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(57)Anotace:

Slou¢enina mumbaistatin s molekularnim suméarnim vzorcem
CagH,00)5 se piipravuje kultivaci mikroorganismd druhu
streptomyces HIL 008003 (DSM 11641) v aerobnich
podminkach v Zivém médiu obsahujicim zdroj uhliku a
dusiku. Poté se mumbaistatin izoluje a purifikuje a piipadné se
konvertuje na lakton L 970860 s molekulovym sumanim
vzorcem C,gH, 5011, nebo soli nebo derivaty mumbaistatinu
nebo laktonu. Mumbaistatin nebo lakton L 970860 jsou
inhibitory translokazy glukézo-6-fosfatu.
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Mumbaistatin, zpusob jeho pfipravy a pouZiti mumbaistatinu

jako léciva

Oblast techniky

predkladany vynadlez se tykd nové slouceniny nazvané
mumbaistatin, kterou 1lze ziskat kultivaci mikroorganismu
HIL-008003 (DSM 11641), a Jjejich farmaceuticky p¥ijatelnych
soli a derivatt. Mumbaistatin Jje inhibitor translokazy
glukézo-6-fosfatu a lze ho uZit k 1é¢eni daibetes mellitus.
Pfedkléadany vynélez se dale tyka zpusobu vyroby
mumbaistatinu, mikroorganismu HIL-008003 (DSM 11641), pouZiti
mumbaistatinu a jeho farmaceuticky ptijatelnych soli
a derivatti jakoZto léc&iva, a zejména Jjejich pouziti k léceni
diabetes mellitus, a dale se tykad farmaceutického pEipravku
obsahujiciho mumbaistatin nebo jeho farmaceuticky p¥ijatelnou

sil nebo derivéat.

Dosavadni stav techniky

7zvySend mira vyludovani Jjaterni glukdzy Je obecnym
znakem onemocnéni diabetes mellitus. Zv1a3té& silnd korelace
mezi hladinou glukézy v plazm& po hladovéni a vystupem
jaterni glukézy byla nalezena v pfipadé diabetes mellitus
nezavislého na inzulinu (NIDDM). Dvé metabolické dréhy, ve
kterych se tvo¥i glukdéza v jatrech, jsou glukoneogeneze
a glykogenolyza. Kone&né kroky obou téchto metabolickych drah
jsou katalyzovany mikrosomélni glukézo-6-fosfatédzou, klicovym
enzymem homeostatické regulace hladiny krevni glukézy. Jde

znémo, 5e hladina tohoto enzymu Jje zvy3end Jjak pEi



experimentalnim tak i patologickém diabetu. Ovlivnéni tohoto
enzymu by tedy m&lo vést ke sniZené tvorb& glukdézy v jatrech.

Jaterni glukézo-6-fosfataza Je mnohaslozkovy systém
obsahujici nejméné& t¥i funk&ni aktivity: translokéazu glukdzo-

6-fosfatu (T1), glukdzo-6-fosfatfosfohydrolazu a translokazu

fosfat/pyrofosfatu (T2) . Translokaza glukézo-6-fosfatu
umoZnuije transport glukézo-6-fosfatu do lumen
endoplazmatického retikula (ER). Fosfohydroléza, s aktivnim

mistem situovanym na vnitfnim (do lumen obraceném) povrchu
ER, hydrolyzuje glukézo-6-fosfat a uvoliuje glukdézu a fosfat
do lumen. Zatimco vytok fosfatu Jje umoZnén translokazou
fosfat/pyrofosfatu, p¥esny mechanismus vytoku glukdézy neni
dosud znam.

Vysoky stupeil substréatové specifiZnosti translokazy
glukdzo-6-fosfatu z ni ¢ini potencialni cil pro
farmakologickou intervenci p¥i 1éceni diabetes mellitus.
7e viech fyziologicky se vyskytujicich cukernych fosfata
pouze glukézo-6-fosfat je transportovan translokézou. Naproti
tomu fosfatéza je nespecifickd a Jje znamo, Ze hydrolyzuje
celou fadu organickych fosfore&nych estert.

V odborné literatufe byla popsadna frada nespecifickych
inhibitora glukézo-6-fosfatézy, napf. phlorrhizin (J. Biol.
Chem. 242, 1955-1960, 1967, 5,5 -dithio-bis-2-nitrobenzoova
kyselina (Biochem. Biophys. Res. Commun. 48, 694-699, 1972,
2,2 -diisothiokyanostilben a 2-isothiokyanato-2 -acetostilben
(J. Biol. Chem. 255, 1113-1119, 1980). Prvni terapeuticky
vyuZitelny inhibiotr glukézo-6-fosfatazového systému byly
navrZeny v Evropskych patentovych pZihlaSkach EP-A-587 087
a EP-A-587 088. Kodaistatiny A, B, cC a D, popsané
v mezindrodni patentové ptihlé&sce publikované jako
WO 98/47888, byly prvnimi inhibitory translokazy glukdzo-6-

fosfatu z mikrobiadlniho zdroje.



