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Epothilony D, E a F, zpiisob jejich vyroby a jejich pouZiti jako cytostatik a prostredki pro
ochranu rostlin

Oblast techniky

PredloZeny vynalez se tyka epothilont D, E a F, jejich vyroby, jakoZ i jejich pouziti ke zhotoveni
terapeutickych prostfedki a prostfedkt k ochrané rostlin.

Dosavadni stav techniky

Dosud byla vyvinuta fada epothilont, viz napfiklad Nicolaou et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl.,
(1996) 35(20), 2399-2401. V mezi narodni patentové piihlasce WO-A-93 10121 jsou popsény
epothilony A a B, od nichZ se epothilon D 1i§i chyb&jicim epoxidovym kruhem a epothilony E a F
hydroxymethylskupinou na thiazolovém zbytku. Jak bylo zji$téno, tyto odlisnosti vedou k pie-
kvapivé lep$im vlastnostem uvedenych sloudenin.

Podstata vynalezu

Pfedmétem vynalezu je epothilon D vzorce

R = CHj
kde M je methyl.

Tuto sloudeninu lze ziskat tim, Ze se

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 o sob& znamym zpisobem kultivuje v pfitomnosti
adsorpéni pryskyfice,

(b) adsorpéni pryskyfice se oddéli od kultury a promyje smési voda/methanol,
(c) promyta adsorpéni pryskyfice se eluuje methanolem a eluat se zahusti na surovy extrakt,

(d) ziskany koncentrat se extrahuje ethylacetitem, extrakt se zahusti a rozdéli mezi methanol a
hexan,

(e) methanolicka faze zahusti na rafinat a tento koncentrat se frakcionuje na sloupci Sephadexu,
(f) ziska se frakce s produkty metabolismu pouzitého mikroorganismu,

(g) ziskana frakce chromatografuje se smési methanol/voda na C18-reverzni fazi a v ¢asovém
potadi postupng

—~  po prvni frakci s epothilonem A a

—  druhé frakci s epothilonem B se ziska

—~  teti frakce s prvnim dal$im epothilonem a

—~  Ctvrta frakce s druhym dal8im epothilonem a izoluje se

(h1) epothilon z prvni dal$i frakce a/nebo
(h2) epothilon z druhé dalsi frakce.

Piedmétem vynalezu je dale epothilon D sumamiho vzorce C,;H;NOsS, charakterizovany
'H-a ">C-NMR spektrem podle tabulky 1.
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Epothilon D miZe byt pouZzit pro pfipravu sloucenin nasledujiciho vzorce 1, pfiCemz pro jeho
derivatizace se miZe odkazovat na derivatizanim metody, které jsou popsény
v WO-A-97/19 086.

i
N

(1)
v uvedeném vzorci 1 znadi:
R= H, C,_4—alky1;

R!, R, R}, R* R’ = H, Ci¢-alkyl, C,¢acyl-benzoyl, C, 4trialkylsilyl, benzyl, fenyl,
C,_¢—alkoxy—, Ce-alkyl, hydroxy— halogenem substituovany benzyl resp. fenyl;

pii¢em také dva ze zbytk R' az R’ mohou byt spojeny se seskupenim —(CH,),—, kde n =1 aZ 6,
a u zbytkl obsazenych alkyl- nebo acylskupin se jedna o zbytky s pfimym nebo rozvétvenym
fetézcem;

Y a Z jsou bud’ stejné nebo rozdilné a ptedstavuji vodik, halogen jako F, Cl, Br nebo I, pseudo-
halogen jako —-NCO, —~NCS, nebo N;, OH, O—(C,_¢)-acyl, O~(C,)-alkyl, O-benzoyl. Y a Z
mohou byt také kyslikovym atomem epoxidu, pfi¢emz to neplati u epothilonu A nebo B, nebo
jedna z C-C vazeb tvoii dvojnou vazbu C=C.

Takto je mozné 12,13—dvojnou vazbu selektivné

—  hydrogenovat, napiiklad katalyticky nebo diiminem, pfi¢emz se ziské4 slouCenina vzorce 1,
kde Y=7=H; nebo

-~  epoxidovat, napfiklad dimethyldioxiranem nebo peroxykyselinou, pfi¢emz se ziska slouceni-
na vzorce 1, kde Y se Z = O; nebo

— prevést na dihalogenidy, dipseudohalogenidy nebo diazidy, pfi€emz se ziskd sloucenina
vzorce 1, kde Y a Z = halogen, pseudohalogen nebo N;.

