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DESCRIPCION
Procedimiento para la desacilacion de lipopéptidos ciclicos
Esta solicitud es una solicitud divisional de la patente EP-97905455.8.
CAMPO TECNICO
La presente invencion se refiere a la tecnologia enzimatica.

La presente invencion se refiere a una nueva acilasa capaz de desacilar la cadena lateral acilo de un compuesto
lipopeptidico ciclico y a un procedimiento de desacilacién en el que se utilice la misma.

Mas concretamente, la invencién se refiere a una nueva acilasa adaptada para desacilar la cadena lateral acilo de la
sustancia FR901379 (descrita en la patente japonesa Kokai Tokkyo Koho H3-184921), la cual es producida por el
microorganismo Coleophoma sp. F-11899 (FERM BP-2635), o de un analogo de la sustancia FR901379 y a un
procedimiento de desacilacion en el que se use la misma.

TECNICA ANTERIOR

Existe una necesidad constante de una acilasa capaz de desacilar la cadena lateral acilo de un compuesto lipopeptidico
ciclico, especialmente de dicha sustancia FR901379 o analogo, con una buena eficacia.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han investigado extensamente en blsqueda de una nueva acilasa capaz de
desacilar la cadena lateral acilo de un lipopéptido ciclico representado por la sustancia FR901379 o sus analogos, tales
como equinocandina B y aculeacina A. Como resultado, han descubierto una acilasa producida por Streptomyces
anulatus con la cual se alcanza eficazmente la desacilacion objetivo.

Esta nueva acilasa de lipopéptidos ciclicos y el procedimiento de desacilacion en el cual se utilice la misma se describen
ahora en cuanto a sus aspectos principales.

En primer lugar, se describe el microorganismo productor de la acilasa de lipopéptidos ciclicos.

El microorganismo productor de la nueva acilasa de lipopéptidos ciclicos es Streptomyces sp. 6907 (FERM BP-5809
depositado en el NIBH tal como se menciona mas adelante).

A continuacion se describen las caracteristicas de esta cepa.

La cepa productora de la nueva acilasa de lipopéptidos ciclicos denominada Streptomyces sp. n°® 6907 (FERM BP-5809)
(denominada en lo sucesivo de forma abreviada cepa n° 6907 (FERM BP-5809)) se aisldé por primera vez de una
muestra de tierra recogida en la prefectura de Fukushima. A continuacién se describen las caracteristicas
bacteriolégicas de esta cepa n° 6907 (FERM BP-5809).

Caracteristicas de cultivo

En la tabla 5 se resumen las caracteristicas de cultivo de la cepa n° 6907 (FERM BP-5809) en agar extracto de
levadura-extracto de malta, agar avena, agar almidén-sales inorganicas, agar glicerina-asparagina, agar peptona-
extracto de levadura-hierro y agar tirosina tras una incubaciéon de 14 dias a 30 °C y los resultados obtenidos por
microscopia optica y electronica de barrido para los crecimientos respectivos. Las descripciones de color presentadas a
continuacion corresponden a la nomenclatura definida en el Methuen Handbook of Colour, Methuen, Londres, 1978.

Tabla 5. Caracteristicas de cultivo de la cepa n° 6907 (FERM BP-5809)

Medio Caracteristicas de cultivo

Agar extracto de levadura-extracto de malta C: bueno

(ISP-2) A: abundante, gris amarillento, blanco (4A2)
: naranja grisaceo (5B6)

: ninguno

: moderado

: abundante, gris azulado (22C2)
: marrén claro (4D4)

: ninguno

bueno

: abundante, gris azulado (19C2)
: marrén (6F4)

: ninguno

: bueno

Agar avena (ISP-3)

Agar almidén-sales inorganicas (ISP-4)

olwarolvwaTOwD

Agar glicerina-asparagina (ISP-S)
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: abundante, gris azulado (22B2)
: marron rojizo (8E4)
. ninguno

Agar peptona-extracto de levadura-hierro (ISP- : moderado

6) > ninguno

: marrén grisaceo (9F3)

: marrén oscuro

: bueno

: moderado, blanco amarillento (4A2)
: magenta oscuro (13F3)

> marrdén oscuro

Cddigos: C: crecimiento, A: micelio aéreo, R: color del reverso, S: pigmento soluble

Agar tirosina (ISP-7)

DAZ>O0NAI>00NA>

El color del micelio aéreo se encontraba entre gris amarillento y gris azulado, el color de crecimiento del reverso estaba
entre marrén claro y marrén y los pigmentos intracelulares no eran sensibles a pH. En caldo de triptona-extracto de
levadura, agar peptona-extracto de levadura-hierro y agar tirosina se produjeron pigmentos melanoides.

Caracteristicas fisiologicas
En la tabla 6 se resumen las caracteristicas fisioldgicas de la cepa n°® 6907 (FERM BP-5809).

Tabla 6. Caracteristicas fisiologicas de la cepa n° 6907 (FERM BP-5809)

Parametros Resultados
Intervalo de temperatura para el crecimiento 9,0-40,0°C
Licuefaccion de gelatina +
Coagulacion de leche +
Peptonizacion de leche -

Hidrdlisis de almidén

Produccién de pigmentos melanoides
Utilizacion de carbono:

D-glucosa

L-arabinosa

D-xilosa

Inositol

Manitol

D-fructosa

L-ramnosa

Sacarosa

Rafinosa

+: positivo, +: débilmente positivo, -: negativo

+ +

+ 4+ ++ 4+ ++ o+

Esta cepa utilizé todas las fuentes de carbono ensayadas. No peptonizé la leche. El intervalo de temperatura para el
crecimiento se encontraba entre 9,0 y 40,0 °C.

El micelio vegetativo de la cepa n® 6907 (FERM BP-5809) se desarrollé bien y se ramificé irregularmente pero sin
fragmentarse. El micelio aéreo que se extendia desde el micelio vegetativo se ramific6 monopddicamente para constituir
cadenas de esporas alargadas. La morfologia de las cadenas de esporas del micelio aéreo era recta-flexuosa o de
bucles incompletos, perteneciendo asi al tipo RF o RA de acuerdo con la clasificacion de Pridham y col. (Pridham, T.G.
y col.: Appl. Microbiol., 6:54, 1958). Cada cadena de esporas se compone de 20 o mas esporas. La espora presenta una
superficie lisa y es cilindrica. El tamafio de las esporas es de 0,5-0,7 x 0,7-1,3 ym. No se observaron esclerocios,
esporangios ni zoosporas.

