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(57) Abstract

The invention concerns agents containing fenalamides of general formula (I) for fighting viral diseases. In formula (I) the
broken line between the C10 and C11 atoms can be a (further) C-C bond or an -O- bridge and the C-8 atom can carry a methyl

group.
(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft Mittel mit Fenalamiden der folgenden allgemeinen Formel (I) zur Bekdmpfung von Viruserkran-
kungen, wobei die gestrichelte Linie zwischen dem C10- und dem C11-Atom eine (weitere) C-C-Bindung oder eine -O-Briicke
sein kann und wobei das C8-Atom eine Methylgruppe tragen kann.
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FENALAMIDEN ALS THERAPEUTISCHE MITTEL ZUR BEKAMPFUNG VON VIRUSERKRANKUNGEN

Die Erfindung betrifft therapeutische Mittel zur Bekamofung von
Viruserkrankungen. bestenend aus Fenalamiden der foigenaen
allgemeinen Formel oder enthaltend Fenalamide der folgenden
allgemeinen Formel, gegebenenfalls neben lUblichen Tragern
und/oder Verdinnungsmittein:
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wobe1 die gestricheite Linie zwischen dem C10- und dem Ct1i-Atom
eine (weitere) C-C-Bilnaung oder eilne =-0-Bricke sein kann und

wobetr das C8-Atom eine Methylgruppe tragen kKann.,
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Ferner betriff die Erfindung therapeutiscne Mittel zur Bekamp-

fung von Viruserkrankungen. bestehend aus Fenalamiden der
folgenden allgemeinen Formeln oder enthaltend Fenalamige der

folgenden ailgemeinen Formeln, gegepenenfalls nepen Ublichen

Trdgern und/oder VerdUnnungsmitteln:
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Ferner petri1fft die Erfindung ein therapeutisches Mittel zur
BekdmpTung von Viruserkrankungen, bestenena aus Fenaiamid (A)
mit einem coder menhnreren der folgenden Parameter oder enthalitend
Fenalamid (A) mit einem oder mehreren der foigenaen Parameter,
gegepenenfalls neben einem Ubiichen Trdger oder Verdiinnungs-

mittel:

HPLC (Sdule: Nucleosil-Cia, 5u, 12.5 cm x 4 mm: Lautmittel:
Methanol:Wasser = 85/15; DurcnfluB: 1.5 mi/ min: Detektion:
Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeilt Rt = 6.5 min. -

UV_(Methanol): lambda max (19 €) = 356 nm (4.77)

[(alp25 = - 189" {c = 1, in Methanol)

1H-NMR (600 MHz., CD30D: delta = 7.24 [t, J = 7.7 Hz, 2H. meta-
Protonen am Aromaten}, 7.16 [d, J = 7.2 Hz, 2H, ortho-Protonen
am Aromaten], 7.14 [t, J = 7.3 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
7.07 [dd, J = 11.0 und 14.5 Hz, 1H, 5-H], 7.02 [d, J = 11.4 Hz,
iH, 3-H], 7.73 [dd, J = 10.6 und 15.1 Hz, 1H, 8~H], 6.59 [dd,

J = 11.4 und 14.5 Hz, 1H, 4-H], 6.40 [d, J = 15.1 Mz, 1H, 9-H],
6.14 [m. 2H, 6- und 7-H (durch 2D-H-COSY-Spektren ermittelt),
5.63 {d. J = 9.7 Hz, 1H, 11-H], 5.27 {d, J = 9.6 Hz. 1H. 15-H].
4,09 [dg, J = 5.7 und 12.4 Hz, 1H, 1’-H], 3.85 [d, J = 6.7 Hz,
1H, 13-H], 5.72 [dag, J = 5.8 und 11.0 Hz, 2H, 2’=Hz2], 2.83 [m,
1H, 12~-H], 2.64 [m, 1H, 18Ha], 2.52 [m. 1H, 18He], 2.45 [m, 1H,
16~H], 2.02 [d, J = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs], 1.89 [d. J 1.0 Hz, 3H,
10-CHs ], 1.68 [m. 1H, 17-Ha], 1.62 [d, J = 1.2 Hz, 3H. 14-CH3],
1.54 [m, 1H, 17=-Hb], 1.23 [d. J = 6.8 Hz, 3H., 1’-CHz], 1.00 [d,
J = 1.0 Hz, 3H, 16-CH3], 0.97 [d, JJ = 6.9 Hz, 3H, 12-CHz]. -
EI-MS: m/z (%) = 491 (3) [M]*, 473 (6) [M=H20]*, 455 (2) [M-2 «x
H20], 289 (100) [CigH27NO2], 271 (30) [m/z = 289-H20]. -
Hochaufidsung: gefunden 491.3381, flr CazH4s5NO3 ber. 491.3399
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Ferner betrifft die Erfindung ei1n therapeutisches Mittel zur
Bekampfung von Viruserkrankungen, bestehend aus Fenalamid (B)
mit eilnem oder mehreren der folgenaen Parameter oder enthaitend
Fenalamia (B) mit einem oder mehreren der folgenden Parameter,
gegepenentalls neben einem Ublichen Tréager oder Verdinnungs-

mittel:

HPLC (S&ule: Nucieos1i-Cis, 5u. 12.5 cm x 4 mm: Laufmittel:

Methanol:Wasser = 85/15; DurchfluB: 1.5 m1/ min; Detektion:

Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeit Rt = 9.6 min. -
UV (Methanol): lambda max (1g €) = 346 nm (4.70)
1H-NMR (600 MHz. [Ds JAceton): delta = 7.24 [t, J = 7.6 Hz, 2H,

meta-Protonen am Aromat], 7.16 [d, J = 6.9 Hz, 2H, ortho-Proto-
nen am Aromat], 7.14 [t, J = 7.3 Hz, 1H, para-Proton am Aromat].
6.95 [d, J = 11.4 Hz, 1H, 3-H], 6.80 [dd, J = 11.4 und 14,8 Hz,
1H, 4-H], 6.55 [dd, J = 14.6 und 10.0 Hz, 1H, 5-H], 6.42 [da,

J = 15.3 und 10.0 Hz. 1H, 6-Hl, 6.41 [d, J = 15.3 Hz, 1H, 7=-H],
6.02 [s, 1H, 9-H1, 5.47 [d, J = 9.6 Hz, 1H, 11-H], 5.52 {a. J =
9.6 Hz, 1H, 15-H1, 4.03 [m, 1H, 1’-H], 3.82 [d, J = 6.0 HzZ.

14, 13-H], 3.61 [m. 2H, 2’=Hz2], 2.74 [m, 1H, 12-H], 2.81 [aqaa,
J = 5.5, 10.5 und 14.0 Hz, 1H, 18Ha], 2.50 [ddd, J = 6.5, 10.0
und 14.0 Hz, 1H, 18He], 2.44 [m, 1H, 16-H]. 2.04 [d, J = 1.0 Hz,

3H, 2-CHzj, 1.96 {d, J = 1.1 Hz, 3H, 8-CHs ], 1.83 [d, J = 1.0
Hz, 3H. 10-CHs], 1.82 [d, J = 1.1 Hz, 3H, 14-CH3], 1.60 [m. 1H,
17-Ha }, 1.51 [{m, t1H, 17=Hp1, 1.16 [d. J = 6.8 Hz., 3H, 1’=CHs ].
0.96 {d, J = 6.5 Hz, 34, 16-CHs}, 0.95 [d, 6.8 Hz, 3H, 12-CH3 ] .-
EI-MS (Die Ionen 1m Molpeak-Bereich sind nur sehr schwach. im
GesamtspeKktrum ist m/z = 91 Basis-Ion. Das Ion m/z 487 betriagt
hiervon ca. 5 %, die angegepbenen Prozentzahlen beziehen sich nur
auf den genannten Massenpereichi: m/z (%) = 505 (17) [M]*, 487
(100) [M-H20]*., 469 (74) [M-2 x H20Q], 454 (48) [M=-2 x Hz20-CHsz].-

Hocnhaufl1dsung: gef. 505.3550 flur C3ssHs7NOs ber. 505.3555
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Ferner betrifft die Erfindung ein therapeutisches M1£te1 2ur
BekdmpTung von Viruserkrankungen, bestehend aus Fenalamid (C)
mit einem oder mehreren der folgenden Parameter oder enthaltend
Fenalamid (C) mit einem oder mehreren der folgenden Parameter,
gegebenenfalls neben einem Ublichen Trager oger Verdinnungs-
mittel:

HPLC (Saule: Nucleosil-Cis, 5u, 12.5 cm x 4 mm: Laufmittel:
Methanol:Wasser = 85/15; DurchfiuB: 1.5 ml1/ min: Detektion:
Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeit Rt = 3.8 min. -

UV_(Methanol): lambda max (1g €) = 328 nm (4.63). -
TH-NMR (300 MHz., CD30OD): delta = 7.28 {t, Jd = 7.1 Hz, 2H, meta-

Protonen am Aromatl, 7.20 [d, J = 6.9 Hz, 2H, ortho-Protonen

am Aromat], 7.18 [t, J = 7.1 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
6.96 [d, J = 11.0 Hz, 1H, 3-H], 6.60 [m, hdherer Ordnung, 2H,

4- und 5-H], 6.64 [m, hdherer Ordnung, 3H, 6-, 7- und 8-H], 5.35
(d, J = 9.6 Hz, 1H, 15-H], 4.08 (m, 1H, 1’=H], 3.92 [d, J = 10.4
Hz, 1H, 13~H], 3.62 [d, J = 9.8 Hz, 1H, 11-H], 3.57 [dagq, J = 5.6
und 11.8 Hz, 2H, 2’-Hz2], 2.65 [m, 3H, 12-, 18-Ha und 18 Hb],
2.51 [m, 2H, 18 Hb und 16-H], 2.01 [s, 3H, 2-CHz], 1.69 [s, 3H,
14-CHs ], 1.61 [m, 1H, 17-Hal, 1.42 [s, 3H, 10-CHz]j, 1.33 [m, 1H,
17-Ho ]}, 1.23 [d, J = 7.2 Hz, 3H, 1'=-CHa], 1.02 [d, J = 6.8 Hz,
3H, 16-CH3], 0.99 [d, J = 7.3 Hz, 3H, 12-CHz]. -

EI-MS (Basis-Ion i1st auch hier m/z = 91, Das Ion m/z 489

betragt ca. 5 % des Basis-Ions): m/z (%) = 507 (84) [M]*, 489
(100) [M-H20]*, 474 (30) [M-H20-CH3], 446 (69), 432 (76). -
Hochauf1dsung: gef. 507.3335, fur C3azH4s5NOs ber. 507.3348. -
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Eine spezielle Ausfihrungsform petriTft ein derartiges therapeu-
ti1sches Mittel zur Bekampfung von Erkrankungen durcn Retroviren,

insbesondere zur Bekdmpfung von HIV.

