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Titel der rflndung

" Verfahren zur Herstellung von Alpharublcln II sowle seines
Aglykons

‘Anwendungsveblet der Erflndung

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 Bakte- °
rien hervorgerufenen Erkrankungen bei Mensch und Nutztier von
potentiellem Nutzen sind. Insbesondere betrifft die mrflndung
-die Gewinnung eines Anthracyclin-Antibioticums, das als Alpha—
- rubicin II bezelchnet wird, seiner Salze, sowie seines Agly—
konsg. '

Charakteristlk der bekannten technlschen Lésung

Anthracyclinon-Glykoside (= Annhracycllne) stellen ant*blo- _
tisch wirksame Verbindungen dar, deren chromophorer: lMolekiil-
teil ein 7,8,9, 10-Tetrahydrotetracenchlnon (5,12) darstellt,

das nit Zuckern, bevorzugt Aminozuckern verbunden ist (Brgck-
mann, H., 1963. Fortschr.Chem.Organ.Naturstoffe, 21, 121).

Mehr als 100 Anthracycline sind bisher bekannt, wovon die Hehr-
~ zahl Gemische von schwer voneinander trennbaren EinzelkompoQI

" nenten' darstellen. Zwei Anthracyclin-intibiotica (Doxorubicin—
US-Patent 3 500 028; Daunorubicin - GB-Patent 1 003 383) sind
‘auf Grund ihrer chemotherapeutischen Wirksamkeit gegen akute
Leukdmien und solide Tumoren des Menschen in klinischer Anwen-



dung. Ein wesentliches Problem bei der krebschemothe&apéuti-
schen Anwendung von Anthracyclln-AntlbLotlca resultlert aus
deren allgemeiner, hZmatologischer, digestiver und kardlaler
Toxizitit, die eine umfassendere Anwendung in der Tumorchemo-
therdpie einschrinkt und z.B. bei Herzkranken zur Kontraindika-
tion fihrt. Da 31ch dle Hbrztox121tat der Anthracycllne als bex
- sonders stdérend erW1esen hat, werden standlg neue Derivate be-
reits bekannter Verbindungen hergestellt und hinsichtlich einer
verringerten Toxizité&t untersucht. Ein Nachtell ist, dal zur
Gewinnung chemisch/modifizierter Anthracyclin-Antibiotica zwar
chemische Methodern wie Totel- und PartialSynthese.sowie bio-
chemische Methoden zur‘enzymatischén Konversion verfiigbar sind,

' deren Anwendung Jedoch zu einer unzureichenden Okonomie der

Produktherstellung fithrt, die eine groB8technische Gewinnung
dieser Derivate nicht gestattet. Bei den bisher bekannten
mikrobiblogischen Herstellungsverfahren fiir Anthracyclin~-Anti-
biotica werden bevorzugt Gemische chemisch #hnlicher Anthra-
cycline gewonnen, die aus den Mono-, Di-, Tri- oder Polysaccha-

“‘ riden.unterschiedlicher und unter industriellen Bedingungen

praktisch nicht trennbarer Aglykone (Anthracyclinone) bestehen.
~ Das bringt Standardisierungsprobleme fiir das Endprodukt mit

‘:'3 sich, wenn in Abhéngigkeit‘vom Permentationsverlauf Verschie-
o bungen qnalltatlver und. quantitatlver Art im Vlelkomponenten-

‘Gemisch auftreten.

Anthracyclinon-Glykoside, deren Aglykon dem alphaz—Bhodomycl-
non zugeordnet werden kfmnen, sind bisher lediglich mit Hilfe
der Arten Streptomyces purpurascens (Brockmann und Hiemeyer
ﬁ968 Chem. Ber., 101, 1371; Brockmann, Waehnelt und Niemeyer

