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OZET
SAFLASTIRILMIS ANSAMITOSINLERIN HAZIRLANMASINA YONELIK
PROSES

5 Olduk¢a verimli ansamitosin ureten suslarin buyUk olgekli fermantasyon
prosesidir. Ham ansamitosinlerin izole edilmesine yonelik yontemdir.
Ansamitosinlerin saflastirlmasina yonelik yontemdir.
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ISTEMLER

1. Saflagtinimig ansamitosinlerin hazirlanmasina yonelik bir proses olup,

Ozelligi agsagidaki adimlari icermesidir:

i. bir svi kiltir ortaminda ansamitosin  Ureten  bir
mikroorganizmanin kulturlenmesi;
ii. ansamitosinlerin kultar ortaminda bir recineye kati fazl olarak
ekstrakte edilmesi;
iii. organik bir solvent veya su ile kombine bir organik solvent
kullanilarak regineden ansamitosinlerin izokratik veya gradyan
elisyonu;
iv. ekstrakte edilen ansamitosinlerin konsantre hale getirilmesi ve
vi. ansamitosinlerin asagidaki a), b), ¢) ve d)den herhangi biri
araciligiyla istege bagli olarak saflastiriimasi:
a. silika jel veya allmina Uzerinde adsorpsiyon
kromatografisi,
b. kristallesme,
¢. ardindan kristallesmenin geldigi silika jeli veya alumina
uzerinde adsorpsiyon kromatografisi ve
d. silka jeli veya alumina Uzerinde adsorpsiyon
kromatografisi tarafindan izlenen kristallesme;

ve burada s6z konusu ansamitosinler, asagidaki yapiya ait

bilesiklerin bir karisimini icerir:

burada R, COCHs, COCHz2CHs, COCH(CHzs)2, COCH2CH2CHs,
COCH2CH(CHs3)2 veya COCH2CH2CH2CH3'dir.
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. Istem 1'e gdre proses olup, dzelligi ekstrakte etme isleminin, 6 ila 7 pH

degderinde ve/veya 30 °C ila 45 °C'deki bir sicaklhkta gerceklestiriimesidir.

. istem 1 veya istem 2've gdre proses olup, 6ézelligi ansamitosin (reten

mikroorganizmalarin Actinosinnema spp veya Actinosinnema pretiosum

olmasidir.

. Istem 3e gére proses olup, ozelligi ansamitosin  Ureten

mikroorganizmalarin  Actinosinnema pretiosum ATCC 31565 veya
bundan tlretilen bir sus veya Actinosinnema pretiosum PF4-4 (ATCC

PTA-3921) veya bundan turetilen bir sus olmasidir.

. Istemler 1-3'ten birine gore proses olup, dzelligi s6z konusu kiltirleme

isleminin, 6.5 ila 8 veya 7 ila 7.4 veya 7.2 araliqinda bir pH dederinde
olmasidir ve/veya burada sicaklik 15 °C ila 35 °C veya 25 °C ila 30°C
veya 28 °C araligindadir.

. Istem 5'e gére proses olup, dzelligi sicakhgin 28°C ve pH degerinin 7.2

olmasidir.

. Istemler 1-6'dan herhangi birine gdre proses olup, 6zelligi en az bir besin

maddesinin s0z konusu kulturleme esnasinda saglanmasidir.

. Istem 7'ye gore proses olup, &zelliji en az bir besin maddesinin bir

karbon kaynagi olmasidir.

. Istem 8'e gdre proses olup, dzelligi karbon kaynaginin glikoz olmasidir.

10.istem 8 veya 9'a gbre proses olup, dzelligi en az bir besin maddesinin, bir

protein besin maddesinin izledigi bir karbon kaynagi olmasidir.

11.Istem 10'a gore proses olup, 6zelligi protein besin maddesinin pamuk

tohum unu veya soya unu olmasidir.
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12.Istemler 7-11'den herhangi birine gére proses olup, 6zelligi bunun ayrica,
ansamitosinin bir C-3 ester yan zincirinin olusumunu kolaylastiran bir

alkol veya bir aldehitin kultirlenmesi sirasinda saglanmasidir.

5 13.istem 12'yve gére proses olup, ézelligi aldehit veya alkoliin, izobitanol,
izobdtraldehit, n-bltanol, n-bltiraldehit, n-propanol, n-propionaldehit,
izopropanol, izopropionaldehit, pentanol, valeraldehit, izopentanol ve

izovaleraldehit igceren gruptan segilmesidir.

10 14 istemler 1-13'ten herhangi birine gdre proses olup, ézelligi ayrica
asa@idaki adimlardan bir veya daha fazlasini icermesidir:
i. KQltdr ortamindaki mikroorganizmalarin Kimyasal veya 1si ile
etkisiz hale getirme islemi ile etkisiz hale getirilmesi; ve
ii. organik solventteki ansamitosinlerin bir ham solusyonunun,
15 herhangi bir sirali kombinasyonda olmak uzere su, bir akoz tuz
solusyonu, bir akoz asidi veya bir akoz baz ile yikandidi,
saflastirma esnasinda gerceklestirildiginde ¢tkelmenin dncesinde

veya sonrasinda gergeklestigi yikama iglemi.
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TARIFNAME
SAFLASTIRILMIS ANSAMITOSINLERIN HAZIRLANMASINA YONELIK
PROSES

BULUSUN SAHASI

Bulus, saflastinlmis ansamitosinlerin hazirlanmasina yoénelik bir proses ile
ilgilidir.  Ansamitosinler, C-3 ester vyan zincirinde farklilik gdésteren
ansamitosinlerin  bir karisimina refere eder. Ansamitosinler, C-3 alkol

maytasinole donustlrilebilir.

BULUSUN ALT YAPISI

Ansamitosinler  Actinosinnema  pretiosum gibi  mikroorganizmalarin
fermantasyonunda tiiretilen yiiksek derecede sitotoksik  bilegiklerdir.
Ansamitosinler kimyasal olarak, terapdtik kullammi hicre baglama ajani
maytansinoid formunda birlegen tiyol iceren maytansinoidlere ddnustlralir
(U.S.Patent Nos. 5,208,020; 5,410,064, 6,333,410; ve 6,441,163).
Actinosynnema pretiosum gibi Actinosinnema spp suslarina sahip fermantasyon
prosesi, C-3'te (Sekil 1) farkli ester substitUentlerini tagiyan birgok ansamitosin
thrind Gretir. Uretilen cesitli C-3 esterleri P-3 (izobutiril), P-3 ' (n-butiril), P-2
(propionil), P-4 (ISO-valeril), P-4 ' (n-valeril} icerir. Tum bu esterler, tiyol i¢eren
maytansinoidlerin sentezine yonelik prekursor olan C-3 alkol maytansinolinu
(P-0) vermek (lizere indirgenerek bdélunebilir. Buna ek olarak, N-demetil, 20-O-
demetil, ve 19-dekloro gibi diger alanlarda dedgistirilen istenmeyen
ansamitosinler kiciik miktarlarda uretilir. indirgeyici deasilasyona gore bu
ansamitosinler maytasinol Uretmez.

