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(57) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines Anthracyclin-Antibioticums
sowie seines Aglykons, die fiir die Chemotherapie von Tumor-, Virus- und durch Bakterien
hervorgerufenen Erkrankungen bei Mensch und Nutztier von potentiellem Nutzen sind.
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung des bisher nicht verfligbaren
Antibioticums Beta-Rhodomyecin |, seiner Salze sowie seiner hydrolytischen Abbauprodukte
unter Verwendung eines neuen Mikroorganismus, der nach interspezifischer Rekombination
erhalten und als Streptomyces violaceus subsp. iremyceticus, Stamm ZIMET 43678, bezeichnet
wurde. Ziel der Erfindung ist die Gewinnung eines Anthracyclin-Antibioticums mit potentieli
cancerostatischen Eigenschaften sowie seiner hydrolytischen Abbauprodukte als
Ausgangssubstrate fir Mutasynthese und Halbsynthese, um die Palette derartiger Pharmaka zu
erweitern. Die Aufgabe wird dadurch gelést, daB durch aerobe Submersfermentation des neuen
Mikroorganismus ZIMET 43678 in Medien mit geeigneten C-, N-Quellen und Mineralsalzen Beta-
Rhodomycin | gebildet, mit geeigneten Methoden aus Mycel und Kulturfiltrat isoiiert und
nachfolgend gereinigt und gegebenenfalls hydrolisiert wird.
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Titel der Erfindung

Verfahren zur Hersteliung eines Anthracyclin-Antibioticums so-
wie seines Aglykons

Anwendungsgebiet der Erxfindung

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung
einer antibiotisch wirksamen Substanz sowie deren Derivate, die
bei der Chemotherapie von Tumor-, Virus- und durch Bakbterien
hervorgerufenen Erkrankungen bei Mensch und Nutztier von poten-
tiellem Nubzen sind. Insbesondere betrifft die Erfindung die
Gewinnung eines neuen Anthracyclin-Antibioticums, das als '
Beta~Rhodomycin I bezeichnet wird, seinervsélze, sowle seines
'Aglykons; |

- Charakteristik der tekannten technischen Losung

Anthracyclinon-Glykoside stellen antibiotisch wirksame Ver-
bindungen dar, deren chromophorer Molekiilbteil ein 7,8,9,10=
tetrahydrotetracenchinon (5,12) darstellt, das mibt Zuckern,
bevorzugt Aminozuckern, verbunden is® (Brockmann, H., 1963
Fortschr. Chem. Organ. Naturstoffe, 24, 121). Je nach Stel-
lung der peri-st&ndigen OH-Gruppen am Aglykon werden ver=
schiedene Anthracyclinone unterschieden, die als Glykoside
die Bezeichnung Anthracycline tragen und nur in dieser Form
blologisch aktiv sind, Mehr als 50 Anthracyclin-Antiblotica.
sind bisher beschrieben, wovon die Mehrzahl Gemische von
schwer voneinander trennbaren Einzelkomponenten darstellen.
2 Anthracyelin-Antibiotica (Doxorubicin-US Patent 3 590 028;
Daunorubicin-GB-Patent 1 003 383) sind auf Grund ihrer
chemotherapeutischen Wirksamkeib gegen akube Leukimisn und
solide Tumoren des Menschen bereits klinisch eingesetzt. Ein
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wesentliches Problem bei der krebschemotherapeubischen An-
wendung von Anthracyclin-Anbtibiotica resultiert aus deren all-
gemeiner, himatologischer, digestiver und kardialer Toxizitddt,
die eine umfassendere Anwendung in der Tumorchemotherapie ein-
schrinkt und z. Be bei Herzkranken zur Kontraindikation fihrt.
Da sich die Herzboxizitét der Anthracycline als besonders sto-
rend erwiesen hat, werden sténdig neue Derivate bereits be-
kannter Verbindungen hergestellt und hinsichtlich einer ver-
ringerten Toxizit&t untersuchb. Ein Nachteil ist, daB zur Ge=-
winnung chemisch modifizierter Anthracyclin-Antibiotica zwar
chemische Methoden wie Total- und Partialsynthese sowie bio-
chemische Methoden zur enzymabischen Konversion verflgbar Slnd,
deren Anwendung jedoch zu einer unzureichenden Okonomie der
Produktherstellung fihrt, die eine groBtechnische Herstellung
dieser Derivate nicht gestattet. Bei den bisher bekannten
mikrobiologischen Herstellungsverfahren fiir Anthracyelin-Anti-
‘biotica werden bevorzught Gemische chemisch &hnlicher Anthra-
cycline gewonnen, die aus den Mono-, Di-, Tri- oder Polysac-
chariden unterschiedlicher und bisher unter groStechnischen Be-
M@m@nmﬂﬁmhﬁ@tﬁw@m@ﬂ@ﬂmeMMMmmnmm)
bestehen. Das bringt Standardisierungsprobleme fir das Bnd~
produkt mit sich, wenn in AbhZngigkelt vom Fermentationsver-
lauf Verschiebungen qualitativer und quantitativer Art im
Vielkomponenten-Gemisch auftreten.