Fenalamide. 1nsbesondere der vorstehend angefihrten Fenaiamide,
1nsbesondere Fenalamide A, B und/oder C, lassen sich dadurch ge-
winnen, daB man

- Myxococcus stipitatus DSM 6259 1n einem Medium mit einem
Gehalt an Kohlenstoffauellen, Stickstoffquellen und Mineral-
salzen in Gegenwart eines Adsorberharzes kultiviert,

- das Adsorberharz abtrennt und mit Methanol extrahiert,

- das Eluat zu einem Rohextrakt einengt, ,

- gegebenenfalls den Rohextrakt in Essigsédureethylester/Wasser
aufnimmt, einer Gegenstromzentrifugation unterwirft, die Wasser-
phase verwirft und die Esterphase zu einem Rohextrakt einengt,

- den Rohextrakt der letzten oder der vorletzten Stufe einer
Flussigchromatographie (HPLC) an einer Umkehrphase (RP-18) mit
Methanol/Wasser chromatographiert,

- Fraktionen enthaltend Wirkstoff mit antiviraier AKtivitat
gewinnt und die Fraktionen einengt. beispielsweise eine Fraktion
mit einem Gehalt an Fenalamid A und/oder eine Fraktion mit
Fenalamid B und/oger eine Fraktion mit Fenalamid C gewinnt,
wobei diese Fraktionen 1n der angdegebenen Reihenfolge antalien,
die Fraktion{en) einengt und

- gegebenenfalls die Flussigchromatographie mit Fraktionierung

und Sinengung wiegerholt.

Zur Herstellung von Cis-Trans-Isomeren der Fenalamide A, B
und/oder C bzw. von Fenalamiden einer oder mehrerer der allge-
meinen Formeln kann man Fenaiamid A, B und/oder C einer Behand-
lung mi1t UV-Licht unterwerfen und die erhaltenen Isomeren chro-

matographisch auftrennen und gegebenenfalis 1solieren.
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Nacnstehend wird die Erfindung anhand experimenteller Daten
naher erlautert.

A. Produktionsbedingungen
A.1. Produktionsstamm

Das Bakterium Myxococcus stipitatus gehdért zur Ordnung der
Myxobacterales, Unterordnung Cystobacterineae, Familile Myxo-
coccaceae. Der Produktionsstamm Myxococcus Stipitatus Mx s40
wurde 1m September 1988 an der GBF aus einer Bodenprobe aus dem
Jacobsburg State Park bei Wind Gap, Pennsylvania, USA, isoliert.
Hinterlegung bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
(DSM) unter der Nr. DSM 6259.

A.2. Stammkultur
Die Stammkultur erfolgt auf Agarplatten, bevorzugt auf Hetfe-Agar
(VY/2-agar). Dieses Medium enthdlt 0.5% Bédckerhefe, 0.1% CaClz x

H20, 0,1 ng/1 Vitamin B12 und 1.2% Agar. Der pH-Wert wird auf
7.2 eingesteilt. Die Platten werden beil 30° bebritet.

A.3. Morphoiogische Beschreibunhg

Die vegetativen Stdbchen sind schlank und haben leicht verjungte
Enden. Sie sind etwa 0.7 um dick una 2 p1s 5 um lang. Die
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Myxosporen sind oval, stark lichtbrechend. etwa 1.1 b1s 1.3 x
1.3 bis 1.5 um grof3. Bedingt durch die Gleitbewegung der Bakte-
rien breiten sich die Ko'lonien rasch uber die Kulturpiatte aus.
Die Schwarmkolonie auf Hefegar 1st dunn, fiimartig, rotiich
braun. Wie an dem um die kolonien entstehenden Klarhof zu erken-
nen, werden die Hefezellen 1m Medium abgebaut. In dlteren Kul-
turen (1 bis 2 Wochen be1 30 ) werden oft wei3liche bis blaB
braunliche Fruchtkdrper gebildet. Diese bestehen aus einem
weichschieimigen kopf von etwa 100 bis 200 pm Durchmesser, der
oft einem mehr oder weniger langen Stiel von 30 bis 50 um Durch-
messer aufsitzt. Nach mehreren Uberimpftungen 148t die Tendenz,
Fruchtkdrper zu bilden, allmdhlich nach.

Be1 Bestrahliung mit ulitraviolettem Licht mit einer Wellenlangé
von 366 nm zeilgt eine einige Tage alte Schwarmkolonie eilhe gelbe

Fluoreszenz.

A.4. Leistungen

Der Stamm Mx s40 produziert Substanzen, namlich Fenalamide, adie
die vVermehrung von HIV (Human Immunodeficiency Virus) hemmen
tvgl. unten). Die antiviralen Substanzen Konnen sowoh| aus den
Zellen wie auch aus dem Kulturiiberstand i1soliert werden.