Tipo de pared celular

En cuanto a la composicién de aminoacidos de la pared celular, se analizé el lisado celular completo mediante el
método de Becker y col. (Becker, B., M. P. Lechevalier, R. E. Gordon y H. A. Lechevalier: Rapid differentiation between
Nocardia and Streptomyces by paper chromatography of whole-cell hydrolysates: Appl. Microbiol., 12:421-423, 1964) y
el método de Yamaguchi (Yamaguchi, T.: Comparison of the cell wall composition of morphologically distinct
actinomycetes: J. Bacteriol., 89:444-453, 1965). El analisis indicé la existencia de acido LL-diaminopimélico. Por lo tanto,
la pared celular de esta cepa se considero6 de tipo |.

En base a la observacién morfolégica y el analisis quimico anteriores, se consideré que la cepa n° (FERM BP-5809)
pertenece al género Streptomyces de acuerdo con la clasificacion taxonémica de Pridham y col. (Pridham, T. G. y col.:
Appl. Microbiol., 6:54, 1958). Por consiguiente, se compararon las caracteristicas de esta cepa con las de Streptomyces
species descritas en la bibliografia, a saber, en Shirling y col. (Shirling, E. B. y D. Gottlieb: Cooperative Description of
Type Culture of Streptomyces. 2. Species descriptions from first study, Intern. J. Syst. Bacteriol., 18:69-189, 1968;
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Shirling, E.B. y D. Gottlieb: Cooperative Description of Type Culture of Streptomyces. 3. Additional species descriptions
from first and second studies, Intern. J. Syst. Bacteriol., 18:279-392, 1968; Shirling, E. B. y D. Gottlieb: Cooperative
Description of Type Culture of Streptomyces. 4. Species descriptions from second, third and forth studies, Intern. J. Syst.
Bacteriol., 19:391-512, 1969); Skerman y col. (Skerman, V. B., V. McGowan y P. H. A. Sneath: Approved List of
Bacterial Names, Amended Edition, American Society for Microbiology, Washington D. C., 1989); y Moore y col. (Moore,
W. E., E. P. Cato y L. V. H. Moore: Index of Bacterial and Yeast Nomencultural Changes, American Society for
Microbiology, Washington D. C., 1992). La comparacion no permitid indicar una especie con la cual se pudiera identificar
y, por lo tanto, esta cepa se denominé Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809).

Esta Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809) se depositdé originalmente el 8 de marzo de 1996 en el Instituto
Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (NIBH, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japon) (codigo ZIP
305) bajo el numero de acceso FERM P-15506, y posteriormente se deposité de nuevo bajo el nimero de acceso FERM
BP-5809 de acuerdo con el Tratado de Budapest del 3 de febrero de 1997.

La expresion "compuesto lipopeptidico ciclico" tal como se utiliza en esta memoria descriptiva se refiere a un compuesto
que presenta un anillo polipeptidico y, en tal anillo, un grupo "acilamino" como cadena lateral, opcionalmente con o sin
una o mas cadenas laterales distintas.

La sustancia FR901379, la cual es un ejemplo representativo de dicho "compuesto lipopeptidico ciclico", es una
sustancia antifingica conocida producida por el microorganismo Coleophoma sp. F-11899 (FERM BP-2635) (descrito en
la patente japonesa Kokai Tokkyo Koho H3-184921) y que presenta la siguiente férmula quimica [1a]:

HO
HO ©

. N

HqC

OH
)@HCO (CHy) ; 4CH3
0
A0 —0 g OH
0
H

(o] Hj
HzN 0 -
HO NH
CH
0 H
Ho—ﬁ— 0]
HO

El "analogo de la sustancia FR901379" es un compuesto de la siguiente formula general [I] o una sal del mismo

[la]
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[enla que

R’ es acilo,

R? es hidroxi o aciloxi,

R® es hidrégeno o hidroxi,

R* es hidrégeno o hidroxi,

R® es hidrégeno o hidroxisulfoniloxi y
R® es hidrégeno o carbamoilo.]

La nueva acilasa de lipopéptidos ciclicos de la presente invencion es una acilasa procedente de una cepa de
microorganismo del género Streptomyces, la cual es capaz de desacilar el grupo "acilamino" como cadena lateral de tal
compuesto lipopeptidico ciclico para dar un grupo "amino". Especificamente, es una acilasa la cual desacila la cadena
lateral palmitoilo de la sustancia FR901379 o de una sal de la misma o la cadena lateral acilo de un analogo de tal
sustancia FR901379 de férmula general [I] o de una sal del mismo para producir especificamente un compuesto de la
siguiente formula quimica [lla] (sustancia FR179642) o una sal del mismo:

HO OH
4O O
N
H5C
NH,
o
H OH
0 Hq
HO NH
H
O H
Ho—-ﬁ- 0
HO ' [IIa)

o un analogo de FR179642 de la siguiente férmula general [l1], incluida la sustancia FR179642, o una sal del mismo:
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R3 OH
HO ©
NH,
o
HO =0 HN od

fIT]

[en la que R% R} R R® y R® son los mismos grupos que los que se han definido respectivamente con anterioridad en la
presente memoria.]

Las sales preferidas de los compuestos [I] y [Il] son mono- o disales no téxicas de las clases convencionales. Asi, son
de mencionar sales metalicas, tales como sales de metales alcalinos (por ejemplo, sal sddica, sal potasica, etc.), sales
de metales alcalinotérreos (por ejemplo, sal calcica, sal de magnesio, etc.), sal de amonio, sales con bases organicas
(por ejemplo, sal de trimetilamina, sal de trietilamina, sal de piridina, sal de picolina, sal de diciclohexilamina, sal de N,N'-
dibenciletilendiamina, etc.), sales de adicion de &acido organicas (por ejemplo, formiato, acetato, trifluoroacetato,
maleato, tartrato, metanosulfonato, bencenosulfonato, toluenosulfonato, etc.), sales de adiciéon de acido inorganicas (por
ejemplo, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, sulfato, fosfato, etc.) y sales con aminoacidos (por ejemplo, arginina,
acido aspartico, acido glutamico, etc.).

El "alquilo inferior" preferido es un grupo alquilo de cadena lineal o ramificado de 1 a 6 atomo(s) de carbono, tal como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, terc.-butilo, pentilo, isopentilo y hexilo. De ellos, se prefieren los grupos
alquilo de 1 a 4 atomo(s) de carbono, y se prefiere especialmente metilo.