Predmétem vynalezu je rovnéz epothilon E vzorce

Epothikm E A=H

Piedmétem vynalezu je déle epothilon E sumarniho vzorce CysH3oNO-S, majici nasledujici
"H-NMR spektrum (300 MHz, CDCl,): delta = 2,38 (2-H,), 2,51 (2-H,), 4,17 (3-H), 3,19 (6-H),
3,74 (7-H), 1,30-1,70 (8-H, 9-H,, 10-H,, 11-H,), 2,89 (12-H), 3,00 (13-H), 1,88 (14-H,), 2,07
(14-Hy), 5,40 (15-H), 6,57 (17-H), 7,08 (19-H), 4,85 (21-H,), 1,05 (22-H,), 1,32 (23-H,), 1,17
(24-H,), 0,97 (25-H;) 2,04 (27-Hs).
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Epothilon E je biotransformantem epothilonu A, ktery lze ziskat tak, Ze se

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 o sob&€ znamym zplisobem Kkultivuje v pFitomnosti
adsorpéni pryskytice, oddéli od adsorpéni pryskyfice a pfipadné celé mnoZstvi nebo &ast oddéle-
né kultury se smisi s methanolickym roztokem epothilu A,

(b) kultura smisend s epothilonem A se inkubuje a potom smisi s absorpéni pryskyfici,

(c) adsorpéni pryskyfice se oddéli od kultury, eluuje methanolem a eluat se zahusti na surovy
extrakt,

(d) surovy extrakt se rozdéli mezi ethylacetét a vodu, ethylacetatova faze se oddéli a zahusti na
olej,

(e) olej se chromatografuje na reverzni fazi za nasledujicich podminek:
Material sloupce: Nucleosil 100 C-18 7 um
Rozmeéry sloupce: 250 x 4 mm
Eluent: methanol/voda = 60:40
Pritok: 1,2 ml/min

a frakce obsahujici biotransformant, které se daji detegovat UV-zhaSenim pii 254 mm,
s R; — dobou 5,0 min, se oddéli a izoluje se biotransformant.

Vyhodné je, jestlize se v kroku (a) odd€li kultura, ktera se stara tfi nebo &tyfi anebo vice dni.
Vyhodné je rovnéZ, jestliZe se v kroku (b) inkubuje jeden nebo dva anebo vice dni.

Pifedmétem vynalezu je rovnéz epothiolon F vzorce

s
HOCH2—<\ ]\)
\ .,

Epothilon F R = Ciy

Piedmétem vynalezu je dale epothilon F sumarniho vzorce C,;H,;NO,S, charakterizované nasle-
dujicim '"H-NMR spektrem (300 MHz, CDCly): delta = 2,37 (2-H,), 2,52 (2-H,), 4,20
(3-H), 3,27 (6-H), 3,74 (7-H), 1,30 - 1,70 (8-H, 9-H,, 10-H,, 11-H,), 2,78 (13-H), 1,91
(14-H), 2,06 (14-H,), 5,42 (15-H), 6,58 (17-H), 7,10 (19-H), 4,89 (21-H,), 1,05 (22-H3), 1,26
(23-H,), 1,14 (24-H,), 0,98 (25-H,), 1,35 (26-H;), 2,06 (27-Hs).

Epothiolon F je biotransformantem epothilonu B, ktery lze ziskat tak, ze se

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 o sob&¢ zndmym zplisobem kultivuje v pfitomnosti
adsorpéni pryskyfice, oddéli od adsorpéni pryskyftice a pripadné celé mnoZstvi nebo ¢ast oddéle-
né kultury se smisi s methanolickym roztokem epothilonu B,

(b) kultura smisena s epothilonem B se inkubuje a potom smisi s adsorpéni pryskyfici,

(c) absorpéni pryskyfice se oddéli od kultury, eluuje methanolem a eluat se zahusti na surovy
extrakt,

(d) surovy extrakt se rozdéli mezi ethylacetat a vodu, ethylacetatova faze se oddeli a zahusti na
olej,

(e) olej na chromatografuje na reverzni fazi za néasledujicich podminek:
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Material sloupce: Nucleosil 100 C-18 7 um
Rozméry sloupce: 250 x 4 mm

Mobilni faze: methanol/voda = 60:40
Priitok: 1,2 ml/min

a frakce obsahujici biotransformant, které se daji detegovat UV-zhaSenim pii 254 nm,
s R~ dobou 5,4 min, se oddéli a izoluje se biotransformant.

Vyhodné je, jestlize se v kroku (a) oddéli kultura, ktera je stara tfi nebo &tyfi anebo vice dni.
Vyhodné je rovnéz, jestlize se v kroku (b) inkubuje jeden nebo dva anebo vice dni.

Vyroba a prostiedky

Slou€eniny podle vynalezu, resp. epothilony lze ziskat ze shora uvedenych opatieni.

Vynalez se dale tyka prostfedkid pro ochranu rostlin v zemé&dé&lstvi, lesnictvi a/nebo zahradnictvi,
sestavajicich z jednoho nebo vice shora uvedenych epothilonii D, E a F, respektive sestavajici
z jednoho nebo vice shora uvedenych epothilond vedle jednoho nebo vice obvyklych nosi¢i
a/nebo fedidel.

