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(57) Abstract

The invention relates to unsaturated aliphatic carboxylic acids (maracenines) of general formula (I), wherein, if x =2, y = 1 and
(a) means a double bond, z = 0, R is missing and (b) is a triple bond or z = 1, R is a C1 atom and (b) is a double bond or if x = 3, y
=2 and (a) is a single bond, z = 0, R is missing and (b) is a triple bond or z = 1, R is a Cl atom and (b) is a double bond. Another
embodiment of the invention relates to an agent against bacteria, in particular against mycobacteria and for Nocardia, containing an amount
of an unsaturated aliphatic carboxylic acid according to the invention (maracenine) in addition to the usual auxiliary or carrier substances.
The agent according to the invention can be intended for the treatment of tuberculosis.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ungesittigte aliphatische Carbonsiuren (Maracenine) der allgemeinen Formel (I), wobei, wenn x =2, y = 1
und (a) eine Doppelbindung, z = 0, R fehlt und (b) eine Dreifachbingung oder z = 1, R ein Cl-Atom und (b) eine Doppelbindung ist
oder wenn x = 3, y = 2 und (a) eine Einfachbindung, z = 0, R fehlt und (b) eine Dreifachbindung oder z = 1, R ein Cl-Atom und
(b) eine Doppelbindung ist.Eine weitere Ausfilhrungsform der Erfindung betrifft ein Mittel gegen Bakterien, insbesondere Mykobakterien
und/oder Nocardien, mit einem Gehalt an einer erfindungsgeméBen ungesittigten aliphatischen Carbonsdure (Maracenin) neben iiblichen
Hilfs—und/oder Trigerstoffen. Das erfindungsgemife Mittel kann zur Tuberkulosebehandlung vorgesehen werden.
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UNGESATTIGTE ALIPHATISCHE CARBONSAUREN (MARACENINE), HERSTELLUNGSVERFAHREN UND
MITTEL GEGEN BAKTERIEN

Die Erfindung betrifft ungesittigte aliphatische Carbonsduren
(Maracenine), Verfahren zu ihrer Gewinnung und Mittel mit einem
Gehalt an den ungesidttigten aliphatischen Carbonsduren (Mara-
ceninen) .

GemaR einer Ausfithrungsform betrifft die Erfindung ungesattigte

aliphatische Carbonsiuren (Maracenine) der allgemeinen Formel:

20
CHy > “CHy - CH=CH- CHp - CH=CH- CHp - CH=CH-CH2 - CHp - CH,==CR-0-CH=CH-CHj-

CH;-COoH

- wobei, wenn x = 2, y = 1 und *? eine Doppelbindung, z = 0, R
fehlt und == eine Dreifachbindung oder z = 1, R ein Cl-Atom

und =% eine Doppelbindung ist oder,
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- wenn x = 3, y = 2 und 27 eine Einfachbindung, z = 0, R fehlt
aGes

und == eine Dreifachbindung oder z = 1, R ein Cl-Atom und ==

eine Doppelbindung ist.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungesidttigte aliphatische

Carbonsdure (Maracenin Aj) der Formel

o
/\_/\/\/\/\/ " cooH
= = A s !

20 15 ]

Maracenin A,

delta4'5—trans, delta11'12~trans, deltal4'15—trans, deltal?.18.

cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 300,40,

1g-NMR gemafd Tabelle 1,

13c-NMR gemafs Tabelle 1,

IR (KBr); ny = 3014 (w), 2925(m), 2855(w), 2280(m), 1712(s),
1673 (m), 1662(m), 1554 (w), 1434 (m), 1412(m), 1351 (w), 1222(s),
1175 (w), 1059 (m), 998(m), 968(m) und 920(m) cm *; und

UV (Methanol); lamdapgx (log epsilon) = 208 (4,41) und 227
(4,47) nm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungesdttigte aliphatische

Carbonsdure (Maracenin Aj) der Formel

20 19 18 17 15 14 12 1 5 4 1
CH,=CH~CH=CH—CH,~CH=CH—CH,—~CH=CH—CH,CH,~ C=C~0—CH=CH—CH,CH,~COOH

delta4'5—trans, deltall'lz-trans, deltal4'15—cis, deltal7'18—cis

und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 300,40,
1g-NMR (CDCl3, 300 MHz) ; delta = 2,96 {(m, 2H, 15-H) und 2,82 (m,
2H, 12-H) ppm, und
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13c.NMR (CDCls, 75,5 MHz); delta = 26,1 (C-15) und 25,8 (C-12)
ppm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungesadttigte aliphatische
Carbonsiure (Maracenin B;) der Formel:

o}
/\_/\/\/\/\/ WCOOH
= A s '

20 15 9

Maracenin B,
19, 20-dihydro, delta4'5—trans, deltall'lz-trans, deltal4,15_

trans, deltat7 18 cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 302,41,

lg-NMR gemafd Tabelle 2,

13c-NMR gem&fR Tabelle 2,

IR (KBr); ny = 3012(m), 2964 (m), 2931(m), 2875(w), 2279 (m),
1712 (s), 1674 (m), 1662 (m), 1437(m), 1412(w), 1304 (w), 1288(m),
1223(s), 1061(m), 968(m) und 921 (m) cm'l, und

UV (Methanol); lamdapzx (log epsilon) = 205 (4,37) nm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungesattigte aliphatische

Carbonséure (Maracenin Bj) der Formel:

20 19 18 17 15 14 12 11 5 4 1

CH3——CH—2~CH= CH—-CHz—-CHZCH—CHz—CH'—'CH—*CHchz—CEC—O—CHZCH""CH2CH2'—COOH

19,20-dihydro, delta4'5—trans, deltall'lz-trans, delta14'15-cis,

deltal?18._cigs und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 302,41,

14-NMR (CDCls, 400 MHz); delta = 2,81 (m, 4H, 12- und 15-H) und
13c_NMR (CDCly, 75,5 MHz); delta = 25,8 (C-12) und 25,6 (C-15)
Ppm.
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Ferner betrifft die Erfindung eine ungesdttigte aliphatische

Carbonsdure (Maracenin B3) der Formel:

" 20 19 18 17 15 14 12 N 5 4 1

Qﬁ;CHECHZCH—mt—CH:CH—CW—CH:CH~Cma—CEC—O—CH:CH*CWCW—COOH

19,20-dihydro, delta4'5-cis, deltall'12-trans, delta14'15—trans,
deltal?/18_cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 302,41 und
ly-NMR (CDClz, 400 MHz); delta = 6,21 (d, J = 5,7 Hz, 1H, 5-H)
und 4,75 {(m, 1H, 4-H) ppm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungesittigte aliphatische

Carbonsiure der Formel (Maracenin Cjp):

20 19 18 17 15 14 12 11 5 4 1

CH, = CH-GH=CH~CH,— CH=CH~—CH;— CH=CH— CH,CH,— GH= G — 0 CH=CH—CH,CH,~ COOH
Cl

delta4'5-trans, deltall'lz—trans, deltal4'15—trans, deltal”,18_

cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 336,86,

1H-NMR gem&R Tabelle 1,

13c_NMR gem&f: Tabelle 1,

IR (KBr); ny = 3012(w), 2925(m), 2859(w), 1711 (s), 1654(n),
1434 (m), 1412(w), 1271(m), 1215(m), 1154(s), 1069(w), 997 (m),
967 (m) und 924 (m) cm"l, und

