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Herstellung von 128-Hydroxy-Cardenolidderivaten auf mikro-
‘ biologischem Vege ‘

Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft ein neues Verfahren zur mikrobiolo-
gischen Herstellung von Cardenoliden der allgemeinen For-
mel (I), worin Y Vasserstoff oder eine Hydroxylgruppe und
R Wasserstoff oder eine Gruppe der Formeln (IV) oder (V)
bedeuten.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen:

HEs ist bekannt, daf einige Cardenolide pflanzlichen Ur-
sprungs, z.B, das Lanatosid-C und das Digoxin unmittelbar
als Arzneimittel verwendet werden konnen, wihrend andere,
wie das Lanatosid-A, das Acetyldigitoxin und das Digitoxin,
nur durch vorherige chemische oder mikrobiologische Umset-
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zung in eine thefapeutisch verwendbeare Form gebracht werden
konnen. Diese Umsetzungen bezwecken die Abspaltung der Glu-
cose~ bzw. Acetylgruppe der primiren Glykoside, besonders
aber die Hydroxylierung der 12-Desoxy-glykoside.

Derartige Umsetzungsverfahren sind bereits bekannt. Ein
Hydrolyseverfahren ist z.B. in der ungarischen Patentan-
meldung Nr. GO-1416 beschrieben; nach diesem Verfahren kann
das Lanatosid-A auf mikrobiologischem Wege, durch die Anwen-
~dung von Streptomyces griseolus in Digitoxin iberfiihrt wer-
den.

Nach den japanischen Patentschriften 42 24 498, bzw. 42 22 611
bis 42 22 614 kann Digitoxin durch Hydroxylierung mit Hilfe
von Streptomyces diastatochromogenes, Streptomyces owasien-
sis, Trichocladium asperum, Mortierella isabellina bzw. Cir-
cinelle muscae Stémmen in Digoxin iiberfiilhrt werden.

Nach der ungarischen Patentanmeldung Nr, GO-1405 werden
gus Digitoxin bzw. Acetyldigitoxin mit Hilfe einer submer -
sen Kultur von Streptomyces praecox Digoxin und Acetyldigo-
xin hergestellt.

Ziél der BErfindung:

Die Zielsetzung der vorliegenden Erfindung war die Schaf-
fung eines neuen Verfahrens, nach welchem Cardensolide der
primdren und sekunddren Reihen in einem einzigen Fermenta-
tionsschritt in 12B8-Hydroxylgruppen enthaltende Cardenollde
der sekundéren Reihe liberfilhrt werden kdnnen

Darlecung des Vesens der Erfindung:

Die Erfindung stammt aus der Erkenntnis, daB einige aus
verschiedenen Boden isolierte Strahlenpilzkulturen, und
zwar die Stdmme KA-43, KA-82, KC=157 und AB-318-ST neben
der 12-Oxygenase-Aktivitdt auch B-Glykosidase- und Desace~
tylase~Aktivitat begitzen,

-3~
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Die wichtigsten diagnostischen Merkmale dieser Stimme wur-
den im Vergleich mit der Beschreibung von typischen Stdmmen
nahe verwandter Pilzarten auf Grund der nachstehend ausfiihr-
lich beschriebenen Untersuchungen bestimmt.

Morphologie des Stammes AB-318 ST:

Die Sporentriger sind vom Typ Rectus flexibilis, lang, ge-
rade, mit mehr als 50 Sporen je Sporenkette. Diese morpho-
logischen Eigenschaften sind an Hefeextrakt-lMalzextrakt-Agar,
Haferflocken-Agar, Glycerin-Asparagin-Agar und an anorgani-
sche Salze enthaltendém Stirke-Agar beobachtbar. Nach elek-
tronenmikroskopischen Beobachtungen haben die Sporen eine
glatte Oberflidche. Die TFarbe der Iuftmyzelien gehdrt nach
den vergleichenden Untersuchungen mit dem Tresner-Backus!'-
schen Farbenrad zur Serie "White" (W). Auf simtlichen oben
erwghnten Standard-Nghrboden ist diese PFarbe identifizierbar.
Das Subgtrat-liyzel zeigt auf verschiedenen Ndhrbdden die fol-
genden Farben: Hefeextrakt—Malzextrakt-Agar:‘graugelb (Co 81),
Yb, Haferflocken-Agar: nicht bestimmbar,
Glycerin-Asparagin-Ager: gelb (Co 68;Co T0) Y-b,

Stdarke-igar mit enorganischen Salzen: gelb (Co 37;Co 67) Y-b.
Das Pigment des Substfat-myzels hat keinen Indikatorcharask-
ter. Auf den oben erwihnten N&Ehrboden kann keine Exopigment-
bildung beobachtet werden.

