t|cos de la clase
conocida como lantlbnotlcos. Prefenblemente, la presénte invencion se refiere a la puri-
ficacion de esos lantibiéticos. ‘
FUNDAMENTO DE LA INVENCION o

Los lantibiéticos sor; una clasé de pequenos antibiéticos peptibicés caracteri-
zados por la presencia de i‘nusuales a;minoécidos con puentes de ti_oét%er,‘a saber lan-
tiona y 3-metil-lantiona. Miémbros de esta clase incluyen subtilina, nisiha, epidermina,
gallidermina (que es la val;iante leu-6 de la epidermina), pep5, ancovenina, Ro 09-
0198, cinnamicina y duramicina. La PfepS, Epidermina y Gallidermina se broducen to-
das naturalmente por microorganismo:s del género Estafilococo. |

La fermentacién de ‘Ia cepa pr'oductora de Gallidermina, S. gal!}narium T3928
(DSM4616) se describe enldetalle en: el documento EP-342 486, Kellnlar et al., Eur. J.
Biochem. 177:53-59 (1988) Horner et al., Appl. Microbiol. Biotech. 30 219-225, y en
Ungermann et al., 12 Proc. ‘Int Workshop Lantibiotics, Tiibingen 1991, p. 410-421. En
pocas palabras, el medio usado para la fermentacion de Gallldermma comprende al
menos extracto de carne, cloruro de calcio y cloruro SOdICO La d|soluc10n de alimenta-
cion comprende extracto de carne y glucosa. Asi, los medios usados para la fermenta-
cién de lantibidticos son mLy complejos y tienen grandes cantidades de oligo y poli-
péptidos como la fuente de aminoécid;js. b

El documen'to EP-508 371 A describe una estrategia de purificécién para lanti-
bidticos basada en un procedlmlento cromatograflco El proceso comprende multiples
etapas cromatograflcas gue son consumldoras de tiempo, material y ¢osté. En pocas
palabras, el documento EP 508 371 proporcnona un proceso para Ia! purificacion de
lantibiéticos que cgmprende obtener un lantibidtico que contiene un medlo de fermen-
tacion y someter dicho medio o| medios que contlenen el Iantlblotlco derivandolos de
alli a etapas slcesivas de adso!rcién en una matriz de estireno- dme-copohmerisato,

|

| .
cromatografia ?e intercambio de cationes (por ejempfo Amberlita XAD:1180%), croma-

tografia de interacdion hidrofdbica, optionalmente aulnqué preferiblemente ¢romatogra-
i r

. P, , l .. ! [ e Ly .
fia de intercambiojde aniones, desalacion por ultrafiltracion y/o diafiltracion y, opcio-
! ‘ !
- g a|p N - |. N Iy
nalmente, liofilizacion. Por .T,upuesto p!ueden usarse si se desea etapas extra de purifi-

f
cacién. Se alcanzaron rendlmlentos de aproxlmadamente 50% medlante el procedi-

i o

I
i
| ;
{
I

i
|
|
|
i
|
|
f
|
|
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miento de purificacion descrito. El proceso de cargas de alimentacion descrito en este
documento llevd a r'endimierlltos volumétricos de 840 mg/l..

El documentlo us 2004/00723313 A1 describe un método de purificacion proteo-
litica para lantibioticos usando nisina como un ejemplo El tratamiento de proteasa
cuidadoso, bien afinado, que deja a Iamusnna sin afectar, se usa para ellmlnar péptidos
contaminantes que 'son dlflClIes de ellmmar del producto purificado en bruto I

En resumen| los procesos de producmon para lantibidticos conocndos en la téc-
nica son muy complejos y necesﬁan varias etapas de purificacion. Asi, hay una nece-

sidad de un procedilmlento de produc010n sencillo y barato para lantibidticos en la téc-
. 1 i ’ ‘
nica. i | ' i | .
' ? | :
RESUMEN DE LA INVENCION : !
1 1 '

La presentes invencion se‘reﬁefe aun procesd de produccién péra lantibioticos
sencillo, que ahorra! tiempo. El proceso de producmon descrito en este:;documento, se
basa en un nuevo conceptoide fermentacmn con medlos menos compiéjols en compa-
racién con los descrltos en a tecnlca y un senciilo procednmlento de|purn‘|cacnon de
una o dos etapas, ﬁue comprende una etapa inicial de prempntacnon cclJn una sal inor-
ganica. Asi, la presente mvencnon se refiere a un metodo para la fabncacnon de un
péptido lantibidtico; que comprende una etapa de fermentamon y ‘purlflcacmn en el
que la etapa de purlfncamon comprende la etapa (i) de precipitacion deI peptldo de lan-
tibiotico a partir de. un sobrenadante de cultivo celular afadiendo una(sa[ |morganlca
Segun la reahzacnon mas prefenda el procedlmlento de punﬂcacaon comprende ade-
mas la etapa de pur:flcamon (u) sometiendo al peptldo obtenido del preC|p|tado de la
etapa (i) a una etapa de lavado, una unica etapa de purificacion cromatograflca una
etapa de secado oEa cristalizacion. Segun una realizacion adicional mas preferida, la
fermentacion se re:ializa en un medio que comprende maitosa, clon:Jro:de calcio y ex-
tracto de levadura hidrolizada con una alta cantidad de aminoacidos libres y oligopép-

tidos sencillos, preferlblemente mas del 50% de los componentes proteunrcos de dicho

i
extracto de Ievadura son amlnoaC|d03|I|bres Mas prefer:b1emente eI medlo de fermen-

!
i

tacion no incluye ningn extracto. de carne o peptona

. L
| l
|
DESCRIPCION DETALLADA DE’LA INVENCION

i

Lo L
Antes de las reallzacmnes de la presente lnvenc:on debe anotarse que como

se usan en este documento y en las retvmdtcacnones anadidas, Ias'formas! singulares

'un®, "una", y "a (el)" lncluyen la referenma plural a menos que el contexto dicte clara-
mente otra cosa. Asi, por ejemplo, Ialreferenma a "un lantibiético” mcluye una plurali-

do L . L ,
dad de dichos lantibiéticos, |a referencia a la "bacteria” es una referencia a una o mas
i ! |
| | '
| é :
i
!

1

|
|
|
|

]
!
i
1
]
I
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bacteria/bacterias y sus equivalentes conocidos por los expertos en |a, técnica, y asi
sucesivamente. A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cienti-
ficos usados en este documento tienen los mismos significados quei|os entendidos
normalmente por u:10 de experiencia normal en la técnica a la que esta lnvenmon per-
tenece. Aunque cualquier metodo y material S|mllar|o equivalente a Ios dlescrltos en

|
este documento pueden usarse en Ia practica o prueba de la presente mvencmn se
[

describen ahora !os metodos mecanismos y materiales preferidos. Todas |as publica-

| |
. ciones mencmnadas en este documento estan incorporadas en este documento como
|

referencia para el proposuo de descnblr y revelar las lineas ceiulares mater:al genéti-
coy metodologlas icomo sala presenta en las publicaciones que podrlan usarse en co-
nexién con la inven}ci()n Nada en este documento va a construirse como una admision
de que la mvencnon no tlene derecho a preceder dicha descripcion en vnrtud de la in-
vencion anterior. Ademas todos los procesos descritos en este docur}nento y que no
se conocen por el publlco se consndera que son un proceso segun la mvenc':lon

La presente invencion esta relamonada con un proceso para Ia producuon de

i

lantibidticos. Los Iantlblotlcos son ant]IbIOtICOS peptldacos que conttenell'l lantionina. Ti-
picamente, los Iantlblotlcos son antlbIOtiCOS de polipéptidos pohmchcps con un alto con-
tenido de amlnoamdos lnsaturados (deshldroalanlna deshldrobutmna)! y amlnoamdos
de tioéter (meso-lantionina, (2S,3S ESR) -3-metil- Iantlonlna) Ademas, se han encontra-
do lisinoalanina, acido 3- hldl’OXIaSpaI'tICO y S-(2-aminovinil)-D- ustema {an algunos
miembros de los Iant|b|ot|cos De manera ejemplar, los siguientes antlbnotlc?s se cono-
cen en la técnica: inisina, s(ubtllma duramrcma cmnamlcma ancovenina, epndermma

Ro09-0198, pep5, lacticina 481 y 3147, mersamdma actagardina, mutacma 1140, ga-
llidermina. Un resumen de estos |antlbIOthOS se encuentra por ejemplo en Kel|ner et al,

{supra) o en Current Proteln and F’eptlde Science 2005 n° 6, pp. 61 -75 (Cotter at al.,).