Aktinosinnema spp fermantasyonundaki ansamitosin Uretimine yonelik
prosesler aciklanir (U.S.Patent No. 4.162.940; 4, 450.234; 4.228.239,
4.331.598; ve 4.356.265).Uretilen ansamitosin verimi, genellikle 12 mg/L 100
mg/L arasinda degisen titreler ile degisir. Ansamtosinler tipik olarak, organik
katman ile konsantre edilme ve petrol eteri ile ¢dkelmenin takip ettigi bir filtre

destegdi ve bir organik sivinin eklenmesini iceren bircok adimli proses ile geri
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kazanilir ve saflagtinlir. Cokelme ayrica, yeniden kristallesme veya kromatografi
yoluyla ileri derece saflagtirmanin izledigi (zere silika kromatografisi ve
kristallesme kullanilarak saflagtiriimigtir.

Dolayisiyla, proses kullanigsizdir ve son derecede toksik materyali ile
calisiimasinin gerektigi birka¢ adimi igerir. Bu, bu tur bir prosesin ol¢eginin
buyutulmesini oldukga zorlastirir. Buna ek olarak, insan operatoranun guvenligi,
cesitli islem adimlar boyunca saglanmalidir.

Yeni bir basvuru (US 2002/0015984 a1) ansamitosinlerin Uretimine yonelik
prosesteki belirli gelismeleri one surer. Fermantasyon sivisindaki ansamitosin
titrelerin 65 ila 86 mg/L arasinda degiskenlik gdsterdigi gdzlemlenir. Belirtilen
ivilestirmeler, 75°C'de sivinin 1si ile etkisizlestiriimesini, toluen gibi bir aromatik
hidrokarbon solventinin icerisine ekstrakte edilmesini, kristallesmenin izledidi bir
acik silika kolonu uzerinden yapilan kromatografiyi igerir.

US 4.307.016 ve US 4.361.650, bu sinifa ait bilesiklerin zayif asidik ve lipofil
Ozelliginden faydalanan kati faz ekstraksiyonu ile 20-Demetoksi-20-hidroksi-
maytansinol izolasyonunu ogretir. Tercihen kullanilan adsorbent silika jelidir.
Ansamitosin Uretiminin maliyetinin azaltilmasi amaciyla, daha énce agiklanana
gbre onemli dlglide daha ylksek titreler (fermentdrierde 400 mg/L 'ye kadar)
veren yeni Actinosinnema SPP suslan Uretilir. Ansamitosinlerin  Uretimine
yonelik olarak daha onceden ag¢iklanan proseslerin birgok kusuru vardir ve
dolayisiyla gelistirilen yeni yuksek uretimli suslara yonelik olarak adapte
edilemez. Ornegin, 75 °C'de 1si ile etkisizlestirme eylemi, ansamitosinin belirli
bir oranda bozulmasi ve verimde %10 ila %20 oraninda kayip yasanmasi ile
sonugclanir. Aromatik hidrokarbonlara sahip yuksek ansamitosin icerigini iceren
fermantasyon sivisinin ekstrakte edilmesi, ansamitosinerin bu tir solventler
icerisinde yuksek derecede solunabilir olmamasi nedeniyle etkisiz ve eksiktir.
Ansamitosinlerin, agik kendinden sizdirmaz silika kolonlarindaki saflagtirmasi iki
kusura sahiptir:1) saflik ve geri kazanim bakimindan lot arasi degiskenlik ve 2)
guvenlik endigelerine yol agan buylk dlgude insan maruziyeti.

Dolayisiyla, ylksek verimli ansamitosinlerin Gretilmesi ve yuksek oranda toksik
ilaca karsi ¢alisan maruziyeti minimize edilirken ayni zamanda onun izolasyonu
ve saflastirimasina yodnelik olarak verimli bir sure¢ saglanmasina ihtiyag

duyulur.
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BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Saflastinimis ansamitosinlerin hazirlanmasina yoénelik bir proses asagidaki

adimlari icerir:

1) sivi kultar ortaminda ansamitosin Ureten bir mikroorganizmanin
kultarlenmesi;
2) ansamitosinlerin ekstrakte etme islemlerinin kolaylastirimasi amaciyla
kultur ortaminin istege bagl olarak islem gormesi;
3) Ansamitosinlerin kiltir ortaminda bir regineye kati fazli olarak
ekstrakte edilmesi;
4) organik bir solvent veya su ile kombine bir organik solvent kullanilarak
regineden ansamitosinlerin izokratik veya gradyan ellUsyonu;
5) Ekstrakte edilen ansamitosinlerin konsantre hale getirilmesi ve
6) Ansamitosinlerin ayrica b), ¢) ve d)'den herhangi biri araciligiyla istege
baglh olarak saflagtiriimasi:
a) silika jel veya alimina (izerinde adsorpsiyon kromatografisi,
b) kristallesme,
¢) ardindan kristallesmenin geldigi silika jeli veya alumina Gzerinde
adsorpsiyon kromatografisi ve
d) silika jeli veya alumina uUzerinde adsorpsiyon kromatografisi
tarafindan izlenen kristallesme;
ve burada s6z konusu ansamitosinler, sekil 1'deki yapiya ait bilesiklerin
bir karisimini icerir, burada R, COCH3;, COCH2CHs, COCH(CHa)z,
COCH2CH2CHs, COCH2CH(CHa)2 veya COCH2CH2CH2CHa'dir.Proses
istege badli olarak agagidakileri icerebilir:
(i) fermantasyon sivisinda mikroorganizmalarin kimyasal veya 1si
ile etkisizlestirilmesi;
(i) Saflastirma esnasinda gercgeklestirildiginde, herhangi bir
ardisik kombinasyonda, organik solventte bulunan
ansamitosinlerin bir kati solisyonunun su, bir ak6z tuz sollsyonu,