El "alquilo superior" preferido incluye grupos alquilo de cadena lineal o ramificados de 7 a 20 atomos de carbono, tales
como heptilo, octilo, 3,5-dimetiloctilo, 3,7-dimetiloctilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo,
pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo y eicosilo. El "alcoxi inferior" preferido incluye grupos de
cadena lineal o ramificados, tales como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi, terc.-butoxi, pentiloxi, terc.-
pentiloxi, neopentiloxi, hexiloxi e isohexiloxi.

El "alcoxi superior" preferido incluye grupos de cadena lineal o ramificados, tales como heptiloxi, octiloxi, 3,5-
dimetiloctiloxi, 3,7-dimetiloctiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi, hexadeciloxi,
heptadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi y eicosiloxi.

El "arilo" preferido incluye fenilo que presenta opcionalmente alquilo inferior (por ejemplo, fenilo, mesitilo, tolilo, etc.),
naftilo y antrilo y similares.

El resto "acilo" preferido en la expresion grupo "acilamino" o "acilo" incluye acilo alifatico, acilo aromatico, acilo
heterociclico, acilo alifatico sustituido con arilo y acilo alifatico sustituido con heterociclo derivado de acidos carboxilicos,
acidos carbdnicos, acidos carbamicos y acidos sulfénicos.

El "acilo" preferido incluye alcanoilo inferior (por ejemplo, formilo, acetilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, valerilo,
hexanoilo, pivaloilo, etc.) el cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a 3) sustituyente(s) adecuado(s), tales
como arilo (por ejemplo, fenilo, naftilo, antrilo, etc.), los cuales pueden presentar uno o mas (preferentemente 1 a 3)
sustituyente(s) adecuado(s), tales como halégeno (por ejemplo, fluor, cloro, bromo, yodo, etc.), hidroxi, tal alcoxi
superior, tal arilo, etc.; tal alcoxi inferior; amino; amino protegido [preferentemente acilamino, tal como
alcoxi(inferior)carbonilamino  (por  ejemplo, metoxicarbonilamino, etoxicarbonilamino,  propoxicarbonilamino,
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butoxicarbonilamino,  terc.-butoxicarbonilamino,  pentiloxicarbonilamino,  hexiloxicarbonilamino,  etc.), etc.];
dialquil(inferior)amino (por ejemplo, dimetilamino, N-metiletilamino, dietilamino, N-propilbutilamino, dipentilamino,
dihexilamino, etc.); alcoxi(inferior)imino (por ejemplo, metoxiimino, etoxiimino, propoxiimino, butoxiimino, terc.-
butoxiimino, pentiloxiimino, hexiloxiimino, etc.); aralcoxi(inferior)imino (por ejemplo, benciloxiimino, fenetiloxiimino,
benzhidriloxiimino, etc.), tal como fenilalcoxi(inferior)imino el cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a 3)
sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho alcoxi superior; heterocicliltio (preferentemente piridiltio) el cual puede
presentar uno o mas (preferentemente 1 a 3) sustituyente(s) adecuado(s), tales como alquilo superior (por ejemplo,
heptilo, octilo, 2-etilhexilo, nonilo, decilo, 3,7-dimetiloctilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, 3-metil-
10-etildodecilo, hexadecilo, heptadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, etc.); y un grupo heterociclico (por ejemplo,
tienilo, imidazolilo, pirazolilo, furilo, tetrazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo, etc.) el cual puede presentar uno o mas
(preferentemente 1 a 3) sustituyente(s) adecuado(s), tales como amino, tal amino protegido, tal alquilo superior y
similares; alcanoilo superior (por ejemplo, heptanoilo, octanoilo, nonanoilo, decanoilo, undecanoilo, lauroilo,
tridecanoilo, miristoilo, pentadecanoilo, palmitoilo, 10, 12-dimetiltetradecanoilo, heptadecanoilo, estearoilo,
nonadecanoilo, eicosanoilo, etc.);

alquenoilo inferior (por ejemplo, acriloilo, metacriloilo, crotonoilo, 3-pentenoilo, 5-hexenoilo, etc.) el cual puede presentar
uno o mas (preferentemente 1 a 3) sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho arilo, que presentan opcionalmente
uno o mas (preferentemente 1 a 3) sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho alcoxi superior, etc.;

alquenoilo superior (por ejemplo, 4-heptenoilo, 3-octenoilo, 3,6-decadienoilo, 3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrienoilo,
4,10-heptadecadienoilo, etc.);

alcoxi(inferior)carbonilo  (por ejemplo, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, propoxi-carbonilo, butoxicarbonilo, t-
butoxicarbonilo, pentiloxicarbonilo, hexiloxicarbonilo, etc.);

alcoxi(superior)carbonilo (por ejemplo, heptiloxicarbonilo, octiloxicarbonilo, 2-etilhexiloxicarbonilo, noniloxicarbonilo,
deciloxicarbonilo, 3,7-dimetiloctiloxicarbonilo, undeciloxicarbonilo, dodeciloxicarbonilo, trideciloxicarbonilo,
tetradeciloxicarbonilo, pentadeciloxicarbonilo, 3-metil-10-etildodeciloxicarbonilo, hexadeciloxicarbonilo,
heptadeciloxicarbonilo, octadeciloxicarbonilo, nonadeciloxicarbonilo, eicosiloxi-carbonilo, etc.);

ariloxicarbonilo (por ejemplo, fenoxicarbonilo, naftiloxicarbonilo, etc.);
arilglioxiloilo (por ejemplo, fenilglioxiloilo, naftilglioxiloilo, etc.);

aralcoxi(inferior)carbonilo el cual puede presentar uno o mas sustituyente(s) adecuado(s), por ejemplo
fenilalcoxi(inferior)carbonilo, el cual puede presentar nitro o alcoxi inferior (por ejemplo, benciloxicarbonilo,
fenetiloxicarbonilo, p-nitrobenciloxicarbonilo, p-metoxibenciloxicarbonilo, etc.);

alquil(inferior)sulfonilo (por ejemplo, metilsulfonilo, etilsulfonilo, propilsulfonilo, isopropilsulfonilo, pentilsulfonilo,
butilsulfonilo, etc.);

arilsulfonilo (por ejemplo, fenilsulfonilo, naftilsulfonilo, etc.) el cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a 3)
sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho alquilo inferior, dicho alcoxi superior y similares;

