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DESCRIPCION
Epotilones Ey F.

El presente invento se refiere a los epotilones E y F asi como a un agente terapéutico.

Ast, el invento se refiere a un compuesto (epotilén E) de la férmula:

Epotilén E R=H

Ademds, el invento se refiere a un compuesto de la férmula empirica C,sH3;9NO;S, que estd caracterizado por el
siguiente espectro de '"H-RMN (resonancia magnética nuclear de protones de hidrégeno) (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-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-H3), 2,04 (27-H;).

Ademds, el invento se refiere a un compuesto (epotilén F) de la férmula:

HOCHz—-<\ |

Epotilén F R =CH,

Ademais, el invento se refiere a un compuesto de la férmula empirica C»;H, NO;S, que esta caracterizado por el
siguiente espectro de 'H-RMN (300 MHz, CDCl,): 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-H;), 1,26 (23-H,), 1,14 (24-H;), 0,98 (25-H3), 1,35 (26-H;), 2,06 (27-Hs).

Finalmente, el invento se refiere a un agente terapéutico, que se compone de uno o varios de los compuestos
precedentemente expuestos, o que se compone de uno o varios de los compuestos precedentemente expuestos junto
a uno o varios vehiculo(s) usual(es) y/o agente(s) diluyente(s) usual(es). Este agente puede mostrar en particular
actividades citotoxicas y/o producir una inmunosupresién y/o ser empleado para la represiéon de tumores malignos,
siendo utilizable de manera preferida como agente citostético.

El invento se explica y describe con mayor detalle a continuacién por medio de la descripcion de algunos Ejemplos
seleccionados de realizacion.
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Ejemplos

Ejemplo 1

Epotilones E y F, nuevos productos de biotransformacion de los epotilones Ay B
Cepa de produccion

La cepa de produccién Sorangium cellulosum So ce90 se aislé en Julio de 1985 en la GBF a partir de una muestra de
suelo de las orillas del rio Zambesi y se deposité el 28.10.91 en la Coleccién Alemana de Microorganismos (Deutsche
Sammlung fiir Mikroorganismen) bajo el nimero de DSM 6773.

La caracterizacion de los organismos productores asi como las condiciones de cultivo se describen en:

Hofle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epotilones, sus procedimientos de preparaciéon asi como
agentes que los contienen. Documento de solicitud de patente alemana DE 41.38.042 A1, divulgado el 27 de Mayo de
1993.

Formacion de los epotilones E 'y F durante la fermentacion

Una fermentacién tipica discurre de la siguiente manera: Un biorreactor con una capacidad de 100 1 se llena con
60 1 de un medio (0,8 de un almidén; 0,2 de glucosa; 0,2% de harina de soja; 0,2% de un extracto de levadura, 0,1% de
CaCl, x 2H,0; 0,1% de MgSO, x 7TH,O; 8 mg/l de Fe-EDTA; de pH 7,4). Adicionalmente, se afiade 2% de una resina
adsorbente (XAD-16, Rohm & Haas). El medio es esterilizado mediante tratamiento en un autoclave (durante 2 horas,
a 120°C). Se inocula con 10 1 de un cultivo preliminar que se cultiva en el mismo medio (adicionalmente 50 mM de
un tamp6n HEPES de pH 7,4) en un matraz con sistema de sacudimiento (160 rpm, 30°C). Se fermenta a 32°C con
una velocidad del agitador de 500 rpm (revoluciones por minuto) y con una aireacién de 0,2 NI (litros en condiciones
normales) por m® y hora (h.), el valor del pH es mantenido en 7,4 por adicién de KOH. La fermentacién dura de 7 a
10 dias. Los epotilones formados son fijados continuamente durante la fermentacién a la resina adsorbente. Después
de haber separado el caldo de cultivo (p. €j. por tamizado en un filtro de proceso) la resina se lava con 3 volimenes de
lecho de agua y se eluye con 4 volimenes de lecho de metanol. El material eluido se concentra por evaporacién hasta
sequedad y se recoge en 700 ml de metanol.