bir akdz asit veya bir akdz baz ile yikandidi bir yikama adimi.
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Yukarida agiklanan ydntemlerde, ansamitosin dreten mikroorganizmanin
actinosinnema spp., daha fazla tercih edildigi (Uzere actinosinnema pretiosum
olmasi tercih edilir. Ansamitosin Ureten mikroorganizma ayrica, Actinosinnema
pretiosum ATCC 31565 veya bunlardan turetilen suslar veya Actinosinnema
pretiosum PF4-4 (ATCC PTA-3921) veya bunlardan tlretilen suglar olabilir. Bu,
U.S'de aciklanir. Pat. No. 4,450,234, Actinosinnema pretiosum ATCC 31565,
20 Agustos 1979 tarihinde, IFO 13963 erisim numarasi altinda (i) Osaka
Fermantasyon Enstitusu, 17-85, Juso-honmachi 2-chome, Yodogawa-ku,
Osaka 532-8686, Japonya'da; (i) 29 Agustos 1979 tarihinde, FERM-P NO.
5185 erisim numaras! altinda Ulusal Biyobilim ve insan Teknolojisi Enstitiis(
(eski Fermantasyon Arastirma Enstitlist), Endustriyel Bilim ve Teknoloji Ajansi,
Uluslararas! Ticaret ve Sanayi Bakanli§i, 1-3, higashi 1-chome, Tsukuba-shi,
Ibaraki-ken 305, Japonya'da ve(iii) 11 Eylil 1979 tarihinde, ATCC 31565 erisim
numaras! altinda Amerikan tipi Kdltur Koleksiyonu, 10801 University Blvd.,
Manassas, Virginia 20110-2209, ABD'de muhafaza edilmistir. Ayrica,
Actinosinnema pretiosum PF4-4 Amerikan Tipi Kultir Koleksiyonu, 10801
University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209, ABD ile 11 Aralik 2001
tarininde Budapeste Antlagmasi hikimleri altinda muhafaza edilmistir ve ATCC
PTA-3921 numarasi verilmistir.

SEKILLERIN KISA AGIKLAMASI

Sekil 1 fermantasyon araciliiyla gerceklestirilebilen cesitli ansamitosin C-3

esterlerine ait yapiyi gosterir.

BULUSUN DETAYLI ACIKLAMASI

Yontemler, bilyik fermentorlerde bir sivi klltir ortaminda ansamitosinlere
yonelik olarak son derecede Uretken bir mikroorganizmanin kiltirlenmesine
yonelik olarak agiklanir. Gerekli olmasi halinde mikroorganizma, ekstraksiyon
adimindan once islil igslem veya kloroform ile iglem yapilmasi yoluyla etkisiz hale

getirilebilir.
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P-3, P-3', P-4, P-4 P-2 ve P-1 (Sekil 1) ansamitosinleri gibi gesitli C-3
esterlerinin bir karigimina igerebilen saflagtinlmis ansamitosinler, istenen C-3
hidroksil bilesigini, maytasinoll (P-0) vermek uUzere bir indirgeme ajani ile
islenebilir. Saflastinimis ansamitosinler tipik olarak, C-3 konumu disinda
molekll alani Uzerinde modifikasyonlara sahip olan yalnizca klguk miktarlarda
istenmeyen ansamitosinleri icerir.  Tercihen, ansamitosin  ureten sus
Actinosyiemma spp.'dir. Daha fazla tercih edildigi Gzere mikroorganizma
Actinosinnema pretiosumdur. Mikroorganizma ayrica Actinosinnema pretiosum
PF4-4 (ATCC PTA-3921) ve bunlarin turevleri ve Actincsinnema pretiosum
ATCC 31566 ve bunlann tlrevleri olabilir. Mikroorganizma, burada acgiklanan
spesifik ortam veya teknikte agiklanan diger herhangi bir ortamin kullamimasiyla
teknikte uzman Kkisilerce bilinen fermantasyon kultlr teknikleri ile yetistirilebilir.
(U.S Patent Numaralari. 4,162,940; 4, 450,234; 4228,239; 4,331,598; ve
4,350,265).

Mikroorganizma, sivi kaltlr ortaminda kuilturlenebilir. Bakteriyel susun PF4-4'in
blylmesi kontrolli kosullar altinda gergeklestirilir ve buna yénelik olarak gok
gesitli ortam ve kosullar kullanilabilir. Ornegdin, PF4-4, yayinlanan U.S'de ATCC
31565 veya ATCC 31281'e yonelik clarak ag¢iklananlar ile benzer kosullar ve
benzer ortamlar altinda yetistirilebilir. Patent Numaralan. 4,137,230; 4,162,940;
4,331,598; 4,356,265; ve 4,450,234; ve Hatano et al., Agric.Biol. Chem.48,
1721-1729, 1984'te aciklanir. Dolayisiyla, sus PF4-4, ayrica ansamitosinlerin
fermente edici Uretimini destekleyen genis kapsamli bir karbon kaynagini tolere
edebilir. Ornek biliyime ortamlari Tablo 1 ve 2' de gosterilir. Tablo 1,
Actinosynnema pretlosum PF4-4 gibi ansamitosin Ureten mikroorganizmalarin
uretimini destekleyen ortami gosterir ve Tablo 2,Actinosinnema pretiosum PF4-
4, ve ansamitosin Ureten diger mikroorganizmalarin yayilma ve/veya

bluyumesine yonelik olarak uygun olan diger ortamlari gosterir,

Tablo 1.Uretim Ortami Bilesimi (girdiler % w/v).