Auf Pepton-Eisen-Agar und auf Tyrosin-Agar wird kein Pigment
vom llelanin-Typ gebildet; die llelanoidpigment-Reaktion ist
negativ.

Die folgenden Kohlehydrate werden gut verwertet: d-Glucose,
1-Arabinose, d-Xylose, i-Inosit, Ilannit, d-Fructose und Raf-
finose; Saccharose und Rhamnose werden nicht verwertetb.

Die wichtigsten diagnostischen lNerkmale des Stammes AB-318-
ST wurden in der nachstehenden Tabelle 1 zusammengefaﬁt und
mit den entsprechenden lMerkmalen einegs Stammes vom Strepto-
myces alboniger Typ (ISP 5043).verglichen.
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Tabeile 1
Streptomyces Streptomyces
AB-318-5T alboniger
' ISP 5043
Sporentréger-korphologie RF RE
Sporenoberfléche " glatt glatt
Farbe des Luftmyzels W W
Parbe des Substratmyzels Y-b Y-b
Indikator-Charakter des
Substratmyzels - -
Losliches Pigment - -
Indikator~Charakter des
1l6glichen Pigments - -
Melanoidpigment 16 - -
3] M‘T o -
Kohlehydratverwertuhg:
d-Glucose . + +
l-Arabinose + +
d-Xylose + abweichende
Resultate
i-Inosit + +
Mannit + +
d-=Fructose + abweichende
Regultate
Saccharose - -
Rhamnose - -
Raffinoge + abweichende
‘Resultate

Die in der obigen und in den nachfolgenden Tabellen verwen-
deten Zeichen bzw. Abkilirzungen haben die folgenden Bedeu-

tungen: -
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RF : Sporentriger vom Rectus-flexibilis Typ
RA " "  Retinaculum-apertum "
S s . " Spira ' "

12" : Hefeextrekt-Malzextrakt-Agar

M3 : Haferflocken-Agar

M4 : Stdrke-Agar mit anorganischen Salzen
M5 : Glycerin-Asparagin-Agar

6 : Pepton-Hefeextrakt-Eisen-Agar

M7 : Tyrosin-Agar

' Die Daten der Fgrbenserie sind nach den Bezéichnungen der
Tresner-Backug'schen Farbenbegtimmung angegeben [ﬁfesner U.
Backus: Appl. Microbiol. 11, 335 (1963); E. Kiister: Int.
Bull. Bact. Nom. Tax. 14, 1 (1964) 7.

Auf Grund der obigen Daten wurde der Stemm AB-318-3T als
Streptomyces alboniger bestimmt und in der Ungerischen Na-
tionalen liikroorganismensammlung unter Nr. MNG 180 deponiert,

In der nachfolgenden Tabelle'2 sind die charakteristischen

Eigenschaften der Stémme Streptomyces sp. KA-26, Streptomy-
ces sp. KA-43, Streptomyces sp. KA-82 und Streptomyces sp.

KC-157 zugammengefalit.
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Wie aus den obigen Daten ersichtlich ist, zeigen die in der
Tabelle 2 begchriebenen Stémme vollige taxonomische Identi~- -
8% unter einander. Die Sporentréger'gehﬁren morphologisch
zum "Spira" Typ, nur auf den Ndhrbdrden bzw. M5 zeigt sich
gelegentlich der Typ "Retinaculum-apertum". Sowohl das Sub-
stratmyzel als auch das 16sliche Pigment haben Indikator- |
Charakter.