Ei proceso de prodtucc:lon descrito en este documento es aplicable preferlblemente a la’
produccion de eptdermlna y galhdermma mas preferlblemente a Iai produccnon de ga-
lidermina y lo maj prefenb‘leme;nte a galhdermlna que comprende al menos el motivo
estructural de formula I: | P i

i i
' .
‘ |

| |
i » oo j 0
| ;
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¢ 1 ! ! I
Se entiende‘por la presente, que el proceso para la fabricacion del lantibidtico,

como se describe a;en este documento, comprende una etapa de fermentacién y una
etapa de purificacion. Por claridad ambas etapas se describen separadamente en

mas detalle. Sin embargo cada realizacion descrita para el proceso de fermentacron

\
puede combinarse con cualqurer realizacion descrita para la etapa de piurlflcamon para

|
llegar a un proceso; fmal de fabncacron ooy

: ! B
| | L
El acuerdo general que EXISte en la técnica anterior para un proceso de pro-

l

duccion ophmlzadOfpara lantlblotlcos se refiere a un proceso con una cantldad maxima

El proceso de fermentacron

en el total de Iantlblotlcos dentro de la etapa de fermentacion. Como consecuenCIa los
|

medios ricos en nutrientes y comple;os que comprenden extractos de carne 0 pepto-

na, se usaron para eI proceso de fermentacmn En contraste a esto, la presente inven- -

AN
cién se basa en el ?escubnmnento de que un proceso‘ de fermentacmn masI controlado

de los lantibiéticos, |prefenb|emente de gallidermina, facmta la purificacién de los pépti-

dos de lantibidtico ?/ da por resultado por lo tanto, en un proceso de produccron mas

eficaz y econdmico. Se encontro sorprendentemente que el proceso de produccron
l

descrito en este documento permlte Ia purificacién de lantibidticos a partlr del sobrena-

dante del culiivo c]on un alto grado de pureza” med1ante una sencilla estrategla de

purificacion de unajo dos etapas que comprende una etapa inicial de preC|p|taC|on con
una sal morgamca i ; : , ’, t
4 1 | k

“Un alto grado de pureza segtlm la presente invencion sngmflca una pureza de

producto de al menos 90% (p/p) preferiblemente de al menos 92% mas prefendo de

al menos 94%, aun mas refendo de al menos 96% aun mas refendo de al menos
pr:

98%, aun mas preferldo de al menos 99% con respecto al farmaco. [ ‘ ;

Los lantlblotlcos pueden producnrse facilmente en bacterias gram (+) conocidas
para el estado de 1a técnica. Por eJen?plo la epldermlna y gallldermma pueden produ-
cirse faciimente en Staphylococcus spp codificando y expresando loslgenes relevan-
tes para la produccson de epndermlna ylo galhdermlna Se describe en la tecnlca ante-

|
rior que la gallidermina, por,ejemplo, puede producwse eficazmente en la cepa Staphy-

lococcus gallinarium Tu3928 La cepa se describe en detalle en el documento EP A-

|
342 486. Ha sido tdeposuado por ei Deutsche Sammlung fur Mlkroorgamsmen und

Zellkulturen (DSMZ) en Braunschwelg, Alemania, bajo el nim. de acceso 4616. Asi,

cualquier cepa bactenana conccnda en la técnica puede usarse para Ia produccron de

tantibiéticos como se descnbe en este documento. Para fa produccién’ ‘de gallidermina
! : !

| .
f
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como se describe en este documento, lo mas preferido es el uso de la cepa Staphyio-
coccus gallinarium Tii3928 (DSM 4616). ,

La fermentalcic'm de los microorganismos capaces de produ_cir lantibidticos es
conocida en la técnica. El microorganismo puede fermentarse en medio. quuido des-
pués de la mocula?:lon con un inoculo adecuado bajo cualquier condlmon adecuada
para ese mlcroorganlsmo partlcular o} blen en modo de cargas, cargas de allmentacmn
o continuo. Los mlcroorganlsmos del género Staphylococcus pueden fermentarse en

condiciones aerdbicas, prefenblemente a una temperatura entre 24 a 37° Cy lo mas

preferiblemente a pH entre aproximadamente 5,6 y 8,5, preferiblemen:te er[1tre aproxi-

t

madamente 6,0 y 8'0 lo més preferido a aproximadamente pH 7,3. .

Los medtostde cultlvo basal adecuados para la fermentacmn de |ant|b|ot|cos
preferiblemente ga Ildermlna contienen maltosa, una fuente de calcao y extracto de
levadura. Prefenblemente esos medlos de cultivo basal pueden comprender aditivo(s)
que evitan la formalmon de espuma durante el proces? de fermentacién: Mas preferido,

esos medios no mcluyen nlngun extracto de carne o peptona. Se encontro s{orprenden-

temente, que los extractos 'de carne/peptona usados en la técnica contlenen una alta

| | l
cantidad de componentes protelnlcos que afectan negatlvamente aI proceso de pro-

duccion de Iantlblotllcos, preferlblemer?te gallldermlna. Asi, segun cualqwer reahzacmn,
los medios de cultivo proporcionados adjuntos, consisten en agua desm}neralizada

espumante. [ ‘ i ? -

maltosa, una fuente de calmo extracto de Ievadura y al menos un agente anti-

Como una fiJente de calcio, se usa preferiblerﬁente CaCl,. Mas prefenblemente,

se usa CaCl; en urpa cantidad de aproximadamente 10 a 200 leL de mec:iio de culti-

. | i |
vo, incluso mas preferido de aproximadamente 10 a 100 mg/L, incluso més preferido

! .
de aprommadamente 20 a 80 mg/L, mcluso mas preferido de aproxmadamente 30 a

60 mg/L, incluso mlas preferldo de aprox1madamente 40 a 50 mgIL |o mas preferible-
mente de apromm?damente 42 a 48 mg/L. Sin embargo también: esta er|1 el conoci-
miento de un expero en la tecnlca sustltmr o al menos sustituir parcnalmente la canti-
dad de CaCl, dentr‘o del medlo basal por otras fuentes de calcio adecuadas; en las que
el Ca esta dlsponlble en concentracuones equivalentes en el medio (aproxnmadamen-
te 90 uM a 1,8 mIVl) Ademas, tamblen esta en el conocimiento de un experto en fa
técnica reducir la cantldad del CaCIz, 0 cualquier fuente equuvalente de calmo en el
medio basal y alimentarla contlnua 0 d|scont|nuamente durante el proceso de fermen-

I }
i
E

tacion. . ]

La maltosax prefenblemente usada como monohldrato de maltosa se afiade

preferiblemente aI‘medlo basal en cantidades de aproxnmadamente 05 a 20 g/L de

|
I
' . !
! T 1
1
' 1

!
|
|
i
!
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medio (que corresponde a aproximadamente 1,39 a 55,5 mM de monohidrato de mal-
tosa). Mas preferiblemente, la cantidad de maltosa en el medio basal esta entre
aproximadamente 1 a 5 g/L, incluso mas preferido entre aprOXImadamente 25a75
g/L, lo mas preferldo aproximadamente 5 g/L. Sin embargo, también esté en el cono-
cimiento del experto en la técnica, sustituir o al menos sustituir parcralmente; la maltosa
por cualquier precursor metabético de maltosa que pueda consumlrsegtam'blen por el
productor, o cua|qu%er fuente de carbono equivalente. Sin émbargo 'par:a la 'fase inicial
de crecimiento del proceso 'de fermentacion, se prefiere el uso de fuentes indirectas
de carbono”. Fuentes lndlrectas de carbono son por ejempilo, di-, o!1go— o pollsacandos
tales como maltosa! aunque no glucosa Ademas, también esta en el conocnmtento de
un experto en la tecnlca reducir la cantidad de maltosa, cualquier precursor metabdli-

€O 0 equivalente adﬁecuado en el medlo basal y alimentario continua o dlscontlnuamen-
|

te durante el proceso de fermentamon ‘ | j i

Se encontrol sorprendentemente que el orlgen y calidad de la fuente de protei-
nas parece ser critica para el proceso de produccion de antibidticos, al menlos respec-
to al proceso combinado de fermentacmn y purificacién, como se dascrlbe en este do-
cumento. En contraste alos procesos de fermentacion descritos enila tecnlca anterior

— todos hacen uso ide extractos de peptona o carne -, el medio usado para la fermen-
tacién de lantibioticos descrito en este documento comprende extracto de levadura
como preferido, pr‘eferlblemente como unica fuente de proteinas y ammoacndos Sin
embargo, la adicion de cantidades traza no afecta negativamente al proceso de pro-

i

duccion de Iantlblotlcos como se describe en este documento. - - [
Prefenblemente el extracto de levadura se anade al medio basal en una canti-

dad de aproxsmadalmente 10 a 200 mg/L de medio de cultivo, incluso mas prefendo de
aproximadamente 10 a 100 mg/L, mcluso mas preferido de aprommadamente 20 a 80
mg/L, incluso mas preferldo de aprox1madamente 30 a 70 mg/L, mcluso megls preferldo
de aproxumadameAte 40 a 60 mg/L, lo mas prefenblemente a aproxlmadamente 50
mg/L. Sin embargo1 tamblen esta en el conocimiento de un experto en Ia tecnlca redu-
cir la cantidad del extracto de levadura en el medio basal y ahmentarlo contlnua o dis-
continuamente durante el proceso de fermentamon | '
Preferlblemclente mats de aproxmadamente eI 50% del total de los armnoacndos

del extracto de levadura son ammoacndos libres y/o d| péptidos. Mas prefenblemente
mas de aproximadamente el 55%, lncluso mas preferido mas de aproxnmadamente el
60%, incluso mas prefendo mas de aproxmadamente el 65%, mcluso mas preferido
mas de aproxmadgmente el 70%, mcluso mas preferldo mas de aproxmadamente el

75%, incluso mas prefendo mas de aprox&madamente eI 80%, incluso mas preferido

I B

g



10

15

20

25

30

35

P01-1991-PCT

mas de aproximada;mente el 85%, y lo mas preferido mas de aproximadamente el 90%
del total de los am!inoécidds del extr;acto de levadura son aminoécicj;os libres o di-
péptidos. ; ‘ o