aralquil(inferior)sulfonilo (por ejemplo, bencilsulfonilo, fenetilsulfonilo, benzhidrilsulfonilo, etc.), por ejemplo
fenilalquil(inferior)sulfonilo; y

aroilo (por ejemplo, benzoilo, naftoilo, antrilcarbonilo, etc.) el cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a 5)
sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho halégeno; alquilo inferior (por ejemplo, metilo, etilo, propilo, butilo, terc.-
butilo, pentilo, hexilo, etc.); tal alquilo superior; alcoxi inferior (por ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, terc.-butoxi,
pentiloxi, hexiloxi, etc.) el cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a 10) sustituyente(s) adecuado(s), tales
como dicho alcoxi inferior, dicho halégeno, dicho arilo y similares; alcoxi superior (por ejemplo, heptiloxi, octiloxi, 2-
etilhexiloxi, noniloxi, deciloxi, 3,7-dimetiloctiloxi, undeciloxi, dodeciloxi, tricediloxi, tetradeciloxi, pentadeciloxi, 3-metil-10-
etildodeciloxi, hexadeciloxi, heptadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, etc.) el cual puede presentar uno o mas
(preferentemente 1 a 17) sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho halégeno y similares; alqueniloxi superior (por
ejemplo, 3-hepteniloxi, 7-octeniloxi, 2,6-octadieniloxi, 5-noneniloxi, 1-deceniloxi, 3,7-dimetil-6-octeniloxi, 3,7-dimetil-2,6-
octadieniloxi, 8-undeceniloxi, 3,6,8-dodecatrieniloxi, 5-trideceniloxi, 7-tetradeceniloxi, 1,8-pentadecadieniloxi, 15-
hexadeceniloxi, 11-heptadeceniloxi, 7-octadeceniloxi, 10-nonadeceniloxi, 18-eicoseniloxi, etc.); carboxi; dicho arilo el
cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a 3) sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho alcoxi superior
y similares; y ariloxi (por ejemplo, fenoxi, naftiloxi, antriloxi, etc.) el cual puede presentar uno o mas (preferentemente 1 a
3) sustituyente(s) adecuado(s), tales como dicho alcoxi inferior y dicho alcoxi superior.

De los ejemplos anteriores de "acilo", se prefiere un grupo alcanoilo superior, y se prefiere especialmente palmitoilo.
Para el resto "acilo" preferido en la expresién "aciloxi" se puede hacer referencia al grupo "acilo" antes mencionado.

El grupo "aciloxi" preferido incluye alcanoiloxi inferior (por ejemplo, formiloxi, acetiloxi, propioniloxi, butiriloxi, isobutiriloxi,
valeriloxi, hexanoiloxi, pivaloiloxi, etc.) o fosfonoxi.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2379 107 T3

La nueva acilasa de lipopéptidos ciclicos de la invencién se produce cultivando una cepa de microorganismo productora
de acilasa que pertenece al género Streptomyces, a saber, Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809), en un medio de
cultivo.

En general, esta nueva acilasa se puede producir cultivando dicha cepa de microorganismo productora de la nueva
acilasa en un medio acuoso que contiene fuentes de carbono asimilable y de nitrégeno digerible, preferentemente en
condiciones aerobias, por ejemplo mediante cultivo agitado y cultivo sumergido.

La fuente de carbono preferida para el medio incluye diversos carbohidratos, tales como glucosa, xilosa, galactosa,
glicerina, almidén, dextrina y similares. Como otras fuentes de carbono son de mencionar maltosa, ramnosa, rafinosa,
arabinosa, manosa, salicina, succinato sédico y similares.

La fuente de nitrégeno preferida incluye extracto de levadura, peptona, harina de gluten, harina de algodén, harina de
soja, licor de maiz fermentado, levadura seca, gérmenes de trigo, harina de plumas, harina de cacahuete y similares, asi
como compuestos nitrogenados inorganicos u organicos, tales como sales de amonio (por ejemplo, nitrato de amonio,
sulfato de amonio, fosfato de amonio, etc.), urea y aminoacidos.

Aunque aquellas fuentes de carbono y de nitrogeno se utilizan preferentemente en combinaciones adecuadas, también
se pueden utilizar materiales de baja pureza, siempre que contengan cantidades adecuadas de factores de crecimiento
y cantidades razonables de nutrientes inorganicos, y no siempre es necesario utilizarlos en forma pura. Opcionalmente,
el medio se puede suplementar con carbonato sédico o carbonato potasico, fosfato sddico o fosfato potasico, cloruro
sédico o cloruro potasico, yoduro sédico o yoduro potasico y sales inorganicas, tales como sales de magnesio, sales de
cobre y sales de cobalto. En particular, cuando el medio de cultivo produce una espuma copiosa, se puede anadir,
seguin sea necesario, un agente antiespumante, tal como parafina liquida, aceite graso, aceite vegetal, aceite mineral y
silicona.

Para la produccién en masa de la nueva acilasa se prefiere el procedimiento del cultivo aerobio sumergido. Para la
produccién a menor escala se realiza un cultivo agitado o cultivo de superficie en un matraz o una botella. Para el cultivo
en tanques de gran capacidad, el tanque de fermentacion preferentemente se inocula con un cultivo de semillas para
evitar un retraso en el crecimiento en la linea de produccién para la nueva acilasa. Asi, preferentemente se inocula
primero una cantidad relativamente pequefia de medio de cultivo con las esporas o el micelio de la cepa y se incuba
para preparar un cultivo de semillas el cual se transfiere después, en condiciones asépticas, a un tanque de
fermentacion de gran capacidad. El medio para este cultivo de semillas puede ser sustancialmente el mismo que el
medio de produccién para la nueva acilasa o diferente del medio de produccion.

La agitacion y aireacion del sistema de fermentacion se puede llevar a cabo de varias maneras. Por ejemplo, la
agitacion se puede efectuar utilizando una hélice u otro dispositivo de agitacion similar, girando o sacudiendo el
fermentador, por medio de una bomba apropiada o pasando aire estéril a través del medio. La aireacion se puede lograr
soplando aire estéril por el sistema de fermentacion.

La fermentacion se lleva a cabo generalmente en el intervalo de temperaturas de aproximadamente 20 a 32 °C,
preferentemente de 25 a 30 °C, y en el intervalo de pH de 6 a 8 durante aproximadamente 50 a 150 horas. Esas
condiciones se pueden modificar de acuerdo con otras condiciones de cultivo y escalas de fermentacion.