, 1969, Tetrahedr. Lett., 6, 415), Streptomyces grigeoruber 4620
(Podojil, Blumauerova et al., 1080 Folia Microbiol., 25, 464),
Streptomyces violaceus (Fleck, Straus, Koch Krame¢ und Prauser,
1974 Z.4llg.Mikrobiol., 14, 551 auf Iermentaﬁlvem ‘Hege als Ge-
mlsche oder in einem Falle (Brockmann) als Hdinorkomponente mit
unbekannter chemlscher Struktur und chemotherapeutischer Akti-
vitdt erhalten worden. Aus den Rhodomycin-Gemischen, die alpnaz-
Rhodomycinon-Glykoside enthalten, wurde bisher lediglich das
biologisch inaktive Aglykon alﬁhaz-ahodomycinon nach Totalhydro-
lyse isoliert und in seiner Struktur aufgeklart. ingaben zu den




_physikocheﬁischen Eigenschaften der alphaz—Ehbdomycinon-Gly- |
koside sowie zu deren biologischer Wirkung wie antimikrobiel- -
le, antivirale, cytostatische und antitunorwirksame Aktivi-

tat 11egen bisher lediglich zum Alpharub:.cn.n I (Aktenzeichen

. WP C 12 D/245 188 8) vor. |

Ziel der Erfindung

Die Erfindung dient der Herstellung eines neuen Anthracyclin-
- Antibioticums sowie seines Aglykons wie aguch der Salze des,
Antibioticums, um die aufgefiihrten Nachteile bisher bekann-

- %ter Verfahren zu vermeiden und die Palette potentiell cancero-

statisch, virostatisch und entimikrobiell wirksamer Anthracyc-
~line durch einen Vertreter, der eine Einzelkomponente dar- ‘
stellt, zu erweitern, sowie um die hydrolytischen Abbauproduk-
te als Ausgangssubstrat fiir die Mubasynthese und Halbsynthese
neuer Anthracyclin-Antibiotica verwenden zu kénnen.

Darlegung des Wesens der rflndung

g Der Erfindung lxevt die Aufgabe zugrunde, ein technologlsches
: Verfahren anzugeben, das es gestattet, das neue Anthracyclln~
Antibioticum Alpharubicin II mit Hilfe eines Mikroorganismus -
aus leicht zugénglichen und billigen Einsatzstoffen in guten
Ausbeuten herzustellen. ’ | '

ErfindungsgemiZB wird diese Aufgabe dadurch geldst, daB unter
aeroben und sterilen Kulturbedingungen in einem_flﬁssigen Nghr-
medium mit entsprechenden XKohlenstoff-, Stickstoffquellen und
Mineralsalzen ein Mikroorganismus oder seine Varianten. und iu-
tanten gezilichtet werden. Der Kikroorganismus, der in dem vor-
liegenden Verfahren zur Herstellung von Alpharubicin II verwen-
det wird, wurde durch MKutagenese-Selektlonsprozesse aus Fopula-
tionen der Art Streptomyces violaceus (Stamm IMET JA 6344) ge-
wonnen und in der]ZIEET—Hinterlegungsstelie fir Mikroorganis-
men, Jena-DDR, unter der Nummer ZIET 43 693 hinterlegt.
Danach gehOrt der Alpharubicin II-Bildmer, ZIMET 43 693, zur
Gattung Streptomyces und entspricht der Diagnose von Strepfto-
nyces 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 "International Strep-
tomyces Proaect" von Shirling and Gottlleb (Int.J.syst.Bact.,
19, 497/1969) gegeben wird.

\-.Der Apsgangsstamm IMET JA 6844 unterscheldet sich von der da-

\raus}abgelelteten Hatante.ZIﬁET 43 693 bezliglich der Anthra-

, cycllﬁ-Biosynthese'in sowohl qualitativer als auch quantita~-
. tiver Hinsichi. Wihrend der Ausgangsstamm IMET JA 6844 das in -
~der Patentschrlft (DDR-WP 100 494) beschriebene Anthracycl:.n-

‘ _1blotlcum Violamycin zu bilden vermag, synthetisiert die
~.nach ¥ utagenese selektierte Mutante ZIMET 43 693 bevorzugt das
‘neue AnthracycllnsAntibiotlcum Alpharubicin IT. .

