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(57) Abstract

The invention relates to a compound with antibiotic and antitumoral activity, having formula (I). Also disclosed is a process to
produce an antibiotic and an antitumoral agent containing the compound. Finally, the invention concems the Sorangium cellulosum strain
DSM 11 071.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft eine Verbindung mit antibiotischer und antitumoraler Aktivitit der Formel (I). Ferner betrifft die Erfindung ein
Verfahren zur Herstellung sowie ein antibiotisches und ein antitumorales Mittel mit einem Gehalt an der Verbindung. SchlieBlich betrifft
die Erfindung den Sorangium cellulosum Stamm DSM 11 071.
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Antibiotische und antitumorale Verbindung, Herstellungs-
verfahren, Mittel und DSM 11 071

Gem3fR einer ersten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung eine
Verbindung mit antibiotischer und antitumoraler Aktivitat der

Formel:

GemifR einer weiteren Ausfihrungsform betrifft die Erfindung eine
Verbindung (Ratjadon B) der Summenformel C,7H3g0s5 und mit den

folgenden Parametern:

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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lg- und 13C-NMR—Spektrum gemafd Tabelle 1,

Uv-Spektrum (Methanol): lambdapgx (lg epsilon) = 229 (4,57) und
241 (sh; 4,52) nm,

IR-Spektrum (KBr): ny = 2964 (s), 2919 (s), 2880 (s), 1720 (vs),
1382 (s), 1249 (s), 1078 (s), 1058 (s), 1036 (s), 1013 (s), 991
(s) und 968 (s} em™ L,

Gemdfs einer weiteren Ausfihrungsform betrifft die Erfindung eine
Verbindung mit anitbiotischer und antitumoraler Aktivitét, da-

durch gewinnbar, daf man

(a) Sorangium cellulosum Stamm So ce477 = DSM 11 071 in einem
C- und N-Quellen sowie Mineralsalze enthaltenden wafRrigen

Medium gegebenenfalls in Gegenwart eines Adsorberharzes
kultiviert,

(b) Ratjadon B,

(bl) sofern ohne Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert
wurde, aus den Sorangium cellulosum-Zellen und/oder dem

Kulturmedium oder mit Essigsdureethylester extrahiert oder

(b2) sofern in Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert wurde,
aus dem Adsorberharz mit Methanol eluiert, das Eluat

einengt und mit Essigsdureethylester extrahiert,

(c) den Essigester abzieht und den &ligen Riickstand in Methanol
lést,

(d) die methanolische L&sung lber Kieselgel filtriert und mit
Methanol eluiert,
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(e) das methanolische Eluat einengt und an einer Cjg-Umkehr-
phase einer HPLC-Chromatographie mit einem Methanol/Wasser-

Gemisch als Laufmittel unterwirft,

(f) Fraktionen mit einem Gehalt an Ratjadon B (Detektion: 230

nm) sammelt und Ratjadon B isoliert.

Die zu isolierende Verbindung kann dadurch gewinnbar sein, daf
man in Stufe {(a) mit AmberliteR XAD-16 als Adsorberharz arbei-
tet. Bei Stufe (e) kann man mit Nuclecsil®-100 RP 18 chromato-

graphieren.

GemifRR einer weiteren Ausflhrungsform gemdaf der Erfindung wird
ein Verfahren zur Gewinnung einer erfindungsgemidfen Verbindung

vorgesehen, das dadurch gekennzeichnet ist, dafs man

(a) Sorangium cellulosum Stamm So ce477 = DSM 11 071 in einem
C- und N-Quellen sowie Mineralsalze enthaltenden wafirigen
Medium gegebenenfalls in Gegenwart eines Adsorberharzes

kultiviert,
(b) Ratjadon B,

(bl) sofern ohne Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert
wurde, aus den Sorangium cellulosum-Zellen und/oder dem
Kulturmedium mit Essigsdureethylester extrahiert oder

(b2) sofern in Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert wurde,
aus dem Adsorberharz mit Methanol eluiert, das Eluat

einengt und mit Essigsdureethylester extrahiert,

(c) den Essigester abzieht und den &ligen Ruckstand in Methanol
lést,
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(d) die methanolische Lésung lber Kieselgel filtriert und mit
Methanol eluiert,

(e) das methanolische Eluat einengt und an einer Cjg-Umkehr-
phase einer HPLC-Chromatographie mit einem Methanol/Wasser-
Gemisch als Laufmittel unterwirft,

(f) Fraktionen mit einem Gehalt an Ratjadon B (Detektion: 230
nm) sammelt und Ratjadon B isoliert.