In der nachstehenden Tabelle 3 gind die Standard-Beschrei-
bungen der Stimme KA-26, KA-43, KA-82 und KC-157, sowie
eines Stammes von Streptomyces purpurascens Typ (ISP 5310)

zusammengefaBt.
Tabelle 3
Streptdmyces sp. oStreptomyces
KA-26, KA-43, purpurascens
KA-82, KC-15T7 ISP 5310
Sporentriger (Morphologie) S s
Sporenoberfléche " stachelig ‘gtachelig
Farbe des Luftmyzels R(3ca;b5ca;Tca) R;W
V(11ca)
Farbe des Substratmyzels Y-b+blue Y-b+blue
- Ted : - Ted
Indikator-Cherakter HCl1  von violett von purpur
_ in purpur in rot
NaOH  von rot . von purpur
in violettd " in blau

Losliches Pigment rot: blau - violett
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

Indikator~Charakter des

léslichen Pigments - wie bei dem Substratmyzel
Melanoides Pigment 16 + o +
u7 - | -
d-~Glucose + +
l-Arabinose + +
d-Xylose + +
i-Inosit + +
Mannit + +
d-Fructose + +
Saccharose + +
Rhamnose + +
Raffinose + +

Auf Grund der Ubereinstimmung der wichtigsten diagnostischen
Merkmale,wurden die obigen Stidmme als Streptomyces purpur-
ascens identifiziert; der Stamm Streptomyces purpurascens
KA-26 wurde unter Nr. MNG 179, der Stamm Streptomyces pur-
purascens KA-43 unter Nr., KNG 178, der Stamm Streptomyces
purpurascens KA-82 unter lr, KNG 177 und der Stamm Strepto-
myces purpurascens KC-157 unter Nr. 176 in der Ungarischen
Nationalen Mikroorganismensammlung deponiert.

Die Erfindung ist also ein Verfshren zur Herétellung von
Cardenoliden der oben definierten allgemeinen Formel (I)

auf mikrobiologischem VWege, welches dadurch gekennzeichnet
igt, daB man ein. Cardenolid der allgemeinen Formel (I4),
worin X VWasserstoff oder eine Hydroxylgruppe, und R1 Wasser-
stoff oder eine Gruppe der Formeln (II), (III), (IV) oder
(V) vedeuten mit der Eeschrdnkung, daB falls X eine Hydro-
xylgruppe bedeutet, R1 nur eine Gruppe der Formel (II) be-

- 10 -
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deuten kann, und in dem Endprodukt der Formel (I) R nur fiir
eine Gruppe.der Formel (IV) oder (V) stehen kamn, mit einer
submersen Kultur der Stdmme Streptomyces purpurascens KA-26
(G 179), Streptomyces pﬁrpurascens KA-43 (NG 178), Strep=-
tomyces purpurascens KA-82 (IHG 177), Streptomyces»purpur—
ascens KC-157 (IMG 176) oder Streptomyces alboniger AB-318-ST
(MNG 180), welche unter den angegebenen Nummern in der Na-
tionalen Mikroorganismensammlung des Ungarischen Landesingti-
tut fir Volkshygiene deponiert wurden, fermentiert und das
umgesetzte Produkt aus der Fermentationsflilssigkeit auf en
sich bekannte Weise isoliert.

Bei der praktischen Durchfilhrung des erfindungsgemifien Ver-

fahrens ist die wichtigste Bedingung, daB man unter asepti-

schen Bedingungen arbeitet. Die genannten Streptomyces-StHm-
me konnen iibrigens unter den beil der Zlichtung von Strahlen-

pilzen allgemein iiblichen Bedingungen gezlichtet werden.

Kraftvolles Wachstum wird erreicht, wenn man als Kohlenstoff--
und Energiequelle die oben erwdhnten Zucker verwendet, wel-
che von diesen Stidmmen gut verwertet werden kbnnen, wie z.B.
Glucose, Arabinose, Xylose, Mannit, Fructose, Saccharose

oder Raffinose. Als Stickstoffquelle kinnen HaselnuBimehl,
Maisquellwasser, Pepton, ferner vorteilhaft Sojamehl, Casein
oder Hydrolysate davon, Aming#uren oder anorganische Ammo-
niumsalze verwendet werden. ’

Der pH-Wert des Ndhrbodens wird zwischen 6 und 8, vorteil-
haft auf 7 eingestellt; zum Erhdhen der Pufferkapazitét kann
-Calciumcarbonat zugesetzt werden.

Zur Vermeidung eines etwaigen Schiumens wird zum Nihrboden,
zweckmidBig schon vor dem Sterilisieren, ein pflanzliches
01, vorteilhaft Palmendl oder Sonnenblumensl, oder ein
synthetisches Schaumverhiitungsmittel zugegeben. Der N&hr-
boden wird bei 120 00_30 bis 60 Minuten sterilisiert.