A.5. Produktion der Fenalamide

Die Substanzen werden wahrend der logarithmischen bis hin

zur stationaren Phase produziert. Eine typische Fermentation
veriauft wie folgt: Ein Fermentor mit 700 | Arbeitsvoliumen wird
mit 630 1 kulturmedium gefullt (Zusammensetzung: 0.6 % Pepton

aus Caseilin,
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(tryptisch verdaut) 0.05 % CaCizx2H20, 0.2 % Mg@SO4x7H2U. PH 7.z
mit H2S04 eingestellt). Zur Bindung der 1n das Medium
freigesetzten antiviralen Substanzen wird dem Medium 1 bis 2 %
(V/V) eines Adsorberharzes z.B. XAD-1180 zugesetzt. Beimpft wird
mit 70 1 einer 1m gleichen Medium in einem entsprechend
kileineren Fermentor erzeugten, einen Tag alten vVorkultur.
Fermentiert wird beil 30 ~ mit einer Ruhrgeschwindigkeit von 150
Upm und einer Beluftung von 0.2 V/Vm. Anfangliche Schaumbiidung
wird durch die Zugabe voh 70 ml Silikon Antischaum z. B.
Tegosipon verhindert. Der pH-wert wird durch geregelte Zugabe
von 5 %1ger Hz2SO4 be1 7.2 gehalten. Die Fermentation wird nach

drei Tagen beendet.
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BE. Gewinnung und Charakterisierung

aufarbeitung eines 700 1-Fermenters des Stammes Mx s40

Di1e Fermentation wird 1in Gegenwart von 8 | Adsorber—-Harz XAD-
1180 durchgerhrt.VGegen Ende der Fermentation wird das Harz vom
Medium und den Zellen durch ein Sieb abgetrennt. Das Harz wird
1n einer Saule mit 3 Bettvolumen Methanol elulert. Nach Einengen
am Rotationsverdampfer werden hieraus 234 g Rohextrakt erhalten.
Der Rohextrakt wird in 20 1 Essi1gsaureethylester und 20 1 Wasser
gelést und 1n einer Gegenstromzentrifugation verteilit. Die
Wasserphase wird verworfen, die Essigesterphase getrocknet und
1m wasserstrahlvakuum eingeengt. Ausbeute Essigesterphase: 38 g.

Der Rohextrakt wird auf einer praparativen HPLC-Anlage (Prep-bar
Trennanlage, Fa. Merck, Darmstadt) auf elner 2-1-Saule Lichro-
prep RP-18 mit dem Laufmittel (A) Methanol:wWasser = 75:25
(zunachst 25 min 1sokratisch) danach mit einem |inearen Gradaien-
ten (90 min) zum Laufmittel B (Methanol:wWasser = 85:15) chroma-
tographiert. Der FluB betragt dapei 120 mi/min. detektiert wird

be1 lambda = 330 nm.

Die Fenalamide enthaltenden Fraktionen werden zwischen den
Retentionszeiten Re= 71.5-77.5 min (C), zwischen Rt= 101.5-115
min (A) und zwischen 125.5 und 130.5 min (B) gesammelt.

Nach Eilnengen werden von A 3.03 g, von B 225 mg und von

C 125 mg erhalten, B 1st noch mit groBeren Mengen an Fett-

sduren und deren Glyceriden verunreinigt. Nachtrennungen dieser
Fraktionen zur Erfassung der spektroskopischen Daten der

monATERLATY
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Fenalamide ertoigten jewells an eiher Nucieosi! C-1&-Saule. / u
(25 cm x 12.5 mm) mit den gieichen Laurmittein.

Beschreibung der Fenalamide
Fenalamid A

HPLC (S&ule: Nucleos11-C1s, 54, 12.5 cm x 4 mm: Laufmittel:
Methanol:Wasser = 85/15; DurchfluB: 1.5 mli/ min; Detektion:
Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeit Rt = 6.5 min. -

UV (Methanol): lambda max (19 €) = 356 nm (4.77)

falp2% = - 189" (¢ = 1, 1n Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CD3OD: delta = 7.24 [t, J = 7.7 Hz, 2H, meta-
Protonen am Aromaten], 7.16 [d, J = 7.2 Hz, 2H, ortho-Protonen
am Aromaten], 7.14 [t, J = 7.3 Hz, 1H, para-Proton am Aromat},
7.07 [dd, J = 11.0 und 14.5 Hz, 1H, 5-H], 7.02 [d, J = 11.4 Hz,
1H, 3-H]}, 7.73 [dd, J = 10.6 und 15.1 Hz, 1H, 8-H}. 6.59 [dd,

J = 11.4 und 14.5 Hz, 1H, 4-H], 6.40 [d, J = 15.1 Hz, 1H, 9-H],
6.14 [m, 2H, 6- und 7-H (durch 2D-H-COSY-Spektren ermittelt),
5.63 [d, J = 9.7 Hz, 1H, 11-H], 5.27 [d, J = 9.6 Hz, 1H, 15-H},
4.09 [dg, J = 5.7 und 12.4 Hz, tH, 1’-H], 3.85 [d, J = 6.7 Hz,
1H, 13-H], 5.72 [dgq, J = 5.8 und 11.0 Hz, 2H, 2’-Hz2], 2.83 [m,
iH, 12-H], 2.64 [m, 1H, 18Hal), 2.52 [m, 1H, 18Hb ], 2.45 |m, 1H,
16-H]}, 2.02 [d, J = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs ], 1.89 [d, J = 1.0 Hz, 3H,
10~-CHsz ], 1.68 [m, 1H, 17-Hal, 1.62 [d, J = 1.2 Hz, 3H, 14-CHs],
1.54 {m, 1H, 17-Ho ], 1.23 [d, J = 6.8 Hz, 3H, 1’-CHs], 1.00 [d,
J = 1.0 Hz, 3H., 16-CHs], 0.97 [d, JJ = 6.9 Hz, 3H, 12-CH3z]. -
EI-MS: m/z (%) = 491 (3) [M]*, 473 (6) [M-H20]*, 455 (2) [M-2 x
H20], 289 (100) [C1sH27NO2], 271 (30) [m/z = 289-H20]. -
Hochauflosung: gefunden 491.3381, fur Caz2H4s5NO3 ber. 491.3399
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Fenalamid B