Eine weitere Ausfllhrungsform der Erfindung betrifft Sorangium
cellulosum So ce477 = DSM 11 071.

Schliefflich betreffen weitere Ausfihrungsformen der Erfindung
eine antibiotisches Mittel mit einem Gehalt an einer erfindungs-
gemdfen Verbindung sowie ein antitumorales Mittel mit einem Ge-

halt an einer erfindungsgemé&fen Verbindung.

Nachstehend wird die Erfindung durch experimentelle Daten nédher
erldutert.

Ratjadon B aus Sorangium cellulosum So ce477

Produktionsstamm: Sorangium cellulosum gehdrt zur Ordnung der
Myxococcales, Unterordnung Sorangineae, Familie Polyangiaceae.
Der Produktionsstamm Sorangium cellulosum So ce477 wurde 1989
aus einer Bodenprobe von den Victoria Falls, Zimbabwe, isoliert.
Der Stamm ist bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
(DSM) unter DSM 11 071 hinterlegt.

Stammkultur und morphologische Beschreibung: Stammkulturen wer-
den gehalten auf VY/2-Agar (0,5 % Backerhefe nach Frischgewicht;
0,1 % CaCly x 2Hp0; 1,5 % Agar; pH 7,2) oder auf Filterpapier
tiber ST21-Agar (0,1 % KNO3; 0,1 % MgSO4 x 7H0; 0,1 % CaCly x
2H,0; 0,1 % KyHPO4; 0,01 % MnSO4 x 7Hp0; 0,02 % FeCly; 0,002 %
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Hefeextrakt; Standard-Spurenelementldsung, z. B. nach G. Drews,
Mikrobiologisches Praktikum, 2. Auflage, S. 6., Berlin, Springer

Verlag (1974); 1 % Agar. Die Platten werden bei 30 °C bebrutet.

Auf Filterpapier uUber Mineralsalzagar oder auf Hefeagar (VY/2-
Agar) bildet der Stamm grofle hell orange Schwarmkolonien mit
vielen gelborange bis schwarzbraunen Fruchtkdrpern. Letztere be-
stehen aus kleinen Sporangiolen von 15 bis 20 um Durchmesser,
die in mehr oder weniger grofien Haufen dicht gepackt liegen; die
Haufen messen meist zwischen 50 und 150 um Durchmessexr. Die
vegetativen Stabchen haben die fir Sorangium typische Form:
relativ derbe, im Phasenkontrastmikroskop dunkle, zylindrische
Stdbchen mit breit abgerundeten Enden, im Mittel 3 bis 5 um lang
und um 1 pm dick.

Leistungen: Der Stamm So ce477 produziert Ratjadon B als Haupt-
komponente. Diese Substanz hemmt das Wachstum zahlreicher Pilze
und Hefen, gegen alle getesteten Bakterien war der Wirkstoff un-
wirksam. Bemerkenswert ist die sehr starke Wirkung gegeniber
tierischen Zellkulturen. Eine IC-50 gegen die Hela Zelllinie

KB3.1 von nur 40 pg/ml weist auf eine antitumorale Wirkung von
Ratjadon B hin.

Produktion der Aktivitdten: Das Produktionsmedium kann folgende
Zusammensetzung haben (in g/l destilliertes Wasser):
Soyabohnenmehl 2; Glukose (Maizena) 2; Starke (Maizena) 8; Hefe-
extrakt (Marcor) 2; CaCl,; x 2H,0 1; MgSO4 x 7H30 1; Ethylen-
diamin-tetraessigsdure Eisen (III)-Natriumsalz 0,008; HEPES
11,9. Der pH-Wert des Mediums wird vor dem Autoklavieren auf 7,2
eingestellt. Kultiviert wird in 1 1 Erlenmeyerkolben mit 250 ml
des obigen Mediums und 2 % XAD-16 Adsorberharz (Rohm und Haas,
Frankfurt). Die Kolben werden bei 30 °C auf einem Rundschiittler
bei 180 U/m flir 7 Tage inkubiert. Ratjadon B wird wdhrend der
logarithmischen bis hin zur stationdren Wachstumsphase produ-

ziert und bindet quantitativ an das Adsorberharz. In Abwesenheit
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von XAD kann es sowohl aus den Zellen als auch aus dem Kul-

turtiberstand iscliert werden.