Anthracyclinon-Glykoside, deren Aglykone dem bebta-Rhodo-
mycinon zugeordnet werden kénnen, sind bisher ledivlichvmit
Hilfe der Arten Strepbomyces purpurascens (Brockmann,
Waehneldt und Niemeyer, 1969. Tetrahedr. Lett., (6), 415;
Brockmann, Scheffer und Stein, 1973. Tetrahedr. Lett., (38),
3699; Brockmann und Greve, 1975. Tetrahedr. Lett., (11),
831), Streptomyces bobilise (Biedermann und Briuninger, 1972.
Pharmazie, _Z, 782), Streptomyces griseoruber 4620 (Podojil,
BlumauerOVa, Prikrylova, Vanek, Gauze und Mak51mova, 1980,
Folia Microbiole, 25, 464), Streptomyces v1olaceus (Fleck,
StrauB, Koch, Kramer und Prauser, 1974, Z. Allg. Mikrobiola,
14, 551), Streptomyces roseoviolaceus 4 529 (IFO 13081)
¢Oki, Yoshimoto und Matsuzawa, 1980. J. antibe, 33, 1331)
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auf fermentabtivem Wege sowie durch Blosynthese und Glykosi-
dierung von bebta-Rhodomycinon mitiels einer Aclacinomycin-
Mangelmutante als Gemische oder als iinorkomponenten mit unbe-
kannter chemotherapeutischer Aktivitdt erhalten worden. Die
beta~Rhodomycinon-Glykoside, die bisher beschrieben wurden,
sind im Zusammenheang mit der Gewinnung und Strukburaufklirung
des biologisch inaktiven beta-Rhodomycinons in sehr geringen
Mengen isoliert worden. Angaben zu den physikochemischen Eigen—
schaften der beta-Rhodomycinon-Glykoside sind nicht cder nur
unvbllsténdig'vorhanden;.Angaben zur biologischen Wirkung der
Binzelkomponenten wie antimikrobielle, antivirale, cyto-
statische und cancerostasische bzw. toxische liegen bisher
nich?t vorj ' | '

Ziel der Erfindung

Die Erfindung dient der Herstellung eines neuen Anthracyclin-
Antibioticums sowle seines Aglykons wie auch der Salze des
Antibioticums, um die aufgefiihrten Nachteile bisher bekannter
Verfahren zu vermeiden und die Palette potentiell cancero-
statisch, virostatisch wad antimikrobiell wirksamer Anthra-
cycline durch einen Vertreter, der eine Binzelkomponente dar—
stellt, zu erweitern, sowie um die hydrolytischen Abbau-
produkte als Ausgangssubstrat fir die Mutasynthese und Halb-
gynthese neuer Anthracyclin-Antibiotica verwenden zu Kﬁnnen{