¢ (Bedingungen wie fur Fenalamid A): Re= 9.8 min. -

HPLC
UV (Methanol): lambda max (1g €) = 346 nm (4.70). -

1H-—NMR (600 MHz. [Ds ]Aceton): delta = 7.24 [t, J = 7.6 Hz, 2H,
meta-Protonen am Aromatl, 7.16 [d, J = 6.9 Hz, 2H, ortho-Proto-
nen am Aromat], 7.14 [t, J = 7.3 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
6.95 [d, J = 11.4 Hz, 1H, 3-H], 6.60 [dd, J = 11.4 und 14,6 Hz,
1H, 4-H], 6.55 [dd, J = 14.6 und 10.0 Hz, 1H, 5-H], 6.42 [dd,

J = 15.3 und 10.0 Hz, 1H, 6-H], 6.41 [d, J = 15.3 Hz, 1H, 7-H],
6.02 [s, 1H, 9-H], 5.47 [d, J = 9.6 Hz, 1H, 11-H]}, 5.52 [d, J =
g.6 Hz, 1H, 15-H1, 4.03 [m, 1H, 1’-H], 3.82 [d, J = 6.0 Hz,

iH, 13-Hl, 3.61 [m, 2H, 2’-Hz], 2.74 [m, 1H, 12-H], 2.61 [ddd,

J = 5.5, 10.5 und 14.0 Hz, iH, 18Hal, 2.50 [ddd, J = 6.5, 10.0
und 14.0 Hz, 1H, 18Hs], 2.44 [m, 1H, 16-H], 2.04 [d, J = 1.0 HZ,
3H, 2-CHs], 1.96 [d, J = 1.1 Hz, 3H, 8-CHs ], 1.83 [d, 4 = 1.0
Hz, 3H, 10-CHsl, 1.62 [d, J = 1.1 Hz, 3H, 14-CHs], 1.60 [m, 1H,
17-Ha], 1.51 [m, 1H, 17-Ho], 1.16 {d, J = 6.8 Hz, 3H, 1’-CHs],
0.96 [d, J = 6.5 Hz, 3H, 16-CHs], 0.95 [d, 6.8 Hz, 3H, 12-CH3].-
EI-MS (Die Ionen im Molpeak-Bereich sind nur sehr schwach. Im
Gesamtspektrum ist m/z = 91 Basis-Ion. Das Ion m/z 487 betragt
hiervon ca. 5 %, die angegebenen Prozentzahlen beziehen sich nur

auf den genannten Massenbereich): m/z (%) = 505 (17) [M]+, 487
(100) [M-H20]*, 469 (74) [M-2 x H20], 454 (48) [M=2 x H20-CHz].-

Hochauf18sung: gef. 505.3550 fur CazH47NO3 ber. 505.3555

Fenalamid C

HPLC (Bedingungen wie fur Fenalamid A): Rt= 3.8 min. =
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Uv_(Methanol): Tambda max (1g €) 328 nm (4.63), -
TH-NMR (300 MHz., CD3QD): delta = 7.28 [t, J = 7.1 Hz, 2H, meta-
Protonen am Aromat], 7.20 [d, J = 6.9 Hz, 2H, ortho-Protonen

am Aromat], 7.18 [t, J = 7.1 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
6.96 [d, J = 11.0 Hz, 1H, 3-H], 6.60 [m. hdherer Ordnung, 2H,

4- und 5-H], 6.64 [m, hoherer Ordnung, 3H, 6-, 7- und 8-H], 5.35
(d, J = 9.6 Hz, 1H, 15-H], 4.08 [m, 1H, 1’-H], 3.92 [d, J = 10.4
Hz, 1H, 13-H], 3.682 [d, J = 9.8 Hz, 1H, 11-H], 3.57 [dg, J = 5.6
und 11.6 Hz, 2H, 2'-Hz], 2.65 [m, 3H, 12-, 18-Ha und 18 Hb ],
2.51 [m, 2H, 18 He und 16-~H], 2.01 [s, 3H, 2-CH3], 1.69 [s, 3H,
14-CHs ], 1.61 [m, 1H, 17=-Ha], 1.42 [s, 3H, 10-CHz], 1.33 [m, 1H,
17-He ], 1.23 [d, J = 7.2 Hz, 3H, 1'-CHs], 1.02 [d, J = 6.8 Hz,
3H, 16-CH3z], 0.99 [d, J = 7.3 Hz, 3H, 12-CHz]. -

EI-MS (Basis-Ion ist auch hier m/z = 91. Das Ion m/z 489

betrdgt ca. 5 % des Basis-Ions): m/z (%) = 507 (84) [M]*+, 489
(100) [M-Hz0]*, 474 (30) [M-H20-CHs], 446 (69), 432 (76). -
Hochaufl1ésung: gef. 507.3335, fiir Ca2H4sNO4 ber. 507.3348. -

Handelsbezeichnungen:

XAD-1180 (Rohm & Haas; vgl. Anlage)
Tegosipon (Goldschmidt; vgl. Anlage)
Lichroprep RP-18 (Merck; vgl. Anlage)
Nucleosil C-18 (Macherey-Nagel; vgl. Anlage)
Diodenarray-System HP 1040A (Hewlett-Packard)
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Anti-HIV—1-Aktivitdt und ZytoToxitit im MT-4-Zeiltest

Fenalamid A wurde im MT-4-Zellsystem (Haraaa et al.; 1986) auf
die Anti-HIV-1-Wirkung und Zelltoxizitdt untersucht. MT-4 1st
eine humane T-Zellinie, die durch eine HIV-i-Infektion stark ge-

schadigt wird und abstirbt.