Segun otra reahzamon mas de aproximadamente el 50%, preferlblemente mas
de aprox1madamente el 55% mas prefendo mas de aproximadamente el 60%, incluso
mas preferido ma;T. de aprox;madamente el 65%, mcluso mas preferldo mas de
aproximadamente ?I 70%, iincluso mas preferido mas de aproxnmadamente el 75%,
incluso mas prefendo mas de aproximadamente el 80%, incluso mas preferldo mas de
aproximadamente el 85%, y lo mas preferldo mas de aproximadamente el 90% de los

aminoacidos Asp, Glu, Asn Gly, Ser, Thr, Ala y Arg del extracto de Ievadura usado
para la fermentaCIt;n de Ios lantibidticos, por ejemplo gallidermina, cor|no se describe
en este documento son amlnoamdos libres o existen en formas de di- pephdos

Los medios basales pueden comprender ademas agentes ant| espur.nantes pa-
ra evitar o reducir la formacnon de espuma durante el proceso de fermentacmn Esos

::I

‘agentes anti- espurinantes pueden anad|rse en cantidades adecuadas a Ios medios
basales, conc»cidosl por un experto en la técnica. Por ejemplo, los agentes anti-
espumantes son tensmactwos :onlcos 0 no iénicos, tales como ac:|dos pluromcos po-
lietilenglicoles, pohvmll pxrrohdona (PVP) alcohol de polivinilo (PVA), aductos alcoholi-
cos EO/PO tales cc(>mo Genapol EP, etc Preferlblemente se usa unia n?ezcla de polie-
tilenglicol 600 y Genapol® EP00244 (Clariant, Alemama) Lo ’

El proceso de fermentamon se realiza prefenb]emente entre aprommadamente
24 y 37°C, preferlbiemente entre aprox1madamente 28 a 37°C, incluso mas preferido
entre aproxnmadamente 32 y 37°C, mcluso mas prefendo entre aproxsmadamente 35y

37°C, lo mas preferldo aprommadamente 37°C.

El valor de pH se ajusta a aproxmadamente pH 5,6 a 8,0. SegL[m eltmodo mas
preferido, los valores de pH al pnnmpno de la fermentacnon se ajustan aprox1madamen-
teapH56a80, mas prefenblemente a aprommadamente pH 6,5 a 7 .3, |Incluso mas
preferido a aproxmadamente 6 8 a 7,5, lo mas preferido a aprommadamer&te 70a7.5.

El proceso lde fermentac:on sie realiza prefenblemente en modo de carga de
alimentacion. Los procesos de allmerﬂtamon de carga para la fermentamon de bacte-
rias son bien conopldos en la tecmca por un experto En pocas palabras se llena un
bio-fermentador con un medto basal y se inocula con bacterias, prefertblemente con
2,0-20 mL (ODgg ‘—10) de 'un cultivo bactenano / caldo de fermentador L. Durante el
proceso de fermentacuon una mezcla de ahmentamon que comprende nutrlentes ade-
cuados, se anade d|scont|nua o] contmuamente A5| segun una reallzacmn adicional,

i 1
'

!
i
L ‘ L
|
1
!

!
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i
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el proceso de fermentacién\para la produccién de lantibicticos, como se describe en
este documento, se| realiza en un modo de carga de ahmentacnon : L
Preferiblemente, la mezcla de alimentacion usada para el proceso de fermenta-
cidbn como se descrlbe en este documento, comprende al menos una fuente de ener-
gia y nutrientes adlcmnales que se consumen preferiblemente por el productor durante
el proceso de fermentacion. Por ejemplo, Ia mezcla de alimentacion puede compren-
der una fuente de carbono preferiblemente seleccionada del grupo de azucares alco-

reahzacnon adlmonal del proceso 'como se descrlbe en Jeste docu-

holes de azlcar, aminoazucares, ac:dos urénicos, aminoacidos, gllcerma y éster de
glicerol. Segun una

mento, la mezcla de allmentacmn comprende uno o mas monosacandos por ejemplo,
glucosa, fructosa, rrpannosa galactosa, etc., o una de sus mezclas. Segun una realiza-
cion adicional del proceso como se describe en este documento, la mezcla ‘de alimen-
tacion comprende Ll.ln azucalr preferlbiemente un monosacarldo y uno o] més aminoa-
cidos, preferiblemente selec\cuonados del grupo de Asp, Glu, Asn, Gly, S}er"ll'hr Ala y/o
Arg. Segun una reahzacuon adn:lonal del proceso como se describe [entesfea' documen-
to, la mezcla de allmentamon comprende glucosa o conS|ste en glucosa, ‘

Hay varias estrategias de altmentacnon conocidas en la tecmca anterlor que
pueden aplicarse a‘ la produccmn de lantlblotlcos preferiblemente gallldern?ma en un
modo de carga de ahmentamon Prefenblemente la alimentacion comlenza despues
la pO, dentro del rr{ledlo se |mueve por debajo de 80 mbar, prefenblemente por debajo
de 60 mbar, mclus? mas preferldo por debajo de 40:mbar. Prefenblemente ia veloci-
dad de alimentacion se aumenta a aprommadamente 3 - 10 kg/(m° h), mas preferible-
mente aproximadamente 4 - 8 kg/{m® h), incluso mas preferiblemente aproximadamen-
te 5 - 7 kg/(m® h), lo mas preferibleménte aproximadamente 6,5 kgf(m3 h). ‘Segun una
realizacion adlmonal del proceso de fermentacmn descrito en este documento la velo-
cidad de allmentaC||on basal puede aumentarse de forma continua y/o en pasos duran-
te la fermentacion. iPor ejemplo la velomdad aumentada contlnuamente puede ser de
aproximadamente 0 01 - 0 5 kg/(m h) preferiblemente de aproxnmadamente 0,05 -
0,3 kg/(m* h), mas{preferlblemente de aprox:madamente 0,1-025 kgl(m h), incluso
mas prefenblementre de aproanadamente 0,15 kg/(m* h). ! | }

Ademas, estrateglas de alimentacion mas detalladas para el proceso como se
describe en este documentlo se descnben en la figura 1. En pocas palabras después
de que la pO; dentlro del medio se mueve por debajo de 80 mbar, preferlblemente por
debajo de 60 mbar incluso mas preferldo por debajo de 40 mbar, una mezcla de ali-
mentacion se anaclie con una veloc1dad inicial de aproxmadamente 3 - 10 kg/(m® h),
mas preferlblemen‘se de aproxumadamente 4-8 kgl(m h), incluso mas preferlblemente

S/
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de aproximadamente 5 - 7 kg/(m® h), lo mas preferiblemente de aproximadamente 6,5
kg/(m® h). La velocidad inicial de alimentacién se aumenta continuamente con una ve-
locidad de aumento de aproximadamente 0,01 — 0,5 kg/(m® h), preferiblemente de
aproximadamente 0,05 - 0,3 kgl(m3 h), mas preferiblemente de aproximadamente 0,1
- O,'25 kg/(m® h), incluso mas preferiblemente de aproximadamen{e (J,15|’kg/(m3 h).
Preferiblemente, despues de que la pO, se devuelve a aproximadamen:te 100 mbar, la
velocidad de aiimer%tacién (que existe en ese momento) se aumenta una veé mas para
aproximadamente 11 2 kgl(m h), preferiblemente para aproxnmadamente 1 kg/(m h).
De manera alternatwa después de que la pOz dentro del medio se 'mueve por
debajo de 80 mbar| preferlblemente por debajo de 60 mbar, incluso mas prefendo por
debajo de 40 mbari se anade una mezcla de alimentacion con una velomdad inicial de
aproximadamente 3 - 10 kg/(m® h), mas preferiblemente de aprommadamente 4 -8
kg/(m® h), incluso mas prefenblement{e de aproximadamente 5 - 7:kg/(m h), lo mas
preferiblemente de aproximadamente:G 5 kg/(m® h). 'La velocidad inici'al dé alimenta-
cion se aumenta durante el proceso de fermentauon en dos etapas c'ada 1etapa para

aproximadamente O 5-2 kgl(m h), prefernblemente para aprox1madamente 1 kg/(m®
h). - ; ) : i

La terminac;ién de Ia fornjaciéa parece ser im:portante para al p.'roce;;so total de
produccién como: se (Ijescribe ,en este documento. Se. ha éncontrado
sorprendentemente, que cuando el proceso de fermentacién se ,termlna antes del

comienzo de la fase pseudo estaCIonana puede aplicarse un unico - proceso de
purificacion como se describe en este documento, dando por resultado Iantlblotlcos
altamente puriflcados por eJemplo galhdermlna En otras palabras, para la; producmon
de lantibidticos segun el proceso como se describe en este documento el cultivo
celular no se hace Icrecer mas alla del comienzo de la fase estacmnana Por el término
‘no mas alla que del comlenzo de la fase estacionaria” se entiende que un ,proceso de
fermentacion se para antes de que eI pH sea <5,6, prefer|b|emente a 6, 0 De forma
alternativa, el termlno no mas alla que del comienzo de la fase estac‘,lonana significa
un proceso de fermentacmn en que el numero total de células V|ab|es dentro del

fermentador no se'aumenta adicionalmente. Ademas, el término “no mas aIIa que del