La nueva acilasa asi producida se puede recuperar del caldo de fermentacién mediante técnicas que se utilizan de
forma rutinaria para la recuperacion de otras sustancias bioactivas conocidas. La nueva acilasa elaborada se encuentra
tanto en el micelio crecido como en el filtrado. Por lo tanto, la nueva acilasa se puede separar de la torta micelial y del
filtrado disponible después de la filtracion o centrifugacion del caldo y purificar mediante los procedimientos
convencionales, tales como concentracion a presion reducida, liofilizacion, extraccion con un disolvente comun, ajuste
de pH, tratamiento con una resina convencional (por ejemplo, resina de intercambio aniénico, resina de intercambio
catidnico, resina adsorbente no idnica, etc.), tratamiento con un adsorbente comun, tal como carbén activo, acido
silicico, gel de silice, celulosa, alumina, cristalizacion y recristalizacion.

Los ejemplos siguientes ilustran con mas detalle la acilasa producida por Streptomyces sp. n°® 6907 (FERM BP-5809) y
de ningun modo deben interpretarse como que definen el alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Produccion de la acilasa originaria de Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809)

Se carg6 un matraz cénico de 100 ml de capacidad con 30 ml de un medio de semillas que contenia 6 % de almidon
soluble, 4 % de harina de soja desgrasada y 0,5 % de carbonato y se esterilizé a 120 °C durante 20 minutos. El matraz
esterilizado se inoculd después con 1 a 2 asa(s) bacteriologica(s) de un cultivo de agar inclinado de Streptomyces sp. n°
6907 (FERM BP-5809) y se incubd bajo agitacion a 30 °C durante 3 dias para proporcionar un cultivo de semillas.

Entretanto, se ajusté a pH 6,5 un medio de produccién que contenia 4 % de sacarosa, 1 % de harina de cacahuete, 1 %
de levadura seca y 0,5 % de carbonato calcico y se cargd un matraz cénico de 500 ml de capacidad con 100 ml del
medio de produccioén y se esterilizd a 120 °C durante 20 minutos. El matraz esterilizado se inoculé con 2 ml del cultivo
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de semillas anterior y se incub6 bajo agitaciéon a 30 °C durante 4 dias para proporcionar un caldo de fermentacion.

Ahora se describe en detalle el procedimiento de desacilacion de la cadena lateral acilo del compuesto lipopeptidico
ciclico antifungico (por ejemplo, FR901379 o su analogo) con la nueva acilasa de lipopéptidos ciclicos de la invencion.

El procedimiento de desacilacion de la invencion se puede realizar de la siguiente manera.

Se inocula un medio de produccion adecuado con una cepa de microorganismo perteneciente al género Streptomyces y
capaz de producir la nueva acilasa y el medio inoculado se incuba durante unos dias entre aproximadamente 25y 35 °C
para proporcionar un caldo de fermentacion. Este caldo de fermentacion se afiade al compuesto lipopeptidico ciclico
sustrato, tal como la sustancia FR901379, y la mezcla se incuba entre 45 y 60 °C y a un pH de aproximadamente 6,0 a
9. Después, el péptido ciclico, tal como la sustancia FR179642, se detecta y se separa por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Los ejemplos siguientes pretenden ilustrar en detalle el procedimiento de desacilacién de la invencion y de ningin modo
deben interpretarse como que definen el alcance de la invencion.

Ejemplo 2-1

A 700 pl del caldo de fermentacion de Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809) obtenido en el ejemplo 1 se
afadieron 100 pl de una solucién acuosa de la sustancia FR901379 (100 mg/ml) (10 mg como sustancia FR901379;
8,35 pmoles) junto con 100 pl de metanol y 100 pl de tampdn (tampén de dihidrogenofosfato potésico/hidrogenofosfato
disddico 0,5 M, pH 6,0) y la reaccion transcurrié a 30 °C durante 30 minutos. Después se detuvo la reacciéon con acido
acético al 4 % vy, tras afadir 2 ml de metanol, la mezcla se filtr6 a través de un filtro de membrana (0,45 um) para
eliminar las proteinas macromoleculares y otras fracciones y se sometié a HPLC, y la actividad acilasa de la sustancia
esquelética FR179642 producida se monitorizé y ensayé a 210 nm.

La sustancia FR179642 se eluyé a una velocidad de flujo de 1 ml/min utilizando un detector UV de longitud de onda
variable (Shimadzu SPD-10A), una bomba (Shimadzu LC-10AD) y un integrador (Shimadzu C-R6A) como instrumentos,
LiChrospher 100RP-18(e) (d.i. 2560 mm x 4 mm, diametro de particula 5 pm (E. Merck)) como fase estacionaria y
acetonitrilo al 3 %/dihidrogenofosfato de amonio al 0,5 % como fase mévil. El tiempo de retencién de la sustancia
FR179642 ascendio a aproximadamente 6,3 minutos. El rendimiento de la sustancia FR179642, calculado a partir de los
datos de HPLC, ascendi6 a 560 ug (0,60 pymoles). El valor de Km, determinado mediante el método de Lineweaver-
Burk, era de 257 yM y la Vmax ascendié a 14,3 U/mg de proteina.

Ejemplo 2-2

A 100 pl del caldo de fermentacion de Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809) obtenido en el ejemplo 1 se
anadieron 100 pl de una solucién de aculeacina A en dimetilsulféxido (100 mg/ml) (10 mg como aculeacina A; 9,65
pmoles) junto con 500 pl de tampén de dihidrogenofosfato potasico/hidrogenofosfato disédico 500 mM (pH 7,0) el cual
contenia KCI 1,2 M y con 300 pl de agua, y la reaccion transcurrié a 40 °C durante 15 minutos. Después se detuvo la
reaccion con 1 ml de acido acético al 4 % vy, tras la adicion de 2 ml de metanol, la mezcla se filtré a través de un filtro de
membrana (0,45 um) para eliminar las proteinas macromoleculares y otras fracciones y se sometié a HPLC, y la
actividad acilasa de la sustancia nuclear aculeacina A producida se monitorizé a 210 nm y se determind. La sustancia
nuclear aculeacina A se eluyé a una velocidad de flujo de 1 ml/min utilizando un detector UV de longitud de onda
variable (Shimadzu SPD-10A), una bomba (Shimadzu LC-10AD) y un integrador (Shimadzu C-R6A) como instrumentos,
LiChrospher 100RP-18(e) (d.i. 250 mm x 4 mm, diametro de particula 5 pm (E. Merck)) como fase estacionaria y
acetonitrilo al 4 %/dihidrogenofosfato de amonio al 1 % como fase movil. El tiempo de retencién de la sustancia nuclear
aculeacina A ascendi6 a aproximadamente 8,7 minutos. El rendimiento de la sustancia nuclear aculeacina A, calculado
a partir de los datos de HPLC, ascendi6 a 370 ug (0,47 pmoles). El valor de Km, determinado mediante el método de
Lineweaver-Burk, era de 279 uM y la Vmax ascendioé a 16,8 U/mg de proteina.