FM 27-FM 112- FM4-4 FM 4-6 FM 4-7
44 37

Dextrin (Lodex-5) 6 6 5 5 5



FM 27- FM
44 37
Maltoz (Difco) 4 4
Proflo (Traders)
Soya unu (ADM) 1.5 2.0
Pharmamedia 0,5
(Traders)
CSP (Roguette) 0,5 0,5

P.Kuru Maya (Difco) 0,25
MgSQa-7H20 (Wako) 0,06
CaCOs (Hayashi)

(NH4)2S04 (Wako)

KH2PO4 (Wako) 0.05
K2HPO4 (Wako)

CaClz- 2H20 (Wako) 0,5
NaHCOs (Wako)

Zeolit 0.1
FeSOa- 7h20 (Wako) 0,0002
ZnS04- 7h20 0,0002
COClz- 6h20 (Baker) 0.001
Nikotin Asidi 0,0002
MnSO4- H20 0,0002
izobiitanol' (Tedoa) 0.1
SAG471 (Witco)

pH 6,8

0,5
0.056
0,04
0.05
0,5
0,2

0,0002

0,5
0

6,8

2 2
2.0 2.5
0,5 0.156
0,5 0,5
0,06 0,06

0,0002 0,0002

0.0005
0,5 0,3
0,06 0,04
6,8 7.2

112- FM 4-4 FM 4-6 FM 4-7

2.75

0.15

0,6

0,06

0,0002

0.0005

0,3
0,04

7.35

Sterilizasyon 20 dakika boyunca 121 °C'de yapimistir. ' Son olarak



FM 27-FM 112- FM4-4 FM 4-6 FM 4-7
44 37

eklenmistir.

TABLO 2 iIgiIi Ortam
Edgim ve kap kiiltiirii. CM4-1 Agar

(%, wiv)

Maya ekstrakti (Difco) 0,3
Malt ekstrakti {Difco) 0,3
Soytone (Difco) 0,5
Gliserol (Difco) 1.0
Bacto agar (Difco) 2.0

Sterilizasyon oncesinde pH degerini 6,5'e ayarlama; 121 °C, 20
Sterilizasyon: dakika

Tohum Ortami.VM4-1'

(%, wiv)

(Cozunur nisasta (BDH) 2.0

Glikoz (Shuling} 1.0

Soya yemegi (ADM) 1.0

Misir Maserasyon Sivisi (Solulys) 0,5

Soytone (Difco) 0,5

NaCl (Wako) 0,3

CaCOs3 (Hayashi) 0,5

pH 6.8; Sterilizasyon: 121 °C, 20

dakika
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Ansamitosinlerin PF4-4 susundan fermente edici bicimde uUretilmesine yonelik
olarak tercih edilen yéntemler ayrica, asagida bulunan ORNEKLER 1 ve 2'de
aciklanir.

Fermantasyon:

[0017] Kultivasyon, sabit, sallama, aerobik batirilmis gibi kultur kosullar veya
diger tim kaltir kosullan ile yurutalebilir. lyi kiiltdr biyimesi ve ansamitosinlerin
buylk tank fermentorler igerisindeki ylUksek uretimine yonelik olarak aerobik
batik kiltlir tercih edilir. Ansamitosin Uretimi, fermantasyon sirasinda besinler ile
beslenerek daha fazla oranda gelistirilebilir. Ornegdin, organizma FM4-6
ortaminda vetistirildiginde, fermantasyon slresince ilave glikoz beslemesi veya
yaklasik ilk 24 ila 72 saat boyunca, tercihen yaklasik ilk 48 saat boyunca glikoz
beslemesi, akabinde glikoz ve bir pamuk tohumu unu (6rnegin Trader's Protein,
Memphis, TN ¢ikisl Proflo veya Pharmamedia) veya soya unu gibi bir protein
besin maddesi ve fermantasyonun sonuna kadar izobutanol, izobutraldehit, n-
butanol, n-bltiraldehit, n-propancl, n-propionaldehit, izopropanol,
izopropionaldehit, pentanol, valeraldehit, izopentanol, izovaleraldehit gibi C-3
ester yan zincirinin olusumunu kolaylastirmak uzere bir alkol veya bir aldehit ile
beslenmesi, ansamitosin Uretiminin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanabilir. Kultar
kosullari, kullanilan ortam ve Uretim olcegine bagl olurken, fermantasyonun
normal olarak 5 ila 9 arasinda bir pH degerinde, tercihen 6.5 ila 8.0 baslangi¢
pH'Ina sahip olarak yurutulmesi tercih edilir. Daha fazla tercih edildigi izere pH
araligl 7 ila 8, daha fazla tercih edildigi lUzere ise 7 ila 7.4'tir.En cok tercih
edilen pH 7,2'dir.Sicaklik 15 ° ila 35 °C arasinda, tercih edilen 25 ° ile 30 °C
arasinda dedisir. Daha fazla tercih edildi§i Uzere sicakhk 28 °C ' dir.
Fermantasyon maksimum ansamitosin birikimi elde edildidi strece devam eder.
Kultivasyon suresi, kultir yontemi, ortam bilesimi ve sicaklik dahil olmak Uzere
birgok faktére baghdir ve buna gore dedisebilir. Tipik olarak, fermantasyon

suresi 96 ila 336 saat arasinda degiskenlik gosterir.

Ansamitosinlerin analizi:
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U.SPatent Numaralari. 4,331,598 ve 4,450,234'te, parental sus ATCC 31565,
C-14'te (Sekil 1) bir metil veya hidrometil grubunun varligi ile ayristirilabilen iki
sinif ansamitosinlerin Gretimi agiklanir. Her iki sinifa yonelik olarak, birgok farkl
ansamitosin, ilgili asil yan zincirinin C-3 oksijen atomuna baglanmasina ve C-
14'Un bir metil veya hidroksimetil (veya sonraki ¢alismalar, N- demetil) grubunu
tasiyip tasimadidi hususunda farkhlik goésterecek sekilde uretilir. Burada
degistiriimis bilesiklere yonelik olarak kullanilan terminoloji, Sekil 1'e verilen
referans ile yukanda tanimlanir.

Ansamitosin P-3, belirli buyume kosullar altinda olmak uzere PF4-4 ve parental
sus ATCC 31565'in ana Urinddir. Bakterinin, valin veya izobitirik asit (bakiniz
U.S.Patent No. 4.228.239), varhiginda veya izobitil alkol veya izobdtiraldehit
(bakiniz U.S.Patent No. 4.356.265), varlidinda blyOmesi halinde, dider
ansamitosin bilesikleri, yalnizca kuguk miktarlarda mevcuttur.

PF4-4 susu, hepsi izobutil alkol igeren farkli fermantasyon ortaminda (Tablo
1'de belirtilen FO) blyuduginde, ansamitosin P-3, uretilen baskin
ansamitosindir. Ansamitosin miktarinin analiz edilmesine yonelik bir yéntemde,
fermantasyon sivilarinin numuneleri, etanol ve asetonitril ile seyreltilir, daha
sonra Kuvvetli bir sekilde sallanir ve nihai olarak santrifUjlenir. Stpernatant daha
sonra ansamitosin P-3 icerigine yonelik olarak analiz edilir.