Andlisis por HPLC (cromatografia de fase liquida de alto rendimiento) del material eluido con la XAD

Frente al volumen inicial del reactor (70 1) el material eluido es concentrado a 100:1. El andlisis se lleva a cabo con
una instalaciéon para HPLC 1090 de la entidad Hewlett Packard. Para la separacién de las sustancias constituyentes
se utiliza una columna Microbore (125/2 Nucleosil 120-5 Cjg) de la entidad Machery-Nagel (Diiren). Se eluye con
un gradiente de mezclas de agua y acetonitrilo desde inicialmente 75:25 hasta 50:50 después de 5,5 minutos. Esta
relacién es mantenida hasta el 7° minuto, para luego, hasta el 10° minuto, subir a 100% de acetonitrilo.

Se mide con una longitud de onda de 250 nm y con una anchura de banda de 4 nm. Los espectros de agrupacion
(en inglés array) de diodos se miden en el intervalo de longitudes de onda de 200 a 400 nm. En el material eluido con
la XAD llaman las atencién dos nuevas sustancias con R, 5,29 y R, 5,91, cuyos espectros de adsorcién son idénticos a
los de los epotilones A y respectivamente B (Fig. 1; E corresponde a A; F corresponde a B). Estas sustancias se forman
solamente en unas cantidades de vestigios en las condiciones de fermentacién sefialadas.

Biotransformacion de los epotilones A y B en los epotilones Ey F

Para la biotransformacién planificada se utilizan 500 ml de un cultivo de So ce90 con una antigiiedad de 4 dias,
mantenidos con la resina adsorbente. De éstos se transfieren 250 ml, dejando atrds a la XAD, a un matraz de Erlen-
meyer estéril con una capacidad de 11. Después de esto se afiade una soluciéon metandlica de una mezcla de 36 mg
de epotilén A y de 14 mg de epotilén B en total, y el matraz se incuba durante dos dias a 30°C y 200 rpm sobre un
arca con sistema de sacudimiento. La formacién de los epotilones E y F es analizada directamente a partir de 10 ul
del material sobrenadante de cultivo centrifugado (Fig. 2). La transformacion se efectia solamente en presencia de las
células y es dependiente de la densidad celular empleada y del tiempo. Una cinética de la transformacidn se representa
para el epotilén A en la Fig. 3.

Aislamiento de los epotilones Ey F

Para el aislamiento de los epotilones E y F se retinen tres tandas del matraz con sistema de sacudimiento, proceden-
tes de la biotransformacién (véase mds arriba) y se sacuden durante 1 h con 20 ml de la XAD-16. La XAD se obtiene
mediante separacién por tamizado y se eluye con 200 ml de metanol. El material eluido se concentra por evaporacion
en vacio para dar 1,7 g de un extracto bruto. Este se reparte entre 30 ml de acetato de etilo y 100 ml de agua. A partir
de la fase de acetato de etilo se obtienen, al concentrar por evaporacion en vacio, 330 mg de un residuo oleoso, que se
transforma en cinco pasadas a través de una columna RP-18 de 250 x 20 mm (agente eluyente: mezcla de metanol y
agua 58:42, deteccioén a 254 nm).
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Rendimiento: Epotilén E 50 mg

Epotilén F 10 mg

Efecto bioldgico del epotilon E

En cultivos celulares se determiné la concentracién que reduce en un 50% el crecimiento (Cls,) y se comparé con

los valores obtenidos para el epotilon A.

Linaje celular Clso (ng/ml)
Epotilén E Epotilon A
Hela, KB-3.1 (humano) 5 1
Fibroblastos de ratén L929 20 4
Epotilon E

C,H39NO;S [509]

ESI-MS: (iones positivos): 510,3 para [M+H]*

DC: R; =0,58

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Agente eluyente: Mezcla de diclorometano y metanol = 9:1

Deteccidn: Extincién de rayos UV a 254 nm. Atomizar con un reactivo de vainillina y 4cido sulftrico, tincién
de color gris azulado al calentar a 120°C.