Die Kultivierung des Alpharubicin II-Bildpers, ZIMET 43 693;
sowie seiner Mutanten und Varianten erfolgt unter aeroben Be-
dinguhgen‘lAn Erde lyophil getrocknetes Sporenmaterial des
Stammes wird in geelgnete Agarnihrbdden und nachfolgend in
‘Llu531ge vorher ster11151erte Nihrmedien geimpft und das ent-
stehende Mycel wird in an sich bekannter Weise bei einer Tempe-
ratur zwischen 25 und 37 °C beigpielsweise bei 28 °C iber. "
einen Zeitraum von 2 bis 6 Tagen, beispielsweise &4 Tagen, bel
einer Aciditdt kultiviert, die zu Beginn des Fermentationspro-
zesses zwischen pH 6,2 . und 7,0 und am Ende des Prozesses zwi-

~ schen pH 7,5 und pH 8,3 liegt. Das Néhrmedium besteht aus Koh-
" lenstoff-. und Stickstoffquellen sowie aus anorganischen Salzen.
Als Kohlensnoffquellen kOnnen Stiarke, Glukose, Glyzerln, Men-

_ nit, Dextrin, Saccharose, Sojadl und Sojamehl verwendet wer-
den..Als Stickstof fquellen eignen sich auBer den oben erwihn-

. ten StiC&Stoffhaltlven Substraten auch Trockenhefe, Fleisch-
_pepton und Caseln. o ‘

Gute ﬁermentatlonsergebnlsse konnen bel Zusatz von Tlnaralsa‘
zen erzielt werden. Letztere oeéunstlgen den Verlauf der Fer-
mentation je nach dem verwendeten Nihrmedium. In komplexen ile-
dien, die verschiedene Mehle enthalten, haben sich Zusdtze von
Xalzinmkarbonat, Wa-Phospnau VIW. ﬁallum-Phospnat als vorteil-
haft erwiesen. Die Fermentatlo“ des Aloh rubicin II-Bildners,
713uT 43 693, kann in Steilbrustflaschen und ‘Bundkolben ver-
schiedenen Inhalts, im Glasfermenter sowie in EJ-Stagltanas i
durchgef ihrt werden.



 Die Isolierung des Alpharubicin II wird in der Weise durch<
geflihrt, daB das Antibioticum aus dem Kulturfiltrat mit drgar:\
~nischen, mit Wasser nicht oder nur wenig mischbaren, und aus

- dem Mycel mit organischen, mit Wasser mischbaren und anschlie-
S8end mit Wasser nicht oder nur wenig mischbaren Idsungsmitteln
extrahiert, nach Konzentrieren der Extrakte mit einem mit Was-
ser nicht mischbaren Lésungsmittel reextrahiert, 3 mal mit salz-
sauren Wasser ausgerihrt und mit Natronlauge auf pH 7,5 einge-
stellt wird. Danach wird ermeut mit einem mit Wasser nisht oder
nur wenig mischbaren Lésungsmittel reextrahiert, im Vakuum kon-
~ zentriert, durch Versetzen mit Petrolither unter Rihren ausge-
£811%t, vom Lisungsmittel durch Filtration befreit, mit Petrol-
~ &ther geWaschen und nachfolgend getrocknet. AnschlieBend wird
~ in niederen Alkoholen gelést, vom unldslichen Riickstand f£il-
triert, mit Hilfe siulenchromatographischer Methoden ven Bei-
mengungen befreit, mit niederen Alkoholen elulert, im Vakuum
konzentriert, durch wiederholte Siulenchromatographie und Elu-
tion mit niederen Alkoholen weiter gereinigt, auf iblichem