Ansamitosinler tercihen ters fazl yiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
ile pargalanir ve analiz edilir, ancak érnegin MALDI-TOF veya ince tabaka
kromatografisi gibi herhangi bir uygun teknik kullanilabilir.

Ansamitosinlerin ekstraksiyonu:

Ansamitosinler genellikle ikincil metabolitlerin geri kazanilmasina yonelik olarak
kullanilan yéntemler araciidiyla fermantasyon sivisindan ekstrakte edilebilir.
Ansamitosinlerin aromatik olmayan solventler igerisinde kolayca ¢ozunur olmasi
nedeniyle, alkil asetatlar gibi aromatik olmayan, suyla karismayan ¢ozuculer ile
karistirilarak kolay bir sekilde ekstrakte edilebilir, burada alkil zinciri, lineer veya
dalhdir ve 1-5 karbon atomuna, dialkilketonlara ve halojenli solventlere sahiptir.
Uygun alkil asetatlara ait ornekler, n-hiitil asetat, etil asetat ve metil asetat icerir.
Uygun bir dialkilketona ait bir 6rnek metil izobditil ketondur. Uygun bir halojenli
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solvente ait bir 6rnek diklorometandir. N-bitil asetat ile ekstraksiyon tercih edilir.
Tercihen, fermantasyon sivisinin aromatik olmayan suyla karigsmayan solvente
olan orani hacimce 1: 1'dir.

Bulusa gére ansamitosinler, Rohm and Haas Company'den tedarik edilebilen
Amberlite XAD-4, XAD-16, Mitsubishi Chemical Industries Ltd.'"den elde edilen
Diaion HP20, HP21, Sepabeads SP825, SP850, SP70, SP700 gibi cesitli
recineler Uzerindeki fermantasyon sivisindan adsorbe edilir. Bu Omekler
kapsami kisitlayici degildir, teknikte uzman Kisilerce bilinen diger recgineler ayni
zamanda yukarida belirtilen amaca yonelik olarak kullanilabilir. Regine ayrica
miknatis veya yiksek yogunluklu bir materyal gibi ikincil bir yapi Uzerine
kaplama olarak kullanilabilir, bdylelikle polimer, manyetik olarak veya genis
yatak kromatografisi gibi adsorban yodunluguna dayanan yontemler ile geri
kazanilabilir. Ansamitosinler regine uzerine adsorbe edildiginde, izokratik veya
gradyan elusyon araciliiyla bir veya daha fazla organik solventler kullanilarak
birbirinden ayrlir. Bir dlzenlemede regine, ansamitosinlerin ekstrakte
edilmesine yonelik olarak dogrudan siviya eklenebilir.

Ansamitosinler, bircok arag ile recineden geri kazanilabilir. Bir dizenlemede,
recine filtrasyon ile geri kazanilabilir. Bir ikinci dlzenlemede, regine
santrifijleme ile geri kazanilabilir ve pelet daha sonra, bir veya daha fazla
organik solvent veya su ile kombine edilen bir veya daha fazla organik solvent
ile birbirinden ayristirilabilir. Bir Gguncl dizenlemede, akdz faz ve kati birikinti,
recine uzerinden genis yatak kromatografisi kullarilarak giderilebilir. Recine
daha sonra genis yatak kolonunda sikistirilabilir ve bir veya daha fazla organik
solvent veya izokratik veya gradyan elusyon yoluyla su ile kombine edilen bir
veya daha fazla organik solvent ile birbirinden aynistinilabilir. Bir dordincu
dizenlemede, regine, kismi olarak gegirgen olan bir membran araciliiyla
fermantasyon sivisindan ayristirilirken ansamitosinleri  ekstrakte edebilir.
Ornegin regine ile doldurulmus bir diyaliz membrani, fermantasyon sivisi ile
karistirilabilir, su ve dusuk molekdl agirligina sahip bilesenler membran
tzerinden gecebilir, ansamitosinlerin regineye tutunmasina olanak saglar.
Diyaliz ¢cantasi daha sonra sividan giderilebilir ve geri kazanilan regine bunun

ardindan yukarida agiklandigi tzere ayrigtirilabilir.
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Ekstraksiyon dncesinde, mikroplar, istenmesi halinde, yaklasik 30 dakika ila 2
saat boyunca yaklasik 50° ila 55 °C'de hafif 1sitmaya maruz birakilarak veya %1
(v/v) kloroform (Toru Hasegawa et al. 1983, Int. J. Syst.Bacteriol.33:314-320)
eklenerek etkisiz hale getirilebilir.

Ayrica, ekstraksiyon sirasinda veya bundan once, proses, ansamitosinlerin
solvent ekstraksiyonunu kolaylastirmak Uzere Kkultur ortaminin islenmesini
icerebilir. islem, bunlar ile simirli olmamak Uzere, 1sitma, pH ayarlamasi veya
poli ferrik sulfat eklenmesi gibi enzimatik islem veya kimyasal islem, de-
emdulsifiye ajanlar, aseton veya metanol gibi alkoller gibi isli silika
orkosolventlerini icerebilir.

Organik faz ekstraksiyonu durumunda, ekstraksiyon, 2.0 ila 13.0 arasinda bir
pH'ta, ancak tercihen yaklasik 6.0 ila 7.0 arasinda bir pH'ta ve daha fazla tercih
edildigi Uzere yaklasik 6.5 ila 7.0 arasinda bir pH'ta ve tercihen n-bltil asetat ile
gerceklestirilir. Ekstraksiyonun verimliligini artirmak amaciyla, sivi, ekstraksiyon
sirasinda tercihen 30° ile 45°C arasinda 5°C ile 80°C arasinda bir sicaklikta
korunabilir.

Ekstraksiyon siresi, sivi bilesimi, sivi ve ekstraksiyon solventinin sicakhgi, sivi
ve solventin karigtirima yontemi ve ekstraksiyona yonelik olarak kullanilan
solvent dahil olmak uUzere cesitli faktorlere dayanir. Ekstraksiyon suresi,
ekstraksiyon yontemine bagl olarak 1 saat ile 120 saat arasinda dedisir.
Ornegin, hizli bir ekstraksiyon ve filtrasyon islemi secildiginde, ekstraksiyon
suresi 1-12 saat arasinda degisebilir.