Podstata vynalezu

Bylo zjisdténo, Ze =z ruznych mikrobialnich zdrojua Je
mo?né ziskat novou sloudeninu s vysokou inhibié&ni aktivitou
pro translokéazu glukdzo-6-fosfat, ktera byla nazvéana
mumbaistatin. PFedkladany vynalez se tykd této slouceniny
mumbaistatinu, kterd m& sumarni vzorec CzgHzo0:2 a kterd Je
charakterizovidna jednou nebo nékolika fyzik&lné-chemickymi
vlastnostmi a spektralnimi vlastnostmi uvedenymi dale
v popisu, Jako Jjsou napf. 'H NMR spektroskopickad data,
uvedend na 'H NMR spektru na obr. 9, a '°C NMR spektroskopickéa
data, wuvedend na '*C NMR spektru na obr. 10, a Jeho
farmaceuticky prijatelnych soli a derivath, jako jsou estery,
ethery a zFejmé chemické ekvivalenty, vCetné vSech
stereoisomernich a tautomernich forem.

Mumbaistatin m& novou, dosud nepopsanou strukturu,
patfici do t¥idy chinonovych sloucCenin. Prizkum chemické
literatury v databazi Chemical Abstract uZitim molekulového
vzorce jakoZto vyhledavaciho klice ukazal, Ze mumbaistatin je
novd sloudenina. Zadna 7jinad sloulenina nemad strukturni
vlastnosti mumbaistatinu.

Mumbaistatin je moZné =ziskat kultivaci mikroorganismu
ozna&eného Jjako kultura HIL-008003 nebo Y-9645374 (v této
prihla3ce oznadovan Jjako HIL-008003). Tento mikroorganismus
pouZity k produkci mumbaistatinu byl izolovan ze vzorku pudy
z Yeli&td& Feky Hiranyakeshi v blizkosti Amboli, Maharashtra
v Indii. Mikroorganismus oznaeny HIL-008003 byl pozdéji
identifikovan jako Streptomyces litmocidini a byl uloZen dne
4. Zervence 1997 v Némecké sbirce mikroorganismd a buné&lnych
kultur (DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, D-38124, Braunschweig,
N&mecko) Jjako vzorek &. DSM 11641.



Predklédany vynalez dale poskytuje zpusob pfipravy noveé
sloudeniny nazvané mumbaistatin a JjeJich farmaceuticky
ptijatelnych soli a derivatu z kmenu Streptomyces litmocidini
HIL-008003, jeho mutant a variant. Tento zpusob spociva
v tom, e se kultivuje kultura HIL-008003 v aerobnich
podminkéch v Zivném médiu obsahujicim jeden nebo vice zdroju
uhliku a jeden nebo vice zdroja dusiku a pfipadné dalsi
anorganické soli slouZici k vyZivé a/nebo stopové prvky,
a pak se slouCenina podle predkladdaného vynalezu izoluje
a purifikuje obvyklym zpusobem.

7ivné médium vyhodn& obsahuje zdroje uhliku, dusiku
a daldich Zivnych anorganickych soli a pfripadn& 1 stopové
prvky. 2drojem uhliku je napf. &krob, glukbdza, sachardza,
dextrin, fruktdza, melasa, glycerol, laktoza, galaktéza,
vyhodné glukdza. zdrojem dusiku Jje napt. sojovy nebo
aragidovy bujén, kvasniény extrakt, hovézi extrakt, pepton,
tryptonovy nebo sladovy extrakt, kukufié¢ny vyluh, Zelatina
nebo casaminové kyseliny, vyhodné sojovy bujdén a kuku¥iény
vyluh.

Surovy material miZe byt dale purifikovan pomoci
kterékoliv z technik jako jsou:

- chromatografie s normalni fazi uZivajici oxid hlinity
nebo silikagel JjakoZito staciondrni fézi a eluenty jako
ethylacetat, chloroform, methanol nebo jejich kombinace,

- chromatografie s reverzni f&zi uZivajici silikagel pro
reverzni féazi jako je naprf. dimethyloktadecylsilylsilikagel,
zvany téZ RP-18, nebo dimethyloktylsilylsilikagel, zvany téz
RP-8, jakoZto stacionadrni fazi, a eluenty jako voda, pufry,
nap¥. fosfatovy, acetdtovy nebo citratovy (pH 2 ai 8)
a organickd rozpoustédla jako methanol, acetonitril, aceton,
tetrahydrofuran nebo jejich kombinace,

- gelova permealni chromatografie uZivajici pryskyfice



jako Jjsou Sephadex®LH-20 (Pharmacia Chemical Industries,
dvédsko), TSKgel® Toypearl HW-40F (TosoHaas, Tosoh Corp.,
Japonsko) s rozpoustédly jako Je methanol, chlorofom, aceton,
ethylacetadt nebo jejich kombinace, a nebo Sephadex® G-10
a G-25 s vodou, nebo

- protiproudovd chromatografie uZivajici dvoufézovy
rozpoudté&dlovy systém ze dvou a vice rozpousdtédel jako Je
voda, methanol, ethanol, isopropanol, n-propanol,
tetrahydrofuran, aceton, acetonitril, methylenchlorid,
chloroform, ethylacetédt, petrolether, benzen a toluen.