UV (Methanol); lamdapzx (log epsilon) = 205 (4,25) und 224
(4,22) nm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungeséttigte aliphatische

Carbonsdure (Maracenin Cy) der Formel:

20 19 18 17 15 14 12 11 5 4 1
CHf=CH—CHZCH—CHg—CH=CH*CHg—CH=CH~CH4}Q—CH=?-%)—CH=CH—CHJ}Q—COOH

Cl
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delta4'5-trans, deltall'lz—trans, delta14'15—cis, delta17'18—cis

~und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 336,86 und

1H—NMR (CDCl3, 300 MHz) ; delta = 2,95 (m, 2H, 15-H) und 2,81 {(m,
2H, 12-H) ppm, und

13c.NMR (CDCly, 75,5 MHz); delta = 26,6 (C-15) und 26,1 (C-12)
ppm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungesattigte aliphatische

Carbonsdure (Maracenin D) der Formel:

20 18 17 15 14 12 11 5 4 1
CHyCH,— CH= CH~ CHy CH=CH— CH, — CH= CH—CH,CH,~ CH= G —O— CH=CH—CH,CH,—~ COOH

Cl

19, 20-dihydro, delta4'5—trans, deltall'lz—trans, deltal4/15_

trans, deltal”?/18_cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 338,88,

14-NMR gemaR Tabelle 2,

13c-NMR gemiR Tabelle 2,

IR (KBr); ny = 3011(m), 2963 (m), 2929(m), 2873(w), 2856(w),
1713 (m), 1654 (s), 1446(m), 1409(m), 1270(m), 1155(s), 1069 (w),
967 (m) und 924 (m) cm'l, und

UV (Methanol); lamdapgx (log epsilon) = 203 (4,16) nm.

Ferner betrifft die Erfindung eine ungeséttigte aliphatische

Carbonsiure (Maracenin D) der Formel:

20 19 18 17 15 14 12 11 5 4 1

CHé—CHEFHZCH—CH;—CH=CH—CH5—CH=CH—CH4}5—CH=?—%}~CH:CH—CH4}5—COOH
Cl

19,20-dihydro, delta4'5—trans, deltall'lz-trans, deltal4'15—cis,

deltal”?/18_cis und/oder mit den folgenden Parametern:



WO 98/24751 ' PCT/EP97/06735

MG 338,88,

‘1g-NMR (CDClj, 300 MHz); delta = 2,80 (m, 4H, 12- und 15-H) ppm,
und

13c.NMR (CDCly, 75,5 MHz); delta = 25,7 (C-12) und 25,6 (C-15)
ppm.

GemafR einer weiteren Ausfithrungsform betrifft die Erfindung ein
Verfahren zur Gewinnung von ungeséttigten aliphatischen Car-

bonsiuren (Maraceninen), dadurch gekennzeichnet, dafs man

(a) Sorangium cellulosum So ce 880 = DSM 11252 in einem Kohlen-
stoff- und Stickstoff-Quellen sowie Mineralsalze enthalten-
dem waRBrigem Medium aerob in Gegenwart eines Adsorberharzes

kultiviert,

(b) das Adsorberharz gegebenenfalls mit den Zellen vom Kulturme-
dium abtrennt und mit Methanol und danach mit Aceton extra-

hiert,

(c) die vereinigten Extrakte bis zum Auftreten einer wdfrigen

Phase einengt,

(d) die waRrige Phase mit Ethylacetat extrahiert, trocknet und

das Losungsmittel abdampft,

(e) den angefallenen Rickstand in Methanol 1lést, die erhaltene
Lésung abkihlt und den sich bildenden Niederschlag abtrennt,

(f£) die verbleibende Lésung einer Gelchromatographie mit Metha-

nol als Laufmittel unterwirft,

(g) die Carbonsduren (Maracenine) enthaltenden Fraktionen an HD-
SIL-18-20-60 mit Methanol/Ammoniumacetat-Puffer als Laufmit-

tel chromatographiert und eine Fraktion mit w-ungesdttigten
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und eine Fraktion mit w-gesittigten Carbonsduren (Mara-

ceninen) erhalt,

die erhaltenen Fraktionen einer praparativen HPLC-Chromato-
graphie unterwirft und Fraktionen mit separierten Carbonsau-
ren (Maraceninen) erh&lt und die separierten Carbonsdauren

isoliert.

Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Gewinnung von

ungesattigten aliphatischen Carbonsduren (Maraceninen), dadurch

gekennzeichnet, daf man

(a)

(b)

Sorangium cellulosum So ce 1128 = DSM 11253 in einem Kohlen-
stoff- und Stickstoff-Quellen sowie Mineralsalze enthalten-
dem wafrigem Medium aerob in Gegenwart eines Adsorberharzes

kultiviert,

das Adsorberharz gegebenenfalls mit den Zellen vom Kulturme-
dium abtrennt und mit Methanol und danach mit Aceton extra-

hiert,

die vereinigten Extrakte bis zum Auftreten einer wafBrigen

Phase einengt,

die waBrige Phase mit Ethylacetat extrahiert, trocknet und

das Losungsmittel abdampft,

den angefallenen Rickstand in Methanol 1&st, die erhaltene

Losung abkithlt und den sich bildenden Niederschlag abtrennt,

die verbleibende Ldsung einer Gelchromatographie mit Metha-

nol als Laufmittel unterwirft,

die Carbonsiauren (Maracenine) enthaltenden Fraktionen an HD-
SIL-18-20-60 mit Methanol/Ammoniumacetat-Puffer als Laufmit-
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tel chromatographiert und eine Fraktion mit w-ungesattigten
und eine Fraktion mit w-gesdttigten Carbonsauren (Mara-

ceninen) erhalrt,

(h) die erhaltenen Fraktionen einer prédparativen HPLC-Chromato-
graphie unterwirft und Fraktionen mit separierten Carbonsau-
ren (Maraceninen) erhdlt und die separierten Carbonsauren

isoliert.

Bei dem erfindungsgemdffen Verfahren kann man als Adsorberharz

Amberlite, insbesondere Amberlite XAD-16 verwenden.

Ferner kann man bei Stufe (d) mit Natriumsulfat trocknen.

Ferner kann man die Gelchromatographie mit Sephadex durchfihren,

insbesondere mit Sephadex LH-20.

Ferner kann man die préaparative HPLC-Chromatographie an einer
Umkehrphase durchfihren, insbesondere Nucleogil, vorzugsweise
Nucleosil 100-C18-7.

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betrifft ein Mittel
gegen Bakterien, insbesondere Mykobakterien und/oder Nocardien,
mit einem Gehalt an einer erfindungsgeméfen ungesattigten ali-
phatischen Carbons&ure (Maracenin) neben Ublichen Hilfs-und/oder

Tragerstoffen.

Das erfindungsgemdfle Mittel kann zur Tuberkulosebehandlung vor-

gesehen werden.

Nachstehend wird die Erfindung durch Beispiele ndher erlautert.
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Beispiel 1: Maracenine A und B

A. Beschreibung des Produktionsstammes und der biologischen Ak-

tivitat.