Filtrasyon sudresince filtre destekleri kullanilabilir. Bu tir destekler, bunlar ile
sinirh olmamak izere Celpure P1000, Celatom FW-80, Hyflo Super Cel ve
Celite'i icerebilir. istege bagh olarak filtre destekleri, filtrasyon siiresinde siviya
dogrudan eklenebilir. istege bagli olarak, filtreler aymi zamanda filtre destegi ile
dneceden kaplanmis olabilir. Bu proseste kullanilabilecek filtrasyon yontemleri,
bunlar ile sinirll olmamak Gzere teget akis filtrasyonu, filtre destedi kaplamal
kazima tambur filtrasyonu veya yigin filtrasyonunu icerir.

Ekstraksiyonun pH 1 - pH 5 veya pH 8 - pH 13 gibi asiri uglarda veya 60 ° C -
90 ° C gibi yiksek sicakliklarda yapildigi durumlarda, ekstraksiyon
ansamitosinlerin asiri ayrigmasini engelleyen bir oranda tamamlanmalidir.

Gerekli olmasi halinde, ekstraksiyon ayrica, devamh santrifilleme ile son
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derece hizh bir sekilde yapilabilir. Bu tlir bir durumda, fermantasyon sivisinin
pH'' veya sicakh@i, siwvi santriflje girerken sert kosullara uzun stre maruz
kalinmasinin engellenmesi amaciyla ayarlanacaktir. Fermantasyon igleminde
kullaniimig olabilen ve ansamitosinlerin ekstrakte edilmesine yodnelik olarak
kullanilan santrifij ekipmanina ait ornekler bunlar ile sinirh olmamak uzere
santrifij sizme kaplarnm ve yigilmis disk santrifUjlerini igerir. Tutulan organik
solvent ekstrakti daha sonra ansamitosinleri i¢ceren bir tortuyu vermek amaciyla
dusuk basing altinda konsantre edilebilir. Alternatif olarak su ile kansabilen bir
solvent, fermantasyon sivisi ile karistirilabilir ve tek fazli, kati icermeyen bir
solventi veren katilari gikarmak amaciyla santrifijlenebilir. Sollisyon daha sonra,
ornedin, akabinde organik fazin konsantrasyonunun gelistigi organik ve akdz
fazin ayristirimasina yol agmak Uzere su ile karnisabilen bir solventin

eklenmesiyle islenebilir.

Ansamitosinlerin soliisyon igerisinde akoz olarak yitkanmas..

Su ile karigabilen arganik bir salventin bir solusyonu i¢cindeki ansamitosinler, su,
akéz asit, akdz baz, kismen veya tamamen tuza doymus suyla veya agiklanan
akoz yikamalarin herhangi birinin bir kombinasyonu ile yikanabilir. Akoz asitlerin
ornekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak tzere, 1 ila 6.9 arasinda bir pH'ta
akdz solusyonlu hidroklorik asit, sulfurik asit, asetik asit, formik asit ve fosforik
asit solventleri bulunur. AkGz asit ayrica bir asidik akoz tamponlu sistemi icerir.
Asidik tamponlu sistemlerin ornekleri arasinda, bunlarla sinirh olmamak uzere,
her biri kendi asidik tamponlama araliklarinda kullaniimak Gzere pH ayarlamasi
yaplimis sodyum fosfat, potasyum fosfat, amonyum asetat ve amonyum format
bulunur. Akoz bazlarin ornekleri arasinda, bunlarla sinirh olmamak tzere, 7.1 ila
13 arasinda bir pH'ta akoz sollsyonlu sodyum bikarbonat, potasyum bikarbonat,
sodyum karbonat, sodyum hidroksit, amonyum hidroksit ve sodyum fosfat
solventleri bulunur. Akéz baz ayni zamanda, bir bazik akoz tamponlama
sistemini icerir. Bazik tamponlu sistemlerin érnekleri arasinda, bunlarla sinirli
olmamak Uzere, her biri kendi bazik tamponlama araliklarinda kullanilmak Gzere
pH'I ayarlanan sodyum fosfat, potasyum fosfat, sodyum borat ve amonyum

karbonat bulunur.
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Asidik veya bazik yikamalar, ansamitosinlerin pH'ina gbre degisecegi Uzere
gdzle gorulir bir sekilde bozulmadan tamamlanmak zorundadir. Gerekli olmasi
halinde, bu, son derece hizli ekstraksiyon santrifiij teknikleri ile yapilabilir.
Kismen veya tamamen tuza doymus su drnekleri, bunlarla sinirh olmamak
Uzere, cesitli doygunluk seviyelerinde akdz sodyum klorur, ¢esitli doygunluk
seviyelerinde akdz sodyum sdlfat ve c¢esitli doygunluk seviyelerinde akéz
potasyum klordr icerir. Ayni zamanda tamamen veya kismen doymus bir sulu
tuz solusyonunun bir karnisiminin bir akoz baz veya bir akoz asitle birlestirildigi

sulu yikamalar gerceklestirilebilir.

Ekstraksiyon éncesinde filtrasyon:

Alternatif olarak, ekstraksiyon Oncesinde, fermantasyon sivisi igeren
ansamitosinlerde bulunan katilar, filtrasyon veya santrifljleme ile aynlabilir. Kat
hiicre kutlesindeki antamitosinler, etanol , akdz etanol gibi bir solvent veya etil
asetat, b(til asetat, diklorometan veya aseton gibi diger organik solventler ile
yikanarak geri kazanilabilir ve teknikte uzman olan kigilerce iyi bilinir.

Ansamitosinlerin saflagtiriimasa:

Ham JOrun, akabinde gerekli olmasi halinde yeniden kristallestirmenin
gerceklestigi silika jeli veya alUmina Uzerinde adsorpsiyon kromatografisi gibi
saflagstirma prosedurlerine tabi tutulabilir. Tercihen kromatografi, Biotage
kromatografi sistemi kullanilarak bir Biotage silika jel kartusu gibi énceden
paketlenmis bir kolon Uzerinde gergeklestirilir. Arzu edilen ansamitosinler, bir etil
asetat ve heksan karigimi ile baslayan ve artan miktarlarda metanol eklenerek
ve bir solvent gradyani kullanilarak kolondan ayristirilabilir.  istenen
ansamitosinleri igeren fraksiyonlar toplanabilir ve konsantre edilebilir. istenmesi
halinde, ansamitosinler, urinu ¢dzmek amaciyla etil asetat gibi bir solvent
kullanilarak ve daha sonra saf Urand kristalize etmek amaciyla heptan veya
heksan gibi polar olmayan bir solvent ilave edilerek kristallestirme yoluyla daha

fazla oranda saflagtirilabilir. Burada kullanilan kristallesme ifadesi ayrica
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solusyondan olusan katinin, amorf veya tanimlanmig bir yapiya sahip olabilmesi
amaciyla ¢ékelme terimini kapsar.