In Abwandlung zu dem von Harada und Mitarbeiter bescnriebenen
MT-4-Zelltest (1986) wurden fiur den hier durchgefihrten Zelltest
Kuiturtberstédnde aus der HIV-1 produzierenden Jurkat-Zellinie
eingesetzt, die aurch Infektion lymphozytdrer Jurkat-Zelien
(Wendler et al.; 1987) mit dem HIV-1-Typ HTLLV-IIIB aus HS-
Zellen (Popovic et al.; 1984) entstanden ist.

Als Gewebekulturmedium wurde fur Jurkat- und MT-4-Zellen steril-
filtriertes Medium RPMI 1640 (Gibco, Karlsruhe) unter Zusatz von
10 ¥ komplementinaktiviertem (30 Minuten, 56 'C) fdtalen Rinder-
serum (Seromed, Berlin) sowie Antibiotika verwendet. Wéhrend der
Durchfihrung des MT-4-Zelltests wurde zur Aufrechterhaltung des
pH-Wertes dem Medium 25 mM HEPES (2-4-(2-Hyaroxyethyl)-1-
piperazinylethansulfonsdure, Merck, Darmstadt) zugefliigt. Die
Zellkulturen wurden in einem Inkubator (Heraeus) bei 37 "C mit
einer wasserdampfgesdttigten Atmosphdre mit 6 % COz inkubiertT.

Der MT-4-Zelltest wurde in Mikrotiterpiatten durchgefunrt. Pro
Loch wurden 3 x 104 MT-4-Zellen mit verschiedenen Substanzver-
dunnungen mit und ohne HIV-1 kultiviert. Fenalamid A wurde 1in
einer Anfangskonzentration von 500 ug/ml gefolgt von 1:10er Ver-
dinnungen austitriert. FUr die Virusinfektion wurde eine zuvor
austritrierte Virusdosis von 100 TCID3o eingesetzt. Nach are:
Tagen Kultivierung wurde frisches Medium RPMI 1640 zugegeben.
Vier Tage nach Testansatz wurden 0.1 uci 3H-Thymidin pro Loch
der Mikrotiterplatte zugegeben. Die Zeilen wurden 20 Stunden
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spédter aut Glasfiberfiltern geerntet, mit Wasser gehascnen und
der 3H-Thymidineinbau in der Zel1-DNA nach Zugabe eines flussi-
gen Szintillators Toluol/POPOP (Roth, Karlsruhe) im B-Zahier
(Packard, Frankfurt) gemessen. Niedrige Einbauraten weisen auf
einen virusbedingten Zelltod bzw. die Toxizitat der Substanz
hin, hohe auf eine Hemmung der HIV-1-Infektion. Der 3H-Thymidin-
einbau wurde 1n Abhdngigkeit der Substanzkonzentration graphisch
dargestellt und die Toxizitdt sowie die maximale antivirale
Wirksamke1t der Substanz ermittelt. Die Ergebnisse wurden mit
denen des Nukleosidanalogen 3'-Azido-3’-deoxythymidin (AZT)
verglichen.

In der Abbildung 1 wurden die 3H-Thymidineinbauraten der mit
HIV-1 und ohne Viruszugabe kultivierten MT-4-Zellen den Sub-
stanzverdunnungen gegenilibergestellt. Dabei wurde der SH-Thymi-
dineinbau (cpm) in die Zel1-DNA gegen die Substanzkonzentration
(nM) von (C) Fenalamid und (D) AZT aufgetragen. Die Zellen
wurden mit Substanz in Anwesenheit (---) und in Abwesenheit von
HIV=-1 (- - =) kultiviert. Die fir MT-4-Zellen maximale nicht
toxische Substanzkonzentration, sowie die maximalen und thera-
peutischen Konzentrationen wurden aus den Graphiken ermittelt
und in Tabelle 1 zusammengefaBt. Fenalamid A war bei einer
Konzentration von 102 uM zelltoxisch.

Fenalamid A wurde bisher noch nicht stark genug ausverdinnt, so
daB die minimale therapeutische Substanzkonzentration noch nicht
bestimmt werden konnte. Fenalamid A zeigte noch 1n der Konzen-
tration von 1,02 nM Anti-HIV-1-Wirksamkeit. In Tabelle 1 wird
der Selektivitédtsindex (SI) der untersuchten Substanz aufge-
flhrt. Er beschreibt das Verhdltnis der auf die MT-4-Zellen
toxisch wirkenden Substanzkonzentration zu der Substanzkonzen-
tration, bei der eine HIV-1-Infektion zu 100 % verhindert wird.
Fenalamid A ist in seiner Fdhigkeit, eine HIV-1-Infektion Zu
verhindern, mit der hohen Wirksamkeit von AZT mit einem SI von
104 zu vergleichen.
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Tabelle 1: Vergleich der Toxizitdt und ant1—HIv—1-w1stamke1t

der Reinsubstanz mit AZT.