- 11 -
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Das Ziichten der Kultur und die Umsetzung werden zweckmifig

bei der fiir die Streptomyceten glinstige Temperatur zwischen

30 © und 40 OC, besonders bei 32 OC, durchgefﬁhrt; man kann
aber auch bei der Ziichtung der Kultur 32 °C und bei der Um~
setzung 37 °¢ anwenden. Es ist wichtig, daB die submerse
Kultur wdhrend des gesamten Vorgangs eine entsprechende
Inftzufuhr erhalten muB, was durch das Schiitteln des Kolbens
bzw. durch ein entsprechendes Rilhren der in den Fermentor ein-
geleiteten sterilen Luft erreicht werden kanmn.

Die Unmsetzung des Substrats wird zweckmdBig mit einer sgchon
kraftvéll entwickelten Kultur, etwa bei 1% Trockensubstanz=-
gehalt des Fermentationsmediums begonnen; man kann aber mit
der Zugabe des Substrats schon wdhrend des Wachstumg der Kul-~
fur beginnen.

Die Zugabe des Substrats zum Fermentationsmedium geschieht
in Form einer Losung, die mit einem mit Wasser mischbaren -
Losungsmittel, das die Umsetzung nicht hemmt, hergestellt
wird, welche von der Zugabe durch PFiltrieren oder Erwirmen
gterilisiert wird. Bei der Zugabe des Substrats kann vor-
teilhaft das in der ungarischen Patentanmeldung GO-~1427 be-~
schriebene Verfahren angewendet werden; so kann durch eine
entsprechende Wahl des zu verwendenden Losungsmittels die
Konzentration des Substrats im Fermentationsmedium erheb-
lich gesteigert werden. '

Das Fortschreiten der Umsetzung kenn mit Hilfe von entnom=-
menen Proben verfolgt werden; nach dﬁnnschichtchromatogra-
phischer Trennung wird der Cardenolidgehalt der Proben durch
photometrische lesgsung der mit Dixanthylharnstoff erhalte-
nen Farbe ermittelt. Die praktische Ausfihrungsweise dieser
Methode ist ebenfalls in der oben zitierten ungarischen Pa-
tentenmeldung GO-1427 sowie auch im nachstehenden Beispiel 1
ausfithrlich beschrieben.

- 12 -
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Die Fermentation kann beendet werden, wenn die erwdhnte ana-
lytische Priifung den volligen Verbrauch des Substrats und das
maximale Anwachsen der llenge des gewﬁnséhten Produktes zeigt.
Dann wird die Fermentationsfliissigkeit abfiltriert und das
erhaltene Produkt mit einem organischen Losungsmittel aus

der Zellenmasse bzw. aus der Fermentationsfliissigkeit extra-
hiert. Der trockene Riickstand des Extrakts kann durch Chro-
matographieren bzw. durch Umkristallisieren gereinigt wer-

. den. (Bei der Reinigung kdnnen die entstandenén Nebenproduk-
te vorteilhaft durch Anwendung des in der ungarischen Patent-
anmeldung GO-1393 beschriebenen Verfahrens abgetrennt werden.)

Der Vorteil des erfindungsgeméfien Verfahrens besteht darin,
daB man die Uberfilhrung von primiren 12-Desoxycardenoliden
in die entsprechenden sekundédren, in der 12B8-Stellung eine
Hydroxylgruppe enthaltenden Cardenolide anstatt der bisher.
erforderlichen zwel auf einander fdlgenden mikrobiologischen
Unmsetzungen in einem einzigen Fermentationsschritt duvurchfiih..
“ren kann. Der Wegfall von einem Fermentationsschritt bedeu-
 tet auch die Einsparung eines kostspieligen und llaterial-
verluste verursachenden Extraktions- und Aufarbeitungs-
schrittes, so daf durch die Erfindung ein wegentlich ein-
facheres und hoheres Ausbeuten lieferndes Herstellungsver-
fehren von 12B8-Hydroxy-cardenoliden ermdglicht wird.