1. Herkunft, Taxonomie, Morphologie

Der Produktionsorganismus wurde im Juni 1992 an dexr GBF
aus einer Bodenprobe aus der Umgebung von Massai Mara,
Kenia, isoliert. Es handelt sich um einen Stamm des Myxo-
bakteriums Sorangium cellulosum (Imshenetski und. Solnt-

seva, 1936) (= Polyangium cellulosum). Der Stamm wurde mit
So ce880 bezeichnet.

Die vegetativen Zellen sind zylindrische St&bchen mit run-
den Enden, meist um 1 pum dick und 3 - 6 um lang. Im Pha-
senkontrastmikroskop erscheinen sie dunkel. Sie bewegen
sich gleitend fort. Auf manchen Nahrbdden bildet der Or-
ganismus massenhaft Fruchtkdérper, so z. B. auf Filterpa-
pier Uber Mineralsalzagar. Die Fruchtkdérper sind dunkel
rotbraune Polster und bestehen aus einer mehr oder weniger
grofen Zahl von Sporangiolen, kugeligen oder durch gegen-
seitige Abplattung polyedrische Gebilde mit einer festen
Wand, von 20 bis 30 um Durchmesser. In den Sporangiolen
befinden sich Myxosporen, stédbchenfdrmige Dauerzellen von
dhnlicher Gestalt und GréRe wie die vegetativen Zellen,
jedoch im Phasenkontrastmikroskop stark lichtbrechend und

trocknungsresistent.

2. Kultur

Der Organismus wachst auf Peptonagar, z. B. CY-Agar (Casi
tone, Difco, 0,3 %; CaCly . 2H50 0,1 %; Hefeextrakt, Dif-
co, 0,1 %; Agar 1,5%; pH 7,2), dem jedoch ein Kohlenhy-

drat, z. B. Glucose oder Stérke, zugesetzt werden mufl. Das
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Kohlenhydrat kann in einer Konzentration von z. B. 0,1 %

zugegeben werden.

Gutes Wachstum erfolgt auch auf Hefeagar, z. B. VY/2-Agar
(R4dckerhefe 0,5 %, bezogen auf Frischgewicht; CaCly . 2H0
0,1 %; Agar 1,5 %; pH 7,2). Der Stamm baut Chitin und
Starke rasch und krédftig ab. In Flissigmedien wachst So
ceB880 teils verklumpt, teils in homogener Zellsuspension,
sowohl in Schiittelkolben (bei z. B. 160 Upm), als auch in
Bioreaktoren (bis 100 1 getestet). Die Kultivierung er-

folgt bei 30 °C unter aeroben Bedingungen.

zur Kultur in Flissigmedium eignet sich z. B.
Medium Nx. 1: MD1 1.m. (Pepton aus Casein, tryptisch
verdaut, Merxck, 0,3 %; CaCly . 2H,0 0,05 %; MgSOg4 . 7H0

0,2 %; pH 7,2), das durch eine Kohlenhydratquelle erganzt
ist, z. B. Glucose, Stérke, Cellulose, jweils 0,1 %.

Oder Medium Nr. 2: Glukose . Hy0 0,5 %; Pepton aus Casein,
tryptisch verdaut, 0,1 %; MgSO4 . 7H0 0,15 %; CaClj

2H50 0,1 %; KNO3 0,2 %; Natrium-Eisen III - EDTA 8 mg/l;
KoHPO4 0,0125 %; Tris . HCl 0,2 %; pH vor dem Autoklavie-
ren 7,4.

Oder Medium Nxr. 3: Starke, 1léslich, 0,8 %; Glukose . Hp0
,2 %; Hefeextrakt (Difco) 0,2 %; Sojamehl, entfettet, 0,2
%; CaCl, . 2H0 0,1 %; MgSO4 . 7H20 0,1 %; Na-Fe III -
EDTA 8 mg/l; HEPES-Puffer 50 mM; pH 7,4 vor dem Autokla-

(@]

vieren.
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3. Fermentation
Beispiel:

Bioreaktor mit 100 1 Inhalt, Fa. Chemap (jetzt Braun Mel-
sungen), Blattrlhrsystem. Medium Nr. 3 (wie oben), zusatz-
lich Adsorberharz Amberlite XAD-16, 1 %, v/v (Rohm und
Haas, Darmstadt) und Antischaummittel Tegosipon, 10 ml
(Goldschmidt AG, Essen), jedoch ohne HEPES.

Der pH vor dem Autoklavieren: 7,8; Temperatur: 30 °C,
Rihrgeschwindigkeit: 100 U/min, Beltftung: 1800 1 Luft pro
stunde. Nach dem Autoklavieren wurde, falls ndtig, der pH
mit steriler 5 %iger KOH auf 7,9 eingestellt.

Der Fermentor wurde beimpft mit 4,8 1 Vorkultur, die in 6
mal 2 1 Schiittelkolben mit 800 ml Medium 3 angezogen

wurden.

Wahrend der Fermentation wurde ein Absinken des pH-Wertes

unter 6,9 durch Zugabe von 5 %iger KOH verhindert.
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4, Leistungen:

Der Stamm bildet wahrend der Fermentation die Maracenine A
und B. Maracenin A wurde in Methanol geldst und auf Test-
blattchen (6 mm Durchmesser) in Mengen von 2 ug aufgetra-
gen. Diese TestblAttchen wurden auf Agarplatten gelegt, in
denen verschiedene Testorganismen in niedriger Zelldichte
eingesdht waren. Diese Testplatten wurden bei 30 °C bebrii-
tet. Nach Wachstum der Testorganismen wurden die Hemmhéfe

abgelesen. Das Ergebnis zeigt die folgende Tabelle:

Tabelle 2: Wachstum von Testorganismen

Testorganismus Hemmhof -Durchmesser (mm)
Maracenin A

Staphylococcus aureus 0
Bacillus subtilis 0
Micrococcus luteus 0
Nocardia corallina 29
Mycobacterium phlei 48
Mycobacterium lacticola 31
Streptococcus faecalis 0
Escherichia coli 0
Salmonella typhimurium 0
Candida albicans 0
Rhodotorula glutinis 0
Saccharomyces cerevisiae 0
Mucor hiemalis 0
Aspergillus niger 0

Botrytis cinerea 0
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zZur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration wurden Ma-
racenin A und B in verschiedenen Konzentrationen in Rea-
genzgldser gegeben, die eine Suspension der Testorganismen
in Ndhrmedium enthielten. Die Anfangs-Zelldichte war 10°
Zzellen/ml. Die Kulturen wurden 18 bis 40 Stunden unter
Schiitteln bei 30 °C bebritet.

Als Medien wurden verwendet:

Fir Bakterien: Pepton aus Casein, tryptisch verdaut,
Merck, 0,5 %; Proteose Pepton, Difco, 0,5 %; Fleischex-
trakt, Oxoid, 0,1 %; pH 7,0.

Fiir Hefen und Pilze "Mycophil"-Medium: Phytone Pepton,
BBL, 1 %; Glukose . HO 1 %.