Konedné se vynalez tyka terapeutickych prostiedki, sestavajicich z jedné nebo vice shora uvede-
nych sloudenin nebo jedné nebo vice shora uvedenych sloudenin vedle jednoho nebo vice
obvyklych nosi¢il a/nebo fedidel. Tyto prostiedky mohou vykazovat zejména cytotoxickéaktivity
a/nebo imunosupresi a/nebo mohou byt nasazovany k potirani malignich tumord, pti¢emz Je
zvlast’ preferovano jejich pouZzivani jako cytostatika.

Vynalez je v nasledujicim popisem nékolika vybranych pfikladi provedeni blize objasnén a
popsan.

Piehled obrazki na vykresech

Obrazek 1:  HPLC analyza XAD eluatu na konci fermentace.

Obrazek 2:  Obohaceni epothilonu E a F ve fermenta¢ni smési po doplnéni smési epothilonu A
a B, analyzovano po inkubaci 48 hodin.

Obrizek 3:  Kinetika biotransformace epothilonu A na epothilon E pomoci Sorangium cellulo-
sum SO ce90.

Obrazek 4:  Biotransformace epothilonu A na epothilon E.

Obrazek 5:  Biotransformace epothilonu B na epothilon F.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Epothilon D spolu s epothilonem C

A. Produkéni kmen a podminky kultury odpovidajici zakladnimu patentu epothilonu
DE-B-41 38 042

B. Produkce s DSM 6773

Bylo vzato 75 1 kultury jak je popséno v zakladnim patentu a pouZito k naockovani produkéniho
fermentoru se 700 | produkéniho média z 0,8 % skrobu, 0,2 % glukézy, 0,2 % sojové moucky,
0,2 % extraktu kvasnic, 0,1 % CaCl, 2H,0, 0,1 % MgSO,. 7H,O, 8 mg/l Fe-EDTA, pH = 7,4 a
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pfipadné 15 | absorpéni pryskyfice Amberlite XAD—16. Fermentace trvala 7-10 dni pii 30 °C,
provzdustiovani s 0,1 N I/m’. Regulaci po&tu otadek byl pO, udrzovan na 30 %.

C. Izolace

Adsorpéni pryskyfice byla od kultury oddélena pomoci 0,7 m*, mesh procesniho filtru a promy-
tim 3 objemy smési voda/methanol 2:1 byla zbavena polarnich ptimési. Eluovanim se 4 objemy
methanolu se ziskal surovy extrakt, ktery byl ve vakuu aZ po vystupu vodni faze odpafen. Tato
byla tfikrat extrahovéna stejnym objemem ethylacetatu. Zhusténi organické faze poskytlo 240 g
surového extraktu, ktery byl rozdélen mezi methanol a heptan, aby se oddélily lipofilni piimési.
Zahu$ténim methanolické faze ve vakuu bylo ziskédno 180 g rafinatu, ktery byl ve tfech podilech
frakcionovan na Sephadexu LH-20 (sloupec 20 x 100 cm, 20 ml/min methanolu). Epothilony
jsou v mnoZstvi 72 g obsaZeny ve frakci eluované s retenéni dobou 240-300 min. K oddé&leni
Epothilont bylo ve tfech podilech chromatografovano na Lichrosorbu RP-18 (15 pm, sloupec
10 x 40 cm, mobilni faze 180 ml/min smé&si methanol/voda 65:35). Po Epothilonu A a B byl
eluovan Epothilon C s R, = 90 — 95 min a Epothilon D s R, = 100 — 110 a po odpaieni ve vakuu
byly nakonec ziskany jako bezbarvé oleje ve vytézku 0,3 g.

D. Fyzikélni vlastnosti

Epothilon C, R=H
Epothilon D, R = CHj

Epothilon C

Cy6H0NOsS [477]

ESI-MS: (pozitivni ionty): 478,5 pro [M+H]"

'H—a ">C-NMR viz Tabulka 1

DC: Ry=0,82

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, mobilni faze: dichlormethan/methanol = 9:1

Detekce: UV—zhageni pii 254 nm. Postfik ¢inidlem vanilin—kyselina sirova, modro$edé zabarveni
pfi zahtati na 120 ;C.

HPLC: R; 11,5 min

Sloupec: Nucleosil 100 C-18 7 um, 125 x 4 mm

Mobilni faze: methanol/voda 65:35

Pratok: 1 ml/min

Detekce: diodovy systém

Epothilon D
C,7H4yNOsS [491]
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ESI-MS: (pozitivni ionty): 492,5 pro [M+H]"

'H-a "C-NMR viz Tabulka 1

DC: R¢=0,82

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, mobilni faze: dichlormethan/methanol = 9:1

Detekce: UV-zhaSeni pii 254 nm. Postiik ¢inidlem vanilin—kyselina sirova, modroSedé zabarveni
pii zahtati na 120 °C.