Tyto metody lze uZivat opakované nebo lze kombinovat
riizné metody. Vyhodnym zpusobem Jje chromatografie ptes
Toypearl® nasledovand reverzni féazi modifikovaného silikagelu
(RP-18) .

Sloudenina mumbaistatin mbZe Dbyt konvertovana na
farmaceuticky p¥ijatelné soli a derivaty, Jjako Jsou napt.
estery a ethery a jiné zFfejmé chemické ekvivalenty, které
jsou také soulédsti p¥edkléddaného vynalezu. Vynalez se také
tykad v3ech soli a derivatd mumbaistatinu, které samy osobé
nejsou vhodné jako 1léciva, ale mohou byt uZity Jako
meziprodukty pf¥i pfipravé farmaceuticky pfijatelnych soli
a derivat. Vynalez zahrnuje soli a derivaty mumbaistatinu ve
vEech izomernich a tautomernich forméch. Soli a derivaty
mumbaistatinu mohou byt pripraveny standardnimi postupy,
které jsou odbornikovi znémy. Soli Jjako jsou napt. sodné
a vapenaté soli mohou byt pF¥ipraveny napf. plUsobenim vhodné

sodné a vapenaté baze na mumbaistatin. Estery mohou byt

pfipraveny naprt. reakci mumbaistatinu s karboxylovymi
kyselinami za pritomnosti ¢inidla jako Jje napf.
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) nebo pusobenim acylacnich

¢inidel, jako jsou nap¥. acylchloridy, na mumbaistatin. Dalsi

zplisoby pripravy estert byly napf. popsany V publikaci



J. March, Advanced Organic Synthesis, 43. vydéani, John Willey
and Sons, 1992.

K esterim mumbaistatinu podle pfedklddaného wvynalezu
pat¥i také intramolekularni estery, tj. laktony. Specifickou
sloueninou tohoto typu je sloufenina oznaenéd L970860 a jeji
farmaceuticky prijatelné soli a derivaty vcetné vSech
stereomernich a tautomernich forem. Sloufenina L970860 Je
lakton, pripravitelny tak, Ze se pusobi kyselinou
trifluoroctovou na mumbaistatin. M& molekulovy sumarni vzorec
C,eH180:11 a Jje charakterizovan kteroukoliv =z nésledujicich
fyzikaln& chemickych a spektralnich vlastnosti, Jjako Jsou
napt¥. 'H NMR spektroskopickd data uvedend v 'H NMR spektru na
obr. 7 a *3C NMR spektroskopickad data uvedena na obr. 8.
Laktonizace mumbaistatinu, kterou vznika sloucenina L970860,
miiZe byt vyuZita pro izolaci a purifikaci mumbaistatinu.

Ethery mohou byt pfipraveny napf. reakci mumbaistatinu
s alkyla&dnimi &inidly v bazickych podminkédch. Dalsi metody
pfipravy ethert byly popsédny v odborné literatufe, napf.
Advanced Organic Synthesis, 4th Edition, J. March, John
Willey and Sons, 1992.

Mumbaistatin je silnym inhibitorem translokéazy glukdzo-
6-fosfatu 2z mikrosomd Jjater potkana. Vysledky =ziskané ve
farmakologickych testech jsou uvedeny niZe. Mumbaistatin
a jeho farmaceuticky pf¥ijatelné soli a derivaty Jsou proto
vhodné jako farmaceuticky ulinné latky, zejména pro pfipravky
k léZeni diabetes mellitus, a obecné& k léceni a profylaxi
stavi, které jsou zplsobeny nebo alespoil souvisi se zvySenou
aktivitou translokdzy glukézo-6-fosfatu, nebo v pEipadech,
kdy je cilem sniZeni aktivity translokdzy glukdzo-6-fosfatu.

Mumbaistatin a jeho farmaceuticky pfijatelné soli
a derivaty mohou byt podavany =zvifatlm, vyhodné savcum,

a zvla3té lidem, jako léky samy o sob&, ve smési, nebo Jjako



farmaceutické ptipravky vhodné pro enteralni nebo
parenteradlni podavani. P¥edkladdany vyndlez se tudiZ také tyka
mumbaistatinu a jeho farmaceuticky pfijatelnych soli
a derivatl pro pouZiti jako 1éku a také pouZiti mumbaistatinu
a jeho farmaceuticky pfijatelnych soli a derivatd pro vyrobu
1ékti ke sniZeni aktivity translokdzy glukdézo-6-fosfatu,
zejména pro vyrobu 1ékh k 1léceni diabetes mellitus.
Predkladany vynalez se dale tykd farmaceutického pfipravku,
ktery obsahuje U&inné mnoZstvi mumbaistatinu a/nebo jednu
nebo nékolik Jjeho farmaceuticky p¥ijatelnych soli a/nebo
derivatn spole&né s farmaceuticky p¥ijatelnym nosicem.