~comienzo de la fasle estacionaria” tambiéen significa que la fermentac:on se para antes

de que el pH sea< 6.0 y el numero total de células viables no se aumenta mas. El
numero total de celu|as puede estlmarse dlrectamente o mediante el uso de métodos
indirectos, tal com!o por eJempIo por estimacion de la turbidez del caldo de cultivo.
Normalmente, la tL'Il’bldeZ de un cultlvo celular aumenta cuando el numero de células
aumenta. L.a * turblidez por ejemplo, puede estimarse como densidad optlca (O.D.soo)
medida a una Iongltud de onda de 600 nm, por m! de cultivo celutar y tzempo Asi, el
! o
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600 nm, por ml de cultivo celular y tiempo. Asi, el término “no mas alla que del co-
mienzo de la fase estamonana también significa que el valor para el AO D s00 por ml
de caldo del fermentador se deja caer a menos de O 1 para 10 min. de fermentamon
Preferiblemente, el valor para el AC.D.goo por mi de caldo de fermentador yi 10 min. de
de tiempo de fermentacson se deja caer a menos que 0,05, mas preferlblemente a me-
nos que 0,01. Asi, alternatwamente el termmo no mas alla que del prmmpio de la fase
estacionaria” tamblen SJmelca que la fermentacmn se para antes de que eI pH sea<
5,6, prefenblemente 6,0 y/o que el valor para el AO.D.go0 por ml de caldo de fermenta-
dor se deje caer al menos ;que 0,1 para 10 min. de fermentacién. Prefenblemente el
valor para el AO.D.;BOU por ml de caldq de fermentador y 10 min. de tlempo ;de fermen-
tacién se deja caer a menos que 0,05, mas preferiblemente a mas que 0,01.

El proceso de punﬂcacron ! ; | l |

Fue el comun acuerdo que par|a produccion a!umentada de los 1ant|blot|cos por
ejemplo, epldermlna y galhdermlna es importante ellmlnar esos productos durante el
proceso de fermen’éamon p]orque los iantlbiO'IICOS son,daninos para el productor (bacte—
ria), y se sometema la activudad de proteasas excretadas de las cepas wproductoras
Como resultado, Ias etapas cromatograficas de dlailsls o adsorcnon dlscontlnua se in-
tegran en el proce?o de fermentacnon (véase, por ejemplo, Ungermann et al (supra)),
que permiten una separaCIon contlnua del lantibidtico del caldo de culttvo EI proceso
de fermentacién cc%mo se descnbe erl'n este documento no necesita dIChO proceso in-
cluso si dicha etapa de separacnon puede usarse segun una realizacnon adnmonal del
proceso de produccnon como se describe en este documento. Lo ;

Se encontrcg sorprendentemente gue los peptidos de lantibidtico, ein particular
gallidermina, pueden punﬂcarse a altos rendimientos y pureza desde el caldo de culti-
vo (sobrenadante del cultlvo) med:ante una etapa |n|C|a| de prempltacnon de-sal. El
término etapa |mC|aI de precnpltamon de sal” S|gn|f|ca gue el caldo de cultlvo no esta
sometido a mnguna otra etapa de purificacion antes de la prempntamon de la sal. Sin
embargo, la separacmn ceiular o ajuste del pH no se consideran Como etapas de puri-
ficacion. 5 | | | E

Asi, la preS(lente mvencnon tamblen se reflere a un método para la fabrlcacmn de
un péptido de Iant|b1ot|co preferlblemente gallidermina, que comprende fermentamon y
una etapa de purlflicacmn en el que la etapa de purificacion comprende la etapa (i) de
precipitar un peptldo de Iaptlblotlco de un sobrenadante de cuttivo celular afiadiendo
una sal, prefenblemente una sal i morganlca Se ha encontrado sorprendentemente que
los lantibidticos leestran propledades de prec;pitac;on inesperadas, cuando se some-

ten a sales, prefenolemente a sales inorganicas. Prefenb!emente esas propledades de
‘ | i

! | \ 1 : !

| | ?

|
|

i
v F h
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precipitacion se han mostrado en combinacién con el proceso de ferm:enta’cién como
se describe en estg documento (supra). En otras palabras, la eficacia de la etapa de
precipitacion de saltpuede apmentarse, cuando los lantibidticos se fermgntap segun un
meétodo como se describe eh este documento. Por ejemplo, los expe!rimento‘s de preci-
pitacién con sales alcallnas de halégeno o sales de sulfato de amomo que dan por
resultado un rendam|ento de producto de aproximadamente 80 a 90% del total en com-
binacién con purezas de aproxmadamente 90 a 94% del total. j

! i
Los procedlr’mentos de precipitacién de sales — o procesos de preC|p|ta010n por

sales - se conocen iblen por,un experto en la técnica, [y se usaron a menudo en combi-
nacion con etapas de purificacion adlmonates Por ejemplo el prec:putado por saies se
describe en Harrisiand Angal {eds.) en métodos de purificacién de proteinas — una
aproximacion practica Oxford Unlver5|ty Press 1995. Sin embargo, no se ha descrito
nunca, que una unlca etapa de precnpltamon diera por resultado una alta pureza y ren-
dimiento de producto tal. Sales adecuadas para llevar a cabo la etapa de piFEClpt'[aCIOH
como se describe eln este documento son sales inorganicas. : 1 :

Varios aspectos de Ias sales usadas deberian considerarse. La eficama de la
sal se determina pnncnpalmente por Ia naturaleza del'anion, siendo los anlones de car-
ga multiple los masl eflcaces El orden' de eficacia es fosfato > sulfato > acetato > cloru-
ro > (y seguido por,la serie Hofmelster) Aunque el fosfato es mas eficaz que el sulfato,
en la practica el fosfato cons:ste pnnmpalmente de HPO4 o H,PO; a pH neutro mas
que el mas eficaz F!’O43‘ Los catlones monovalentes |son los mas eflcaces con NH* >
K* > N*. La solubilidad es tamblen una con51dera<:1on importante, ya gue se necesitan

concentraciones de hasta varlas molarldades Asi, muchas sales de potasm no son

adecuadas respecto a este aspecto Por el riesgo de posible desnaturahzacnon o cam-

|
bios en la solubllldad deberla haber poco aumento en el calor provocado por la diso-
!
lucion de la sal. La consndera(:lon flnal es la densidad de la dlso!uuon resultante ya

que la diferencia Jntre las den5|dades de los agregados y la dlsoIUC|on determlna fa

!
[

.

y v

facilidad de la separacmn por centrlfugado ' ' ;
i

[

Preferiblemente, se usan sales de la formula:, M" X™ en la que n= +1 +2 y m=-

1,-2,-3, para la prelepltacmn de los Iantlblotlcos segun el proceso como se descnbe en
este documento. Son lncluso mas preferldas las sales inorganicas, caractenzadas por-

que X se selecciona del grupo gue comprende halogeno fosfato, fosfonato sulfato,

1
sulfonilo, acetato yien la que M se seleccmna del grupo que consiste en metales alca-

linos, metales a!ca moterreos y amomo Son incluso mas preferidas Ias saies inorgani-
cas, caractenzadas porque X se seleccmna del grupo que comprende halogeno o sul-

fatoyenla que M se selecciona del grupo que comprende metales alcallnos, metales
. ’ i

| i T

i : | oot i

>
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alcalinotérreos y amonio. Incluse se prefieren mas las sales inorganicas, ,caracteriza-
das en que cuando, X es un halégeno, M se selecciona del grupo gue comprende me-
tales alcalinos o métales alcalinotérreos, mientras que los metales alcalinos son mas
preferidos en combinacién zcon halégenos. El halége:no preferido es un cloiruro, y los
metales alcalinos preferidoé son sodio y potasio, mientras que el sodio.es el mas pre-
ferido. Como resultado el uso de cloruro sédico y el cloruro de potasm son los mas
preferidos, mlentra% gque el cloruro SOdlCO es incluso mas preferido comparado con el
clorurc de potasio.|La adecundad preferlble del cloruro de potasio y sodio,, preferible-

mente de clorurc sédico, para la preC|p|taC|on de lantibidticos, por ejemplo |galhderm|-

na, fue un descubgimiento lnesperado adicional, descrito en este documento Se ha

mostrado por el ejemplo 2, que el uso de cloruro sédico da por resultado mas rendi-

miento y pureza er? comparac&on con; el sulfato de amonio mas fuerte Snn embargo,
alternativamente, Ias sales de amonio, preferlblemente sulfato de amonlo se han visto

que también son adecuadas para la etapa de preC|p|taC|on como se descrlbe en este
I

documento. | i : : ‘ ; g
I '

| .
Preferiblemente, la prempntac:on con una sal inorganica se Ileva a cabo a con-

centraciones de sal de al nluanos 1,6 M o superior. Preferiblemente, Ia concentracuon

l
de sal usada segurp el proceso como se describe en este documento es aprommada—

mente 1,6 a 10 M,|mas preferldo aprommadamente 16asdM, mcluso mas preferido
|

aproximadamente 2 5a4 M incluso mas preferido aprox1madamente 3 ad M Sin em-
bargo, como se describe a!ntenormente esta en el conocimiento de un experto en la
técnica que el valor supenor de molaridad esta definido por la solub|||dad de lasalala
temperatura u:sadal Por ejempio el cloruro sodico es soluble en agua hasta 42a44