Hemmspektrum von Ratjadon B im Plattendiffusionstest.

Testorganismus Durchmesser des MHK
Hemmhofes?@
(mm) (pg/ml)

Phytophthora drechsleri DsMP 62679 30 0,04
Mucor hiemalis DSM 2655 40 0,09
Schizosaccharomyces pombe Tu€ 501 36 0,09
Alternaria solani DSM 2954 10 0,6
Taphrina deformans DSM 4398 22

g Testbldttchen (6 mm Durchmesser) mit 10 ug Ratjadon B
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Braunschweig
C Stammsammlung, Universit&t Tibingen

Isolierung von Ratjadon B

4,2 Liter Kulturmedium werden dreimal mit je 500 ml Essigester
extrahiert. Die Essigesterphasen werden vereinigt und das L&-
sungsmittel wird abgezogen. Der braunrote 6lige Rickstand wird
in 10 ml Methanol geldst und Uber 200 ml Kieselgel 60 (0,063 bis
0,2 mm KorngrdfRe; 4 cm S&ulenduchmesser) filtriert. Die ersten
100 ml Methanol-Eluat enthalten Ratjadon B.

Trennung der Komponenten

Praparative HPLC:
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Das Eluat wird auf ein Volumen von ca. 5 ml eingeengt und in
mehreren L&ufen durch prdparative RP-HPLC getrennt
(Sdulenabmessungen: 250 x 20 mm; Siulenmaterial: RP 18, 100 A, 7
p; Laufmittel: MeOH/H;0 70/30, Flufrate: 28 ml/min; Detektion:
230 nm) .

Retentionszeit: Ratjadon B = 27 min.

Analytische HPLC:

(Sdule: 125 x 2 mm, Nucleosil 120-5 C18, 5 u; Laufmittel:
linearer Gradient MeOH/H;0 60/40 in 20 min auf MeOH/H,0 80/20;
FluRrate 0,3 ml/min; Detektion 230 nm)

Retentionszeit: Ratjadon B = 10,8 min.

Ausbeute an Ratjadon B: 17,3 mg

Charakterisierung:

Ratjadon B: Cp7H3gOg (442)

Struktur: Abb. 1.

UV (Methanol) : lambdapzx (lg epsilon) = 229 nm (4,57), 241 nm
(sh; 4,52).

IR (KBr): ny = 2964 (s), 2919 (s), 2880 (s), 1720 (vs), 1382
(s), 1249 (s), 1078 (s), 1058 (s), 1036 (s), 1013 (s), 991 (s},
968 (s).

1H und 13Cc-NMR: s. Tabelle 1.

Molmasse: (-)-FAB-MS (TEG) (negativ-Ion) [M-H] = 441,2675.

Literatur zu Ratjadon A:

1) D. Schummer, K. Gerth, H. Reichenbach, G. Héfle, Liebigs Ann.
Chem., (1995) 685-688.

2) K. Gerth, D. Schummer, G. H&éfle, H. Irschik, H. Reichenbach,
J. Antibiot., 48 (1995) 973-976.
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Tabelle 1. NMR-Daten von Ratjadon B in CDCl,
'H: 300 MHz;, *C: 150 MHz.

H 6u[ppm] | my i j J[Hz] Oclppm] | mc

- ! 164.16 s
2-H 6.04 ddd 3, 4a, 4b 99;1.8;,18 2 121.66 d
3-H 6.89 ddd 2, 4a, 4b 9.8,4.1;43 3 144.76 d
4-H, 2.47 m 4 30.05 1
5-H 4.99 dddd 4a, 4b, 6, 7 6.6,7.2,6.7,1.1 5 78.58 d
6-H 5.70 dd 57 6.7, 15.6 6 125.41 d
7-H 6.70 bd 6 15.6 7 130.77 d