Mumbaistatin mazZe byt podavan peroralné,
intramuskularné, intravendzné nebo i Jinymi zplsoby.
Farmaceuticky pFfipravek obsahujici mumbaistatin nebo Jjeho
farmaceuticky pfijatelné soli nebo derivaty samotné nebo
jejich kombinaci mtZe byt p¥ipraven standardnim zplUsobem
smichdnim jednotlivych sloZek s Jednim nebo nékolika
farmaceuticky p¥ijatelnymi excipienty a/nebo pomocnymi
latkami, jako Jsou napf. plnidla, emulgadtory, lubrikanty,
ochucovadla, barviva a pufry, a tato smés se pak upravi do
vhodné 1lékové formy Jjako Jsou napf¥. tablety, potahované
tablety, tobolky, suspenze nebo roztoky vhodné pro enteralni
nebo parenetralni podavani.

K prikladim vhodnych excipientld a/nebo pomocnych latek
pat¥i nap#. 8krob, tragakant, laktdéza, mastek, agar-agar,
polyglykoly, ethanol a voda. Vyhodné pro parenteralni
podavani jsou suspenze nebo roztoky ve vodé. Je také moiné
podavat WU&innou latku Jjako takovou, tj. bez vehikula nebo
rozpoudtédla, ve formé& tobolek. farmaceutické pEipravky
obsahujici mumbaistatin nebo jeho farmaceuticky pfijatelné
soli nebo derivaty mohou obsahovat také dalSi farmaceuticky

uc¢inné sloZky.



Jak je obvyklé, galenické formulace a zpisoby podéavéani,
stejné Jjako davkovani, vhodné pro konkrétni piZipady, jsou
zavislé na tom, Jjaky biologicky druh Jje 1léCen, na stavu
a zavarnosti nemoci, a mohou byt optimalizovdny metodami
odborniklim znamymi.

Krom& uZiti jako ulinné latky nebo jako meziproduktu pro
vyrobu derivatd, mumbaistatin a jeho soli nebo derivaty mochou
byt uZity pro pomocné nebo diagnostické ucely, napf¥. pro
in vitro diagnostiku a pro vyzkumné ucely pfi biochemickém
vyzkumu, kdy je potfeba inhibovat translokazu glukdzo-6-
fosféatu.

Nasledujici  pfiklady Jsou 1ilustrativni a predmét
pfedkladaného vynalezu nijak neomezuji. V ptikladech jsou
uzity zkratky: MeOH pro methanol, DMSO pro dimethylsulfoxid

a TFA pro trifluorocotovou kyselinu.

P¥iklady provedeni wvynalezu

P¥iklad 1

Izolace kultury HIL-008003 z pudy

a)SloZeni izoladniho Zivného média

Kukuficény Skrob: 10,0 g
Kasein: 1,0 g
Pepton: 1,0 g
Kvasnicny extrakt: 1,0 g
K,HPOq4: 0,5 g
Agar v prasku: 13,0 g
Demineralizovand voda: 1,01

pH: 7,0

a0



b) Kultivace z pldy a izolace

10 g ptdy odebrané z udoli ¥eky Hiranyakeshi v blizkosti
Amboli, Maharashtra, Indie, bylo p#idéno k 90 ml sterilni
demineralizované vody do 250ml Erlenmayerovy baifiky, ktera pak
byla tfepéna 2 hodiny na rotalni t¥epacce (220 rpm). Takto
vytvofend pudni suspenze byla pak sériové nafed@€na vidy 10x
v kaZdém kroku a? do 10-5. 1 ml 2z posledniho £fedéni byl
nanesen do stfedu sklend&né Petriho misky (primér 15 cm), do
které pak bylo nalito 50 ml vy3e popsaného izolacniho meédia
s pridavkem 25 pg/ml amfotericinu JjakoZto fungicidniho
¢inidla. Médium bylo p¥ed nalitim zchlazeno na 45 °C a misky
byly "promich&ny" dikladnym krouZenim. Smés suspenze a média
pak byla ponechéna,aby se usadila a dale byla inkubovana ve
28°C (+1°C) po 7 dntG. Petriho misky byly pravidelné& vizualné
kontrolovany a z mikroorganismii, které na nich narostly, byla

izolovana kultura HIL-008003 (kultura &. Y-9645974).