Das Ergebnis zeigt die folgende Tabelle:

Tabelle 3: Minimale Hemmkonzentration

Testorganismus Minimale Hemmkonzentration (ug/ml)
Maracenin

A B
Staphylococcus aureus 40 20
Bacillus subtilis 80 40
Corynebacterium mediolanum 20 10
Micrococcus luteus 40 40
Nocardia corallina 2,5 2,5
Mycobacterium phlei 0,15 0,075
Mycobacterium lacticola 0,3 0,15

Die minimale Hemmkonzentration fir L 929 Maus Fibroblasten

in Zellkulturen betrug fiir Maracenin A und B je 24 ug/ml.
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B. Isolierung

Aus einer 100 1 Kultur von Sorangium cellulosum, Stamm So
ce880, wurden durch Sieben 3,5 kg eines Gemischs aus Amber-
lite XAD-16 und Zellen abgetrennt. Es wurde nacheinander im
Batchverfahren mit insgesamt 12 1 Methanol und 11 1 Aceton
extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum bei 35
°C Badtemperatur bis zum Auftreten der Wasserphase eingeengt.
Diese wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinig-
ten Extrakte wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und davon
das Losungsmittel im Vakuum bei 35 °C Badtemperatur abdestil-
liert. Der Rickstand (53 g) wurde in 150 ml Methanol geldst
und kalt gestellt (4 °C). Der ausgefallene Niederschlag (32
g) wurde durch Zentrifugieren abgetrennt. Das in Ldsung ver-
bleibende Rohprodukt (21 g) wurde durch Gelchromatographie an
Sephadex LH-20 mit Methanol als Laufmittel fraktioniert. Die
Maracenine enthaltenden Fraktionen (1,4 g) wurden an HD-SIL-
18-20-60 (S&ule: 929 x 90 mm, Laufmittel: Methanol/0,05 mM
Ammoniumacetatpuffer 80/20, Fluf: 7 ml/min) chromatogra-
phiert. Es wurden 132 mg eines Gemischs aus Maracenin A; und
A, im Verh&ltnis 8 : 1 sowie 119 mg eines Gemischs bestehend
aus Maracenin Bj, By und B3 im Verhéltnis 25 : 5 : 1 er-
halten. Die Trennung der Komponenten erfolgte durch prapara-
tive HPLC an Nucleosil 100-C18-7 (Saule: 250 x 16 mm, Flufs:
10 ml/min) mit einem Laufmittelgemisch aus Methanol und 0,05

mM Ammoniumacetatpuffer im Verhdltnis 70/30.

Maracenin Aj delta®5-trans, deltall:22_trans, deltal®/15-

trans, deltal7/18_¢ig

Maracenin Ay delta4'5—trans, deltall'lz—trans, deltal4'15—

cis, delta17'18—cis
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Maracenin Bj 19,20-dihydro, delta?’®-trans, deltall 12
trans, delta14'15—trans, delta17'18—cis

Maracenin Bjp 19,20-dihydro, delta®’®-trans, deltall 12
trans, deltal4/15. cig, deltal7/18.cis

Maracenin Bj 19,20-dihydro, delta4'5-cis, deltatl 12

trans, delta14'15—trans, deltal? 18 cis

C. Physikalische Eigenschaften

Maracenin Aj:

Summenformel C;g9Hp403 MG 300.40

DC: Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 Fgpg4, Schichtdicke 0.2 mm,
Merck-Art. 5554; Detektion mit Vanillin/Schwefelsaure-Sprih-
reagenz und Erhitzen auf 120 °C (->Violettrotfdrbung)

Laufmittel: Dichlormethan/Aceton/Methanol 85/10/5
B:f_i 0.53

Jss]

PLC: S&ule: 2 x 125 mm, Material: NuclecesilR 120-5Cq1g; Flufs:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumacetat-
puffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm

BE: 7.2 min

1H-NMR (CDCls, 300 MHz): s. Tabelle 4

13c.NMR (CDCly, 75.5 MHz): s. Tabelle 4

IR (KBr): v = 3014 (w), 2925 (m), 2855(w), 2280(m), 1712(s),
1673 (m), 1662(m), 1554(w), 1434 (m), 1412 (m) ,
1351 (w), 1222(s), 1175(w), 1059(m), 998 (m), 968(m)
920 em 1 (m).
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UV _(Methanol) : lambdapgx (log epsilon) = 208 (4.41), 227 nm
(4.47) .

HPLC-MS (ESl): m/z = 299 [M-H]

Maracenin Aj:
Charakteristische von Maracenin A, abweichende Daten:

HPLC: Siule: 2 x 125 mm, Material: Nucleosilk 120-5Cqg; Flufs:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumace-
tatpuffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm
Rg: 7.0 min

lu-NMR (CDCly, 300 MHz): & = 2.96 (m, 2H, 15-H), 2.82 ppm (m,
2H, 12-H

13c.NMR (CDCly, 75.5 MHz): 6 = 26.1 (C-15), 25.8 ppm (C-12)

Maracenin Bj:
Summenformel Cq9Hg03 MG 302.41

DC: Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 Fyg54, Schichtdicke 0.2 mm,
Merck-Art. 5554; Detektion mit Vanillin/Schwefelsaure-Sprih-
reagenz und Erhitzen auf 120 °C (->Violettrotférbung)
Laufmittel: Dichlormethan/Aceton/Methanol 85/10/5
R£: 0.51
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HPLC: Siule: 2 x 125 mm, Material: Nucleosil® 120-5C;g; FluR:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumacetat-
puffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm
Rg: 9.9 min

1H-NMR (CDClz, 300 MHz): s. Tabelle 5

13¢-NMR (CDClz, 75.5 MHz): s. Tabelle 5

IR (KBr): v = 3012(m), 2964 (m), 2931 (m), 2875(w), 2279(m),
1712 (s), 1674(m), 1662(m), 1437 (m), 1412(w),
1304(w), 1288 (m), 1223(s), 1061(m), 968(m), 921
1 (m)

3

UV_(Methanol): lambdapgyx (log epsilon) = 205 nm (4.37).

HPLC-MS (ESI): m/z = 301 [M-H]

Elementaranalyse:

gef. 74.0 %C 8.7 %H 17.2 %
ber. 75.6 %C 8.7 %H 15.9 %

Maracenin Bj:

Charakteristische von Maracenin B; abweichende Daten:

HPLC: Sdule: 2 x 125 mm, Material: NucleosilR 120-5C;g; FluB:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumace-
tatpuffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm

Re: 8.9 min

1H-NMR (CDCl,, 400 MHz): & = 2.81 (m, 4H, 12- und 15-H)
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13¢c-NMR (CDClz, 75.5 MHz): 6 = 25.8 (C-12), 25.6 ppm (C-15)

.HPLC-MS (ESI): m/z 301 [M-H]

Maracenin Bj3:
Charakteristische von Maracenin B abweichende Daten:

HPLC: S&ule: 2 x 125 mm, Material: Nucleosil® 120-5C1g; Flufs:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumace-
tatpuffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm
Ry: 10.6 min

1H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 6.21 (d, J = 5.7 Hz, 1 H, 5-H),
4.75 ppm (m, 1H, 4-H)

HPLC-MS (ESI): m/z 301 [M-H]
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Tabelle 4: NMR-Daten von Maracenin A in CDCly (1H: 300 MHz;

13¢. 75.5 MHzZ)