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein technologisch
einfaches Verfahren anzugeben, das es gestattet, das neue
Anthracyclin-Antibioticum Beta~Rhodomycin I mit Hilfe eines
Mikroorganismus aus leicht zugidnglichen und billigen Zin-
satzstoffen in gubten Ausbeubten herzustellene

Erfindungsgemil wird die Aufgabe dadurch gelost, dal unber
aeroben und sterilen Kulturbedingungen in einem fliissigen
Nihrmedium mit enbtsprechenden Kohlenstoff-, Stickstoff-
Quellen und Mineralsalzen ein neuer Mikroorganismus oder
seine Varianten geziichtet werden. Der neue Mikroorganismus,
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der in diesem Verfahren Anwendung findet, wurde durch inber-
spezifische Hybridisierung von genetisch markierten und im
Sekundirstoffwechsel geblockten Mutanten des Viclamycin-Bild—
ners, Streptomyces violaceus, Stamm IMET JA 6844 (beschrieben
in der DDR-Patentschrift 100 494) und des Turimycin-Bildrers,
Streptomyces hvgroscopicus; Stamm IMET JA 6599 (beschrieben in
der DDR-Patentschrift 84 450) gewonnen und in der ZIMET-Hinter-
legungsstelle fir Mikroorganismen, Jena-DDR, unter der Nummer
ZIMET 43 678 deponierti In seinen morphologischen Eigen-
schaften entspricht der Beta-Rhodomycin I-Bildner ZIMET 43 678
dem Stamm ZIMET 43 615, der in der DDR-Patentschrift 140 672
sowie von Schlegel und Fleck 1980 (Z. Allg. Mikrobiol., 20,
527 bis 530) als Streptomyces violaceus subsp. iremycebicus
beschrieben wurde.

Danach gehdrt der Beta-Rhodomycin I-Bildner ZIMET 43 678 zur
Gattung Streptomyces und entspricht der Diagnose von Strepfo-
myces violaceus (Rossi-Doria 1891, Krassilnikov 1941, Waksman -
1953) wie sie nach Untersuchung des Neo-Type-Stammes ISP 5082
(= INMI-1, RIA 656, ATCC 15 888) im "Internabtional Strepto-
myces Project" von Shirling and Gottlieb (Int. J. syst. Bact.,
19, 497/1969) gegeben wird. Der Beta-Rhodomycin I-Bildner
ZIMET 43 678 ist durch Selekbionsprozesse aus einer Population
der interspezifischen Rekombinante ZIMET 43 615 hervorgegangen
und unterscheidet sich von der Ausgangsrekombinabte in der
Bildung von Anthracyclin—Antibiotica; Wehrend die Ausgangsre-
kombinante ZIMET 43 €15 das Anbhracyclin-Antibicticum Ire-
nyein (= 10=o=L~rhodosaminyl)=-y-rhodomycinon (DDR-Patent-
 schrift 140 672) bildet, wird durch die selektierte Mutante

ZIMET 43 678 das Anthracyclin-Anbtibioticum Beta-Rhodomycin I
synthetisiert.

Die Kultivierung des Stammes ZIMET 43 678 sowie selner Mu-
tanten und Varianten erfolgt unbter aercben Bedingungen; An

Erde lyophil getrocknetes Sporenmaferial bzw. lMycelfragmente
werden in geeignete Agarnihrbiden und nachfolgend in flissige,
vorher sterilisierte Nihrmedien geimpft und das entstehende
Mycel wird in an sich bekannter Weise bel einer Temperatur
zwischen 25 und 37 °C (vorzugsweise 28 °C) ilber einen Zeit-