M a temperatura amblente Asli, las sales alcalinas de halégeno, por ejemplo cloruro

sodico, se usan préfenblemente en concentracion de aproxnmadamentei 2 61M a4s5M,
mas preferido de aprox:madamente 3, 1 Ma42M, mc[uso mas preferldo de aproxima-
damente 3,2a 3,5 !:VI lo mas preferldo a aproxlmadamente 3.4 M. . ; ; |

Segun una (eallzacmn ad|C|onal de la etapa de precipitacién como se describe

en este documento’ el caldo de fermentamon se ajusta a un pH neutro y/o hgeramente

I
alcalino antes de la precipitacién. Asi la etapa de precipitacion se reallza preferible-

mente a pH de aprOXImadamente 7 a 10, mas prefenblemente a pH de aproxamada-
mente 7,5 a 9 incluso mas preferlblemente a pH de aproxmadamente 7 8 ags lo

mas preferido a pH de aprommadamente 8,0. La preC|p|taCIon a un pH I:geramente
} |

alcalino, prefenblerpente dentro de Ios intervalos que describe supra, es loimas prefe-

rido en combinacion con el uso de una sal de halogeno prefenblemente Ia sal alcalina

f , |
de halégeno, lo mas preferablemente con cloruro SOdICO ’

| 1

)
H
|
I
'

‘ | | B
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Segun una realizacion adicional de la etapa de precipitacion ,como se describe
en este documento, la precipitacion de la sal se lleva a cabo a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 a 25°C) o menos que temperatura ambiente. Sin embargo esta
también en el conommlento de un experto en la técnica que la etapa de precnpttauon
puede ademas realtzarse a temperaturas ligeramente superiores o supenores que la
temperatura amblente En general, cuanto mayor es la temperatura mayor es el riesgo
de que el productoise afecte negatlvamente Desde un punto de vrsta economlco se
tiene la intencion n:ormalmente de realizar todos las etapas del proceso c:erca de la
temperatura amblente -Se ha encontrado sorprendentemente que esto funcuona bien
con lantibiéticos, prefenblemente con gallidermina. . .

Se ha mostr%ado para los procesos descritos en este documentc') qde después
de 30 min de precif;itacién (bajo agitacion), mas del 80% del producto del total esta en
forma de sal. La pureza fue aproximadamente mas deI 90% del total. Preferlblemente
la precipitaciénlse realiza durante al; :menos 30 mln preferlblemente bajo agitacion.
Incluso mas preferido, la prempttacnon se realiza durante al menos 30 mln ‘aunque se

para antes de que la pureza dlsmlnuya por debajo de aproxmadamente 75% preferi-

blemente por debajo de aproxnmadamente 78%, mcluso mas preferldo por debajo de
aproxnmadamente 80% lncluso mas prefendo por deba;o de aproxnmadamente 82%,
incluso mas prefendo por debajo de aproxumadamente 84%, incluso mas preferldo por
debajo de aproxmadamente 86%, incluso mas preferldo por debajo de aproxnmada—

mente 88%, lo mas preferldo por debajo de aprox1madamente 90%. E| rendlmlento det

|
i
'

producto puede medirse mediante analisis HPLC cuantitativo estandar. |

| Segtn una' reallza(:lon adicional, la precipitacic'm se realiza h|asta al menos
aprox1madamente 70% preferiblemente aproxumadamente 75 %, incluso mas preferi-
blemente 75%, lncluso mas preferiblemente hasta 80%, incluso mas prefenblemente
hasta 82%, mcIusotmas prefer:b!emente hasta 85%, incluso mas preferlblemente hasta
90% del total del producto esta en forma de sal, aunque se para antes de que la pure-
za disminuya por debajo de aprommadamente 75%, prefenblemente por »debajo de

|
aproximadamente 78% mcluso mas prefendo por debajo de aproxumadan‘wente 80%,

incluso mas prefendo por debajo de aprox1madamente 82%, inclusc mas prefendo por

debajo de aproxmadamente 84%, rncluso mas preferido por debajo de aproxmada—
mente 86%, mcluso mas prefendo por debajo de aprOXImadamente 88% Io'mas prefe-
rido por debajo de aprox1madamente 90% | | k

Segun una reahzacuon adlc:lonal la etapa deI precipitacion se ;reallrza durante
aproximadamente 30 min a 2 h, preferlblemente durante aproxnmadamente 30 mina1

h, prefenblementeidurante aproxmadamente 30 m|n Prefenblemente la- mezcla de

[
. L

i
|
|
; !
f : i ' o
II ‘ .
F
j
1
t
]




10

15

20

25

30

35

PO1-1991-PCT
-14 -

precipitacion se agita inicialmente durante al menos 30 min, més-preferiblemente du-
rante 30 min. Asi, el presente procesb de fabricacion para lantibidticos como se des-
cribe en este documento, comprende como una etapa inicial derpurificacié:n, una pre-
cipitacion de sal durante aproximadamente 1 h, en la que los primeros 30 min se llevan
a cabo bajo agltacmn Preferiblemente, la sal se afiade durante un perlodo1de 30 min,
con agitacion, y la ag:tacmn se continda durante 30 min. , ! E

Se entlende junto con esto que el proceso descrito en este documento puede
comprender cualqwer varlacmn descnta para cada parametro |nc|uso si Ia combina-
cién especifica de parametros no se mencmna explicitamente. Por ejemplo,i el proceso
para la fabricacion lde los Iantlblotlcos como se descrlbe en este documento compren-
de ademas un ajuste del caldo de fermentacnon a pH 8,0 a 8,5 antes de la etapa de
precipitacion, precipitacion con 3 a 4 M de una sal de halogeno, preferlblemente cloru-
ro sodico, a temperatura amblente durante al menos 30 min bajo ag;tamon seguido
por otros 30 min con agltacn)n E! proceso descrito en este documento abarca ade-
Mas un proceso péra la fabncamon de los lantibioticos como se describe en este do-
cumento, en el que dicho proceso comprende un ajuste del caldo de fermentamon a
pH 7,5 a 9,0 antesi de la preupltamon pre0|p|tac:|on del Iantlblotlco con aprommada-
mente 3,4 M de u‘na sal de halogencla preferlbiemelnte cloruro SOdICO a temperatura
ambiente hasta que al menos el 80%] del lantibidtico esta en forma de sal - pero en el
que la etapa de precipitacion se para antes de que la pureza d:smlnuya por. debajo del
90% del total. | |

i
i
| .
! i

Segln una |reahzaCIon adncnona[ el proceso para la fabrlcacmn del lantibidtico
como se describe €n este documento se caracteriza porque el proceso de purlflcaCIon
comprende ademas la etapa de punﬁcacnon sometlendo el péptido obtemdo de la eta-
pa de preCIpitacmq a una etapa de Iavado etapa unica de punfucacuon por cromato-

grafia, una etapa de secado o] crlstallzacmn

! f : i l
|

Se ha encontrado que la punfncac;on puede aumentarse adlmonalmente cuando
el primer preC|pltado separado prefenblemente por centrifugado o flltramon1 en el que
la filtracion es la mas prefenda se Iava con una dlsolucmn que comprende la misma
sal y la misma concentracmn de sal que se usa para la prec:pltacmn Opcronalmente
la concentracion dcT sal dentro de la dlsolumon de lavado puede estar e!lumentada lige-
ramente en comparamon con la dlsolumon de premp:tacmn Prefertblemente el volu-

men de lavado era1 equnvalente a una décima parte a la mitad, o una de0|ma parte a

tres cuartos del volumen de la dlsolumon inicial de producto Despues de Ia etapa de

lavado, el producto que contiene precupltado se separa, preferlblemente med|ante una

etapa de centrifugado o filtracién. Ambas, la etapa de! centrifugado y fnltra(:ton, son bien

|
|
I
I
1
!
i
|
:
!
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conocidas por un experto en la técnica. Asi, el proceso descrito en este documento se
refiere a un métodoi para Ia; fabricacion de un péptido de Iantibipticp, que comprende
una fermentacion yi‘una etapa de purificacién, en la que la etapa de purificacién com-
prende la etapa: (I) precipitacion del péptido de lantlbIOtICO de un sobrenadante del
cultivo celular anadiendo una sal inorganica y obteniendo el preC|p|tado (u) Iavado del
precipitado con una dlsolu010n que comprende la misma sal que la usada para la pre-
cipitacion y obtenlendo el precnputado Preferiblemente, antes de la etapa de precipita-
cion, las células se ellmlnan Y el pH se ajusta como se describe en supra. I

Segun una realnzacnon ad1cnona| del proceso para la fabricacion de lantlbIOtICOS
preferiblemente gallldermlna como se describe en este documento, el precup:tado ob-
tenido directamente de la etapa de prec1p|taC|on o alternativamente de la etapa de la-
vado con la misma Esal ambos descntos en supra, se lava en agua, prefenblemente en
1/20° de! volumen Inicial. Prefenblemente se repite la etapa de Iavado con agua. El
producto que contlene preC|p|tado se obtiene despues de cada etapa de !lavado por
centrifugacion o flltqaC|on mlentras que la filtracién es la mas preferida. A5|,:ei proceso
descrito en este documentol se relacmna con un método para la fabncamon de un pép-
tido de lantibiotico, que comprende una fermentacion y una etapa de punfcacmn enla
que la etapa de punflcaCIon comprende las etapas: (i) precipitacién del: pep’ndo de lan-
tibidtico de un sobrenadante de cultlvo celular afadiendo una sal morganuca y obte-
niendo el preCIpltac{o (i) Iavando opmonalmente el precipitado con lea dasoluuon que
comprende la misma sal que la usada para la precipitacién y obteniendo el preCIpltado
(iii) lavando opcionalmente el prec1p|tado de las etapas (i) o (ii) con agua y obteniendo
el precipitado, (iv) lepmendo opcionalmente la etapa (iii). Preferiblemente, antes de la

etapa de precupltacmn las <|:elu1as se ehmman y el pH se ajusta como se descnbe en
supra. | , , ~ : |