[ESI-MS = espectrometria de masas con ionizacién por proyeccion de electrones DC: cromatografia de capa fina;

DC-Alufolie = 1dmina de aluminio para cromatografia de capa fina]

HPLC: R, =5,0 min

Columna: Nucleosil 100 C-18 7 ym, 250 x 4 mm
Agente eluyente: mezcla de metanol y agua = 60:40
Caudal: 1,2 ml/min

Deteccion: con agrupacion de diodos

'H-RMN (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-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-H;), 2,04 (27-Hs)

Epotilon F
CyH4NO;S [523]

ESI-MS: (iones positivos): 524,5 para [M+H]*

DC: R; =0,58

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Agente eluyente: Mezcla de diclorometano y metanol = 9:1

Deteccion: Extincién de rayos UV a 254 nm. Atomizar con un reactivo de vainillina y acido sulftrico, tincién
de color gris azulado al calentar a 120°C.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312695 T3

HPLC: R, = 5,4 min

Columna: Nucleosil 100 C-18 7 ym, 250 x 4 mm
Agente eluyente: mezcla de metanol y agua = 60:40
Caudal: 1,2 ml/min

Deteccion: con agrupacion de diodos

74 (7-H), 1,30 - 1,70 (8-

'H-RMN (300 MHz, CDCL): delta = 2.37 (2-H,), 2,52 (2-H,), 4,20 (3-H), 3,27 (6-H), 3
H), 7,10 (19-H), 4,89 (21-H,),

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-
1,05 (22-H;), 1,26 (23-H;), 1,14 (24-H;), 0,98 (25-H3), 1,35 (26-H;), 2,06 (27-H;).
Ejemplo 2

Preparacion de epotilones E'y F mediante biotransformacion con Sorangium cellulosum So ce90

1) Realizacion de la biotransformacion

Para la biotransformacién se utiliza un cultivo de Sorangium cellulosum So ce90, que fue sacudido durante cuatro
dias en presencia de 2% de la resina adsorbente XAD 16 (de la entidad Rohm und Haas, Frankfurt/M.) a 30°C y 160
rpm. El medio de cultivo tiene la siguiente composicion en g/litro de agua destilada: almidén de patata (Maizena), 8;
glucosa (Maizena), 8; harina de soja desengrasada, 2; extracto de levadura (Marcor), 2; 4cido etilendiamina-tetraacéti-
co, sal de hierro (III) y sodio, 0,008; MgSO, x 7 H,0, 1; CaCl, x 2 H,O, 1; HEPES 11,5. El valor del pH es ajustado,
antes del tratamiento en autoclave con KOH, a 7,4. La XAD es separada del cultivo por tamizado a través de un tamiz
de acero inoxidable (anchura de mallas 200 um). Las bacterias se sedimentan por centrifugacién durante 10 min a
10.000 rpm y el sedimento se vuelve a suspender en 1/5 del material sobrenadante de cultivo. A la suspensién con-
centrada de bacterias se le afiade seguidamente epotilén A o respectivamente epotilén B en una solucién metandlica
en una concentracion de 0,5 g/litro. El cultivo se sigue cultivando tal como arriba se ha descrito. Para el andlisis de la
biotransformacién, en los momentos deseados se saca una muestra de 1 ml, se afiaden 0,1 ml de XAD y la muestra se
sacude a 30°C durante 30 min. La XAD se eluye con metanol. El material eluido se concentra por evaporacién hasta
sequedad y se recoge de nuevo en 0,2 ml de etanol. Esta muestra se analiza por medio de una HPLC.

Fig. 4) Cinética de la biotransformacion de epotilén A en epotilén E

Fig. 5) Cinética de la biotransformacion de epotilén B en epotilén F.

2) Preparacion de epotilon E por biotransformacion de 1 g de epotilon A

La cepa Sorangium cellulosum So ce90 se cultiva durante cuatro dias en 8,5 | del medio anterior (pero sin adicién
de XAD) en un biorreactor que tiene una capacidad de 10 litros a 30°C, con un niimero de revoluciones de 150 rpm y
una aireacion de 0,1 vvm.

A continuacidn, el cultivo se concentra por evaporacion hasta 3 1 mediante filtracién de flujo cruzado (del inglés
cross flow). Para esto se utilizan 0,6 m* de una membrana que tiene un tamafio de poros de 0,3 ym.