Hiicre Baglayici Ajan/Maytansinold Kompleksleri:

Bulusun prosesi, tumoérle etkilesime sahip pro ilaglar olarak faydah olan hucre
baglayici ajan/maytasinold komplekslerini yapmak amaciyla kullanilabilir.
Bulusun prosesi ile hazirlanan ansamitosinler, U.S icerisinde aciklandigi Uzere
kullanilabilen maytansinole indirgeyici bolunmeyi gecirebilir. Patent Numaralar.
5,208,020, 5,416,064, 6,333,410 ve 6,441,163 maytansinold tlrevlerini iceren
N-metil-alaninin Uretiimesi amaciyla mevcuttur. Bu tarevler daha sonra disulfit
iceren badlayicilar gibi ¢esitli badlayicilar vasitasiyla htcre baglayici ajanlara,

tercihen antikorlara baglanir.

ORNEKLER

Bulus artik kisitlayici olmayan drneklere verilen referans ile gdsterilecektir.

Referans ORNEGI 1 Ansamitosinlerin iiretimi:

Primer _Tohum: %2 ¢6zunebilir nisasta, %1 glikoz, %1 soya

kiispesi, %0.5 misir maserasyon sivisi, (Roquette) %0.5 Soytone, %0.3
sodyum klorid ve %0.5 kalsiyum karbonati iceren tohum kultir ortami
VM4-1 (400mil/sise), 2 L kapasiteye sahip on bir Erlenmeyer sise
icerisine dokulmustir. Sterilizasyondan sonra, siselerden her biri PF4-4
(ATCC PTA-3921) kulturu ile asllanmistir. Siseler, 48 saat boyunca 230
rpm'de bir orbital karistiricida 28 °C'de inkiibe edilmigtir.

ikinci Tohum: Birincil tohum siselerinin igerigi daha sonra toplanmistir. A

300 L fermentord, 100 L VM4-1 tohum ortami ile doldurulmustur.
Sterilizasyondan sonra, fermentdr, 4 L toplanmis primer tohum kaltirt ile
asllanmigtir. Fermentdr, 80 rpm'de karistinlarak 28°C'de muhafaza
edilmistir. Cozinmis oksijen seviyesi, havalandirma ve istenmesi

halinde artan karistirma ile % 30 oranindan fazla doygunluk ile muhafaza
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edilmistir.24 saat boyunca inkiibasyonun sonrasinda, ikinci tohum kultira,
uretim tanklarina taginmak Gzere hazir durumda olmustur.

Uretim: iki 300 L Gretim fermentériiniin her birine, 250 L (retim ortami
FM4-6 (bakiniz Tablo 1) doldurulmustur. Sterilizasyon sonrasinda,
fermentorlerin her biri, 15 L ikinci tohum kdltard ile asilanmistir.
Fermentorler, 107 £ 5 rpm'de karigtirma ve 0.4 vvm'de havalandirma ile
28 °C'de muhafaza edilmistir.2. gunin sonrasinda, ¢dzlinen oksijen
icerigi, karistirma hizint maksimum 170 £ 5 rpm'yve ve havalandirma
hizint maksimum 1 vvm'ye yukselterek %30'un Uzerinde bir oranda
muhafaza edilmistir. Ansamitosin titresi, akabinde HPLC analizi ile
vapilan miktar tayininin gerceklesecedi sekilde gunliuk olarak bir
fermantasyon sivisina ait numunenin geri c¢ekilmesi ve etanole
seyreltimesi ile dlgulmustir. Fermantasyona 10 gln boyunca devam
edilmistir, bu noktada, ansamitosin birikimi sabit olarak kalmigtir.10.
gunde iki fermentdrdeki ansamitosin titresi sirasiyla 251 mg/L ve 244
mg/L olmustur. Fermantasyon sivisinin pH dederi, fosforik asidin
eklenmesiyle 6.5'e ayarlanmistir. Fermentorler, 55 °C'yve 1sitilmistir ve
mikroorganizmalarin etkisiz hale getiriimesine yoénelik olarak 1 saat
boyunca bu sicaklikta muhafaza edilmistir. Fermentdrler daha sonra bir
organik solvent ile ekstraksiyon igleminin gergeklestiriimesine yonelik
olarak ortam sicakligina dusurulerek sogutulmustur.

Referans ORNEK 2:Bir besleme kesikli proses kullanilarak

Ansamitosinlerin iretilmesi.

Bir 1500 L dretim fermentori 900 L dretim ortami FM4-6 (bakiniz Sekil 1) ile
doldurulmustur. Sterilizasyonun arindan fermentor, yukarida belirtildidi Uzere
hazirlanan 54 L ikinci tohum kdlturd ile asilanmistir. Fermentor, 107 £ 5 rpm’de
karistirma ve 0,4 WM'de havalandirma ile 28°C'de muhafaza edilmistir.0 ila 48
saat boyunca %28.5 oraninda glikozun bir akdz solisyonu, 0.39 mL/L/h bir
oranda beslenmistir48 saat ila 288 saat boyunca, beslemeden, %21.5
glikoz, %7.1 Proflo ve %7.1 izobltanoll igeren, 0.51 mL//L/h oraninda

beslenmis olan bir doygun ¢ozeltiye gecilmistir.2. glintin sonrasinda, ¢dziinen
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oksijen igerigi, karistirma hizini maksimum 170 + 5 rpm'ye ve havalandirma
hizini maksimum 1 vvm'ye yikselterek %20'un {izerinde bir oranda muhafaza
edilmigtir. Ansamitosin titresi, akabinde HPLC analizi ile yapilan miktar tayininin
gerceklesecedi sekilde gunlik olarak bir fermantasyon sivisina ait numunenin
geri ¢cekilmesi ve etanole seyreltiimesi ile élguimuistiur. Fermantasyona 13 gln
boyunca devam edilmistir, bu noktada, ansamitosin birikimi sabit olarak
kalmistir.13. gunde fermentdrdeki ansamitosin titresi 304 mg/L olmustur.
Fermantasyon sivisimin pH degeri, fosforik asidin eklenmesiyle 6.5%
ayarlanmigtir.