Segun una reahzacson adlcqona| del proceso para la fabricacién de |ant|b|ot|cos
preferiblemente galhdermma como se describe en este documento el preC|p|tado ob-
tenido d|rectamente de la etapa de prec:|patac1on 0 de manera alternatwa de las etapas
de lavado, todas descrltas en supra, 'se disuelve en un tampon adecuado preferible-
mente un tampdén acético, |lncluso mas preferido acndo acético al 1% (vlv) AS| el pro-
ducto que contiene prempltado (i) de Ia etapa inicial de precipitacion, o (i) de la etapa
de lavado con la misma sal, o (iii} de Ia primera, segunda o] cuanUter etapa de lavado
adicional con agua se dlsuelve en un tampén adecuado prefenblemente en un tam-
pon acético, lncluso mas prefendo en acido acético aproxmadamente aI 1% a 2%
(v/v), lo mas preferlblemente en acndo acetico aproxnmadamente al 1%. Segun unas
realizaciones preferldas ad|cnonales ese tampodn comprende ademas 25 a 50% (viv)

a ' |

Sr
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de un alcohol, preferiblemente etanol. Asi, un tampén acético preferido comprende
acido acético aproximadamente al 1 a2 % y aproximadamente 15 a 50% , preferible-
mente 20 a 40% (v/v), lo mas preferiblemente 40% (v/v) de alcohol prefenbiemente

! |
etanol. Posteriormente, el producto disuelto puede ftitrarse a un pH deseado y final-

mente filtrarse y congelarse o secarse por congelacnon 0 cnstallzarse Los métodos

para congelar, secaTr por congelamon y cristalizacion son bien conomdos por un exper-
to en la técnica, y pueden apllcarse al procesado ad|c10nal de los lantlblotlcos preferi-
blemente de gallldermma Ejemplos de estos procesos se descnben en (Scopes, RK,,
Protein Punflcatlon Pruncnples and Practice. Spnnger 1993). Asi, eI pII'OCE')SO descrito
en este documentoF se relaciona con un método para la fabricacion de un tpeptldo de
iantibiotico, que comprende una fermentacuon y una etapa de punflcacmn e!-n laque la
etapa de punﬂcacuon comprende la etapa: (i) prempltacnon del péptido de|iant|b|ot|co
del sobrenadante dEeI cultivo celular afiadiendo una sal inorganica y obtenllendo el pre-
cipitado, (ii) Iavando opmonlalmente el precipitado con una disolucion que comprende
la misma sal que Ia usada para la precipitacion, y obtenlendo el preC|p|tado| (m) lavan-
do opcionalmente el preC|p|tado de las etapas (i) o (||) con agua y obtenlendo el preci-
pitado, (iv) repltlenéio opmonalmente la etapa (iii), (v) disolviendo el precnpltado de las
etapas (i) a (iv) eni un tampon acético, preferlbiemente en acido acet|co al 1%, y (vi)
titrando el producto dlsuelto a un pH deseado y finalmente flltrando y, congelando o]
secando por congelacién o crlstallzando Preferiblemente, antes de Ia etapa de precipi-
tacion, las células s]e ehmlnan y el pH se ajusta como se describe en supra l

La pureza del producto podria mejorarse adlmonalmente al > 98% del area me-

diante HPLC o LPLC preparatlvo prefenblemente por cromatografia de fase inversa.

Los métodos para el desalado y/o la purificacion de productos usando cromatografia
de fase inversa son bien conocndos por un experto en ia técnica, y se descnben por
gjemplo en (Scoptles R.K., Protein Purification: Principles and Practlce Springer,
1983).Por ejemplo, medios 'adecuados de cromatografla que pueden usarse son Am-
berchrom HPR10, XT20, chOOc y cg161c (Rochm and Haas, Flladelﬂa USA) y simila-
res. Asi, el proceso! descnto en este documento se refiere a un metodo para la fabrica-

cién de un péptidoj de Iantlblotlco que comprende una fermentacion y una etapa de

purificacion, en la que la etapa de purificacion comprende la etapa:(i) prempntacmn del
péptido de Iantlbtotlco de un scbrenadante de cultivo celular ahadiendo! una!sal inorga-
nica y obteniendo el precupltado (i) lavar opcionalmente el prec1pltado con una disolu-
cion que comprend!e la mlsma sal que la usada para la preC|p|taC|on y obtenzendo el
precipitado, (iii) Iavar opmonalmente el precipitado de las etapas (I) 0, (n) con agua y
obtener el preC|p|tado (iv) repetlr opcionalmente la etapa (iin), (v) someter ai péptido de
! i
| | L
l

1
i
i
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Iantib]ético obtenido de cualquiera de las etapas anteriores (i) a (iv) a una Unica etapa
de purificacion cromatograflca preferiblemente en la que dicha etapa de purificacién
cromatografica es cromatografla de fase inversa. Preferiblemente, antes ide la etapa
de precipitacion, Iasi celulas se ellmlnan y el pH se ajusta como se describe en supra.

Segun una realrzamon adicional, el precipitado obtenido (i) dlrectamente de la
etapa de prempntacnon (i) de la etapa de lavado con la misma sal, (m) de Ia primera,
segunda o cualqwer etapa de lavado adlc:lonal con agua, como se descnbe en supra,
puede cargarse enjuna columna de cromatograf[a de fase inversa, que se [ava enton-
ces con una disolucion en agua por EJemplo de acetonitrilo al 16% (vlv) aC|do trifluo-
roacético al 0,1% (v/v) en agua o similares. El producto puede entonces elunrse de la
columna con un gradlente de ac:etomtrllo preferiblemente de 20-40% (v/v) por ejemplo
de 24-36% (v/v) de acetonitrilo en agua o similar. Preferiblemente, el tampon de elu-
cion puede mcluwl ademas acido tnfluoroacetlco y similares, prefenblemente de
aproximadamente (I) ,01 a0, 5% (viv), mcluso mas preferlblemente a aproxlmadamente
0,1% (viv). El dlsolvente organlco se ellmlna entonces de la d|soluc:|on de producto por
destilaciéon a baja presmn el producto se titra a un pH deseado y flnalmente se filtra y
congela, o se seca por congelacnon 0 se cristaliza. La recogida del producto de la co-
lumna de HPLC puede ajustarse a un aumento adicional de la pureza sm embargo,
con una conSIgulente dlsmlnucmn en rendimiento. |

De manera 1r:llternatwa el preC|p|tado obtenido (i) dlrectamente |de Ia etapa de
precipitacion, (ii) de la etapa de tavado con la misma 'sal, (iif) de la prlmera,ésegunda 0
cualquier etapa de |Iavado adicional con agua, como se describe en’ supra se suspen-
de en un tampbn alcuoso gque comprende etanol y acido acético. Prefer:bl}emente la
concentracion de etanol es iaprommadamente 5 a 50% (v/v), incluso mas preferldo de
20 a 45% (viv), lo Tas preferldo aproximadamente 40% (v/v), y el acndo acetlco es de

aproximadamente 0,1 a 10% (v/v) preferiblemente de aprommadamente 0,5 a 5%

(viv), lo mas preferldo de aproximadamente 1,0% (v/v). La dlsolu0|on de produc’to re-

sultante se filtré opcmnalmente mientras la etapa de filtracion se usa preferlblemente
y se cargd en una columna de cromatograﬂa en fase inversa a baja preSion por ejem-
plo en Amberchrom cg300c (Rohm and Haas, Flladelfla USA). Los rniedlos cromatogra-
ficos en fase mver%a SImllares tamblen serian adecuados por ejemplo Amberchrom
cg161c, o 5|mllares' Esta en el conocimiento general de un experto en la tecnlca se-
leccionar unos medios croénatografcos en fase inversa adecuados para: realizar el
proceso como se describe en este documento. La cblumna se fava enton(E:es con un
tampon adecuado que comprende por ejemplo, acetomtnlo y acido ﬂuoroacetlco en
agua, preferlblemewte apro%nmadamente 16% de acetonltnlo y aproxnmadamente 0.1

t
i : ! .