ragum von 2 bis 6 Tagen, vorzugswelse 4 Tagen, bel einer Acidi-
t&b kultiviert, die zu Beginn des Fermenbabionsprozesses
zwischen pH 6;2 und pH 7;0 und am BEnde des Prozesses zwischen
pH 7,5 und pE 8,3 liegt. Das Nihrmedium besteht aus Kohlen-
stoff- und Stickstoffquellen sowie aus anorganischen Salzens
Als Kohlenstoffquellen kdnnen Stérke, Glukose, Glyzerin, Man-
nit, Dextrin, Saccharoée, S0jadl und Sojamehl verwende®
werden. Als Stickstoffquellen kommen auBer den oben erwdhnten
stickstoffhaltigen Substraten auch Trockenhefe, Flelschpepton -
und Casein in Fragei-Gute Brgebnisse kOnnen beil Zusabtz vod
Mineralsalzen erzielt werden. Letztere beglingtigen den Verlauf
der Fermentation in Abhdngigkeit vom eingesetzien Nghrmediums
In komplexen Medien, die verschiedene Mehle enthalten, haben
sich Zusitze von Kalziumkarbonat, Na-Phosphat bzw. Kalium—
Phosphat als vorteilhaf?® erwiegen. Die Fermentation des Bild-
ners ZIMET 43 678 kann in Steilbrustflaschen und Rundkolben
verschiedenen Inhalbs, im Glasfermenter sowie in V2&~Stahl-
tanks durchgefiihrt werdena. |

Die Isolierung des Beta—Rhodomycin-I wird in der Weise durch-
gefiihrt, daB das Antibioticum aus dem Kulturfiltrat mis
organischen, mit Wasser nicht oder nur Wénig mischbaren, und
aus dem Mycel mit organischen, mit Wasser mischbaren und an-
schlieBend mit Wasser nicht oder nur wenig mischbaren Lo-
sungsmitteln exbtrahiert, nach Konzentrieren der Extrakte mit
einem mit Wasser nicht mischbaren Losungsmibtel reextrahiert,
 {iber wasserfreiem Natriumsulfab getrocknet, vom Losungsmibtel
durch Destillieren im Vakﬁum’befreit, durch Versetzen mit
Petrolither unter Rithren ausgefilly, vom Lisungsmittel durch
Filtration befreit, mit Petrolidther gewaschen, nachfolgend
getrocknet, anschlieBend in niederen Alkoholen geldst, der
getrocknete Ricksband mit Wasser versebtzi und bei pH 8;0 mit
Chloroform extrahiert, die Chloroformphase abgetrennt, Uber
wasserfreien Natriumsulfat getrocknet, im Vakuum zur Trockne
gebracht und auf iblichem Tege siulenchromabographisch an
Kieselgel gereinigt wirds, -
Beta~Rhodomycin I ist eine rotbraune, aus Chloroform/Petrol=
4ther auskristallisierende Substanz, die sick gut in nie=
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deren Alkoholen und Chloroform, dagegen nur miBig in Wasser und
Petroldther 13st. Das basische Antibioticum besitzt Indikator-
eigenéchaften und ist in sauren Lésungen rotgelb, in al-
kalischen blauviclett. Aus dem hochaufgeldsten Massenspekfrum
erhilt man fir das Molekiilion M":m/z 543,2124 und damit die
Summenformel 028H33 (theoretlsch 543, 2104).

Beta-Rhodomycin I bildet bei der Umsetzung mit elner aquiva-
lenten Ménge methanolischer Salzsiure in Chloroform/Ather ein
kristallines Hydrochlorid mit der Summenformel 028 33N0101H01
und einem Fp, von 179 bis 181 %. Das Hydrochlorid ist im
Gegensatz zum basischen Anbtibioticum gut 1l8slich in Wasser,
dagegen nahezu unldslich in Chloroform und Athers Sowohl das
basische Antibioticum als auch sein Hydrochlorid stellen enf-
sprechend ihres dimnschichtchromatographischen Verhaltens auf
Kiegelgel-Platten in verschiedenen FlieBsysbemen und bei unter-
schiedlichen pH-Werten definierte, chemisch reine Einzel~
komponenten dare '