Priklad 2

UdrZovani kultury HIL-008003

Kultura HIL-008003 byla udrZovéna v médiu nésledujiciho

slozZeni:
Sladovy extrakt: 10,0 g
Kvasnic¢ny extrakt: 4,0 g
Glukoéza: 4,0 g
Agar v préasku: 13,0 g
Demineralizovand voda: 1,01

pH: 7,0
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Po dukladném rozpudténi vy3e uvedenych sloZek za
soud¢asného zah¥ivani bylo médium rozdéleno do zkumavek a pak
sterilizovano 20 minut p¥i 121 °C. Zkumavky pak Dbyly
zchlazeny a médium ztuhlo v Sikmé poloze. Na Sikmé plochy
média ve zkumavkach pak byla pFeolkovana kultura HIL-008003
draté&nou olkovaci kli&kou a zkumavky byly inkubovany p¥i 28°C
dokud nebyl zaznamendn viditelny rtst. Dobfe rostouci kultury

byly uchovany v lednici p¥i 8 °C.

P¥iklad 3

Fermentace kultury HIL008003 v protfepadvanych kultivacnich

nadobéach

SloZeni kultivadniho média:

Glukdza: 15,0 g
Sojova moucka: 15,0 g
Kukufic¢ny vyluh: 5049
NacCl: 5,0 g
CaCOs: 2,0 g
Demineralizovanad voda: 1,0 1
pH: 7,0

Toto médium bylo rozdé&leno do po 80ml do 500ml
Erlenmayerovych ban&k a sterilizovéno v autoklavu 20 minut
pfi 121 °C. Baiky pak byly ochlazeny na teplotu mistnosti
a kaZda baiftka byla inokulovana ockovaci klickou z dobte
rostouci kultury popsané v pfikladu 2 a pak dale kultivovéana
na rotadni tFepa&ce 72 hodin p¥#i 240 rpm ve 27 °Cc (x1°C),

¢im? byla pfipravena ocCkovaci kultura.

ses e
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SloZeni produkéniho média:

Glukbza: 20,0 g
Sojova moucka: 10,0 g
CaCOs: 2,049
Chlorid kobaltnaty: 0,001 g
Demineralizovana voda: 1,01
pH: 7,0

Toto produkéni médium bylo rozdé&leno do po 60 ml do
500ml Erlenmayerovych bané&k a sterilizovano v autoklavu 20
minut pFi 121 °C. Baiky pak byly ochlazeny na teplotu
mistnosti a kaZda Dbaika byla inokulovédna vySe popsanou
o&kovaci kulturou (1 % objem.). Fermentace dale probihala na
rota&ni tfrepadce pri 240 rpm ve 27 °C (£ 1°C) po dobu 40 aZ
48 hodin.

Produkce mumbaistatinu byla monitorovéana mé¥enim
inhibice translokadzy glukézo-6-fosfatu. Po sklizeni Dbylo
kultivadni médium centrifugovédno a mumbaistatin byl izolovan

z filtratu postupem popsanym v pfikladu 5.

Priklad 4

Fermentace kultury HIL008003 ve fermentoru

1. faze: PPiprava o&kovaci kultury v protfepédvané lahvi
O&kovaci médium z p¥ikladu 3 bylo rozdéleno po 160 ml do

11 Erlenmayerovych banék a sterilizovano 20 minut

v autoklavu. O&kovaci kultura byla pé&stovéna stejné& jak bylo

popséano v prikladu 3.
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2. faze: Priprava ockovaci kultury ve fermentoru

80 1 oclkovaciho média popsaného v prikladu 32 ve 1001
Marubishiho fermentoru bylo sterilizovédno in situ 45 minut
p¥i 121 °C, ochlazeno na 27 °C £ 1 °C a pak zaocCkovéano 4,5 1

oCkovaci kultury popsané v 1. fazi.

Fermentace probihala s néasledujicimi hodnotami

pfislusnych parametru:

Teplota: 27 °C (x 0,5 °C)
T¥epéni: 80 ot/min (rpm)
Aerace: 50 1/min (lpm)
Doba kultivace: 24 hodin

3. fédze: Velkoobjemova fermentace

700 1 produk&niho média popsaného v prikladu 3 v 10001
Marubishiho fermentoru spolecné se 150 ml pripravku
Desmophen® (polypropylenoxid) jakoZto  proptipénotvorného
&inidla bylo sterilizovdno 1In situ 45 minut p#i 121°C,
ochlazeno na 27°C + 1°C a pak =zaolkovédno 75 1 ockovaci
kultury popsané ve 2. féazi

Fermentace probihala s nésledujicimi hodnotami

prislusnych parametrua:

Teplota: 27 °C (£ 0,5 °C)
Tfepéani: 50 ot/min (rpm)
RAerace: 450 1/min (lpm)
Doba kultivace: 40 aZz 44 hodin