Ein weiterer Vorteil ist, dal das energiekonsumierende
Trocknungs-Fermentieren bei der Aufarbeitung des Drogs,
durch welches die Uberfithrung der primiren Glykoside in
selkkundére Glykoside erreicht werden soll, bei der Anwen-
dung des erfindungsgeméfen Verfahrens ebenfalls wegfdllt.,

Durch die Anwendung des erfindungsgemifien Verfahrens kann
ferner die Herstellung des vom therapeutischen Gesichts-
punkt wichtigsten Digoxins unabhingig von der schwankenden
Glykosidzusammensetzung der Droge (also von dem Wert des
Verhdltnisses Gesamtglykoside/Lanatosid-C) immer gesichert
‘werden., '

- 13 =
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Als weiterer Vorteil ist es noch zu erwidhnen, daB mit dem
erfindungsgeméBen Verfahren nicht nur die Lanatoside, son-
dern auch die Purpurea-Glykoside in therapeutisch hochwerti-
ge Produkte liberfilhrt werden konnen. '

Das erfindungsgeméfie Verfahren wird durch die nachstehenden
Beigpiele ndher veranschaulicht.

Ausfiihrungsbeispiele:

Beigpiel 1

Aus einer, auf schrégem Kartoffel-Dextrose~Agar gezlichte-
ten, 3 bis 4 Wochen glten Kultur des Stammes Streptomyces
purpurascens KA-43 (MNG 178) wird mit 10 ml sterilem Wasser
eine Suspension hergestelit. In einem 500 ml Erlenmeyer-
Kolben wird 100 ml "PS" Néhrboden sterilisiert. Zusammenset-
zung des PS Ndhrbodens:

0,8 % Sojapulver

3,0 % Glucose

pH-Wert vor der Sterilisierung: 7,0

Sterilisierung: 45 linuten bei 120 °C. Die Glucose wird in
50 %iger wéssriger Losung separat sterilisiert (30 Minuten
“bei 120 °C). Das Sojapulver wird auf folgende Veise herge=-
gtellt: Aus einem durch ein Sieb von 0,4 mm lMaschenweite
extrahierten Sojagries wird mit Leitungswasser eine 10 %ige
Suspension hergestellt und diese zuerst durch Erhitzen un-
ter 1 Atl eine Stunde lang, denn auf 37 ° abgekiihlt; mit
0,4 % Pankreatin 2 Stunden lang hydrolysiert, wobei der
pH~Wert durch die Zugabe von Natronlauge zwischen 7,5 und
8,0 gehalten wird. Die Suspension wird dann zentrifugiert
und die supernatente Fliissigkeit unter Zérstaubung Zur
Trockne eingedampft. Das auf diese Weise erhaltene, 9 %
Stickstoff enthaltende Produkt ist das Sojapulver.

- 14 -
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Der auf obige Weise hergestellte und sterilisierte Nohrbo-
den wird in dem Erlenmeyer-~Kolben mit 1 ml der Mikroorgaﬁis—
men-Suspension geimpft und auf einer Flachsgchiittelmaschine
mit 2,5 cm Ausschlag und 300 U/min bei 32 °¢ zwei Tage lang
geschiittelt. Dann wird die Losung von 50 mg Lanatosid-A in
0,5 ml Dioxan, welche vorher durch Filirieren sterilisiert
wurde, zugesetzt, der Kolben anschlieBend weitere 4 Tage bedl
32 °¢ geschiittelt, und dann wird die auf diese Weise erhalte-
ne Fermentationsfliissigkeit mit je 50 ml Chloroform zweimal |
‘extrehiert, Der Glykésidgehalt des Bxtrakt wird nach dlnn-
‘schichtchromatographischer Separierung durchfphotometrische
liessung der mit Dixaenthylharnstoff erhaltenen Farbe auf fol-
gende Veise ermittelt:

Diinnschichtchromatographische Separiefung- Auf einer 0,25 mm
dicken Schicht von Kieselgel lierck HF254 (BE. Merck, Darm-
stadt, BRD) in einer Wanne mit gesdttigtem Dampfraum; Lauf-
mittel beil primiren Glykogiden Chloroform - llethanol 90:10,
bei sekundiren Glykosiden Athylacetat - Cyclohexan - Abs.
Kthanol 55:35:10, mit je drei Liufen.

Die zu untersuchenden Muster werden in solchen Mengen auf
die Kieselgelschicht aufgetropft, daB in dem aufgetragenen
Volumen 10 bis 50 s der einzelnen Glykoside enthalten sind,

Naoh den drei Liufen wird die Schich?t sorgfdltig getrocknet,
und das Chromatogramm in Joddampf entwickelt. Die Flecke
werden entsprechend den Standardmustern markiert und das Jod
im Luftstrom wegsublimiert.