Bei Hydrolyse mit verdiimnter SZure in der Warme liefert das
anthracyclin-Antibioticum ein wasserunldsliches Aglykon und
eine wasserldosliche Zuckerkomponente; Durch vergleichende
diinnschichbtehromatographische und verschiedene spektros—
kopische Untersuchungen (UV/VIS-, IR-, US-, 1I—I— Beinm-
Spekbtroskopie) konnte das Aglykon als Beua-Rhodomyc1non
(Brockmann und Franck, 1955, Chem. Ber., 88, 1792) und die
Zuckerkomponente als L-Rhodosamin (Brockmann, Spohler und
Waehneldt, 1963. Chem. Ber., 96, 2925) identifiziert werden,
so daB es sich bei dem hergestellten Beta—Rnodomy01n I um
ein Rhodosaminyl-beta-rhodomycinon h nandelb,

Die in Abbe 4 dargestellte Struktur des Antibioticums Beta-
Rhodomycin I wurde durch sdurehydrolytischen Abbau und
Identifizierung der Abbauprodukbe sowie durch umfassende
spektroskopische Untersuchungen am inbakten Antibioticum-
Molekiil als 7-{(d -L-Rhodosaminyl)=-beta-rhodomycinon ge-
sichert und ist mdglicherwelse mit dem in der Literatur be-
schrievenen Rhodomyc in B (Beta-Rhedomycin I) (Brockmann und
Patt, 1955. Cheme BeT., 88, 1455) idenbisch. Spektros-
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kopische Daten zum Rhodomycin B liegen bigher in der Literatur
nicht vors .
Wichtige physicochemische Parameter des Beta-Rhodomycin I sowle

seines Aglykons sind:

UV/VIS A max (Cyclohexan/Chloroform) nm: 234,255,294,471,488,

500,516,534
1R EBT op~1, 3450(0H) ;2770, 2817 (N(CE;) 5) 5 1597 (Ea 4400
max Chinon)

US w/z ; ut 543 (CogH330,40) 4 3867 (Aglykon, ConH,g0gs)
1757 (Zucker, 08H17NO3) 158" (Zucker ;QH,C8H16-
NOa)
i) (CDCL4 §): 7,90 dd (I=7,3 wnd 1,8 Hz,H-1); 7,70 %
w (3=7,3 Hz,H5-2)
7,31 dd (J=7,3 und 1,8 Hz,H=3); 4,91 s
(E=10) ; o
5,17 mt (W 7 Hz,H=7); 1,40 4 (J=6,1 Hz,3H,
6l udle) s
2423 5 (BH,3'-Nme); 5,51 mt (W6 Hz, H-1');
1JC,H = 171,9 Hz,3,0-1' ({~Glykos.)
=S (CDEL,):
Cmitbom=T. Chem;Verschiebung {(rpm) G-@ﬁom-Nr: Chem.Verscha

_ (ppm)
1 119,7 » ha 115,4
2 137,41 . 5a 12,5
3 12541 : ba 135,0
4 162,7 | 10a 138,5
5 190,9 11a 111,5
6 156,7 122 13343
7 70,8 11 101,24
8 30,4 2t 28,7
9 71,9 3t 59,5
10 65,9 A 66,7
1M 15742 ' 5! 66,7
12 186,4 61 17,0
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Yo (oporgp: )
C-Atom-Nr, Chem.Verschiebung (ppm) C-Atom-Nr. Chem.Versch.
' (ppm).
13 32,9 | NMe, 42,0
14 6,5

Sowohl frische Fermenbationsldsungen des Beta-Rhodomycin I-
Bildners, ZIMET 43 678, als auch das aus ihnen isolierte Beta-
Rhodomycin I besitzen antibiotische Aktivitat. Wie typisch fir
die Disher bekannten Anthracyelin-Antibiotica, wird auch vom
Beta~Rhodomycin I bevorzugt das Wachsbtum von gramposibiven
Bakterien und Mycobakbterien gehemmti,Gegen Vertreter der Hefen
und filamentdsen Pilze 138t sich demgegeniiber keine wachs-
tumshemmende Akbtivitdt feststellen.