Produkce mumbaistatinu byla monitorovana mérenim
inhibice translokazy glukbézo-6-fosfatu. KdyZ byla fermentace
pferuSena, hodnota pH kultivac¢niho média byla 6,0 aZ 7,0. Po
sklizeni bylo kultiva¢ni médium centrifugovédno a mumbaistatin

byl izolovan z filtrédtu postupem popsanym v pfikladu 5.
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Priklad 5

Izolace a purifikace mumbaistatinu

P¥ibliZn& 1000 1 kultivaéniho média bylo sklizeno
a mycélia (12 g) byla odstranéna centrifugaci. PoZadovana
slouenina, tj. mumbaistatin, byla =zjiSténa predevSim ve
filtrdtu kultivaéniho média. Filtrdt kultivac¢niho média
(730 1) byl nanesen na kolonu Diaion® HP-20 (28 litru, 3 az
4 % obj.). Pak byla kolona dtkladné proplédchnuta deminera-
lizovanou vodou (250 1) a pak eluovédna krokovym gradientem
MeOH ve vodé. TakZe eluce byla provedena 10% MeOH (120 1)
a 40% MeOH (300 1l). Byly odebirdny frakce velikosti 15 1.
Frakce aktivniho eludtu (15 x 16 1) ziskané se 40% MeOH byly
sloucCeny, koncentrovany za sniZeného tlaku 1,333 aZ 13,33 kPa
(10 aZ 100 mm Hg) p#i 35 °C a lyofylizovany, coZ poskytlo
240 g surového aktivniho produktu, ktery vykazoval hodnotu
ICs¢ 5 pg/ml.

Surovy materidl (240 g) byl nanesen na druhou kolonu
HP-20. Kolona byla dikladné propléchnuta demineralizovanou
vodou (150 1) a pak eluovan krokovym gradientem MeOH ve vodé.
TakZe eluce Dbyla provedena 20% MeOH (80 1) a 40% MeOH
(100 1). Byly odebiradny frakce velikosti 10 1 a pak 2 1.
Frakce aktivniho eludtu (2 x 30 1) ziskané se 40% MeOH byly
sloucCeny, koncentrovany za sniZeného tlaku 1,333 aZ 13,33 kPa
(10 aZ 100 mm Hg) p¥i 35 °C a lyofylizovéany, coZ poskytlo
20 g obohaceného materidlu, ktery vykazoval ICso 1 pg/ml.

Takto ziskany obohaceny materidl byl d&le purifikovan
dvakrat po sobé gelovou permeaCni chromatografii na Sephadex®
LH-20 s ruznym pomérem substrdtu a gelu. TakZe vySe popsany
obohaceny materidl pro3el 4 vrstvami obsahujicimi po 5 g

Sephadex® LH-20 (1,5 1) ve sklenéné koloné 4 cm x 120 cm.
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Mobilni faze byla voda a priatok byl udrZovan na
2,5 ml/minuta. Byly odebiréany frakce velikosti 25 ml. Aktivni
eluat byl monitorovdn HPLC na koloné Lichrocart® 100RP-18
(250 mm X 4 mm) s gradientem 0,1% vodné TFA na CHiCN ve
20 minutéch p¥i pratoku 1 ml/minuta a detekci ve 270 nm.
Aktivni eluaty s poZadovanou sloZkou byly slouceny
a koncentrovany za sniZeného tlaku 1,333 aZ 13,33 kPa (10 aZ
100 mm Hg) pfi 35 °C a lyofylizovany, coZ poskytlo 1 g vysoce
obohaceného materiélu, ktery vykazoval ICso 0,1 aZz 0,3 pg/ml.
Takto ziskany materidl byl dale purifikovdn ve dvou
varkdch po 500 mg pfes Sephadex® LH-20 ve sklenéné koloné
(2,5 cm x 110 cm). Mobilni féze byla voda a prutok byl
udrZovan na 0,5 ml/minuta. Byly odebirédny frakce velikosti
6 ml. Frakce byly na zakladé HPLC analyzy (viz vySe)
slouceny. Aktivni eluadty s poZadovanou sloZkou byly slouceny
a koncentrovany za sniZeného tlaku 1,333 aZ 13,33 kPa (10 az
100 mm Hg) pfi 35 °C a lyofylizovany, coZ poskytlo 160 mg
semipurifikované slouceniny, ktera vykazovala ICso 0,06 pug/ml.