# 8¢ (in ppm) Oy (ppm) M Jun (Hz)

1 178.0 -

2 34.1 2.43 t 7.3

3 21.8 2.31 q 7.3

4 108.7 5.57 dt 12.0,7.3

5 144.6 6.27 d 12.0

7 84.1 —-

8 44.1 -

9 17.6 2,22 m

10 27.2 2.22 m

11 128.8 5.43 m

12 128.8 5.43 m

13 30.5 2.75 m

14 129.2 5.43 m

15 128.3 5.43 m

16 30.8 2.88 m

17 130.3 5.43 m

18 129.6 6.02 t 11.0

19 132.1 6.62 dt 16.8, 11.0

20 117.4 5.19 d 16.8
5.10 d 10.2
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Tabelle 5: NMR-Daten von Maracenin Bj in CDClsy (1H: 300 MHz;

13¢. 75.5 MHzZ)

# &c (in ppm) By (ppm) M Jup (Hz)
1 178.0 -

2 34.1 2.44 t 7.3

3 21.9 2.31 q 7.3

4 108.7 5.57 dt 12.0,7.3
5 144.6 6.27 d 12.0

7 84.1 -

8 44.1 o

9 17.6 2.23 m

10 27.2 2.23 m

11 129.1 5.43 m

12 128.5 5.43 m

13 30.5 2.72 m

14 128.7 5.43 m

15 129.0 5.43 m

16 30.3 2.72 m

17 126.9 5.33 m

18 132.3 5.40 m

19 20.5 2.03 pent 7.5

20 14.3 0.95 t 75
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Beispiel 2: Maracenine C und D

A. Beschreibung des Produktionsstammes und der biologischen
Aktivitat

1.

Herkunft, Taxonomie, Morpholodgie

Der Produktionsorganismus wurde im Oktober 1994 an der GBF
aus einer Bodenprobe von den weif’en Bergen auf Kreta iso-
liert. Es handelt sich um einen Stamm des Myxobakteriums
Sorangium cellulosum (Imshenetski und. Solntseva, 1936) (=
Polyangium cellulosum). Der Stamm wurde mit So cell28 be-

zeichnet.

Die vegetativen Zellen sind zylindrische Stabchen mit run-
den Enden, meist um 1 pm dick und 3 - 6 um lang. Im Pha-
senkontrastmikroskop erscheinen sie dunkel. Sie bewegen
sich gleitend fort. Auf manchen N&hrbdden bildet der Or-
ganismus massenhaft Fruchtkérper, so z. B. auf Filterpa-
pier iliber Mineralsalzagar. Die Fruchtkdérper sind gelb-
braune Polster und bestehen aus einer mehr oder weniger
groRen Zahl von Sporangiolen, kugeligen oder durch gegen-
seitige Abplattung polyedrische Gebilde mit einer festen
Wand, von 20 bis 30 um Durchmesser. In den Sporangiolen
befinden sich Myxosporen, stdbchenfdérmige Dauerzellen von
Ahnlicher Gestalt und GroéfRe wie die vegetativen Zellen,
jedoch im Phasenkontrastmikroskop stark lichtbrechend und
trocknungsresistent.

Kultur

Der Organismus wachst auf Peptonagar, z. B. CY-Agar (Casi-
tone, Difco, 0,3 %; CaCly . 2H70 0,1 %; Hefeextrakt,
Difco, 0,1 %; Agar 1,5%; pH 7,2), dem jedoch ein Kohlenhy-

drat, z. B. Glucose oder Starke, zugesetzt werden mufd. Das
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Kohlenhydrat kann in einer Konzentration von z. B. 0,1 %
zugegeben werden.

Gutes Wachstum erfolgt auch auf Hefeagar, z. B. VY/2-Agar
(Backerhefe 0,5 %, bezogen auf Frischgewicht; CaCl, . 2H0
0,1 %; Agar 1,5 %; pH 7,2). Der Stamm baut Chitin rasch
und kraftig ab. In Fliussigmedium wachst So cell28 teils
verklumpt, teils in homogener Zellsuspension, sowohl in
Schiittelkolben (bei z. B. 160 Upm), als auch in Bioreak-
toren (bis 100 1 getestet). Die Kultivierung erfolgt bei

30 °C unter aeroben Bedingungen.

Zur Kultur in FllUssigmedium eignet sich z. B.
Medium Nrxr. 1: MD1 1.m (Pepton aus Casein, tryptisch
verdaut, Merck, 0,3 %; CaCl, . 2H0 0,05 %; MgSO4 . 7H20

0,2 %; pH 7,2), das durch eine Kohlenhydratquelle erganzt

ist, z. B. Glucose, Starke, Cellulose, jweils 0,1 %.

Oder Medium Nr. 2.: Glukose . HyO 0,5 %; Pepton aus Ca-
sein, tryptisch verdaut, 0,1 %; MgSO4 . 7HZ0 0,15 %; CaCly

2H,0 0,1 %; KNO3 0,2 %; Natrium-Eisen III - EDTA 8 mg/1;
K,HPO4 0,0125 %; Tris . HC1l 0,2 %; pH vor dem Autoklavie-
ren 7,4.

Oder Medium Nr. 3: Stérke, 1léslich, 0,8 %; Glukose . HpO
,2 %; Hefeextrakt (Difco) 0,2 %; Sojamehl, entfettet, 0,2
%; CaCl, . 2H0 0,1 %; MgSO4 . 7H0 0,1 %; Na-Fe III -
EDTA 8 mg/l; HEPES-Puffer 50 mM; pH 7,4 vor dem Autokla-

vieren.

(@]
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3. Fermentation

Beigpiel:

Bioreaktor mit 100 1 Inhalt, Fa. Bioengineering, Wald,
Schweiz, Blattrihrsystem. Medium Nr. 3 (wie oben), zusatz-
lich Adsorberharz Amberlite XAD-16, 1 %, v/v (Rohm und
Haas, Darmstadt) und Antischaummittel Tegosipon, 10 ml
(Goldschmidt AG, Essen), jedoch ohne HEPES.

Der pH vor dem Autoklavieren: 7,8; Temperatur: 30 °C,
Rihrgeschwindigkeit: 100 U/min, Beliftung: 1800 1 Luft pro
Stunde. Falls ndtig, wurde der pH nach dem Autoklavieren

mit 5 %iger KOH auf 7,9 eingestellt.

Der Fermentor wurde beimpft mit 4,8 1 Vorkultur, die in 6
mal 2 1 Schittelkolben mit je 800 ml Medium 3 angezogen
wurden. Wahrend der Fermentation wurde ein Absinken des
pH-Wertes unter 6,9 durch Zugabe von 5 %iger KOH verhin-
dert.

Tabelle 6: Verlauf der Fermentation

Zeit PH pO2 Glukose*
(Stunden) (%) (%)
0 (Start) 7,9 100 -*%
48 - 88
216 7,3 40 0,5
264 7,2 40 0,25
336 7,3 58 0
360 (Ernte) 7,3 61 0

*) Glukose-Messung mit Diabur-Test 5000 von Boehringer
Mannheim
*+%) - nicht gemessen
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4., Leistungen:

Der Stamm bildet wadhrend der Fermentation die Maracenine C
und D. Zur Bestimmung der minimalen Hemmkonzentrationen
wurden Maracenin C und D in verschiedenen Konzentrationen
in Reagenzglédser gegeben, die eine Suspension der Testor-
ganismen in N&hrmedium enthielten. Die Anfangs-Zelldichte
war 10° Zellen/ml. Die Kulturen wurden 18 bis 40 Stunden
unter Schitteln bei 30 °C bebritet.