HPLC: R;= 15,3 min

Sloupec: Nucleosil 100 C-18 7 um, 125 x 4 mm

Mobilni faze: methanol/voda 65:35

Pritok: 1 ml/min

Detekce: diodovy systém

Tabulka 1
'H- a ®*C-NMR data Epothilonu C a Epothilonu D v [Ds] DMSO pii 300 MHz
Epothilon C Epothilon D
H-atom S (ppm) C-atom S (ppm) 8 (ppm) C-atom 8 {ppm)
1 170,3 1 1701
2-Ha 2,38 2 38,4 2,35 2 39,0
2-Hy 2,50 3 71,2 2,38 3 70,8
3-H 3,97 4 53,1 4,10 4 53,2
3-OH 512 5 2171 5,08 5 217.4
6-H 3,07 6 45 4 3,11 6 44,4
7-H 3,49 7 75,9 3,48 7 75,5
7-OH 4,46 8 35,4 4,46 8 36,3
8-H 1,34 9 27,6 1,29 9 29,9
9-Ha 1,15 10 30,0 1,14 10 25,9
g-H, 1,40 11 276 1,38 11 31,8
10-Hq 1,15 12 124,86 1,14 12 138,3
10-Hp 1,35 13 133,1 1,35 13 120,3
11-H, 1,90 14 31,3 1,75 14 31,6
11-Hy 2,18 15 76,3 2,10 15 76,6
12-H 538 16 137,3 16 1372
13-H 544" 17 1191 5,08 17 119,2
14-H, 2,35 18 1521 2,30 18 1562,1
14-H, 2,70 19 1177 2,65 19 1177
15-H 527 20 164,2 5,29 20 164,3
17-H 6,50 21 18,8 8,51 21 18,9
19-H 7,35 22 20,8 7,35 22 19,7
21-Hs 265 23 22,6 2,65 23 22,5
| 22-Hj 0,94 24 16,7 0,90 24 16,4
23-Ha 1,21 25 18,4 1,19 25 18,4
24-Hy 1,06 27 14,2 1,07 26 229
25-H3 0,90 0,91 27 14,1
26-Hj 1,63
27-Hs 2,10 211

* " zaménitelné piirazeni
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Priklad 2
Epothilon A a 12,13-Bisepi—epothilon A z Epothilonu C

50 mg epothilonu A bylo rozpusténo v 1,5 ml acetonu a smiseno s 1,5 ml 0,07 molarniho roztoku
dimethyldioxaranu v acetonu. Po 6 hodinach stani pfi teploté mistnosti bylo odpafeno ve vakuu a
produkty byly oddéleny pomoci preparativni HLPC (mobilni faze: methyl-terc-butylether/-
petrolether/methanol 33:66:1).

Vytézek:

25 mg Epothilon A,

R, = 3,5 min (analyticki HPLC, 7 um, sloupec 4 x 250 mm, mobilni fize viz nahofe, pritok
1,5 ml/min)

a
20 mg 12,13-Bisepi—epothilonu A,
R, = 3,7 min, ESI-MS (pozitivni ionty) m/z = 494 [M+H]",

'H-NMR v [D,] methanolu, vybrané signaly: delta = 4,32 (3-H), 3,79 (7-H), 3,06 (12-H), 3,16
(13-H), 5,54 (15-H), 6,69 (17-H), 1,20 (22-H), 1,45 (23-H).

12,13-Bisepi-epothilon A, R=H

Pfiklad 3
Epothilon E a F, nové produkty biotransformace Epothiloni A a B

Produkéni kmen:

Produkéni kmen Sorangium cellulosum So ce90 byl izolovén v ¢ervenci 1985 na GBF ze vzorku
pidy z bfehl Zambezi a 28. 10. 1991 uloZen v Némecké sbirce pro mikroorganismy (Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismem) pod islem DSM 6773.

Charakterizace producenta jakoZ i podminky kultury jsou popsany v: Hofle, G.; N. Bedord,
K. Gerth & H. Reichenbach. Epothilone, deren Herstellungsverfahren sowie sie ethaltende Mittel.
DE 41 38 042 Al, zvefejnéno 27. kvétna 1993.