A
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% de acido trifluoroacético en agua. Sin embargo, cualquier otro tamp6én acuoso ade-
cuado, que contenga un disolvente organico y una sustancia acida puede usarse para
llevar a cabo la cromatografia en fase -inversa. La elucién del producto se hace preferi-
blemente con un dijsolvente= acido fuerte, por ejemplo, con aproximadamente 60 a 90
% (viv) de acetonitrilo en agua, breferiblemente con aproximadamepte 80% de aceto-
nitrilo en agua. El disolvente organico se elimina entonces de la disolucion dle producto
por destilacién a be|11a presion, el producto se titra a un pH deseado y finalmente se
filtra y congela, se sIeca por congelac:ton ose crlstallza i -

~ Segun una rleallzac:lon adicional, el proceso descnto en este’ documento se re-
fiere a un método para la fabncamon de un péptido de Iant:blotlco que comprende una
fermentacion y unajetapa de purificacion, en la que la etapa de purlflcaCIon gomprende
la etapa:(i) precipite;cién deltpéptido de lantibidtico de un scbrenadante de c:ultivo celu-
lar afiadiendo una sal inorganica y obtenlendo el precipitado, (ii} Iavar el preCIpltado
con una dlsolumon que comprende la* misma sal que la usada para Ia prempltamon y
obtener el preupntado (iii) someter al peptido de lanthIOtICO obtenido de Ia etapa de
lavado (ii) a una unllca etapa de purificacion cromatograflca prefenblemente en la que
dicha etapa de purnﬂcac:on cromatografica es cromatografia de fase inversa, (iv) elimi-
nar el disclvente orgamco de la disolucion de producto por dest||a(:|on a baja presion,
(v) titrarla a un pH deseado y flnalmente secarla por congelauon Preferlblemente
antes de la etapa de preC|p|taC|on las células se eliminan y el pH se ajusta como se
describe en supra. ] } ; | I | !

' § ' I t
' ! |
Los S|gwente5 ejemplos S|rven para ilustrar adlcuonalmente la presente inven-

EJEMPLOS:

cién; aunque los mismos no estan constrwdos como limitantes del alcance de la in-

|
vencion descrita en este documento Mas bien, los siguientes eJempIos |lustraran el

concepto inventivo general del proceso como se describe en este documento
Ejemplo 1: | 1 S : - o
Fermentacién de gallldermlna i o 1
Cultivo congelado (WCC) ' | | i

Se usé un V|al de Staphyiococcus gallinarum (TG 3928; DSM 4616) de existen-
cias congeladas (Z]ellbank BO-002; Kampagne 1940122004033, Referencna 35/3/18)

para inocular de fo‘rma asept|ca una placa de agar. EI cultivo de agar se lncubo a 37

°C durante 1 dia, seguido por 1 dia a 4 °C (con Parafilm ~ aunque esta etapa no es

necesaria). Este cultivo se usoé para la inoculacion de la primera siembra.|Para cada

|
produccion debe usiarse un nuevo v1al

. | s ‘ |
. | | o

5 ! ; : : H
! |
|

{

|
| ? |
|
!
i
1
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Medio de cultivo por placa: |
Extracto de Levaqura Hy-Yest 455 5g/L : Kerry Bioscience 1
Gluc:osai x H20 19/l Cerestar o: Mtlerckr
NaCl 5g/L Fluka o Merck %
Bacto:Agar 12 g/L : Bekton Dickinson,
. HZ;O | ; Desionizada | .
| . (antes de la esteriliza-
P | 7.3 VR
| | won) ||
|

: - |

Pre-cultivo o prlmeria s:embra (2 matraces de aqntacxon 500 mby. ;

Un pedazo de placa cultlvada (ca. 0,5x 0,5 cm) se transfirié de forrr'\a aseptica
a dos matraces de agntacnon con deflector de 500 ml (un deflector), que contlenen 100
ml de medio de su?mbra esterlllzado Los matraces sembrados se mcubaron en un

agitador rotatorio (140 - 180 rpm) a 37 C durante 16- 18h El titulo del producto final
estaria en el intervalo de: 2 100 mg/L. !

'
i

i

Medio: | ; _ 1 i
Extracto de Iev?dura Ohly Kat 50g/L | Deutsche Hefewerke
CaCl, fx H,O 45 g/L _ Merck . |

Maltosa x H;O ' 5g/L : Merck :

PEGB00 / Genapol EP 0244(1 1) 0,5 ml/L Fluka / Clariant E
HgO l | Desionizada | b

pl;-l | 73 Antes de la esterflizacién

| .

Sequnda siembra (6 fermentador de laboratorio):

Segundo medio de !lsiembra:t i

Extracto de Ie\‘lfadura Ohly Kat ; 50 giL Deutsche Hefewerke
CaCli xH,O . 45 g/L Merck '
Maltos;a x H,O 5 g/l | Merck
PEG600 / Genapol EP 0244(1:1) 0,5 milL Fluka / Clariant

Alimentacién: Moniohidrato,de glucosa

i ; . Cerestar
(40%). p/p) | I . v

i i |
H,0 ! : | Desionizada . '

pH _l 7,3 ‘| antes de la esterilizacion
!

ol
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La primera siembra (2,0 %) se transfirié de forma aséptica a un bioreactor de 20
L con el mismo medio que en el pre-cultivo (= medio de siembra). El tarro ¢ matraz
sembrado o el cult|vo en el bloreactor se incubd a 37°C durantes hasta 24 h. Después
de 5-6 horas se le un cambio de p02 y en ese momento se comenzo la alimentacién
de glucosa (véase perﬂl de allmentamon bajo fermentacion de produccmn) Para evitar
la formacion de es[puma se anadleron 0,05 ml/L de una mezcla 1:1 de Genapol EP
0244 y PEG 600 arlltes de la estenhzalcmn Si el fermentador se usd como inoculo para
el fermentador de produccién, entonces el cultivo se incubd solo durante 16 18 hyen-
tonces se transfmoial bioreactor de produccmn (razon: el titulo del producto seria< 200
mg/L cuando se trapsﬂrlo)

Fermentacion de produccion:

La fermentaiclon de Ia producc:on se realizo en un fanque de 1500 L con vola-
menes de trabajo de 1000 L (NB hasta ahora 20 L en la escala del fermentador (esta-
ba planeado 10 L de volumen de trabajo 1,5 m3). El medlo esterlllzado se enfno a 37
°C, y se inoculé corlw la segunda snembra La cantldad de inéculo fue 0 5 % 'Las condi-
ciones de fermentacmn fueron como sigue:
Medio: el mismo que para eI cultivo de siembra
Temperatura de lnclubacmn 37°C ' (o

pH: no controlado aunque el pH en la inoculacion se fijaria en 6, 3 '

Impedimento de formamon de espuma se usaron 0,5 mL/L de gna! mefzcla 1:1 de
Genapol y PEG, 60? | |
Velocidad del agitador: . empieza 2 300 rpm A
Velocidad de aireacion: 0,5 vwm l o o

Se probaron dos perfiles de alimentacién distintos _
Alimentacién A: !1 Después del cambio de pO, (después de 5-6 h), la alimentacion
se empezd con una velomdad de alimentacién de 6,5 kg /(m® h) con una pendiente
constante de 0,15 Kg /(m® h) (A). L

Alimentacion B: Despues de 5 horas de alimentacion, la velocidad de ahmenta-
cién se aumenté en 1kg/ (m h} con Ia misma pendiente que anteriormente (B)

Un perfil de| fermentacmn tipico para la produccion de gallldermma como se

describe antenormente se muestra en la figura 1. 3
Basadas enltodos Ios descubnmlentos se realizaron varias fermentacnones ba-

1
jo las mismas COI’](?ICIOHBS (vease antenormente) para ver si el proceso era fuerte y

reproducible. La figura 2 muestra los perfiles tipicos de dos fermentauones estandar,

dando por resultadfla una produc’uv:dad de gallidermina como se descnbe en este do-

cumento.
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Ejemplo 2: .

Purificacion de gallldermlna l A
Empezando,desde el sobrenadante del cultivo del proceso de fermentac:on

como se describe en el Ejemplo 1, se purificd la gallidermina mediante los, siguientes

procedimientos: ‘ . I

i

!

Procedimiento A: PreC|p|taC|on con sulfato de amonio :
Después de la fermentacién, las células se ellmmaron por centnfugacwn y el
producto se precnplto desde el sobrenadante libre de células (pH 6,7) medlante la adi-
cion, con agitacion Isuave durante 30 min a temperatura ambiente, de 314 g/ll de sulfato
de amonio, que es equwalente a 50% de saturacion. , ‘
En un experlmento separado, se probé la precipitacién con dwersas concentra-

ciones (saturacuone15) de sulfato de amonio.

% de saturacion de sulfato de amonio Rendimienio ('%) |
20 j 9 |
30 ; | 31 |
40 r 69 ‘
50 76 t
60 ~ 74

i _

La suspensii’én se agitd lentamente durante unos 30 min adicionales y entonces
el precipitado se recoglo por filtracion. El precipitado se disolvio en una dlsolucmn de
40% de etanol, 1% de acido acético en agua (1/4 del volumen inicial). El rendlmlento
del producto fue 87%, y la pureza, medida por HPLC analitico, fue 93,6% de area.

La pureza d:el producto podria mejorarse adicionalmente a > 98% de area me-
diante HPLC de pEreparaci()n. El medio de cromatografia fue Amberchrom HPR10
(XT20 también se probd con éxito). E! producto se cargd en la columna, que después
se lavo con una disiolucién en agua de 16 % de acetonitrilo, 0,1 % de acido trifluoroa-
cetico. El producto ise eluyé.de la columna con un gradiente de 24-36% ide acetonitrilo.