- 8 129.57 S
9-H 5.24 dq 10, 25 9.8;1.2 9 138.94 d
10-H 2.66 ddq 9, 11,26 9.7,7.0;6.7 10 3228 d
11-H, | 2.04 ddd 10, 12, 13 7.0;7.4;0.8 11 40.52 t
12-H 5.59 dd 11,13 7.4;149 12 132.84 d
13-H 6.00 bdd 12, 14 15.0; 10.5 13 131.12 d
14-H 6.21 ddd 13,15, 16 10.4;15.1;0.8 14 132.11 d
15-H 5.53 dd 14, 16 15.2;6.3 15 128.71 d
16-H 429 m 16 74.14 d
17-H 385 ddd 16,182a,18b 2.8;2.9;12.1 17 74.77* d
18-H, 1.36 dddd 17,18b, 19,20 } 2.9;14.5:29: 1.3 18 26.88 t
18-H, 1.84 ddd 17,18 a, 19 12.0:14.5:29 18 26.88 t
19-H 3.97 ddd 18a, 18 b, 20 29,2928 19 70.21 d
19-OH | 3.46 S 19 70.21 d
20-H 1.62 dddq 18 a, 19, 21,27 1.2;2.7,2.5:7.2 20 39.64 d
21-H 443 ddq 22,23,24 6.1;1.2;1.2 2] 74.69* d
22-H 545 ddd 21,23,24 6.2,154;1.6 22 130.23 d
23-H 5.69 ddq 21,22,24 1.2:15.4;6.5 23 126.82 d
24-H, 1.69 ddd 21,22,23 1.1;1.5;6.5 24 17.92 q
25-H, 1.79 d 9 1.3 25 20.37 q
26-H, 0.94 d 10 6.6 26 20.89 q
27-H, 0.88 d 20 7.2 28 11.14 g

*Die Werte kénnen getauscht werden.
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATION/ZL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROCKGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

GBF - Gesellschaft fur
Biotechn. Forschung mbH
Mascheroder Weg 1

38124 Braunschweig

VIABILITY STATEMENT
issued pursuant 1o Rule 10.2 by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

I. DEPOSITOR

11. IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Name:

Address:

GBF - Gesellschaft fuar
Biotechn. Forschung mbH
Mascherocder Weg 1

38124 Braunschweig

Accession number given by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

DSM 11071

Date of the deposit or the transfer":

1996-07-08

181, VIABILITY STATEMENT

{X)* viable

{ ) no longer viable

The viability of the microorganism identificd under il above was tesiedon 1996-07-08 *.
On that date, the said microorganism was

IV. CONDITIONS UNDER WHICH THE VIABILITY TEST HAS BEEN PERFORMED'

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Namc:

DSMZ-DCUTSCHE SAMMLUNG VON
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Address:  Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig

Signaturc(s) of person(s) having the power to represent the
International Depositary Authority or of authorized official(s):

O el

Daic: 1996-07-23

Indicate the datc of original deposit or, where a new deposit or a transfer has been made, the most recent relevant date (date of the new deposit or

date of the transfer).

in the cases referred to in Rule 10.2(a) (ii) and (iii), refer to the most recent viability test.

Mark with a cross the applicable box.

Filt in if the information has been requested and if the resuits of the test were negative.

Form DSMZ-BP/” (solc page) 0196
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATOMAL
RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS
FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE

INTERNATIONAL FORM

GBF - Gesellschaft fir
Biotechn. Forschung mbH
Mascheroder Weg 1

38124 Braunschweig RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

issued pursuant to Rule 7.1 by the

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

1. IDENTIFICATION OF THE MICRCORGANISM

Identification reference given by the DEPOSITOR:

So ce477

Accession pumber given by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:

DSM 11071

Il. SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNAJION

The microorganism identificd under I. above was accompanied by:

{ ) ascieniific description
(X ) a proposed taxonomic designation

(Mark with a cross where applicable).

11l. RECEIPT AND ACCEFTANCE

This Iaternational Depositary Authority accepts the mi ganism identificd undcr 1. above, which was received by ton 1996-07-0 B
(Date of the original deposit)’.

1V. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION

The microorganism identified under | above was received by this Intemational Depositary Authority on  (date of original deposit)

and 2 request to convert the original deposit 10 a deposit under the Budapest Treaty was reccived by iton  (date of receipt of request
for conversion).