Tvorba Epothilonu E a F béhem fermentace:

Typicka fermentace probiha nasledovné: 1001 bioreaktor se naplni 60 1 média (0,8 % Skrobu,
0,2 % glukdzy, 0,2 % sojové moucky, 0,2 % extraktu kvasnic, 0,1 % CaCl,, 2H,0, 0,1 % MgSO,.
7H,0, 8 mg/l Fe-EDTA, pH = 7,4). Dodate¢né se ptidaji 2 % absorpéni pryskyiice (XAD-16,
Rohm & Haas). Autoklavovanim se médium sterilizuje (2 hod., 120 °C). Naockuje se 101 ve
stejném médiu (dodate¢né 50 mM HEPES-pufru pH 7,4) vtiepace upravené piedkultury
(160 otacek/min, 30 °C). Fermentuje se pii 32 °C srychlosti michadla 500 otacek/min a
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provzdusiiovanim 0,2 N I na m® a hodinu, pH se udrZuje na 7,4 ptidavkem KOH. Fermentace trva
7 az 10 dni. Vytvotené Epothilony se béhem fermentace kontinualné vazou na adsorp&ni prysky-
fici. Po oddéleni kultivatniho roztoku (napf. prosatim na procesni filtru) se pryskyfice promyje
3 objemy vody a eluuje se 4 objemy methanolu. Eluat se zahusti do sucha a rozpusti v 700 ml
methanolu.

HLPC-Analyzy XAD-eluatu:

Proti vychozimu objemu v reaktoru (70 1) byl eluat zkoncentrovan 100 : 1. Analyza byla prove-
dena na HPLC zafizeni 1090 firmy Hewlett Packard. K d&leni obsaZenych latek byl pouZit
nukleosilovy sloupec (125/2 Nucleosil 125-5 Cy3) firmy Machery—Nagel (Diiren). Eluovano bylo
smési voda/acetonitril s gradientem od pocate¢nich 75:25 az do 50:50 po 5,5 minutach. Tento
pomér byl dodrZzovan az do 7.minuty, aby pak az k 10.minuté stoupl na 100% acetonitrilu.

Meieno bylo pfi vinové délce 250 nm a 3ifi pasu 4 nm. Spektra pii diodovém uspofadani byla
méfena ve vlnovém rozsahu 200 nm az 400 nm. V XAD-eluétu jsou napadné dvé nové substance
sR; 5,29 a R, 5,91, jejichz adsorpéni spektra jsou identicka se spektry Epothilonii A respektive B
(Obrazek 1; E odpovida A, F odpovida B). Za udanych fermentadnich podminek se tyto substan-
ce tvoii jen ve stopach.

Biotransformace Epothilonu A a B na Epothilon E a F:

Pro cilenou biotransformaci bylo pouZzito 500 ml kultury So ce90 staré 4 dny a uchovdvané
s adsorpni pryskyfici. Z té bylo do sterilni 11 Erlenmeyerovy batiky pfeneseno 250 ml za pone-
chani XAD. Potom byla k methanolickému roztoku ptidana smés celkem 36 mg Epothilonu a
14 mg Epothilonu B a batika byla na tfepaci stolici dva dny pfi 30 °C a 200 ot/min inkubovana.
Tvoteni Epothilonu E a F bylo analyzovano pfimo z 10 pl centrifugovaného vzorku kultury
(Obrazek 2). Pfeména probihd pouze za piitomnosti bun€k a je zavisla na hustoté vloZenych
bunék a dase. Kinetika pfemény je pro Epothilon A znazornéna na obrazku 3.

Izolace Epothilon E a F:

Pro izolaci Epothilonu E a F byly spojeny tfi nasady z tfepacich banék z biotransformace (viz
shora) a byly 1 h tfepany s XAD-16. XAD bylo ziskano odsatim a bylo eluovano 200 ml metha-
nolu. Eluat byl ve vakuu odpafen na 1,7 g surového extraktu. Tento byl rozdélen mezi 30 ml
ethylacetatu a 100 ml vody. Z ethylacetatové faze bylo po odpafeni ve vakuu ziskano 330 mg
olejovitého zbytku a ty byly v péti cyklech chromatografovany pres 250 x 20 mm RP-18 sloupec
(mobilni faze: methanol/voda 58:42, detekce 254 nm).

Vytézek: Epothilon E 50 mg
Epothilon F 10 mg
Biologické ptsobeni Epothilonu E:

V bun&énych kulturach byla stanovena koncentrace, kterd redukuje rist o 50 % (ICsy) a byla
porovnana s hodnotami pro Epothilon A.

Bunééna fada ICs, (ng/ml)

Epothilon E Epothilon A
HeLa. KB-3.1 (lidsky) 5 1
Mysi fibroblasty, L.929 20 4
Epothilon E
C,6H39NO,S [509]

ESI-MS: (pozitivni ionty): 510,3 pro [M+H]"
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DC: R;= 0,58

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, mobilni faze: dichlormethan/methanol = 9:1

Detekce: UV-zhaSeni pii 254 nm. Postfik ¢inidlem vanilin—kyselina sirova, modro$edé zabarveni
pii zahfati na 120 °C.