Ejemplo 2-3

A 100 pl del caldo de fermentacion de Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809) obtenido en el ejemplo 1 se
afadieron 100 pl de una solucion de equinocandina B en dimetilsulféxido (100 mg/ml) (10 mg como equinocandina B;
9,43 pmoles) junto con 500 ul de tampodn de dihidrogenofosfato potasico/hidrogenofosfato disédico 500 mM (pH 7,0) el
cual contenia KCI 1,2 M y con 300 pl de agua, y la reaccion transcurrié a 40 °C durante 15 minutos. Después se detuvo
la reaccion con 1 ml de acido acético al 4 % vy, tras la adicion de 2 ml de metanol, la mezcla se filtré a través de un filtro
de membrana (0,45 ym) para eliminar las proteinas macromoleculares y otras fracciones y se sometié a HPLC, y la
actividad acilasa de la sustancia nuclear equinocandina B producida se monitorizd y ensayd a 210 nm. La sustancia
nuclear equinocandina B se eluy6 a una velocidad de flujo de 1 ml/min utilizando un detector UV de longitud de onda
variable (Shimadzu SPD-10A), una bomba (Shimadzu LC-10AD) y un integrador (Shimadzu C-R6A) como instrumentos,
LiChrospher 100RP-18(e) (d.i. 250 mm x 4 mm, diametro de particula 5 ym (E. Merck)) como fase estacionaria y
acetonitrilo al 4 %/dihidrogenofosfato de amonio al 1 % como fase movil. El tiempo de retencion de la sustancia nuclear
equinocandina B ascendi6é a aproximadamente 8,7 minutos. El rendimiento de la sustancia nuclear equinocandina B,
calculado a partir de los datos de HPLC, ascendié a 90 pg (0,11 ymoles). El valor de Km, determinado mediante el
método de Lineweaver-Burk, era de 146 uyM y la Vmax ascendié a 7,85 U/mg de proteina.
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A continuacion se caracteriza el proceso de desacilacion de la cadena lateral acilo de un compuesto lipopeptidico ciclico
antifingico (por ejemplo, la sustancia FR901379) mediante la acilasa procedente de la cepa de microorganismo
productora de la nueva acilasa perteneciente al género Streptomyces de acuerdo con la presente invencion.

Los datos mostrados se generaron mediante el procedimiento experimental descrito en el ejemplo 2, pero variando el
tipo de tampon (se utilizaron tampon de citrato sédico 0,5 M, tampén de dihidrogenofosfato potasico/hidrogenofosfato
disédico 0,5 M y tampdn Tris-HCI en diferentes combinaciones), la temperatura de reaccién y el nivel de adicion de
metanol. Cada actividad acilasa se muestra a la concentraciéon (medida por HPLC) de la sustancia FR179642 alcanzada
al completar la reaccion.

pH de reaccion 6ptimo
Ensayo 1

pH 6ptimo para la acilasa producida por Streptomyces sp. n°® 6907 (FERM BP-5809)

I

Concentracion de la sustancia FR179642 al completar la reaccion (ug/ml)
0

190

280

300

470

800

1.000

O (N[OOI |WT

Los resultados anteriores indican que la reaccidon transcurre en condiciones débilmente acidas y por encima
(aproximadamente pH 4) y que la velocidad de reacciéon aumenta a medida que sube el pH.

Temperatura de reacciéon 6ptima
Ensayo 2
Temperatura 6ptima para la acilasa producida por Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809)

Temperatura Concentracion de la sustancia FR179642 al completar la reaccion (ug/ml)
25 600

30 710

40 3.010

50 4.620

60 1.660

70 130

Los resultados anteriores indican que la temperatura de reaccion optima se encuentra entre 40 y 60 °C.
Efecto del metanol aiiadido al sistema de reaccion
Ensayo 3

El efecto del metanol en la reaccion utilizando la acilasa producida por Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-
5809)

Concentracion de | Concentracion de la sustancia FR179642 al completar la reaccion (ug/ml)
metanol ( %)

0 330

5 580

10 710

15 630

20 530

30 140

40 130

50 90

Los resultados anteriores indican que la actividad aumenta entre 1,6 veces y 2,2 veces en presencia de 5 a 20 % de
metanol.

Ahora se describe en detalle la acilasa de lipopéptidos ciclicos obtenida cultivando una cepa de microorganismo
productora de acilasa del género Streptomyces.
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- Caracteristicas de la acilasa producida por Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809)
1) Actividad:

Esta enzima cataliza la desacilacion del resto acilo lipidico del compuesto lipopeptidico ciclico representado por la
sustancia FR901379 y los analogos de FR901379, tales como equinocandina B y aculeacina A.

2) pH 6ptimo: pH 8 a 9
3) Temperatura 6ptima para la actividad: aproximadamente 50 °C
4) Inhibicion, activacion y estabilizacion:

Metanol: La enzima es activada de forma dependiente de la concentracion hasta un 10 % en la mezcla de reaccion y es
inhibida a concentraciones mayores.

5) Peso molecular:
La SDS-PAGE de la enzima purificada proporcioné dos bandas.
Péptido grande: 61 kD
Péptido pequefio: 19 kD
6) Estructura cristalina:
Habia poca cantidad de la proteina purificada y no era cristalina.
7) Analisis de aminoacidos:
Secuencias de aminoacidos del extremo N-terminal

Péptido grande:

Ser-Asn-Ala-Val~Ala-Phe-Asp-Gly-Ser-Thr-Thr-vVal-

Asn-Gly-Arg-Gly-Leu-Leu-Leu-Gly-...
Péptido pequefio:

Gly-Ser-Gly~-Leu~Ser-Ala-Val-Ile-Arg-Tyr-Thr-Glu-
Tyr-Gly-Ile-Pro-His-His-Val-Ala-...