- Wege konzentriert, in mit Wasser nicht oder nur wenig misch-

baren Lbsungsmitteln aufgenommen, mit Petroléther}geféllt,-ge- ‘
waschen,und‘getrocknet.'ﬁachfolgend wird in Wasser aufgenommen,
filtriert, lyophilisierf, danach in schwach alkalischem Wasser
-aufgenommen, nit Chloroform extrzhiert, mit wasserfreiem Na-
triumsulfat getrocknet, vom Unldslichen filtriert,'im Vakuum
konzentriert, in organisch-wissrigen Lésungsmittel-Gemischen
‘aufgenommen und mit Hilfe der HochdruckfIiissigkeits-Chromato-
graphie von Begleitkomponenten abgetrennt. Die Einzelkompb—
pente wird mit Hilfe iiblicher chromatographischer Methoden an-
gereichert und gereinigt. Sie kann gegebenenfalls durch Siure-
hydrolysé in das Aglykon (alphaz—Rhodomycinsn) iibergefiihrt wer-
.den. .
Alpharubicin II ist eine amorphe, rotbraune Substanz, die sich
gut in niederen Alkoholen und m#8ig in Chloroform 1dst. In
“Wasser, Peitrolither und Cyclohexan ist das Anthracyclin-Anti-
bioticum nahezu unldslich. Das én?ibioticum besitzt Indikator-
eigenschaften und ist in sauren Ldsungen rotgelb, in élkalie |
schen dagegen blauviolett. Alpharubicin II bildet bei der Um-
setzung mit der #quivalenten Hensge methanolischer Salzséu:e‘

in Ohloroform/iither ein kristallines Hydrochlorid mit einem



Fp.182-185 °C. Das Hydrochlorid ist im Gegensatz zum basi~
schen Antibioticum gut 16slich in Wasser, dagegen nahezu un-
16slich in Chloroform und Ather. Alpharubicin II bildet bei
der Acetylierung mit Acetanhydrld in Pyridin ein gelbes Penta—
acetat 046H58N2017 (4% 910, Massenspektrum). Bei Hydrolyse nit
verdiinnter S3ure in der Wirme liefert das Antibioticum Alpha-
‘rubicin II ein Mol alphaz—Rhodomycinonfund 2 Mol Rhodosamin.
‘Durch verschiedene spektroskopische Untersuchungen (UV/VIS-,
IR~ und NMR-Spektroskopie) sowie durch vergleichende dinn-
schicht chromatoﬁraphlsche Untersuchungen konnte das Aglykon
des Antibioticums Alpharubicin II mit dem alnhae-Rhodomy01non
(Brockmann und Niemeyer 1968, Chem.Ber., 4101, 1341) und die
Zuckerkomponente mit Rhodosamin (Brockmann, Spohler und Yaeh~-
‘nelt, 1963, Chem.Ber., 96, 2925) identifiziert werden. Auf
Grund der chemischen Abbau- und Derivatisierungsreaktionen
sowie durch umfassende spe! troskoplsche Untersuchungen (ov/VIs-,
:IR-, HS~-, ﬁKR-Spektroskople) am intakten Antlbloulcum gilt es
" als ge51ch°rt daB es sich bei dem Alpharublcln IT um ein in
der‘theratu¢ bisher nicht beschriebenes 7. 10-D1-rhodosam1nyl-
 alpha,-rhodomycinon handelt (Abb.1). Ob Alpharubicin IT mit

' dem von Brockmann, Waehnelt und Niemejer (Tetrahedron Letters

"16 (19€9), 415) isolierten Glykosid des alphaz-Rhodomycinons
(als alphaZ—Rhodochln IT bezeichnet) identisch ist, kann
nicht entschieden werden, da von dem alphaa—ahodomyclnon weder
nnv51kallsch-chemlsche Konstanten bestlmmt noch Struks urunter-
, ‘suchungen durchgefibhrt wurden. S :

o Sowohl frische Fermentationsldsungen des Alpharubicin II-
Blldners, ZINMET 43 093, als auch das aus lbnen isolierte
VAlnharuolcln IT besitzen antibiotische Akt1v1tat. Alpharubi-
lc1n IT hemmt bevorzugt das Wachstum von grampositiven Bakte-
ﬁien und Mycobakterien. Gegen Vertreter gramnegativer Bakte-
rien, der Hefen oder filamentdsen Pilze entfaltet Alpharubicin
S II aagegen keine wachstumshemmende Aktivitat. | -