HPLC: R, = 5,0 min

Sloupec: Nucleosil 100 C-18 7 um, 250 x 4 mm

Mobilni faze: methanol/voda 60:40

Priitok: 1,2 ml/min

Detekce: diodovy systém

'"H-NMR (30 MHz, CDCL): delta = 2,38 (2-H,), 2,51 (2-Hy), 4,17 (3-H), 3,19 (6-H), 3,74
(7-H), 1,30-1,70 (8-H, 9-H,, 10-H,, 11-H,), 2,89 (12-H), 3,00 (13-H), 1,88 (14-H,), 2,07
(14-Hy), 5,40 (15-H), 6,57 (17-H), 7,08 (19-H), 4,85 (21-H,), 1,05 (22-H,), 1,32 (23-H,), 1,17
(24-Hs), 0,97 (25-Hy), 2,04 (27-Hy).

Epothilon F

Cy7HyNO;S [523]

ESI-MS: (pozitivni ionty): 524,5 pro [M+H]"

DC: R¢=0,58

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, mobilni faze: dichlormethan/methanol = 9:1

Detekce: UV—zhasSeni pfi 254 nm. Postfik ¢inidlem vanilin—kyselina sirova, modroSedé zabarveni
pfi zahtati na 120 ;C.

HPLC: R;=5,4 min

Sloupec: Nucleosil 100 C-18 7 um, 250 x 4 mm

Mobilni faze: methanol/voda 60:40

Pritok: 1,2 ml/min

Detekce: diodovy systém

'H-NMR (300 MHz, CDCly): delta = 2,37 (2-H,) 2,52 (2-Hy), 4,20 (3-H), 3,27 (6-H), 3,74
(7-H), 1,30-1,70 (8-H, 9-H,, 10-H,, 11-H,) 2,78 (13-H), 1,91 (14-H), 2,06 (14-H,), 5,42
(15-H), 6,58 (17-H), 7,10 (19-H), 4,89 (21-H,), 1,05 (22-H,), 1,26 (23-H,), 1,14 (24-H), 0,98
(25-H3), 1,35 (26-Hy), 2,06 (27-H3).

Piiklad 4
Ptiprava Epothilonu E a F biotransformaci pomoci Sorangium cellulosum SO ce90

1) Provedeni biotransformace

Pro biotransformaci byla pouzita kultura Sorangium cellulosum So ce 90, kterd byla v ptitom-
nosti 2% adsorpcni pryskytice 16 XAD (Rohm a Haas, Frankfurt/M.) &tyti dny pfi 30 °C a
160 ot./min tfepana. Kultivaéni médium mélo v g/litr destilované vody nasledujici sloZeni: bram-
borovy Skrob (Maizena), 8; glukdza (Maizena), 8; tuku zbavena sojova moucka, 2; kvasnicovy
vytézek (Marcor), 2; Zelezito—sodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové, 0,008; MgSO, . 7 H,0, 1;
CaCl, . 2 H,0, 1I; HEPES, 11,5. Pfed autoklavovanim bylo pomoci KOH nastaveno pH na 7.4.
XAD byla od kultury odsata na situ zuslechtilé oceli (200 um Siika ok). Bakterie byly
sedimentovany centrifugovanim 10 min pfi 10 000 ot./min. a sbalek byl znovu suspendovan v 1/5
presahu kultury. Ke koncentrované suspenzi bakterii byl nyni pifiddan Epothilon A respektive
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Epothilon B v methanolickém roztoku o koncentraci 0,5 g/litr. Kultura byla dale kultivovana jak
Jje shora popsano. Pro analyzu biotransformace bylo v poZzadovanych ¢asovych intervalech ode-
brano 1 ml vzorku, ptidano 0,1 ml XAD a vzorek byl 30 min tfepan pii 30 °C. Eluét byl zahustén
do sucha a znovu rozpustén v methanolu. Tento vzorek byl podroben HLPC analyze.

Obrazek 4: Kinetika biotransformace Epothilonu A na Epothilon E.
Obrazek 5: Kinetika biotransformace Epothilonu B na Epothilon F.

2) Priprava Epothilonu E biotransformaci 1 g Epothilonu A.

Kmen Sorangium cellulosum So ce90 byl v 8,5 | nahofe uvedeného média (av§ak bez pfidavku
XAD) na ¢tyti dny nanesen do 10 litrového bioreaktoru pii 30 °C, s poétem otacek 150 ot./min a
provzdudtiovanim 0,1 N I/m’,

Na to byla kultura pomoci ,,cros flow* filtrace zahusténa na 3 1. K tomu bylo pouzito 0,6 m?
membrany s velikosti pérd 0,3 pm.

Koncentrovana kultura byla pfevedena do Ctytlitrového bioreaktoru a byl pfidam methanolicky
roztok 1 g Epothilonu A v 10 ml methanolu. Potom byla kultura po dobu 21,5 h déle kultivovana.
Teplota obnasela 32 °C, pocet otaéek michadla byl 455 ot./min a provzdusiiovano bylo 6 /min.
Ke konci kultivace bylo ptidano 100 ml XAD a znovu inkubovano 1 hodinu. XAD byla od bun¢k
oddélena odsatim a diikladné eluovana methanolem. Eluét byl analyzovan pomoci HLPC.