8) Especificidad por el sustrato

La enzima actua de catalizador para FR901379, equinocandina B y aculeacina A. Sin embargo, no actia sobre
FR901469.

Los ejemplos siguientes ilustran con mas detalle la acilasa de la invencion, pero de ningun modo deben interpretarse
como que definen el alcance de la invencién.

Purificacion de la acilasa:
Ejemplo 3

El caldo de fermentacion de Streptomyces sp. n°® 6907 (FERM BP-5809) obtenido en el ejemplo 1 se extrajo con KCI 1,5
M bajo agitacién a baja temperatura y el filtrado separado con papel de filtro n°® 2 se desalinizé6 con una membrana UF
(Asahi Chemical Industries; AIP-1010) [tampdn Tris-HCI 20 mM (pH 9) sustituido] y se pasé a través de una columna
HP-20. El efluente se aplicé en una columna DEAD-Toyopearl (forma CI') y la elucién se llevo a cabo con tampén Tris-
HCI 20 mM (pH 9) suplementado con NaCl 0,3 M. En la fraccidon activa resultante se disolvié un equivalente 0,5 M de
(NH4)2S04 y la solucion se aplicé en una columna fenil-Toyopearl, realizandose después la elucion con tampén Tris-HCI
50 mM (pH 8) suplementado con NaCl 0,1 M. La fraccion activa resultante se desalinizé y concentré con una membrana
DF (Asahi Chemical Industries; SIP-0013) [tampdn Tris-HCI 20 mM (pH 9) sustituido) y se sometié a una cromatografia
de exclusion molecular en una columna YMC-Diol (fase moévil: tampon NaCl 0,2 M-dihidrogenofosfato
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potasico/hidrogenofosfato disédico 0,1 M, pH 7,0). La fraccién activa se purificé adicionalmente mediante cromatografia
preparativa en una columna de fase inversa Cosmosil 5C4-AR-300 [fase movil: (solucion A) acido trifluoroacético al 0,5
%, (solucion B) acido trifluoroacético al 0,5 %/acetonitrilo al 80 %, A:B = 60:40 -> 40:60 (gradiente lineal)], obteniéndose
dos bandas. La acilasa asi purificada se sometié a SDS-PAGE; de esta manera se obtuvieron dos péptidos diferentes
con masas moleculares de 61 kD y 19kD, respectivamente.

Especificidad por el sustrato:

La sustancia FR901469 es una sustancia conocida (descrita en la patente WO 92/19648) que posee actividad
antifungica cuando es producida por la cepa de hongo n® 11243 (FERM BP-3373). Es un compuesto con la siguiente
formula quimica [II]:

HO.
OH
OH
o :

N HN C
NH 0 0 OH
H H 0 H 9 Q
o ”JK/N N H
N
EO
OH oH oH
H2N
0

La acilasa procedente de Actinoplanes utahensis (descrita en la patente japonesa Kokai Tokkyo Koho H4-228072), la
cual posee actividad de desacilacion igual que la nueva acilasa de acuerdo con la presente invencion, ejerce una accion
catalitica sobre dicha sustancia FR901469 y su sal para producir la sustancia FR181131 (descrita en la patente WO
96/30399) con la siguiente formula quimica [IV]:

Hy

(III]

HO.
OH
OH
HoN N N
2 H/H_H g
HN" 0
OH ° o ) oH
Bl s & i
o N N H
M
HO
OH 4 ol

H2N
o

{xv]

Por el contrario, la nueva acilasa de la presente invencidén no ejerce ninguna accién catalitica sobre dicha sustancia
FR901469 y su sal.

A continuacion se presentan ejemplos de la invencion.

12



10

15

20

25

30

ES 2379 107 T3

Ejemplo 4-1

A 20 ml de un caldo de fermentacién de Actinoplanes utahensis IF013244 preparado mediante el procedimiento descrito
en J. Antibiotics, vol. 41, pag. 1085-1092 ('88) se afiadié 1 ml de una solucién acuosa de la sustancia FR901469 (200
mg/ml) (0,2 g tal como sustancia FR901469; 130 pmoles) junto con 2,9 g de hidrogenofosfato disédico y 60 ml de agua,
y la reaccién transcurrié a 60 °C durante 24 horas. Una vez completada la reaccion, la mezcla de reaccion se filtré a
través de un filtro de membrana (0,45 ym) para eliminar las proteinas de alto peso molecular y otras fracciones, se
purific6 mediante HPLC monitorizando la sustancia FR181131 a 210 nm y se determiné la actividad acilasa. La
sustancia FR181131 se eluy6 a una velocidad de flujo de 1 ml/min utilizando un detector UV de longitud de onda
variable (Shimadzu SPD-10A), una bomba (Shimadzu LC-10AD) y un integrador (Shimadzu C-R6A) tal como
instrumentos, YMC AM303 (d.i. 250 mm x 4 mm, diametro de particula 5 ym) tal como fase estacionaria y acetonitrilo al
12,5 %l/dihidrogenofosfato de amonio al 0,5 % tal como fase movil. El tiempo de retencion de la sustancia FR181131
ascendio a aproximadamente 7,3 minutos. El rendimiento de la sustancia FR181131, calculado a partir de los datos de
HPLC, ascendi6 a 80 mg (68 umoles).

Ejemplo 4-2

A 20 ml del caldo de fermentacion de Streptomyces sp. n°® 6907 (FERM BP-5809) obtenido en el ejemplo 1 se afiadié 1
ml de una solucién acuosa de la sustancia FR901469 (200 mg/ml) (0,2 g tal como sustancia FR901469; 130 umoles)
junto con 2,9 g de hidrogenofosfato disédico y 60 ml de agua, y la reaccion transcurrié a 60 °C durante 24 horas. Una
vez completada la reaccion, la mezcla de reaccion se filtré a través de un filtro de membrana (0,45 um) para eliminar las
proteinas de alto peso molecular y otras fracciones, se purific6 mediante HPLC monitorizando la sustancia FR181131 a
210 nm y se determind la actividad acilasa. La sustancia FR181131 se eluyé a una velocidad de flujo de 1 ml/min
utilizando un detector UV de longitud de onda variable (Shimadzu SPD-10A), una bomba (Shimadzu LC-10AD) y un
integrador (Shimadzu C-R6A) tal como instrumentos, AM303 (d.i. 250 mm x 4 mm, diametro de particula 5 uym) tal como
fase estacionaria y acetonitrilo al 12,5 %/dihidrogenofosfato de amonio al 0,5 % tal como fase mévil. El tiempo de
retencion de la sustancia FR181131 ascendié a aproximadamente 7,3 minutos. El rendimiento de la sustancia
FR181131, calculado a partir de los datos de HPLC, no superd los 2 mg (1,7 uymoles) (por debajo del limite de
deteccion).