Bei der Bestimmung der anbibakteriellen Wirksamkeit von Beta-
Rhodomycin I im Vergleich zur entsprechendén Wirksamkei?t der
klinisch als Krebschemotherapeutica eingesetzten Anthra=
cyclin=-Antibiotica’ Daunorubicin und Doxorubicin ergab sich;
daB die in Wasser ldslichen Eydrochloride unter standardi-
sierten Bedingungen gegen Bacillus subbtilis ATCC 6633 fol-
gende Aktivitétsunterschiéde aufweisens

Anthracyelin-Antibiotica Akbivitat in Prozent
Iremycin 100
Beta-Rhodomycin I 280
Doxorubicin 570
Daunorubicin 798

In Vergleich zu dem cybostabtisch und cancerostatisch wirk-
samen Violamycin A (Rhodosaminyl-Derivat des Aglykonge-
misches Violamycinen, DDR-Patent 100 494) zeigt Beta Rhodo=
mycin I qualitativ vergleichbare Wirkungen bezliglich der
Wechselwirkung mit der DNA in vitro und dem DNA~Stoffwechsel
in der Zelle, der fiir die cybostabische Wirkung der Anthra-
cyclin-Antibiotica an Mikroorganismen und Siugerzellen sowie
fir die cancerostatische Wirkung im Tierexperiment ver-
antwortlich gemacht werden. Beta-Rhodomyein I unter—drickt
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zudem in selektiver Weise die Vermehrung von DNA~Viren in grame—
negativen Bakterien (z.B. von temperenten Lambda-Fhagen in

Escherichia coli C 600) bei Konzentrationen, die nicht gleich-
zeitig den Stoffwechsel und die Vermehrung der Wirtszellen be-
eintrichtigen.

Beta-Rhodomyein I erwies sich am P 388-lModell als anbileu~
Kimisch wirksam. Die maximale Wirkung betrégt 45,4 % Ver-
lingerung der Uberlebenszeit bei einer Dosis von 2 mg/kg (9
Applikationen)s

Die Leukimie wurde bei diesen Untersuchungen mit 1Q6 Zellen
aus dem Ascites leukémischer Miuse am 7. Tag nach der voran-
gehenden Transplantation {ibertragen. Die Halbung der P 388~
. Zell-Linie erfolgbte auf Miusen deg Inzuchtstammes DBA/2
Jena, die experimentelle Prifung dagegern auf AED2F,~Hybriden
beiderlel Geschlechtse Beta-Rhodomycin I wurde t&glich ein-
mal vom 1. bis 4. und vom 7; bis 11. Tag nach der Tumoriiber-
tragung intraperitoneal appliziert; Lésungen von Reta~Rhodo=
mycin I-Hydrochlorid wurden je einmal fir die ersten 4 und
die folgenden 5 Injektionen hergestellt und Uber die ent~
sprechenden Zeitrdume bei & %0 im Dunkeln aufbewahrt. De-
taillierte Angaben zu den Testbedingungen sind von Gubische
et ale begchrieben (Arch, f, Geschwulstforschg:, 54, 5
(1981), 394-404; Folia haematologica, 108, 5 (1981), &47-
551; Pharmazie (1982), 00, 000=000 (im Druck)s

Beta~Rhodomycin I kann als ein bisher nicht verfligbares
Anthracyclin-Antibioticum angesehen werden, dessen bio—
logische Wirkung eine potentielle Anwendung als Ghemo-
therapeuticum gegen Tumor-, Virus—- und durch Bakterien her-
vorgerufene Erkrankungen bel Mensch und Nubztler ermog—
lichen.