Als Medien wurden verwendet:

Fir Bakterien: Pepton aus Casein, tryptisch verdaut,
Merck, 0,5 %; Proteose Pepton, Difco, 0,5 %; Fleischex-
trakt, Oxoid, 0,1 %; pH 7,0.

Fir Hefen und Pilze "Mycophil"-Medium: Phytone Pepton,
BBL, 1 %; Glukose . HpO 1 %.

Das Ergebnis zeigt die folgende Tabelle:

Tabelle 7: Minimale Hemmkonzentration

Testorganismus Minimale Hemmkonzentration (pg/ml)
Maracenin

C D
Staphylococcus aureus 40 20
Bacillus subtilis 40 40
Corynebacterium mediolanum 40 10
Micrococcus Iluteus 40 40
Nocardia corallina 10 10
Mycobacterium phlei 1,25 0,63
Mycobacterium lacticola 1,25 5

Die minimale Hemmkonzentration flir L929 Maus Fibroblasten
in Zellkultur lag flr Maracenin C und D bei 24 pug/ml.
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Isolierung

Aus einer 100 1 Kultur von Sorangium cellulosum, Stamm So
ce1128, wurden durch Sieben 3 kg eines Gemischs aus Amberlite
XAD-16 und Zellen abgetrennt. Es wurde nacheinander im Batch-
verfahren mit insgesamt 12 1 Methanol und 11 1 Aceton extra-
hiert. Die vereinigten Extrakte wurden im Vakuum bei 35 °C
Badtemperatur bis zum Auftreten der Wasserphase eingeengt.
Diese wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die vereinig-
ten Extrakte wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und davon
das Ldsungsmitel im Vakuum bei 35 °C Badtemperatur abdestil-
liert. Der Rlckstand (98 g) wurde in 375 ml Methanol geldst
und kalt gestellt (4 °C). Der ausgefallene Niederschlag (77
g) wurde durch Zentrifugieren abgetrennt. Das in Ldsung ver-
bleibende Rohprodukt (21 g) wurde durch Gelchromatographie an
Sephadex LH-20 mit Methanol als Laufmittel fraktioniert. Die
Maracenine enthaltenden Fraktionen (1.7 g) wurden an HD-SIL-
18-20-60 (Saule: 929 x 90 mm, Laufmittel: Methanol/0,05 mM
Ammoniumacetatpuffer 80/20, Fluf: 7 ml/min) chromatogra-
phiert. Es wurden 800 mg eines Gemischs aus Maracenin Cj und
Cp im Verh&ltnis 11 : 1 sowie 250 mg eines Gemischs aus Mara-
cenin D1, und Dy im Verhdltnis 3 : 1 erhalten. Die Trennung
der Komponenten erfolgte durch praparative HPLC an Nucleosil
100-C18-7 (S&ule: 250 x 16 mm, FluR: 10 ml/min) mit einem
Laufmittelgemisch aus Methanol und 0.05 mM Ammoniumace-
tatpuffer im Verh&ltnis 70/30.
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delta?>-trans, deltall'lz—trans, deltal?s15.
trans, deltal”?/ 18 cig

delta?/®-trans, deltall 12 _trans, deltal4/15_
cis, deltal?:18 cis

19,20-dihydro, delta?/S-trans, deltall 12_
trans, deltal4'15—trans, delta17f18-cis

19,20-dihydro, delta®/5-trans, deltall:12-
trans, deltal®/1%-cis, deltal”? 18-cis

C. Physikalische Eigenschaften

Maracenin Cj:

Summenformel C;9Hp503Cl MG 336.86

DC: Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 F3g54, Schichtdicke 0.2 mm,

Merck-Art.

5554; Detektion mit Vanillin/Schwefels&ure-Sprih-

reagenz und Erhitzen auf 120 °C (->Violettrotférbung)
Laufmittel: Dichlormethan/Aceton/Methanol 85/10/5 (v/v/v)

Rf: O.

55

HPLC: S3ule: 2 x 125 mm, Material: NucleosilR® 120-5Cq1g; FluR:

0.3 ml/min;

Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumace-tat-

puffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm

Rt:

8.1 min

1H-NMR (CDCl3, 300 MHz): s. Tabelle 8

13c.NMR (CDClz, 75.5 MHz): s. Tabelle 8
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IR (KBr): v = 3012(w), 2925(m), 2859(w), 1711 (s), 1654 (m),
1434 (m), 1412(w), 1271(m), 1215(m), 1154 (s),
1069 (w), 997(m), 967 (m), 924 cm < (m).

UV_(Methanol): lambdapsx (log epsilon) = 205 (4.25), 224 nm
(4.22).

HPLC-MS (ESI): m/z = 335 [M(3°Cl)-H]

Maracenin Cjy:
Charakteristische von Maracenin C; abweichende Daten:

HPLC: S&aule: 2 x 125 mm, Material: Nucleosil® 120-5C1g; FluB:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammonium-
acetatpuffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm

Bt: 7.8 min

ly-NMR (CDCly, 300 MHz): & = 2.95 (m, 2H, 15-H), 2.81 ppm (m,
2H, 12-H)

13¢c-NMR (CDCly, 75.5 MHz): & = 26.6 (C-15), 26.1 ppm (C-12)

Maracenin Dj:
Summenformel CqgHy703Cl MG 338.88

DC: Aluminiumfolien mit Kieselgel 60 Fpg4, Schichtdicke 0.2 mm,
Merck-Art. 5554; Detektion mit Vanillin/Schwefelsdure-Sprih-
reagenz und Erhitzen auf 120 °C (->Violettrotfarbung)
Laufmittel: Dichlormethan/Aceton/Methanol 85/10/5 (v/v/v)
Ei: 0.62
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HPLC: Saule: 2 x 125 mm, Material: Nucleosil® 120-5C1g; Fluf:
0.3 ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumace-tat-
puffer 75/25, UV-Detektion: 220 nm
Ryg: 9.8 min

lH-NMR (CDCl3, 300 MHz): s. Tabelle 9

13¢c_NMR (CDC13, 75.5 MHz): s. Tabelle 9

IR (KBr): v = 3011(m), 2963(m), 2929(m), 2873 (w), 2856 (w),
1713 (m), 1654(s), 1446 (m), 1409 (m), 1270 (m),
1155(s), 1069(w), 967(m), 924(m) cm L.

UV_(Methanol): lambdapyx (log epsilon) = 203 nm (4.16).