Substanz Tox1 TE® SI®
nM NM

Fenalamid A 102 000 <1.02 >108

AZT 250000 25 104

1Tox: toxische Substanzkonzentration, bei der der 3H-Thymidin-
einbau in die MT-4-Zellen um 100 ¥ reduziert ist.

2TE: geringste therapeutische Substanzkonzentration, bei der
die HIV-i-Infektion um 100 ¥ verhindert wird.

3gI: Selektivitdtsindex = Quotient von Tox zu TE.
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Patentanspriiche

1. Therapeutische Mittel zur Bekdmpfung von Viruserkrankungen,
bestehend aus Fenaiamiden der folgenden allgemeinen Formel oder
enthaltend Fenalamide der folgenden allgemeinen Formel, gegebe-

nenfalls neben {iblichen Tréagern und/oder Verdiinnungsmitteln:

=/ [ OH
k—_\\:::/ 0 \\—-4/

/
OH = ——
190\__ 8 /TN
— /’—-—
S/
o

wobe1 die gestrichelte Linie zwischen dem C10- und dem Cii-Atom
eine (weitere) C-C-Bindung oder eine -0-Briicke sein kann und

wobei das C8-Atom eine Methylgruppe tragen kann.
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2. Therapeutische Mittel zur Bekampfung von Viruserkrankungen,
bestehend aus Fenalamiden der folgenden allgemeinen -Formel oder
enthaltend Fenalamide der folgenden allgemeinen Formel, gegebe-
nenfalls neben Ublichen Trédgern und/oder Verdinnungsmittein:
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3. Therapeutisches Mittel zur.Bekdmpfung von Viruserkrankungen,
bestehend aus Fenalamid mit einem oder mehreren der folgenden

Parameter oder enthaltend Fenalamid mit einem oder mehreren der
folgenden Parameter, gegebenenfalls neben einem Ublichen Trager

oder Verdiinnungsmittel:

HPLC (S&dule: Nucleosil-Cis, 5y, 12.5 cm x 4 mm: Laufmittel:
Methanol:Wasser = 85/15; DurchfiuB: 1.5 m1/ min; Detektion:
Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeit Rt = 6.5 min. -

UV (Methanol): lambda max (1g €) = 356 nm (4.77)

[a]p25 = — 189" (c = 1, 1n Methanol)

1H4=NMR (600 MHz., CDa20D): delta = 7.24 [t, J = 7.7 Hz, 2H, meta-
Protonen am Aromaten], 7.16 [d, J = 7.2 Hz, 2H, ortho-Protonen
am Aromaten], 7.14 [t, J = 7.3 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
7.07 [dd, J = 11.0 und 14.5 Hz, 1H, 5-H], 7.02 {d, J = 11.4 Hz,
1H, 3-Hl, 7.73 [dd, J = 10.6 und 15.1 Hz, iH, 8-H], 6.59 [dd,

J = 11.4 und 14.5 Hz, 1H, 4-H], 6.40 [d, J = 15.1 Hz, 1H, 9-H1,
6.14 [m, 2H, 6- und 7-H (durch 2D-H-COSY-SpeKktren ermittelt),
5.63 [d, J = 9.7 Hz, 1H, 11-H], 5.27 {d, J = 9.6 Hz, 1H, 15-H],
4.09 [dq, J = 5.7 und 12.4 Hz, 1H, 1’-H], 3.85 [d, J = 6.7 HzZ,
iH, 13-H], 5.72 [dg, J = 5.8 und 11.0 Hz, 2H, 2’-Hz], 2.83 [m,
i{H, 12-Hl, 2.64 [m, 1H, 18Hal, 2.52 {m. 1H, 18Hb], 2.45 [m, 1H,
16~H], 2.02 [d, J = 0.8 Hz, 3H, 2-CHs ], 1.89 [d, J 1.0 Hz, 3H,
10-CHs J, 1.68 [m, 1H, 17-Ha]l, 1.62 {d, J = 1.2 Hz, 3H, 14-CHs],
1.54 [m, 1H, 17-Ho ], 1.23 [d, J = 6.8 Hz, 3H, 1'=CH3 ]}, 1.00 [d,
J = 1.0 Hz, 3H, 16-CHs], 0.97 [d, JJ = 6.9 Hz, 3H, 12-CHs j. -
EI-MS: m/z (%) = 491 (3) [M]*, 473 (6) [M-H20]*, 455 (2) [M-2 x

Hz0], 289 (100) [CisHz27NOz2], 271 (30) [m/z = 289-H20]. -
491.3398

Hochaufl1dsung: gefunden 491.3381, fuUr CszH4sNOs ber.
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4. Therapeutisches Mittel zur Bekdmpfung von Viruserkrankungen,
bestehend aus Fenalamid mit einem oder mehreren der -folgenden
Parameter oder enthaltend Fenalamid mit einem oder mehreren der
folgenden Parameter, gegebenenfalls neben einem Ublichen Trager
oder Verdunnungsmittel:

HPLC (S&ule: Nucleosil-Cis, 54, 12.5 cm X 4 mm: Laufmittel:
Methanol:Wasser = 85/15; DurchfluB: 1.5 ml1/ min; Detektion:
Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeit Rt = 9.6 min. -