Procedimiento B: Precipitacion con NaCl

Variante A: | S ;
1. Después;de la fermentacion, las células se eliminaron por ceﬁtringacic’:n y el
producto se precipité del sobrenadante libre de céiulas mediante la adlc:onlde 200 g/L

F

|
de NaCl con agltaci‘lon suave durante 30 min a temperatura ambiente., Se continué la
precipitacion durante 30 min. | v

i

\

f

! |

i ‘ ‘ |
! A
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1a). En un experimento separado, se probé el efecto del tiempo de precipita-
cion en el rendimiento y la pureza del producte (200 g/L de NaCl, pH 6,7, temperatura

ambiente): i
. Sl o Pureza después de la
Tiempo de precipitacion Rendimiento L
: precipitacion
(h) (%) .
. (% de area por HPLC)
0,5 . 832 - 91,5,
1,0 - 80,0 fo11 '
2,0 794 . 90,9
19 . 819 88,1
5 1b). En un (Ea‘xperimento adicional, se probé el efecto de la corjcentracién de

NaCl en el rendimiénto y puireza del producto (tiempo de precipitacion 30 min, pH 6,7,

temperatura ambiente):

.
i !

L. L. Pureza después de ia
Concentracion de NaCl Rendimiento .
; . . precipitacion
(g/L) | (%) ,
: . (% de area por HPLC)
310 86,0 79,6
279 857 81,6
248 i 88,3 83,3
217 ; 85,6 857,
186 | ; 812 86,3;
155 | | Y . 86,9
l

!
: !

. i
1c). En un e'xperimehto adicional, se probo el efecto del pH de la diéolucién de
10 producto antes de la precnpltacmn en el rendimiento y pureza del producto (tiempo de

preC|p|taC|on 30 m|n 200 g/L de NaCl/' temperatura ambiente):

o Pureza despuzés de la

H Rendimiento ! ;
P i : recipitacion

| %) Preepe,

‘ (% de area por HPLC)
6,7 (directo desde, el fer- |
. 598 : 92,8
mentador) : : s
75 750 ;- 942
8,0 - 837 : 939»
8,5 90,4 92,8;
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2. El precipitado de producto se centrifugd y lavé con una disolucién de 200 g/L
de NaCl. El volumen de lavado fue equivalente a la mitad del volumen de la disolucién
inicial de producto.

3. El precipitade se centrifugé de nuevo y se suspendio en 1/20° del volumen

! § [

inicial de agua. ! o |
4. Después de la cehtrifugacién, el precipitado se suspendio en;1/20° del volu-

men inicial de agua y se centrifugd una segunda vez. T

| I
5. El precipitado de producto se disolvid en acido acetico al 1%n y pudo enton-

ces titrarse a un pH deseado con una disolucidén de NaCH, y fmalmente se flltI'O y con-

gelé. | l
Variante B: { :

1. Después ‘de la fermentacic')n, las células se eliminaron por centrifugacion y el

producto se precipi"tc'n del sobrenadante libre de células mediante ta adicion de 200 ag/L
|

de NaCl con agitacion suave durante 30 min a temperatura ambiente. La pfecipitacibn

se continud durante 30 min.

2. El prec1p|tado de producto se centrifugo y lavo con una disolucion de 200 g/L
de NaCl. El volumen de lavado fue equivalente a la mitad del volumen de Ia disolucion

inicial de producto.l ‘ [ | :

1

: |
3. El precipitado se centrifugé de nuevo y se suspendié en 1/20° del volumen
' }

inicial de agua. | o
|

. , . . s
4. Se afiadié una disolucion de 20% de etanol, 2% de acido alcetlt_:o en agua
para dar un volumen final de % del volumen inicial. También es posible un volumen
mayor.

5. La disolucion del producto se filtré y cargd en una columna de A!mberchrom
¢g300c (cromatografia de fasé inversa a baja presion). También podrian ser adecua-
dos medios cromalltograflcos en fase inversa similares, por ejemplo Amberchrom
cg161c. La columnEa se lavé con 16%'de acetonitrilo, 0,1% de acido trlfluoroacetlco en

agua, y luego el producto se eluyo con acetonitrilo al 80% en agua. l

6. Se ehmlno el acetonltnlo de la disolucién de producto por destllac:|on a baja

presion. | i \

{

7. El producto se seco por congelacion. El rendimiento total fue 57% la pureza
por HPLC fue 95% 'y el contemdo fue 68%. i i |
|

. ;
| _ ; i
! ‘ [

\

Variante C:

1. Después ide la ferhentacién las celulas se eliminaron por entrifu‘gaci() y el
sobrenadante libre de celul?s se ajustoé a pH 8,0 con NaOH 0,5 M. El producto se pre-

cipito del sobrenadante libre de células mediante la adicion de 200 g/L de NaCl y 17
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g/L de Celite con agitacion suave durante 30 min a temperatura ambiente. La precipi-
taciéon se continud durante 30 min.

2. El precipitado de producto se filtrd y lavd con tres partes de una disolucion
de 200 g/L de NaCII. El volumen total de lavado de sal fue equivalente a tres cuartos
del volumen de la disolucion inicial de producto.

3. El precipitado se lavé con una parte de agua, equivalente a 1/20° del volu-
men de la disolucion inicial de producto. !

4 El precipitiado se diisolvié con tres partes de 40% de etanol, 1% d;e: acido acé-

tico. El volumen totsT-\I fue un;cuarto del volumen de la gisolucién inicial de prci)ducto.
5. La disolucion de, producto se filtré y cargd en una columna de resina en HPLC en
fase inversa Amberchrom HPR10. Otras resinas de HPLC en fase inversa tal como
Amberchrom XTZO;o Kromasil 100A-10-C18, podrian ser también adecuadas. La co-
lumna se lavo después con una disolucion en agua de 16 % de acetonpitrilé, 0,1 % de
acido trifluoroacético. El producto se eluy6 de fa columna con un gradiente de 24-36%
de acetonitrilo en agua que Icontenia 0,1 % de acido trifluoroacético. ‘

6. Se elimin:c') el acetonitrilo de la disolucion de producto por destilacion a baja
presion. !

7. El pI'OdUCL(O se seco por congelacion. Tipicamente, se obtuvieron ‘%purezas de

> 98% en area. La recogida de producto de la columna de HPLC podia ajustarse para

aumentar la purezal(con una consecuente disminucion en el rendimiento).

]
|

]
i
i
t
i
1
i
1
i
I
|
i
{

b
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Reiyindicaciones
1. Método para la fabr%cacic’m de un péptido de lantibidtico, que comprende una
etapa de fermentacfi()n y pu;rificacién, en el que la etapa de purificacidn comprende la
etapa: i
(i) precipitacién deli peptido de lantibidtico de un sobrenadante de cultivo c{elular ana-
diendo una sal inorganica.
2. Método seg(u% la reivi;ndicaciénn, caracterizada porque compre‘nde ademas la
etapa de purificacion: ' o

(i) someter el péptido obtenido de la etapa de precipitado i) a una etapa de lavado,

;purificacién cromatografica, una etapa de secado o a cristalizacion.

una unica etapa de
3. Método segln ia relvmdlcacnon 1 0 2, caracterizado porque la sal morganlca
comprende la composicién M“ X", en Ia que n=+1,+2 y m=-1,-2-3.

4. Método seglun la reivindicacion 3, caracterizado porque X se seleccmna del
grupo que comprende haldgeno, fosfato fosfonato, sulfato, sulfonilo, acetato y porque
M se selecciona dell grupo que comprende metales alcalinos, metales aicalinotérreos y
amonio. : ;

5. Método segun la relvmdlcac:lon 4, caracterizado porque la sal es prefenb!emen—
te un haldgeno alcallno prefer:blemente es cloruro sédico o de potasm

6. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la prempntacmn con una
sal inorganica se Ilgva a cabo a concentraciones de sal de al menos 1,6 M'o por enci-
ma. ; |

|

7. Método segi]n cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el
scbrenadante de cultivo celular resultante de la etapa de fermentacion se cosecha de
una carga bacterlana o cultivo celular de carga de alimentacion que no ha crecido mas
alla del comienzo de la fase estacionaria, o procede del cultive celular bacteriano con-
finuo.

8. Método segL'm cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el
medio usado para la etapa de fermentacion se suplementa con extracto de levadura.

9. Método segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el -cultivo celutar bacte-
riano es un cultivo ciie Estafilococo, preferiblemente es un cultivo de S. gallinarium.

10. Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el péptido de fantibioti-
co se selecciona del grupo que consiste en epidermina, pep5 o gallidermina o sus va-

. ! . .
riantes que comprenden al menos el motivo estructural de formula |.

by
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RESUMEN
La presente invencion se refiere a la fabricacion de compuestes de antibiotico
de la clase conocida como lantibidticos. Preferiblemente, la presente invencién se re-

fiere a la purificacion de esos lantibioticos.
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Box i Ot;)servétlons where certaln claims were found unsearchable (Continuation (laf ftem 2 of first sheet)
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Doctor (a}

FERRERC EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA GMBH

REFERENCIA Radicacidn No. 8 83658
Solicitud internacional PCT/EP2007/051192
Fecha inicio fase nacional 13/09/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

oficio No. ~ 11643

Come resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gque:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de 1la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos ctorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuestc por los articulos 259 y 260 del
cddigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Ccoperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinarié segln indiquen
claramente wuna cesién de dereches del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercioc.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficic, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1l1la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio nforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo quinto del titulof/ primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CE
Jefe de la divi

DE VERGEL
6n de Nuevag Creacicnes

El anterg
fecha

adpall i 2 SE[ 2008

requerimiento fue notificado por fijacidn en lista de

el