V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY

Name: DSMZ-DLEUTSCILE SAMMLUNG VON

Signoturcis) o persons) having the power to represcat the
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH

Intematianal Deposttary Autharity o of authonzed official(s):

Address: Mascheroder Weg 1b

D-38124 Braunschweig U . W L’éa

Dame: 1996-07-23

' Where Rule 6.4 (d) applies, such date is the datc on which the status of intemationai depositary authority was acquired.

Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0196
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PATENTANSPRUCHE

1. Verbindung mit antibiotischer und antitumoraler Aktivitat der
Formel:

2. Verbindung (Ratjadon B) der Summenformel C39H3g05 und mit den
folgenden Parametern:

1y- unad 13C-NMR-Spektrum gemdfl Tabelle 1,
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UV-Spektrum (Methanol): lambdapsyx (lg epsilon) = 229 (4,57) und
241 (sh; 4,52) nm,

IR-Spektrum (KBr): ny = 2964 (s), 2919 (s), 2880 (s), 1720 (vs),
1382 {(s), 1249 (s), 1078 (s), 1058 (s), 1036 (s), 1013 (s), 991
(s) und 968 (s) em™ 1,

3. Verbindung mit antibiotischer und antitumoraler Aktivitét,
dadurch gewinnbar, daf man

(a) Sorangium cellulosum Stamm So ce477 = DSM 11 071 in einem
C- und N-Quellen sowie Mineralsalze enthaltenden wéafirigen

Medium gegebenenfalls in Gegenwart eines Adsorberhar:zes

kultiviert,
(b) Ratjadon B,

(bl) sofern ohne Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert
wurde, aus den Sorangium cellulosum-Zellen und/oder dem

Kulturmedium oder mit Essigsdureethylester extrahiert oder

(b2) sofern in Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert wurde,
aus dem Adsorberharz mit Methanol eluiert, das Eluat

einengt und mit Essigsdureethylester extrahiert,

(c) den Essigester abzieht und den 6ligen Rlickstand in Methanol
16st,

(d) die methanolische Ldsung liber Kieselgel filtriert und mit
Methanol eluiert,

(e} das methanolische Eluat einengt und an einer Cjg-Umkehr-

phase einer HPLC-Chromatographie mit einem Methanol/Wasser-
Gemisch als Laufmittel unterwirft,
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(f) Fraktionen mit einem Gehalt an Ratjadon B (Detektion: 230
nm) sammelt und Ratjadon B isoliert.

4. Verbindung nach Anspruch 3, dadurch gewinnbar, daf man in
Stufe (a) mit AmberliteR XAD-16 als Adsorberharz arbeitet.

5. Verbindung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gewinnbar, daff man
bei Stufe (e) mit NucleosilR-100 RP 18 chromatographiert.

6. Verfahren zur Gewinnung der Verbindung gemdfi einem der An-
spriche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daff man

(a) Sorangium cellulosum Stamm So ce477 = DSM 11 071 in einem
C- und N-Quellen sowie Mineralsalze enthaltenden wafRrigen
Medium gegebenenfalls in Gegenwart eines Adsorberharzes
kultiviert,

(b) Ratjadon B,

(bl) sofern ohne Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert
wurde, aus den Sorangium cellulosum-Zellen und/oder dem

Kulturmedium mit Essigsdureethylester extrahiert oder

(b2) sofern in Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert wurde,
aus dem Adsorberharz mit Methanol eluiert, das Eluat

einengt und mit Essigsédureethylester extrahiert,

(c) den Essigester abzieht und den &ligen Rlckstand in Methanol
lést,

(d) die methanolische L&sung UGber Kieselgel filtriert und mit
Methanol eluiert,
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(e) das methanolische Eluat einengt und an einer Cjg-Umkehr-
phase einer HPLC-Chromatographie mit einem Methanol/Wasser-

Gemisch als Laufmittel unterwirft,

(f) Fraktionen mit einem Gehalt an Ratjadon B (Detektion: 230

nm) sammelt und Ratjadon B isoliert.
7. Sorangium cellulosum So ce477 = DSM 11 071.

8. Antibiotisches Mittel mit einem Gehalt an einer Verbindung

gemdfl einem der Anspriche 1 bis 5.

9. Antitumorales Mittel mit einem Gehalt an einer Verbindung

gemafs einem der Ansprliche 1 bis 5.
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Ratjadon B C,;H,,0; (442)

Abb. 1
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