Bilance Biotransformace:

Epothilon A nasazeno: 100 mg =100 %
Epothilon A po 21,5 h znovu nalezeno: 53,7mg=54%
Epothilon E vytvoreny po 21,5 h 661,4 mg=66,1 %
Epothilon A Gplné odbourany =28,5%
Piiklad 5

Epothilonu podle vynalezu byly testovany bunéénymi kulturami (Tabulka 2) a na podporu poly-
merizace (Tabulka 3)

Tabulka 2
Testy EpothilonQ s bun&&nymi kulturami

Epothilon A B C D E F

493 507 477 491 508 523
1C-50 [ng/mi}
Mysi fibroblasty L 929 4 ‘ 1 l 100 1 20 I 20 { 1,5
Rady bunék lidskveh tumort:

HL-60 (leukemie) 0,2 0,2 10 3 1 0,3
K-562 (léukemie) 0,3 0,3 20 10 2 0,5
U-937 (lymfom) 0,2 0,2 10 3 1 0,2
KB-3,1 (cervixkarcinom) 1 0,6 20 12 5 0.5
KB-V1 (cervixkarcinom multires) 0,3 0,3 16 3 5 0,6
A-498 (karcinom ledvin) - 1.5 150 20 20 3
A-498 (karcinom plic) 0,7 0.1 30 10 3 0,1

-10 -
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Tabulka 3
Polymerizadni test s Epothilony

Méfeni: w X y z stied [s] |stfed [%]
Kontrola 200 170 180 210 180 100
Epothilon A 95 60 70 70 74 39
Epothilon B 23 25 30 26 14
Epothilon C 125 76 95 80 94 49
Epothilon D 125 73 120 106 56
Epothilon E 80 60 50 45 59 31
Epothilon F 80 40 30 50 50 26

Standardni test s 0,9 mg Tubulin/ml a koncentraci vzorku 1 uM

PolymerizaCni test je in vitro test s Cisténym Tubulinem z praseiho mozku. Vyhodnoceni probi-
hé fotometricky. Polymerizaci podporujici substance jako Epothilony zkracuji ¢as, az dojde
z poloviny maximaln{ polymerizaci, tj. ¢im je kratsi ¢as, tim je slou€enina G¢inngjsi, w, x, y a z
5 jsou Ctyfi nezéavislé pokusy, relativni G¢innost je v poslednim sloupci vyjadiena v % kontroly;

cvyvr

zjisténému pii bunéénych kulturach.

10

NAROKY

PATENTOVE

15 1. Epothilon D vzorce

kde Me je methyl, R = CHj,

2. Epothilon D podle naroku 1
20 'H-a C-NMR spektrum:

sumarniho vzorce C,;H4NOsS, majici néasledujici

H-atom & (ppm) C—-atom d (ppm)

1 170,1

2-H, 2,35 2 39,0
2-H, 2,38 3 70,8
3-H 4,10 4 53,2
3-OH 5,08 5 2174
6-H 3,11 6 44,4
7-H 3,48 7 75,5

-11 -
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7-OH 4,46 8 36,3
8-H 1,29 9 29,9
9-H, 1,14 10 25,9
9_H, 1,38 11 31,8
10-H, 1,14 12 138,3
10-H, 1,35 13 120,3
11-H, 1,75 14 31,6
11-H, 2,10 15 76,6
12-H 16 137,2
13-H 5,08 17 119,2
14-H, 2,30 18 152,1
14-H, 2,65 19 117,7
15-H 5,29 20 164,3
17-H 6,51 21 18,9
19-H 7,35 22 19,7

21-H, 2,65 23 22,5

22-H, 0,90 24 16,4

23-H, 1,19 25 18,4

24-H, 1,07 26 22,9

25-H, 0,91 27 14,1

26-H, 1,63
27-H, 2,11

3. Epothilon E vzorce

s
H00H2—<\ ]\)
N : ",

kde R=H.

4. Epothilon E podle niroku 3 sumarniho vzorce CyH3;oNO;S, majici nasledujici "H-NMR
spektrum (300 MHz, CDCly): delta = 2,38 (2-H,), 2,51 (2-Hy), 4,17 (3-H), 3,19 (6-H), 3,74
(7-H), 1,30-1,70 (8-H, 9-H,, 10-H,, 11-H,), 2,89 (12-H), 3,00 (13-H), 1,88 (14-H,), 2,07
(14-H,), 5,40 (15-H), 6,57 (17-H), 7,08 (19-H), 4,85 (21-H;), 1,05 (22-H;), 1,32 (23-H,), 1,17
(24-H,), 0,97 (25-Hs) 2,04 (27-Ha).