Coleophoma sp. F-11899, el cual produce la sustancia FR901379, y Streptomyces sp. n° 6907 (FERM BP-5809), el cual
produce la acilasa de la invencion, han sido depositados en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana
(NIBH, 1-3, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki, Japon).

Microorganismo N° de acceso

Coleophoma sp. F-11899 FERM BP-2635
Streptomyces sp. n° 6907 FERM BP-5809
Cepa n® 11243 FERM BP-3373
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REIVINDICACIONES

1. Una acilasa de lipopéptidos ciclicos obtenida a partir de una cepa de microorganismo perteneciente al género
Streptomyces, en la que la cepa de microorganismo productora de acilasa es Streptomyces sp. n° 6907, depositada en
el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (NIBH) bajo el nimero de acceso FERM BP-5809, y la acilasa
presenta las caracteristicas siguientes:

1) Actividad:

Esta enzima cataliza la desacilacion del resto acilo lipidico del compuesto lipopeptidico ciclico representado por la
sustancia FR901379 y los analogos de FR901379, tales como equinocandina B y aculeacina A.

2) pH optimo: pH 8 a 9;
3) Temperatura 6ptima para la actividad: aproximadamente 50 °C;

4) Inhibicion, activacion y estabilizacion: Metanol: La enzima es activada de forma dependiente de la concentracion
hasta un 10 % en la mezcla de reaccion y es inhibida a concentraciones mayores.

5) Peso molecular:
Péptido grande: 61 kD
Péptido pequefio: 19 kD
6) Analisis de aminoacidos:
Secuencias de aminoacidos del extremo N-terminal
Péptido grande:
Ser-Asn-Ala-Val-Ala-Phe-Asp-Gly-Ser-Thr-Thr-Val-Asn-Gly-Arg-Gly-Leu-Leu-Leu-Gly-...
Péptido pequefio:
Gly-Ser-Gly-Leu-Ser-Ala-Val-lle-Arg-Tyr-Thr-Glu-Tyr-Gly-lle-Pro-His-His-Val-Ala-...
7) Especificidad por el sustrato
La enzima actua de catalizador para FR901379, equinocandina B y aculeacina A, pero no actia sobre FR901469.

2. La acilasa de acuerdo con la reivindicacion 1, la cual cataliza la desacilacién del grupo acilo R' de un compuesto
lipopeptidico ciclico con la siguiente formula general [I] o una sal del mismo:

R OH
OHO
H,C b NH— R!
N o)
HQ O uN OH
o CH,
N
OH
o)

0

en la que
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R es acilo;

R? es hidroxi o aciloxi;

R® es hidrégeno o hidroxi;

R* es hidrégeno o hidroxi;

R® es hidrégeno o hidroxisulfoniloxi y
R® es hidrégeno o carbamoilo;

para producir un compuesto peptidico ciclico con la siguiente formula general [II] o una sal del mismo:

RY  OH
HO

had M NH,

N o
HO 0 HN OH
RS NH o CH
o] N 3

Re y
OH
oH ©

RS
(1N
R2
en la que Rz, R3, R4, R® y R® son como se han definido anteriormente.
3. La acilasa de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que
R' es hidroxisulfoniloxi y
R® es carbamoilo.

4. Streptomyces sp. 6907 depositado en el Instituto Nacional de Biociencia y Tecnologia Humana (NIBH) bajo el nimero
de acceso FERM BP-5809.

5. Procedimiento para la produccion de un compuesto peptidico ciclico o una sal del mismo, el cual comprende poner un
compuesto lipopeptidico ciclico o su sal en contacto con una soluciéon enzimatica bruta o purificada de una acilasa
producida por un microorganismo perteneciente al género Streptomyces para desacilar su resto acilo lipidico, en el que
la acilasa es la acilasa de la reivindicacion 1.

6. Procedimiento para la produccion de un compuesto peptidico ciclico con la siguiente férmula general (11):

15
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R3 OH
HO o
N
H,C N NH,
N
o
Ré H o Q_<CH
o N 3
Re 3
OH
OH ©

RS
(U))
R2

en la que R? R® R* R® y R® son los mismos grupos que los que se definen respectivamente mas adelante, el cual
comprende poner un compuesto lipopeptidico ciclico con la siguiente formula general [l]:

en la que

R’ es acilo;

R? es hidroxi o aciloxi;

R® es hidrégeno o hidroxi;

R* es hidrégeno o hidroxi;

R® es hidrégeno o hidroxisulfoniloxi y
R® es hidrégeno o carbamoilo,

o una sal del mismo en un disolvente acuoso en contacto con una solucién enzimatica bruta o purificada de una acilasa

16
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obtenida mediante el cultivo de una cepa de microorganismo productora de acilasa perteneciente al género
Streptomyces, en el que la acilasa es la acilasa de la reivindicacion 1.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que
R® es hidroxisulfoniloxi y

R® es carbamoilo.

17
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DOCUMENTOS INDICADOS EN LA DESCRIPCION

En la lista de documentos indicados por el solicitante se ha recogido exclusivamente para informacion del lector, y no es
parte constituyente del documento de patente europeo. Ha sido recopilada con el mayor cuidado; sin embargo, la EPA
no asume ninguna responsabilidad por posibles errores u omisiones.

Documentos de patente indicados en la descripcién
e EP 97905455 A [0001] e WO 9219648 A [0065]
e FR 901379 [0004] e JP H4228072 B [0066]
e JP H3184921 B [0004] [0021] e WO 9630399 A [0066]
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[0018]

Shirling, E. B. ; D. Gottlieb. Cooperative Descrip-
tion of Type Culture of Streptomyces. 4. Species de-
scriptions from second, third and forth studies. Intern.
J. Syst. Bacteriol., 1969, vol. 19, 391-512 [0018]
Skerman, V. B. ; V. McGowan ; P. H. A. Sneath.
Approved List of Bacterial Names. American Society
for Microbiology, 1989 [0018]
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Bacterial and Yeast Nomencultural Changes. Amer-
ican Society for Microbiology, 1992 [0018]
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