Nakonec byl semipurifikovany materiédl dale purifikovan

preparativni HPLC na koloné Eurosphere® 100 C18, 10 pum (250 x
16 mm) uZitim gradientu 5% methanclu a 40% methanolu ve vodé
po 30 minutédch. Pritok byl udrZovidn na 6 ml/minuta a detekce
byla p¥i 270 nm, ¢imZ byl ziskén &isty mumbaistatin (70 mg).
Mumbaistatin poskytl spektra 'H NMR a °C NMR &patné
kvality. Charakterizace parentdlni slouceniny mumbaistatinu
byla tedy primdrné zaloZena na spektrdlni analyze laktonu
L970860, ktery byl ziskdn plsobenim TFA ne mumbaistatin

postupem, ktery je popsén v pfikladu 6.
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Priklad 6

Priprava laktonu L970860

K 70 mg mumbaistatinu rozpu$téného v 5 ml methanolu bylo
p¥iddno 50 ml 0,1% TFA a reak&ni smés se zahfivala 1 hodinu
pfi 50 °C. Pak byla smés odpafena za sniZeného tlaku 1,333 az
13,33 kPa (10 aZ 100 mm Hg) p¥i 35 °C do sucha. Takto ziskany

reak&ni produkt byl purifikovan preparativni HPLC na koloné

Eurosphere® 100, C18, 10 p (250 mm x 16 mm) uZitim gradientu

X

30 % CH3CN v 0,1% TFA aZ 80 % CHsCN v 0,1% TFA ve
20 minutach p¥i pritoku 6 ml/minuta a detekci pf¥i 270 nm,
¢imZ bylo ziskédno 55 mg cistého L970860.

Fyzikalné chemické a spektrdlni vlastnosti mumbaistatinu
a laktonu 1970860 Jjsou souhrnné uvedeny v tabulce 1.
Spektroskopické 1udaje pro tyto sloueniny Jsou uvedeny na
obrazcich 2, 3 a 5 aZ 10. Obrazky 1 a 4 wukazuji HPLC
chromatogramy. Obsah jednotlivych obrazkua Je uveden

v tabulce 1.

Farmakologickd charakterizace mumbaistatinu a laktonu L970860

Mumbaistatin silné inhibuje aktivitu translokéazy
glukdézo-6-fosfatu z mikrosomll potkanli, p¥icemZ hodnota ICso Jje
25 nM. Naproti tomu mumbaistatin inhibuje aktivitu fosfatazy
mikrosoml rozruSenych detergentem s hodnotou ICso > 100 uM,
coZ ukazuje na vysokou specifiénost pro translokéazu.
Mumbaistatin neovliviuje aktivitu translokazy
fofat/pyrofosfatu. Mumbaistatin je reverzibilni

a kompetitivni inhibitor translokdzy glukdézo-6-fosfatu.

[ X RN ]
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mumbaistatin 1970860

Povaha slouCeniny Cervenohnédad tuha Cervenohnédé& tuhé
Rozpustnost MeCH a DMSO MeCH a DMSO
Teplota tani >250°C (rozkladad se) [>250°C (rozklada se)
[a]D -50° (c 0,024, MeOH) |-45° (c 0,02, MeOH)
HPLC retenéni ¢&as: 10,83|retenc¢ni c¢as: 13,08
(vysokotlakd kapalin.|minuty minuty
chromatografie) viz obr. 1 viz obr. 4
ESI-MS 547 (M-H) 529 (M-H)
(elektrorozptyl.
ionizaéni hmotnost)
Sumdrni vzorec ngHzoOlg ngngou
UV spektra viz obr. 2 viz obr. 5
IR spektra viz obr. 3 viz obr. 6
“H NMR viz obr. 8 viz obr. 7

(600 MHz, Ds~MeOH, | (300 MHz, Dg-DMSO)

27 °C)
*°C NMR viz obr. 10 viz obr. 8

(150 MHz, Dys~MeOH, | (75 MHz, D¢-DMSO)

27 °C)

Mumbaistatin byl déle testovédn na izolovanych potkannich

hepatocytech na uUc¢inek na vystup glukbzy.

inhibuje

jak fruktdzou

indukovanou glukoneogenezi,

Ukédzalo se, Ze

tak i

glukagonem indukovanou glykogenolyzu s hodnotami ICsq 0,3 puM

a 0,6 uM,

v uvedeném potradi.

L970860 inhibuje aktivitu translokdzy glukdzo-6-fosféatu

z mikrosom@ potkan®, pfifemZ hodnota ICso je 1,8 uM.
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Doklad o uloZeni v Né&mecké sbirce mikroorganismi (DSMZ)

BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECCGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

Eoechst Marion Rouss2l GmbE
65926 Frankfurc

RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT
issued pursuant 1o Rule 7.1 by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identificd at the bonom of this page

L. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Identificaton reference given by the DEPOSITOR: Accession aumber given by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
HIIL, 008003

DSM 11641

1I. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TANONOMIC DESIGNATION

The micrcorganism identified under . above was accempanied by:

{ ) ascientific description
(X ) a proposed taxonomic designation

(Mark with a cross where applicable).

11l RECEIPT AND ACCEPTANCE

This International Depositary Authority accepts the microorganism identified under 1. above, which was received by iton 1557-07-C4
(Datz of the original deposit)'.

1V. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identfied under | above was received by this International Depositary Authority on  (date of original deposit)
and a request to conven the oniginal deposit 1 3 deposit under the Budapest Treaty was received by it on  (date of receipt of request
for conversion).