Ausfiihrungsbeispiele

1. Zwei 500-ml=-Steilbrustflaschen enthalten je 80 ml des
folgenden Vorzuchbmediums: '

Glucose 1,5 %
Sojamehl 155 %

Na~Chlorid 0,5 %
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Ca~Karbonat 0,1%
primdres -
K-Phosphat | 0,03 %

in Leitungswasser _
Sterilisation: 35 Mln. bei 110 °C. Aciditit nach Sterili- |
sation liegt bel pH 5, 3. Jede Steilbrustflasche wird mib
einer Sporen-~ oder Mycelsuspension des Beta—RhodomyCLn I=
Bildners 43 678 beimpft, welche mit steriler, isotonischer
Kochsalzldsung von einer im Reagenzglas auf folgendenm Afn-
zucht=-Nahrboden gezuchteten, 10 bis 14 Tage alten XKultur
des Beta=-Rhodomycin I-Bildners hergestellu wirds

Hafermehl 1,0 %
Haferflocken

gemahlen 1,0 %
Agar-Agar 2,0 %

in Leiftungswasser
Sterilisation: 35 Min. bei 120 °C, natursaueri

Die beimpften Vorzuchtkulturen werden 48 Std. bei 28 °C

auf einem Schiittelgerit mit einer Frequenz von 180 U/min
bebrittets 8 ml einer so bebriiteten Vorzuchtkultur dienen
zur Beimpfung von 500 ml-Steilbrustflaschen, die je 80 ml
des folgenden Produktionsmediums enthalten:

Glucose 3,0 %
Sojamehl 140 %
Na-Chlorid 0,5 %
Ca-Karbonat 0,3 %

in Leitungswasser
Sterilisation: 35 Min. bei 115 °C, Die Aciditat betrigh
nach Sterilisation pH 643+ Die Temperatur wihrend der
Fermentabtion liegt bei 28 °¢ und die Schiittelfrequenz bei
180 U/ming '

Man verfihrt wie im Beispiel 1 mit dem Unterschied, daB
das Produkbtionsmedium folgende Zussmmensetzung hab:

Glukose 3,0 %
Sojamehl 3,0%
Na—Chlorid 0,3 %

Ca~Larbonat ’ 0,3 %
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in Leitungswasser
Sterilisation: 35 Min. bei 115 C¢y Die Aciditit liegt nach
dem Sterilisieren bei pH 6,2.

Mit einer Kultur des Beta-Rhodomycin I-Bildners von einem
festen Nihrboden wie in Beispiel 4 beschrieben, beimpft man
80 ml des in Beispiel 1‘angefﬁhrten flissigen Vorzucht-
Mediums, welches in einer 500 ml-Steilbrustflasche ent-
halten ist. Man bebriitet 48 Std. bei 28 °C auf einem Schiifm
telgerdt mit einer Schittelfrequenz von 180 U/min. 12 ml
der so erhaltenen Kulbturbrihe dienen zZur Beimpfung von
400 ml des gleichen Vorzucht-Mediums, welches in einem

2 1-Glaskolben enthalben isbt, Man bebriibet weitere 24 Std.
bei 28 °C bei einer Schiitbelfrequenz von 180 U/min,, ehe
die so erhaltenen 400 ml Kulturbrihe zur Beimpfung von

20 1 des im Beispiel/1 beschriebenen Produktions-iediums
dienen. Lebzteres 1st in einem 32 l-Glasfermenfter ent-
halten, Wihrend der Fermentation, die mit einer Rilarge-
schwindigkeit von 400 U/min. und mit einer Luftzufubr von
15 1/min. susgefihrt wird, kann die Schaumbildung durch
Zusatz kleiner lMengen von Sonnenblumendl oder anderer,
silikonhaltiger Schaumschutzmittel kontrolliert werdens
210 1 auf diese Weise gewonnene Kulturldsung werden mit
Salzsdure auf pH 4,0 eingestellt und nach Separieren des
Mycels werden 19,8 kg Mycel und 155 1 Kulturfiltrat er-
halten. Danach werden die 155 1 Kulturfiltrat mit NaSrone
lauge auf pH 7,5 eingesbellt und mit 100 1 Bubtanol aus-
gertihrt. Der so erhaltene Bubanolextraks wird an-
schlieBend bis zum Farbumschlag mit Salzsiure angeséuert
tnd im Vakuum auf 1/25 des Ausgangsvolumens elngeengt,