HPLC-MS (ESI): m/z = 337 [M(3°C1)-H]

Elementaranalyse:
gef. 67.2 %C 8.0 %H 14.2 %0 10.5 %C1
ber. 67.3 %C 8.0 %H 14.2 %O 10.5 %Cl

Maracenin Do:
Charakteristische von Maracenin D; abweichende Daten:

HPLC: Saule 2 x 125 mm, Material: NucleosilR 120-5C1g; Flufs: 0.3
ml/min; Laufmittel: Methanol/0.01 mM Ammoniumacetatpuffer
75/25, UV-Detektion: 220 nm
Rg: 10.1 min

1g-NMR (CDCly, 300 MHz): & = 2.80 ppm (m, 4H, 12- und 15-H)

13c.NMR (CDCly, 75.5 MHz): & = 25.7 (C-12), 25.6 ppm (C-15)
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Tabelle 8: NMR-Daten von Maracenin Cj; in CDCljy (lu: 300 MHz;

13¢. 75.5 MHz)

# Oc (inppm) & (ppm) M Jun (Hz)

1 178.5

2 34.3 2.43 t 7.2

3 22.5 2.30 q 7.2

4 110.3 5.22 dt 12.1,7.2

5 143.2 6.26 d 12.1

7 141.5 -

8 109.7 514 m

9 27.3 2.14 m

10 26.4 2.14 m

11 129.0 5.42 m

12 128.6 5.42 m

13 304 2.74 m

14 129.2 5.42 m

15 128.3 5.42 m

16 30.8 2.88 m

17 130.3 5.42 m

18 129.6 6.02 t 11.0

19 132.1 6.62 dt 17.0, 1.0

20 117.4 5.19 d 17.0
5.10 d 11.0
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Tabelle 9: NMR-Daten von Maracenin Dq in CDClj (1H: 300 MHz;

13c. 75.5 MHz)

# 8¢ (in ppm) 5y (ppm) M Jun (Hz)
1 178.5 -

2 34.3 242 t 7.3

3 22.5 2.28 q 7.3

4 110.2 5.22 dt 12.3,7.83
5 143.2 6.26 d 12.3

7 141.4 -

8 109.7 5.15 m

9 27.3 2.14 m

10 26.4 2.14 m

1 129.1 5.41 m

12 128.5 5.41 m

13 30.4 273 m

14 128.8 5.41 m

15 128.9 5.41 m

16 30.3 2.73 m

17 126.9 5.33 m

18 132.3 5.38 m

19 20.5 2.03 pent 7.5

20 14.3 0.95 t 7.5
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Patentanspriiche

1. Ungesattigte aliphatische Carbonsauren (Maracenine) der all-

gemeinen Formel:

20 .
CHXZ?CHY—CH=CH—CH2—CH=CH—CH2—CH=CH—CH2-CHZ—CHZ==CR—O—CH=CH—CH2-

CHp-COgH

wobeli,
- wenn x = 2, y = 1 und *% eine Doppelbindung, z = 0, R fehlt

o we (44

und == eine Dreifachbindung oder z = 1, R ein Cl-Atom und ==

eine Doppelbindung ist oder,
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- wenn x = 3, vy = 2 und ¥ eine Einfachbindung, z = 0, R fehlt
und =2 eine Dreifachbindung oder z = 1, R ein Cl-Atom und =%

eine Doppelbindung ist.

2. Ungesattigte aliphatische Carbonsdure (Maracenin Aj) der For-

mel o
= N cookH
5 1

20 15 ]

Maracenin A,

delta4'5—trans, deltall'lz—trans, delta14'15—trans, deltal” 18-

cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 300,40,

ly-NMR gemafs Tabelle 1,

13c.NMR gemafR Tabelle 1,

IR (KBr); ny = 3014 (w), 2925(m), 2855(w), 2280(m), 1712(s),
1673 (m), 1662(m), 1554(w), 1434 (m), 1412(m), 1351 (w), 1222(s),
1175 (w), 1059(m), 998(m), 968(m) und 920(m) cm™!; und

UV (Methanol); lamdapgyx (log epsilon) = 208 (4,41) und 227
(4,47) nm.

3. Ungesé&ttigte aliphatische Carbonsé&ure (Maracenin Aj) der For-
mel

20 19 18 17 15 14 12 1 5 4 1
CH,==CH—CH=CH—CH,— CH=CH—CH,—~CH=CH—CH,CH,—C=C—0—CH=CH—CH,GH,—~ COOH

delta4'5—trans, deltall'lz—trans, delta14'15—cis, deltal? 18 cis

und/oder mit den folgenden Parametern:
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MG 300,40, |

1H-NMR (CDCls, 300 MHz); delta = 2,96 (m, 2H, 15-H) und 2,82 (m,
2H, 12-H) ppm, und

13c.NMR (CcDClz, 75,5 MHz); delta = 26,1 (C-15) und 25,8 (C-12)
ppm.

4. Ungesdttigte aliphatische Carbonsdure (Maracenin Bj) der For-

mel: 0
M\/V\/ " cooH
= A 8 !

20 15

Maracenin B,

19,20-dihydro, delta4'5—trans, deltall'lz—trans, deltal®4 15

trans, deltal”/18 _¢isg und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 302,41,

1H-NMR gemaf Tabelle 2,

13c.NMR gemaR Tabelle 2,

IR (KBr); ny = 3012(m), 2964(m), 2931(m), 2875(w), 2279(m),
1712 (s), 1674(m), 1662(m), 1437(m), 1412(w), 1304(w), 1288(m),
1223 (s), 1061(m), 968(m) und 921 (m) cm'l, und

UV (Methanol); lamdapzyx (log epsilon) = 205 (4,37) nm.

5. Unges&ttigte aliphatische Carbonsaure (Maracenin By) der For-
mel:

20 19 18 17 15 14 12 1 5 4 1
CHg~CH5 CH=CH—CH,—CH=CH—CH,— CH=CH—CH,CH,~ C=C—0—CH=CH~CH,CH;~COOH

19,20-dihydro, delta®'®-trans, deltall'12_trans, deltat?: 15 cig,
deltal”?/18_¢is und/oder mit den folgenden Parametern:
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MG 302,41, |

1H-NMR (CDCls, 400 MHz); delta = 2,81 (m, 4H, 12- und 15-H) und
13c.NMR (CDCly, 75,5 MHz); delta = 25,8 (C-12) und 25,6 (C-15)
ppm.

6. Ungesidttigte aliphatische Carbons&ure (Maracenin B3) der For-
mel:

20 19 18 17 15 14 12 " 5 4 1

CH =~ CH— CH=CH—CH,—CH=GH~CH,—CH=CH~CH,CH,—~ C = C—0~GH=CH~CH,CH,~ COOH

19,20-dihydro, delta4'5—cis, delta11'12~trans, deltal4'15—trans,
deltal7:18 _cig und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 302,41 und
1y-NMR (CDCly, 400 MHz); delta = 6,21 (d, J = 5,7 Hz, 1H, 5-H)

und 4,75 (m, 1H, 4-H) ppm.