Bei der Bestlnmu“b der antlbaxterLellen Tirksamkeit des Alpha-
~rubicin IT im Vnrvlelch zur entsprechenden Wirksamkeit der li~
nisch als Krnoschemotherapeutlca gingesetzten Anthracyclin-
Antibiotica Daunorubicin und Doxorubicin-zeigte sich, da8 das
in :asser lobllche_alpharublcln II-Hydrochlorid unter stan-
dardisierten Bedingungen des Agérdiffusionstests gegen de;



) Sporenbildner Bacillus subtilis SG}W19 eine geringere Hemmwir-
 kung entfaltet. Im Vergleich zu dem bekannten Iremycin
(WP 140 672), das zu den Glykosiden des gamma-Bhodomycins ge-
hért, besitzt Alpharublcln IT eine 1,8 fach stérkere antlmlkro—
bielle Aktivitat gegen den Sporenbildner Bacillus subtilis
SG 119. Es bestehen bezliglich der antimikrobiellen Aktivitat
zwischen dem Alpharubicin I und dem durch dieses Verfahren
hergestellten Alpharublicin II wesentliche Unterschiede. Bel
einem Vergleich der antimikrobiellen Aktivitit zeigt sich, da8
Alpharubicin I (Mono-Rhodosaminyl-alphaa-Rhodomycinon) ledig- }
lich 69,8 % der Iremycin-Aktivitiat erreicht, wdhrend Alpharubi-
cin IT (Dl-?hodosamlnyl~alpha2-Rhodomyc1non) auf Grund eines
weiteren Rhodosaminyl-Restes im Molekiil 178 % der Iremycln— '
Aktivitdt erreicht. .
Im Vergleich zu den cytostatisch und cancerostatisch wirksemen
Anthracyclin-Antibiotica Daunorubicin und Doxorubicin zeigt
Alpharubicin IT-Hydrochlorid qualitativ vergleichbare Wirkun-

| " gen beziiglich der Wechselwirkung mit der DNA in vitro und‘dem

DNA-Stoffwechsel in der Zelle, die fir die cytostatische Wir-
kung der Anthracyclin-intibiotica in Mikroorganismen und SHu-
gerzellen sowie fir die Antitumorwirksamkeit im Tierversuch
verantwortlich gemacht werden. Alpharubicin II unterdriickt zu-
dem in selektiver Weise die Yérmehrung von DNA-Viren in gram-
.negétiven Bakterien (z.B. von temperenten,Lambda-Phagen in
Escherichia coli C 600) bei Konzentrationen, die nicht gleich-
zeltlig den Stoffwechsel und die Vermehrung der ertszellen be-
elntrachtlgen‘ ,

Alpharubicin II kann als ein bisher nicht verfiigbares Anthra-
cyclin-Antibioticum angesehen werden, dessen biologische Wir-
kung eine potentielle Anwendung als Chemothérapeuticum gegen
Tumor-, Virus- und durch Bakterien hervorgerufene Erkiankungen
bei ¥ensch und Nutztier ermbzlicht.



- Ausfiibrungsbeispiele
Die folgenden Belsnlele dlenen dazu, die Frfindung zu erliu-

tern, ohne sie hierauf zu beschrinken.

1. Zwel SOO ml—Stellbrustflaschen enthaltén je 80 ml des fol-
genden Vorzuchtmediums:

o
N

Glucose 4
Sojamehl 1,5%
Na-Chlorid 0,5%
Ca-Karboﬁat 0,1%
primires X~

Phosphat - 0,03%

in Leltungswasser
Sterilisation: 35 Min. bei 110 °C. Aciditit nach Sterili-
sation lieght bei pH 6,3. Jede Steilbrustflasche.w1rd mit
eier Sporen~ oder Mycelsuspension des Alpharubicin II4Bild- ‘
ners ZIMET 43 693 beimpft, welche mit steriler, isotoni-
scher Kochsalzlbsung von einer im Reagenzglas auf folgendem
Anzucht-Nahrboden gezﬁchtéten, 10 bis 14 Tage alten EKulbtur
. des Alpharuolcln II-Bildners hergestellt wird:

Hafermehl A 1,0%
Haferflocken,

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

: _in Leltungswasser
oterlllsatlon. 35 Lln. bei 120 C natursaue

Die belmpften Vorzuchtkulturen werden 48 Std. bei 28 OC auf

elnem Schittelgerdt mit einer Frequenz von 180 U/mln bebri-

tet. 8 ml einer so bebriteten Vorzuchtkultur dienen zur Be-

1gpfuno von 500 ml-Steilbrustflaschen, die je 80 ml des fol-
genden Produktionsmediums enthalten:

Glucose 3,0%

o Sojamehl 1,0% L
; . Na-Chlorid 0,5%
Ca-Karbonat 0,3%

" in Leitungswasser
Sterilisation: 35 Min. bei 115 °C. die Acidit#t betrigt
~ nach Sterilisation pH 6,;. Die Temperatur wihrend der Fer-
mentation liegt 081 28 C und dle Schitt elfrequenz bei
- 180 u/mln.- \



Mit einer Kultur des Alpharubicin II-Bildners von einem fe-
sten Nihrboden wie bereits beschrieben, beimpft man 80 ml des
angefiihrten fliissigen Vorzucht-Mediums, welches in einer
500 ml-Steilbrustflasche enthalten ist. Man bebritet 48 Std.
bei 28 °C auf einem Schilttelgerét mit einer Schittelfrequenz
von 180 U/min. 12 ml der so erhaltenen Kulturbriihe dienen zur
‘Beimpfung von 400 ml des. gleichen Vorzucht-Mediums, welches

- in einem 2 1-Glaskolben enthalten ist. Man bebriitet weitere

24 Std. béi 28 °C bei einer Schiittelfrequenz von 180 U/min.,
ehe die so erhaltenen 400 ml Kulturbriihe zur Beimpfung von
20 1 des Produktions-Mediums dienen. Letzteres ist in einem
321leGlasfermenter enthalten. Wdhrend der Fermentation, &ie
mit einer Rilhrgeschwindigkeit von 400 U/min und mit einer
Luftzufubr von 15 1/min. ausgefiihrt wird, kenn die Schaumbil-
~ dung durch Zusatz kleiner Eengen von Sonnenblumendl oder ande-
‘rer, silikonhaltiger Schaumschutzmittel kontrolliert werden.

400 1 guf diese Weise gewonnene K\ilturliisung werden‘mit_ Salz-

- sdure auf pH 5,0 eingestellt und nach Separieren des lycels

werden 360 1 Eulturfiltrat und 40 kg Mycel erhalten. Durch
3maliges Ausriihren des Mycels mit Yethanol bzw. HCl-saurem
Methanol wird ein Methanol-Extrakt gewonnen, der mit NaOH neu-
tralisiert und nachfolgend auf iiblichem Wege konzentriert wird.
Das erhaltene Mycelextraktkonzentrat wird mit Wasser aufge-
nommen und mit Butanol reextrahiert, der gewonnene_Butandl-
extrakt wird danach im Vakuum konzentriert und mit dem aus
~ dem Kulturfiltrat gewonnenen Butanoleztraktkonzentrat ver-
einigt. Das Kulturfiltrat wird mit Butanol im Verhiltnis 3:1
extrahiert und nach dem Ublichen Konzentrieren des Extrakis
.~ werden die aus Mycel und RKulturfiltrat erhaltenen»und-véreinic—
ten Butanolextraktkonzentrate (je 10 1) 3mal mit HCl-saurem
Wasger bei pH 5,5 ausgeriihrt, die‘wéssrige,Phase wird danach
mit NaCH auf pH 7,5 eingestellt und mit Bubanol erschdépfend
reextrahiert und konzentriert, so daf nach Zufiigen des _
;3fachen Volumens an Petrolither 80 g Rohprodukt ausgefdllt,
filtriert, mit Petrolither gewaschen dndrgetrocknet erhalten
werden konnen.