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Signarure(s) of person(s) having the power 10 represent the
Intemational Depositary Authonty or of authorized official(s):

Name: - DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Address: Mascheroder Weg 1b V C(/ /é)
D-38124 Brounschweig : i O }

Dawe: 1997-07-07

' Where Rule 6.4 (4) applies, such ¢ate is the ¢ate on wnich the SLatus of intemanonal Jepusiary authonry was acquircd.

Form DSMZ-BP/4 (s0lc page) V196
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECOGNITION OF THE DFPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE
INTERNATIONAL FORM
Hoechst Marion Roussel GmbH
65926. Frankfurt
VIABILITY STATEMENT
issued pursvant to Rule 10.2 by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identificd 3t the bontom of this page
1. DEPOSITOR 11, IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM
Name: Hoechst Marion Roussel CmbE Accession number given by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
Address: §5926 Frankfurc DSM 11641
Date of the deposit or the Tansfer':
1557-07-04
1L VIABILITY STATEMENT
The viability of the microorganism identificd under 11 sbove was tesed on 1 257-07-04 *.
On that daie, the said microorganism was
(X) viable
( ¥ no longer viabie
[V. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED®
V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON Signaturc(s) of person(s) having the power © represent the
MIKROORGANISMEN UND ZZLLKULTUREN GmbH International Depositary Authority or of autherized official(s):
Address:  Mascheroder Weg 1b U C(/i’( y ﬁ
D-38124 Braunschweig .
Dae: 1897-07-07
' Indicate the date of original deposit or, where a new deposit or 3 wansfer has been made, the most reeent relevant date (date of the new deposit of

date of the transier).

Mark with 3 ¢ross the applicabie box.

. e

Form DSMZ-BP/9 (solc page) 0196

In the cases reterred to in Rule 10.2(a) {ii) and (iii), refer 1o the most recent viability test.

Fill in it the inf ion has been req 4 and il the results of the test were negative.
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PATENTOVE NAROKY

Mumbaistatin, sloufenina s molekulovym sumarnim vzorcem
C.H20012, ktera Jje charakterizovéna svym 'H NMR spektrem
(obr. 9) a *C NMR spektrem (obr. 10), a Jjeho
farmaceuticky pfijatelné soli a derivaty ve vsSech

stereoizomernich a tautomernich forméach.

Mumbaistatin, sloudenina s molekulovym sumarnim vzorcem
CssH200:2, kterd je pripravitelnd kultivaci mikroorganismi
druhu Streptomyces HIL-008003 (DSM 11641) v aerobnich
podminkdch v Zivném médiu obsahujicim zdroj uhliku
a dusiku, a néaslednou izolaci a purifikaci obvyklym
zpusobem, a jeho farmaceuticky p¥ijatelné soli a derivaty

ve v3ech stereoizomernich a tautomernich forméach.

Lakton L970860, slouCenina s molekulovym sumarnim vzorcem
CogH15011, kterd je charakterizovéna svym 'H NMR spektrem
(obr. 7) a '>C NMR spektrem (obr. 8), a jeho farmaceuticky
pfijatelné soli a derivaty ve vSech stereoizomernich

a tautomernich forméach.

Zplsob p¥ripravy mumbaistatinu podle nédroku 1 nebo 2 nebo
laktonu L970860 podle naroku 3, nebo Jjejich soli nebo
derivati, vy znac¢ujici se tim Ze obsahuje
kroky, kdy se kultivuje mikroorganismus druhu
Streptomyces HIL-008003 {DSM 11641) v aerobnich
podminkdch v Zivném médiu obsahujicim zdroj uhliku
a dusiku, a nésledn&® se mumbaistatin izoluje a purifikuje

obvyklym zpusobem, a pfipadné se konvertuje na lakton
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L970860 nebo soli nebo derivadty mumbaistatinu nebo

laktonu.

Kmen Streptomyces sp. HIL-008003 (DSM 11641).

Mumbaistatin podle néroku 1 nebo 2 nebo lakton L970860
podle naroku 3, nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli

nebo derivaty, pro pouZiti jako 1lécivo.

Farmaceuticky pfipravek vyznacujici S e
t i m, Ze obsahuje uU&inné mnoZstvi mumbaistatinu podle
naroku 1 nebo 2 nebo laktonu L970860 podle naroku 3, nebo
jejich farmaceuticky p¥fijatelnych soli nebo derivatu,

a dédle obsahuje farmaceuticky prijatelny nosic.

Mumbaistatin podle nadroku 1 nebo 2 nebo lakton LS870860
podle naroku 3, nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli
nebo derivaty, pro pouZiti Jjako inhibitor translokazy

glukézo-6-fosfatu.

Mumbaistatin podle néroku 1 nebo 2 nebo lakton L970860
podle naroku 3, nebo jejich farmaceuticky pfijatelné soli

nebo derivaty, pro pouZiti k lécZeni diabetes mellitus.
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