Isi ile etkisiz hale getirme. Fermentdor, 55 °C've isitilmistir ve
mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesine ydnelik olarak 1 saat boyunca bu
sicaklikta muhafaza edilmistir. Fermentorler daha sonra organik bir solvent ile

ekstraksiyona yonelik olarak 30 ile 40°C arasinda sogutulmustur.

Ornek 3  (karsilastirmall):  Ansamitosinlerin  ekstraksiyonu ve

Kromatografik Saflagtirmas..

Ornek 2'de yer alan fermantasyon sivisi, esit hacimli bir n-bitil asetat ile
karistinlmistir. Karisim 30 ile 40°C ila 45°C'de muhafaza edilmistir ve iki fazin
karigstirlmasinin yalnizca solvent araylziunde ortaya ¢ikmasi amaciyla yavasga
karistirilmistir. Ekstraksiyon 5 gun boyunca veya ansamitosinlerin % 80'inin
ekstrakte edildiginin belirtildidi organik katmanin HPLC analizi gerceklestirilene
kadar devam etmistir. Organik katman daha sonra ayristinlmistir ve disen film
evaporatorl  kullanillarak 20 ile 50 L arasindaki bir nihai hacme
buharlastinimigtir. Konsantre ekstrakt, 2.2 kg silika jelini iceren bir siseye
aktariimistir. Ham ansamitosinler, indirgenmis basing altinda ¢alisan bir doner
buharlastirici kullanilarak solventin kuruyana kadar buharlastirilimasiyla silika jel
tzerine kaplanmistir. Kaplanmis silika daha sonra Blotage, Inc., Charlotesville,
VA'dan tedarik edilen bir numune enjeksiyon modulune (SIM) aktanimistir. SIM,
sikloheksan ve heksan karigimi ile yikanmistir (2:1 v/v), ve daha sonra bir silika
kartusu ile donatilan bir Biotage 150M sistemine bagdlanmistir. Istenen iriin etil
asetat:heksan:metanol (29.4:68.6:2.0, v/v/v) kansimi kullanilarak kolondan

ayristirlmigtir.  Ansamitosin igeren fraksiyonlar toplanmistir ve solvent,
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indirgenmis basing altinda buharlastinimistir. Ur(in ayrica, 24 saat boyunca
ylksek vakum altinda kurutulmustur.

Referans Ornek 4:Ansamitosionlerin yeniden kristallegmesi.

Yukarida belirtilen adimdaki kuru orin, sicak etil asetat (23 ml/g kalint)
icerisinde ¢ozulmustur. Karigim, ansamitosinler tam olarak ¢6zulene kadar 60-
75 °C arasinda muhafaza edilmistir. Heptan (80 mL/g kalinti}, yiginin sicakhgi
60-75°C'de muhafaza edilirken yavas bir sekilde eklenmigtir. Tum heptanin
eklenmesinin ardindan vyiginin  oda sicakhdina sogutulmasina olanak
saglanmistir. Kristaller filtrasyon araciligiyla geri kazaniimistir ve akabinde 221
gram saf ansamitosinin sadlanmasi amaciyla yiksek vakum altinda

kurutulmustur.

Ornek 5 (karsilagtirmah):Filtrasyonlu fermantasyon sivisinin

ekstraksiyonu.

Ornek 2'de acgiklandidi {izere hazirlanan fermantasyon sivisi (200 ml), 200 ml n-
butil asetat (200 ml) ile 5 dakika boyunca kuvvetli bir sekilde karigtirilmig, bir
emulsiyon ile sonuglanmisgtir. Cellatom FW-80 filire destegi (20g) eklenmistir ve
karisim, Cellatom FW-80 filtre destegiyle dnceden kaplanmis olan bir buchner
hunisi boyunca vakum ile filtrelenmistir. Filtre camuru, 40 mL n-bitil asetat ile
yikanmistir. Halihazirda kati kirleticilerden arindirilan, bir temiz organik ve akoz
katmani igeren filtrat, bir ayirma hunisine aktariimistir. Akéz faz bosaltiimistir.

Ansamitosinleri iceren organik faz tutulmustur.

Ornek 6 (karsilagtirmali):Fermantasyon sivisinin suyla karigmayan bir

solvent kullanilarak ekstraksiyonu.

Ornek 2'de aciklandigi lizere hazirlanan fermantasyon sivisinin bir kismi, n-biitil
asetatin bir kismi ile 2 dakika boyunca kuvvetli bir sekilde karistinlmistir. Elde
edilen emilsiyon 1 dakika boyunca santrifijlenmigtir ve kati kirletici maddeleri

icermeyen ansamitosinleri iceren organik katman geri ¢ekilmistir.
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Ornek 7 (kargilastirmal):Fermantasyon sivisinin su ile karigmayan bir
solvent kullanilarak ekstraksiyonu.

Ornek 2'de aciklandigi (zere hazirlanan fermantasyon sivisimin bir kismi
asetonun bir parcasi ile kuvvetli bir sekilde karnstinlmistir. Kansim, katilarn
peletlenmesi amaciyla 1 dakika boyunca santrifijlenmistir. StGpernatant geri
cekilmigtir ve heksanlarin bir yari parcasi ile kanstinlmistir. Akéz katman,

ansamitosinleri iceren temiz bir organik fazi birakarak aynstirilmistir.

ORNEK 8.Ansamitosinlerin XAD-16 hidrofobik boncuklar kullanilarak Kkati

faz ekstraksiyonu.

Ornek 2'de agiklandi§i lzere hazirlanan bir litre fermantasyon sivisi, alti saat
boyunca 10 gram XAD-16 boncuk ile karistinimistir. Karisim daha sonra
santrifijlenmistir ve sUpernatant kaldinlmigtir. Pelet, kliglk bir kolona
aktariimistir ve akabinde 90:10 deiyonize su:asetonitrili izleyerek deiyonize su
ile ayrnistinimistir. Ansamitosinleri i¢eren fraksiyonlar kombine edilmigtir ve
solvent, 112 mg konsantre ekstraktin saglanmasi amaciyla buharlastiriimistir.
HPLC analizi, 50 mg ansamitosini iceren ekstrakti ifade etmistir.

Bulus ayrintili olarak ve bunlarin spesifik duzenlemelerine verilen referans ile
aciklanirken, teknikte uzman kigilerce, burada cesitli degisikliklerin ve

modifikasyonlarin yapilabilecedi anlasilacaktir.
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