Aus dem Endkonzentrat 1laBt sich unter Zufiligen des 3=~
fachen Volumens an Petrolidther das Rohprodukt A 43 678
ausfillen, mit Petrolither waschen und unber ver- ‘
mindertenm Druck im Exsikkator Uber konz. Schwefelsidure
trocknén; ‘

Von 19,8 kg Mycel werden mit 70 1 Methanol ein erster
und zwelter Exftrakt hergestellt, wobel vor der 24 Ex-
traktion dem Methanol 300 ml Salzsiure (1:1 nit Wasser
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verdiinnt) zugesetzt werden. Die erhaltenen Methanolextrakbe
werden filbtriert, mit Natronlauge auf pH 6,0 eingestellt,
vereinigh und im Vakuum eingeengt. Das wissrige Methanol—
extrakt-Konzentrat des Mycels wird bei pH 7 bis pH 9 mit
Butanol erschopfend extrahiert, wobei fir 5 1 des Mycelex-
trakt-Konzentrates 5 1 Wasser und 5 1 Bubanol eingesetzt
werden. Nach Abtrennen der die Pigmente enthaltenden Bubanolm
Phase wird letztere mit Salzsdure wieder angeséuert, nach-
folgend wird konzentriert; mit Pebrolidther ausgefidlls, gej
waschen und im Vakuum tiber konz. Schwefelsiure getrocknét;
Die Ausbeute an Rohprodukt 4 43 678 betrigh 55 g,

Ly 10 g Rohprodukt A 43 678 werden in 50 ml Methanol aufge-
nommen, mit 1 1 Wasser versetzt, mib NaI-ICO3 auf pH 7,9 ein-
gestellt und erschépfend (3 mal) mit Chloroform exbrahiert.
Die Chloroformphase wird abgetrennt, mit Wasser gewaschen,
iiber wasserfreiem Natriumsulfab getrecknet, abfiltriert
und unter vermindertem Druck bei ZQ'OG zur Trockne einge-
engt. Man erhdlt 3,1 g Anthracyclin-Rohprodukb, Zur Abe
trennung des Beta-Rhodomyecin I wird das Rohprodukt in
Chloroform aufgenommen und 2 mal an Kieselgel (NaHGOB-ge-
puffert = 0,05 big 0,2 mm) mit‘CHGlB-OHClB/Aceton=80:ZO

. -CHClSEAceton:Methanol;BO:20:6 und anschlieflerd an Kiesel-
gel (0,05 bis 0,2) mit‘CHClB:Methanol:H20=7O:2Q:2 chro=
matografiert und aus Chloroform/Petrolithéer in Peiner Form
isoliert, Die Ausbeute betrégt 130 mg Beta~Rhodomycin I.
Das entspricht einer Ausbeube von 3,5 g reines Be ta=Rhod Om
mycin I pro m° Fermentabionsfliissigkeit -
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Erfindungsanspruch

Verfahren zur'Herstellung eines Anthracyclin-Antibloficums so~
wie seines Aglykons, dadurch gekennzeichnet; daB ein neuer
Mikroorgarnismus, Streptomyces violaceus subsp. iremycetbicus,
Stamm ZIMET 43 678, unter aeroben Bedingungen in flussigen
Nihrmedien, die eine Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie
Mineralsalze enthalten, bel einer Temperabur zwischen 25 und
37 O¢ wihrend eines Zeitraumes von 2 bis 6 Tagen kultiviert
wird und das gebildete Anthracyclin-Antibiofticum Beta~Rhodo=-
mycin I sowchl aus dem Mycel als auch aus dem Kulturfiltrat
bel einer Acidibdb zwischen pH 3 und pH 9 mittels ublicher
Losungsmittel extrahiert, nachfolgend mit iiblichen Methoden
konzentriert, ausgefillt und chromatografisch gereinigt oder
mit anorganischen bzw. organischer SZuren in seine Salze Uber-
geflhrt oder durch SZurehydrolyse in sein Aglykon umgewandelf
wirda

Hierzu 1 Seite Formeln.
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