El cultivo concentrado se transfiere a un biorreactor con una capacidad de 4 litros y se afiade una solucién meta-
ndlica de 1 g de epotilén A en 10 ml de metanol. A continuacidn, el cultivo se sigue cultivando durante un periodo
de tiempo de 21,5 h. La temperatura es de 32°C, el nimero de revoluciones del agitador es de 455 rpm y la aireacién
se efecttia con 6 1/min. En el momento de la cosecha se afiaden 100 ml de XAD y se sigue incubando durante 1 h. La
XAD se separa de las células por tamizado y se eluye con metanol hasta agotamiento. El material eluido concentrado
se analiza por medio de una HPLC.

Epotildn A empleado: 100 mg = 100 %
Epotilon A encontrado después de 21,5 h 53,7mg=54%
Epotildn E formado después de 21,5 h 661,4 mg = 66,1%
Epotiléon A totalmente descompuesto = 285%
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Ejemplo 3
Los epotilones E y F conformes al invento se ensayaron con cultivos celulares (Tabla 1) y se analizaron en cuanto

al fomento de la polimerizacién (Tabla 2).

TABLA 1

Ensayos de epotilones con cultivos celulares

Epotilon A B C D E F
493 507 477 491 509 523
CI-50  [ng/mi]
Fibroblastos de raton L 29 4 1 100 20 20 15
Linajes de células tumorales humanas:
HL-60 (leucemia) 0,2 0,2 10 3 1 0,3
K-562 (leucemia) 0,3 0,3 20 10 2 0,5
U-937 (linfoma) 0,2 0,2 10 3 1 0,2
KB 3.1 (carcinoma de cuello uterino) 1 0,6 20 12 5 0,5
KB-V1 (carcinoma de cuello uterino
multires) 0,3 0,3 15 3 5 0,6
A-498 (carcinoma de rifidn) - 1.5 150 20 20 3
A-549 (carcinoma de pulmén) 0,7 0,1 30 10 3 0,1
TABLA 2
Ensayo de polimerizacion con epotilones
Medicion w X y z Media Media
[s] [%)
Testigo 200 170 180 210 190 100
Epotiléon A 95 60 70 70 74 39
Epotilén B 23 25 30 26 14
Epotilon C 125 76 95 80 94 49
Epotilén D 125 73 120 106 56
Epotilon E 80 60 50 45 59 31
Epotilon F 80 40 30 50 50 26

Ensayo patron con 0,9 mg de tubulina/ml y con una concentracion de la muestra de 1 um

El ensayo de polimerizacién es un ensayo in vitro con una tubulina purificada procedente del cerebro de un cerdo.
La evaluacion se efectiia fotométricamente. Las sustancias que fomentan la polimerizacion, tales como los epotilones,
acortan el periodo de tiempo, que transcurre hasta que se haya efectuado la polimerizacién semimaxima, es decir
que cuanto mds corto es el periodo de tiempo, tanto mds eficaz es el compuesto. w, X, y y z son cuatro ensayos
independientes, la actividad relativa es expresada en la dltima columna en % del testigo; de nuevo, los valores mds
bajos indican la mejor actividad. La lista de rangos corresponde con bastante exactitud a lo comprobado en cultivos
celulares.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto (epotilon E) de la féormula: :

S
HOCH,-—<\ |
N e,

Epotilén E R=H

2. Compuesto de la férmula empirica C,sH3NO,S, de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por el
siguiente espectro de 'H-RMN (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-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-H,), 2,04 (27-H,).

3. Compuesto (epotilén F) de la férmula:

S
HOCH,——<\ |
N S,

Q OH O

Epotilén F R =CH;

4. Compuesto de la férmula C,;H,;NO;S, segin la reivindicacion 3, caracterizado por el siguiente espectro de
'"H-RMN (300 MHz, CDCl,): 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-H3), 1,35 (26-H;), 2,06 (27-H;).

5. Agente terapéutico, en particular para el empleo como agente citostitico, que se compone de uno o varios de
los compuestos segiin una o varias de las precedentes reivindicaciones, o que se compone de uno o varios de los
compuestos seglin una o varias de las precedentes reivindicaciones junto con uno o varios usual(es) vehiculo(s) y/o
agente(s) diluyente(s).
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Fig. 1 Analisis por HPLC de un material eluido con una XAD al final de una fermentacion
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Fig. 2 Enriquecimiento de epotilones E y F en un caldo de fermentacion
después de haber alimentado una mezcla de epotilones Ay B,
analizado después de una incubacién durante 48 horas.
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