Farbenreaktion: Die markierten Flecke werden abgekratzt und
in BEprouvetten mit eingeschliffenen Glasstopfen gebracht.
Je 3 ml Dixanthylharnstoff-reagens (s. unten) werden zuge-
setzt, die Bprouvetten werden geschlossen, griimdlich ge-
gschiittelt und drei Minuten lang in einem siedenden Vasser-
bad gehalten. Anschliefend werden die Eprouvetten in einem

- 15 =
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kalten Wasserbad abgekiihlt und nach Schiitteln scharf zentri-
fugiert. Die Farbintensitét der klaren supernatanten Flussig-
keit wird bei 535 nm gemessen im Vergleich mit einer glyko-
gidfreien Losung.

 Die glykosidfreie Losung wird durch Abkratzen eines "leeren"
(keine Glykoside enthaltenden), in der selben Hohe wie das
betreffende Glykosid befindlichen Flecks von gleich groSler
Fldche der Kieselgelschicht auf die oben beschriebene Weige
hergestellt.

Aus den gemessenen Extinktionswerten kdnnen, unter Berlick-
sichtigung der eventuellen Verdiinnung und des aufgetragenen
Volumens, mit Hilfe des aus der Standard-Konzentrations-
kurve gewonnenen Iaktors die Konzentrationen der einzel-
nen Glykoside berechnet werden,

Dixanthylharnstoff-Reagens: 10 mg Dixanthylharnstoff werden
in einem Gemisch aus 50 ml Essigsiure und 1 ml konzentrier-
ter Salzs8ure gelost und die ILdsung mit Essigsidure auf
100 ml aufgefiillt, Das Reagens wird vor der lessung jeweils
frisch hergestellt. ‘

Der nach der oben beschtiebenen Methode bestimmte Digoxin-
gehalt des auf obige Weise erhaltenen Extrekts ist 12 mg.

Beispiel 2
Es wird nach Beispiel 1 gearbeitet, mit dem Unterschied,
dafl anstatt von Lanatosid-A 50 mg Acetyldigitoxin, in 1 ml

Dimethylsulfoxid geldst, der Kultur zugegeben werden. Das
auf diese VWeise erhaltene Extrakt enthdlt 9 mg Digoxin..

- 16 -
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Beispicl 3

Es wird nach Beispiel 1 gearbeitet, mit dem Unterschied,
dafl anstatt von Lanatosid-A 50 mg Purpureasglykosid, in 1 ml
Tetrahydrofurfurylalkohol geldst, der Kultur zugegeben wer-
den. Das auf diese Weise erhaltene Extrakt enth#dlt 8 ng
Digoxin.

Beigpiel 4

" Es wird nach Beigpiel 1 gearbeitet, mit dem Untefschied,
daB anstatt von Lanatosid-A 50 mg Digitoxin, in 1 ml Di-
methylsulfoxyd geldst, der Kultur zugegeben werden. Das

auf diese Weise erhaltene Extrekt enthdlt 8 mg Digoxin,

wdhrend 15 mg Digitoxin unverdndert geblieben sind.,

DBeispiel 5

Eg wird nach Beispiel 1 gearbeitet, mit dem Unterschied,
dafl die likroorganismen-Suspensionen anstatt von Strepto—
myces purpurascens £A-43 (MIG 178) aus Kulturen folgender
likroorganismenstémme hergestellt wexrden:

Kolben 1: Streptomyces purpurascens KA-26 (MNG 179),
Lolben 2: Streptomyces purpurascens KA-82 (MNG 177),
Kolben 3: Streptomyces purpurascens KC-~157 (IOIG 176),
Kolben 4: Streptomyces alboniger AB-318-ST (IMNG 180).