7. Ungesattigte aliphatische Carbons&ure der Formel (Maracenin

Cq):
20 19 18 17 15 14 12 11 5 4 1
GH, = CH—CH= G OH,— CH= CHCH,— CHICH—CH,OH;— CH= G — 0= GH= CH— CH,CH;— COOH

Cl
delta4'5—trans, deltall'lz—trans, deltal4'15-trans, deltal7'18—

cis und/oder wmit den folgenden Parametern:

MG 336, 86,

1p-NMR gemdfs Tabelle 1,

13¢c-NMR gemafl Tabelle 1,

IR (KBr); ny = 3012(w), 2925(m), 2859(w), 1711 (s), 1654 (n),
1434 (m), 1412(w), 1271(m), 1215(m), 1154(s), 1069(w), 997(m),
967 (m) und 924 (m) cm™ !, und

UV (Methanol); lamdapax (log epsilon) = 205 (4,25) und 224
(4,22) nm.
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8. Ungesittigte aliphatische Carbons&ure (Maracenin Cy) der For-
mel:

20 19 18 17 15 14 12 11 5 4 1
CH§=CH—CH=CH*CHf-CHZCH“CHf—CHZCH—CHJ%Q—CH=?-T}-CH:CH—CH§}Q—COOH

Cl

delta4'5-trans, deltall'lz-trans, delta14'15—cis, deltal”7/18 _¢ig

und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 336,86 und

1H-NMR (CDCly, 300 MHz); delta = 2,95 (m, 2H, 15-H) und 2,81 (m,
2H, 12-H) ppm, und

13¢c-NMR (CDCly, 75,5 MHz); delta = 26,6 (C-15) und 26,1 (C-12)
ppm.

9. UngesAttigte aliphatische Carbonsdure (Maracenin D) der For-
mel:

20 18 17 i5 14 12 11 5 4 1
CH;CH,— CH= CH—CH,— CH=CH— CH,— CH=CH—CH,CH,~ CH=C~ 0~ CH=CH—CH,CH,~COOH
|

Cl

19,20-dihydro, delta4'5—trans, deltall'lz—trans, deltal4,15_

trans, deltal?:18 _¢ig und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 338,88,

1y-NMR gemafs Tabelle 2,

13c_NMR gemdfd Tabelle 2,

IR (KBr); ny = 3011(m), 2963(m), 2929(m), 2873 (w), 2856(w),
1713 (m), 1654 (s), 1446(m), 1409(m), 1270(m), 1155(s), 1069(w),
967 (m) und 924 (m) cm™ T, und

UV (Methanol); lamdapygyx (log epsilon) = 203 (4,16) nm.
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10. Ungesittigte aliphatische Carbonsaure (Maracenin Dy) der

Formel:
20 19 18 17 15 14 12 1 5 4 1
CHé—CHEPH=CH—CHg—CH=CH—CHg—CH=CH—CH4}Q—CH=?—%D—CH=CH—CH4}h—COOH

Cl

19,20-dihydro, delta4'5~trans, deltall'lz—trans, delta14'15—cis,

delta17'18—cis und/oder mit den folgenden Parametern:

MG 338,88,

1IH-NMR (CDCly, 300 MHz); delta = 2,80 (m, 4H, 12- und 15-H) ppm,
und

13c.NMR (CDCls, 75,5 MHz); delta = 25,7 (C-12) und 25,6 (C-15)
ppm.

11. Verfahren zur Gewinnung von ungesadttigten aliphatischen Car-

bonsduren (Maraceninen), dadurch gekennzeichnet, dafl man

(a) Sorangium cellulosum So ce 880 = DSM 11252 in einem Kohlen-
stoff- und Stickstoff-Quellen sowie Mineralsalze enthalten-
dem waRrigem Medium aerob in Gegenwart eines Adsorberharzes

kultiviert,

(b) das Adsorberharz gegebenenfalls mit den Zellen vom Kulturme-
dium abtrennt und mit Methanol und danach mit Aceton extra-
hiert,

(c) die vereinigten Extrakte bis zum Auftreten einer wafirigen

Phase einengt,

(d) die wafRrige Phase mit Ethylacetat extrahiert, trocknet und
das Ldsungsmittel abdampft,

(e) den angefallenen Rickstand in Methanol 16st, die erhaltene
Losung abkiihlt und den sich bildenden Niederschlag abtrennt,
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(f) die verbleibende Lbésung einer Gelchromatographie mit Metha-
nol als Laufmittel unterwirft,

(g) die Carbonsauren (Maracenine) enthaltenden Fraktionen an HD-
SIL-18-20-60 mit Methanol/Ammoniumacetat-Puffer als Laufmit-
tel chromatographiert und eine Fraktion mit w-ungesédttigten
und eine Fraktion mit w-gesdttigten Carbonsduren (Mara-

ceninen) erhalt,

(h) die erhaltenen Fraktionen einer praparativen HPLC-Chromato-
graphie unterwirft und Fraktionen mit separierten Carbonsdu-
ren (Maraceninen) erhdlt und die separierten Carbonsduren

isoliert.

12. Verfahren zur Gewinnung von ungesattigten aliphatischen Car-

bonsiuren (Maraceninen), dadurch gekennzeichnet, daf’ man

(a) Sorangium cellulosum So ce 1128 = DSM 11253 in einem Kohlen-
stoff- und Stickstoff-Quellen sowie Mineralsalze enthalten-
dem wafrigem Medium aerob in Gegenwart eines Adsorberharzes

kultiviert,

(b) das Adsorberharz gegebenenfalls mit den Zellen vom Kulturme-
dium abtrennt und mit Methanol und danach mit Aceton extra-

hiert,

(c) die vereinigten Extrakte bis zum Auftreten einer wafrigen

Phase einengt,

(d) die waRrige Phase mit Ethylacetat extrahiert, trocknet und
das Losungsmittel abdampft,

(e) den angefallenen Rickstand in Methanol 1lést, die erhaltene

Loésung abkiihlt und den sich bildenden Niederschlag abtrennt,
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(f) die verbleibende Lo6sung einer Gelchromatographie mit Metha-
nol als Laufmittel unterwirft,

(g) die Carbonsduren (Maracenine) enthaltenden Fraktionen an HD-
SIL-18-20-60 mit Methanol/Ammoniumacetat-Puffer als Laufmit-
tel chromatographiert und eine Fraktion mit w-ungesdttigten
und eine Fraktion mit w-gesdttigten Carbonsduren (Mara-

ceninen) erhalt,

(h) die erhaltenen Fraktionen einer préparativen HPLC-Chromato-
graphie unterwirft und Fraktionen mit separierten Carbonsau-
ren (Maraceninen) erh&lt und die separierten Carbonsauren

isoliert.

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet,
dafR man als Adsorberharz Amberlite, insbesondere Amberlite XAD-

16 verwendet.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 11 bis 13, dadurch ge-

kennzeichnet, dafR man bei Stufe (d) mit Natriumsulfat trocknet.

15. Verfahren nach einem der Anspriche 11 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dafs man die Gelchromatographie mit Sephadex durch-
fihrt, insbesondere mit Sephadex LH-20.

16. Verfahren nach einem der Ansprlche 11 bis 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dafs man die préparative HPLC-Chromatographie an
einer Umkehrphase durchfihrt, insbesondere Nucleosil, vorzugs-
weise Nucleosil 100-C18-7.

17. Mittel gegen Bakterien, insbesondere Mykobakterien und/oder
Nocardien, mit einem Gehalt an einer ungesdttigten aliphatischen
Carbonsdure (Maracenin) gemdfl einem der Ansprliche 1 bis 10 neben

tUblichen Hilfs-und/oder Tragerstoffen.
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18. Mittel nach Anspruch 17 zur Tuberkulosebehandlung.
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