5. Zpusob pripravy epothilonu E, vyznacdujici se tim, Zese

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 o sobé znamym zpisobem kultivuje v pFitomnosti
adsorpéni pryskyfice, oddéli od adsorpéni pryskyfice a pripadné celé mnoZstvi nebo &ast oddéle-
né kultury se smisi s methanolickym roztokem epothilu A,

(b) s epothilonem A smisena kultura inkubuje a potom smisi s adsorp&ni pryskyftici,

(c) adsorpéni pryskyfice oddéli od kultury, eluuje methanolem a eluat se zahusti na surovy
extrakt,

(d) surovy extrakt rozdéli mezi ethylacetat a vodu, ethylacetatova fize se oddéli a zahusti na
olej,

(e) olej se chromatografuje na reverzni fazi za nasledujicich podminek:

-12 -
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Material sloupce: Nucleosil 100 C-18 7 um
Rozméry sloupce: 250 x 4 mm

Eluent: methanol/voda = 60:40
Pratok: 1,2 ml/min

a frakce obsahujici biotransformant, které se daji detegovat UV-zhaSenim p¥i 254 nm,
s R;— dobou 5,0 min, se oddéli a izoluje se biotransformant.

6. Zpisob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze se vkroku (a) oddéli kultura,
ktera je stara alespori tfi dny.

7. Zpusob podle naroku 5 nebo 6, vyznacujici se tim, Ze se inkubace v kroku (b)
provadi alespoii po dobu jednoho dne.

8. Epothilon F vzorce

kde R=CH;,

9. Epothilon F podle naroku 8 sumarniho vzorce C,;H4NO,S, majici nasledujicim "H-NMR
spektrem (300 MHz, CDCl;): delta = 2,37 (2-H,), 2,52 (2-Hy), 4,20 (3-H), 3,27 (6-H), 3,74
(7-H), 1,30 - 1,70 (8-H, 9-H,, 10-H,, 11-H,), 2,78 (13-H), 1,91 (14-H), 2,06 (14-H,), 5,42
(15-H), 6,58 (17-H), 7,10 (19-H), 4,89 (21-H,), 1,05 (22-H;), 1,26 (23-H,), 1,14 (24-Hs,), 0,98
(25-H,), 1,35 (26-H,), 2,06 (27-H,).

10. Zpisob pfipravy epothilonu F, vyznacdujici se tim, Zese

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 o sobé znamym zpisobem kultivuje v pfitomnosti
adsorpéni pryskyfice, oddéli od adsorpéni pryskyfice a ptipadné celé mnoZstvi nebo ¢ast oddéle-
né kultury se smisi s methanolickym roztokem epothilonu B,

(b) inkubuje s epothilonem B smisena kultura a potom smisi s absorp&ni pryskyftici,

(c) absorpéni pryskyfice oddéli od kultury, eluuje methanolem a eluat se zahusti na surovy
extrakt,

(d) surovy extrakt rozdéli mezi ethylacetat a vodu, ethylacetatova fize se oddéli a zahusti na
olej,
(e) olej chromatografuje na reverzni fazi za nasledujicich podminek:

Material sloupce: Nucleosil 100 C-18 7 um

Rozméry sloupce: 250 x 4 mm

Mobilni faze: methanol/voda = 60:40
Pritok: 1,2 ml/min

a frakce obsahujici biotransformant, které se daji detegovat UV-zhaSenim pti 254 nm,
s R;— dobou 5,4 min, se oddéli a izoluje se biotransformant.

11. Zpisob podle naroku 9, vyznacdujici se tim, Ze se vkroku (a) oddéli kultura,
ktera je stara alespori tii dny.

-13 -
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12. Zputsob podle naroku 9 nebo 10, vyznacdujici se tim, Ze se inkubace v kroku (b)
provadi alespoii po dobu jednoho dne.

13. Prostiedek pro ochranu rostlin v zemédélstvi a lesnictvi a/nebo zahradnictvi, vyzna&e-
ny tim, Ze se sestdva zalespon jedné slouCeniny podle kteréhokoli z naroki 1 az 4, 8 nebo 9
a popiipadé alespon jednoho nosice a/nebo rozpoustédia.

14. Terapeuticky prostiedek, zvIasté pro pouziti jako cytostatikum, vyznaéeny tim, Ze

sestava z alespoti jedné slouceniny podle kteréhokoli z narokd 1 a7 4, 8 nebo 9 a poptipadé
alespoii jednoho nosic¢e a/nebo rozpoustédla.

4 vykresy

-14 -
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OBRAZEK 1

HPLC analyza XAD eluatu na konci fermentace.
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OBRAZEK 2

Obohaceni Epothilonu E a F ve fermentaéni smési po doplnéni smésf
Epothilonu A a B, analyzovano po inkubaci 48 hodin.
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