Die, in den auf diese Weise erhaltenen Extrakten, gefunde-
nen liengen von Glykosiden sind in der nachstehenden Tabelle
4 zusammengestellt.
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Iabelle 4
Kolﬁen Langtosid-A  Ac-Digitoxin Digitoxin Digoxin
(mg)
1 2,1 3,0 15,3 4,2
2 1,8 5,5 12,4 T3 -
3 3,6 4,1 11,3 691 '
4 - 1,7 16,4 3,8
Beigpiel 6

Es wird nach Beigpiel 5 gearbeitet, mit dem Unterschied,
daB anstatt von Lanatosid-A die Ldosung von 50 mg Purpurea-
glykosid-A in 1 ml Tetrahydrofurfurylalkohol den Kulturen

zugegeben wird.,

Die, in den auf diese VWeise erhaltenen Extrakten, gefun-
denen llengen von Glykosiden sind in der nachstehenden Tabel-

le 5 zusammengestellt.

Tabelle 5
- Kolben Purpurea~glvkosid . Digitoxin Digoxin
(ng)
1 1,7 18,2 4
2 - ‘ 14?3 6,8
3 2,8 12,7 7,2
4 3,5 15,8 4,1

- 18 -~



_15; 216490

-Beispiel 7

Eg wird nach Beispiel 5 gearbeitet, aber mit dem Unter-
schied, dafi eanstatt von Lanatosid-A die LOsung von 50 mg
Acetyldigitoxin in 1 ml Dimethylsulfoxyd den Kulturen zuge-
geben wird., Die erhaltenen lMengen von Glykosiden sind in
der nachstehenden Tabelle 6 zusammengestellt.

Tgbelle 6
Kolben - Acetyldigitoxin Digitoxin Digoxin
(ng)
1 52 15,8 4,6
2 4,5 14,3 6,4
3 6,1 15,5 4,8
4_ 7,3 16,0 3,7
Beigpiel 8

Es wird nach Beispiel 5 gearbeitet, aber mit dem Unter-
schied, daf anstatt von Lenatosid-~-A die Losung von 50 mg
Digitoxin in 1 ml Dimethylsulfoxyd den Kulturen zugesetzt
wird., Die auf diese Weise gebildeten liengen von Glykosiden
sind in der nachstehenden Tabelle 7 zusammengestellt.

Tabelle 7
Kolben - Digitoxin v Digoxin
(mg)
3 26,1 3,1
4 28,6 2,5
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Beispiel 9

Es wird nach Beispiel 1 gearbeitet,'aber mit dem Unter-
schied, daf die Fermentation 2 Tage nach der Zugabe des
Substrats beendet wird. Die Fermentationsfliissigkeit wird
mit Chloroform extrahiert. Das Extrakt wird auf einer Kie-
selgelschicht (Kieselgel HF254, Merck, Darmstadt; Dicke:
0,25 mm) chromatographiert; Laufmittel: Cyclohexan < Athyl-
acetat ~ abs. Athanol 35:55:10). Die Flecke wurden mit Es-
sigsdure-Anisaldehyd-Reagens entwickelt., Auf dem erhalte-
- nen Chromatogramm wurden neben wenig nicht umgesetzten La-
natosid-A erhebliche Ilengen von Acetyldigitoxin, Adetyldi-
goxin und Digitoxin sowie wenig Digoxin identifiziert.

- Beispiel 10

Aug einer, auf schrédgem Kartoffel-Dextrose~-Agar gezﬁchté-
ten, 3 bis 4 VWochen alten Kultur des Stammes Streptomyces
purpurascens KA-43 (NG 178) wurde mit 10 ml sterilem Was-
ser eine Suspension hergestellt. In 500 ml Erlenmeyer-Kolben
werden je 100 ml "PS" Féhrboden gterilisiert und dann mit

je 1 ml der Mikroorganismen-Suspension geimpft. Die Kolben
werden bei 32 °C zwei Tage geschittelt.

In einem Labor-Fermentor werden 5 Liter 0,2 % Palmenol
enthaltender "PS" Nihrboden bei 120 °C 60'Minuten lang
gsteriligiert und nach dem Abkilhlen mit dem vereinigten In-
helt von 4 Kolben geimpft. '

Der Inhalt des in einem auf 32 °C erwirmten Wasserbad ge-
haltenen Fermentors wird unter Beliiftung mit steriler Luft
(5 1/min) und Rithren (350 U/min) einen Tag lang inkubiert
und dann wird die durch Filtrieren sterilisierte Losung
von 5 g Lanatosid-A in 25 ml Dioxan zugesetzt. Nach weite-
rem 5 Tage langem Inkubieren wird die Fermentationsflissig-
keit abfiltriert. “
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bas zellenfreie Filtraet wird mit Benzol ( 1/3 deg Volumens)
zweimal extrahiert. Das mit Benzol erhaltene Extrakt.enthidlt
dag eventuell unumgesetzte Substrat -(Lanatosid-A) sowie das
als Zwischenprodukt entstandene Digitoxin und einen Teil der
Nebenprodukte.