UV (Methanol): lambda max (1g €) = 346 nm (4.70). -

1H-NMR (600 MHz, [DslAceton): delta = 7.24 [t, J = 7.6 Hz, 2H,
meta-Protonen am Aromat], 7.16 [d, J = 6.9 Hz, 2H, ortho-Proto-

nen am Aromat], 7.14 [t, J = 7.3 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
6.95 [d, J = 11.4 Hz, 1H, 3-H], 6.60 [dd, J = 11.4 und 14,6 Hz,
1H, 4-H], 6.55 [dd, J = 14,6 und 10.0 Hz, 1H, 5-H], 6.42 [dd,

J = 15.3 und 10.0 Hz, 1H, 6-H], 6.41 [d, J = 15.3 Hz, 1H, 7-H1,
6.02 [s, 1H, 9-H], 5.47 {d, J = 9.6 Hz, 1H, 11-H], 5.52 [d, J =
9.6 Hz, 1H, 15-H], 4.03 [m, 1H, 1’-H], 3.82 [d, J = 6.0 Hz,

TH, 13-H], 3.61 [m, 2H, 2’-Hz2], 2.74 [m, 1H, 12-H], 2.61 [ddd,

J = 5.5, 10.5 und 14.0 Hz, 1H, 18Hal, 2.50 [ddd, J = 6.5, 10.0
und 14.0 Hz, 1H, 18He], 2.44 [m, 1H, 16-H], 2.04 [d, J = 1.0 Hz,
3H, 2-CHs ]}, 1.96 [{d, J = 1.1 Hz, 3H, 8-CHs], 1.83 {d, 4 = 1.0
Hz, 3H, 10-CHsz ], 1.82 [d, J = 1.1 Hz, 3H, 14-CH3 ], 1.60 [m, 1H,
17-Ha], 1.51 [m, 1H, 17-Hp], 1.16 [d, J = 6.8 Hz, 3H, 1’-CHas],
0.96 [d, J = 6.5 Hz, 3H, 16-CHs], 0.95 [d, 6.8 Hz, 3H, 12-CHs].-
EI=-MS (Die Ionen im Molpeak-Bereich sind nur sehr schwach. Im
Gesamtspektrum ist m/z = 91 Basis-Ion. Das Ion m/z 487 betridgt
hiervon ca. 5 %, die angegebenen Prozentzahlen beziehen sich nur
auf den genannten Massenbereich): m/z (%) = 505 (17) [M]*, 487
(100) [M-H20]*, 469 (74) [M=2 x H20], 454 (48) [M-2 x Hz20-CHs ].-
Hochaufldsung: gef. 505.3550 fur C3szHe7NOs ber. 505.3555
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5. .Therapeutisches Mittel zur Bekampfung von Viruserkrankungen,
bestehend aus Fenalamid mit einem oder mehreren der folgenden

Parameter oder enthaltend Fenalamid mit einem oder mehreren der
folgenden Parameter, gegebenenfalls neben einem Ublichen Trager

oder Verdinnungsmittel:

HPLC (S&aule: Nucleosil-Cis, 54, 12.5 cm x 4 mm; Laufmittel:
Methanol:Wasser = 85/15;: Durchfluf: 1.5 ml/ min; Detektion:
Diodenarray-System HP 1040A) : Retentionszeit Rt = 3.8 min. -

Uv_(Methanol): lambda max (1g €) = 328 nm (4.63). -
1H=NMR (300 MHz. CD30OD): delta = 7.28 [t, J = 7.1 Hz, 2H, meta-

Protonen am Aromat], 7.20 [d, J = 6.9 Hz, 2H, ortho-Protonen

am Aromat], 7.18 [t, J = 7.1 Hz, 1H, para-Proton am Aromat],
6.96 [d, J = 11.0 Hz, 1H, 3-H], 6.60 [m, hdherer Ordnung, 2H,

4- und 5-H], 6.64 [m, héherer Ordnung, 3H, 6-, 7- und 8-H], 5.35
{d, J = 9.6 Hz, 1H, 15-H], 4.08 [m, tH, 1’-H], 3.92 [d, J = 10.4
Hz, 1H, 13-Hl, 3.62 [d, J = 9.8 Hz, 1H, 11-H], 3.57 [dq, J = 5.6
und 11.6 Hz, 2H, 2’-Hz], 2.65 [m, 3H, 12—, 18-Ha und 18 Hv],
2.51 [m, 2H, 18 He und 16-H], 2.01 [s, 3H, 2-CHs], 1.69 [s, 3H,
14-CHs 1, 1.61 [m, 1H, 17-Hal, 1.42 [s, 3H, 10-CHs], 1.33 [m, 1H,
17-Hp ], 1.23 [d, J = 7.2 Hz, 3H, 1'-CHs], 1.02 [d, J = 6.8 Hz,
3H, 16-CHsz ], 0.99 [d, J = 7.3 Hz, 3H, 12-CHs]. -

EI-MS (Basis-Ion ist auch hier m/z = 91. Das Ion m/z 488

betrdgt ca. 5 % des Basis-Ions): m/z (%) = 507 (84) [M]*, 488
{(100) [M-H201*, 474 (30) [M-H20-CHs], 446 (69), 432 (76). -
Hochaufl&sung: gef. 507.3335, flur C32H4sNOs4 ber. 507.3348. -

6. Therapeutisches Mi1ttel nach einem der vorhergehenden Anspri-
che zur Bekampfung von Erkrankungen durch Retroviren.

7. Therapeutisches Mittel nach Anspruch 6 zur Bekdmpfung von

HIV,
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