Anschliefend wird die mit Benzol extrahierte Fermentations-
fliissigkeit dreimal mit je 1/3 des Volumens Chloroform extra-
hiert, das Extrakt mit wasserfreiem Natriumsulfat getrock-
net,'filtriert und im Vekuum, bei hOchstens 50 °¢ zur Trock-
ne eingedampft. Der auf diese Weise erhaltene Riickstand
enthdlt 40 % Digoxin, 14 % 78-Hydroxy-digoxin sowie weitere
20 % andere Glykoside mit nicht identifizierter Struktur.
Lanatosid-~-A, Acetyldigitoxin bzw. Acetyldigoxin konnten im
Rlickgtand nicht nachgewiésen werden.

Dieser Riickstand, des mit Chloroform erhaltenen Extrakts,.
wurde in einem Gemisch aus 60 ml Methanol und 60 ml Benzol
geldst, die Losung mit 400 mg Thenylborsdure versetzt und

5 Minuten stehen gelassen. Dann wurde das Reaktionsgemisch
unter stindigem Rilhren mit 60 ml Wasser versetzt. Nach der
Trennung der FPhasen wurde die untere, wdgsrig-methanolische
Schicht abgetrennt und mit 60 ml Benzol extrahiert. Die un-~
tere Schicht wurde abgetrennt, das lMethanol im Vakuum, bei
héchstens 50 °C entfernt, das sgich ausscheidende kristalline
Produkt abfiltriert, mit 60 ml Wasser.gewaschen und getrock-
net. Es wurden auf diese Veise 0,75 g kristallines Digoxin
erhalten; /X 7c50 =+ 13,6 ° (¢ = 10 %, in Pyridin).

Beigpiel 11

Es wird nach Beispiel 5 gearbeitet mit dem Unterschied,
dafl anstatt von lanatosid-A 50 mg Lanatosid-C, in 1 ml
Dimethylsulfoxid geldst, der Kultur zugegebeh_werden.
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Die in den auf diese Veise erhaltenen Extrakten gefunde-
nen Glykoside sind in der nachstehenden Tabelle 8 zusammen-
gestellt,

Tabelle 8

Kolben ' Lanatosid~C Digoxin
(mg)
1 5,2 ' 12,0
2 6,0 17,1
3 2,1 18,1
4 4,3 14,2
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Erfindungsauspruchs:

Verfahren zur Herstellung von Cardenoliden der allgemeinen
Formel (I), worin Y ein Wasserstoffatom oder eine Hydroxyl-
gruppe und R ein Wasserstoffatom oder eine Gruppe der all-
gemeinen Formeln (IV) oder (V) bedeuten, auf mikrobiologi-
schem'Wege, gekennzeichnet dadurch, daB man ein Cardenolid
der allgemeinen Formel (IA), worin X Wasserstoff oder eine
Hydroxylgruppe und R1 ein Wesserstoffatom oder eine Gruppe
der sllgemeinen Formeln (II) oder (III) oder der Formeln
(IV) oder (V) bedeuten mit der Beschrénkung, daf falls X
eine Hydroxylgruppe bedeutet, R nur eine Gruppe der For-
mel (II) bedeuten kann, und in dem Endprodukt der Formel (I)
R nur fir eine Gruppe der Formel (IV) oder (V) stechen kemn,
mit einer submersen Kultur der Stdmme Streptomyces purpuras-
cens KA-26 (MNG 179), Streptomyces purpurascens KA-43 (LNG
178), Streptomyces purpurascens KA-82 (ING 177), Strepto-
myces purpurascens KC-157 (MNG-176) oder Stireptomyces al-
boniger AB-318-ST (IING 180), welche unter den angegebénen
MNG-Nummern in der Nationalen Iikroorganismensammlung des
Ungarischen Iandesinstituts fiir Volkshygienie deponiert
wurden, fermentiert und das umgesetzte Produkt aus der
Fermentationsflilssigkeit auf an sich bekannte Welse iso-
liert.

.

Hierzu_ 3 _ Seiten Formeln

..........
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