\

- 80 g dieses Rohproduktes werden in &ethanol gelost vom Unlds—
lichen wird abfiltriert und das Filtrat wmrd auf eine Sepha-
dex LH-20-S&ule aufgetragen, mit Methanol eluiert und in die
vblologlsch aktlven Bluate I und II sowie in das blOlOngCh in-
aktive Aglykoanluat getrennt. ‘Mit dem Eluat II wird nach
Konzentrieren im Vakuum eine 2.Feintrennung auf einer LH-20-
Sdule angeschlossen,’das vom Eluat I und den Aglykonen béfrel-
te Eluat II wird konzentriert, mit Bubtanol aufgenommeén, von
Methanol durch Destillieren befreit, mit Petroléther gefallt,
abgesaugt mit Petrolédther gewaschen und getrocknet. Anschlle—
‘Bend wird das Petrolitherfillungsprodukt des Eluats IT in Tas-
‘ser'gelést nittels einer GS5-Fritte filtriert und nachfolgend
 ‘als II-Fraktlon lyophilisiert. BEs werden auf diese Wélse 26 g
der II-Fraktion erhalten.
'Davon werden 5 g in schwach alkalischem Wasser (NaHCOB-Lﬁsung)
auf genommen und mit Chloroform extrahiert, unter Zusatz von.
E32304 getrocknet und flltrlert und im Vekuum zur Trockne e1n—(
 geengt. Bs Werden 4,2 8 II-Base erhalten. Letztere erd im
Elutionsmittel (Chloroform/Methanol/Elsessi /Wasser = 80: 18 7: 3)
gelost vom Unléslichen abfiltriert. Das Filtrat. erd aaf eine
HPLC-S&ule aufgetragen, deren Saulenlange 800 mm, Durchmesser
50 mm_betragt. Als Trig ermaterlal dient Eieselgel H (We*ck) und
der Druck betrigt 7 bis 8 ati (durch Druckgas erzeugh).
50 Eluate zu je S0 ml werden mit FYasser ausgeschiittelt. Die
wéssrige Phase wird mit NH OH neutralisiert udd mit Chloro-
form reextrahiert. Nach Trocknen des Chloroform-Extrakts iber
 \Na2SO und pach Filtriefen werden alle erhaltenen Fraktionen
'_dunnschlchtchromatobraphlsch Uberprift, die Alpharublcln II
.enthaltenden rra&tlonen werden. verelnlvt und im Vakuum zur
© Trockne eingeengt.
Die Ausbeute an rohem Alpharublcln 1I betrigt 260 mg.
Eine ﬂelnﬁelnivung des Alpharubicin IT erfolgt nach Lisen in
dethanol und Auf ragen der Lisung auf 1 Am—A1nsel@el—Dunn-
,soalchtnlatcen und untw1c&lung in 0.g. EBlutionsmittel. Die
entgtandene Zone auf der DC-Platt e wird abgeschabt, aus dan
Kleselgel mit dethanol ez*rahlert und ‘nach Zusatz von minde-
stens dem flnffachen Volumen einer. S5%igen ﬁaHCOB—Ldsung wird
- filtriert und der erhaltene Wéssrig-alkoholische Extrakt mit
Chloroform veextLan’eLu, mit Naéso4 getrocknet, erneut 111-‘



triert uﬁd zur Trockne eingeengt.

Zur Feinstreinigung wird die Reinigungsoperation wieder-

holt.

Die Ausbeufe betrigt 32 mg Alpharubicin II.

Man verfdhrt wie im Beispiel 1 mit dem Unterschied, daB
das Produktionsmedium folgende Zusammensebtzung hat: -

Glukose 3,0%
Sojamehl - 3,0%
Na-Chlorid - 0,3%
Ca~Karbonat 0,3%

in Leitungswasser 1 ,
Sterilisation: 35 Min. bei 115 °C. Die Aciditit liegt nach

dem Sterilisieren bei pH 6,3.



1.

‘Brfindungsanspruch

Verfahren zur Herstellung von Alpharubicin II sowie sei-

nes Aglykons, gekennzeichnet dadurch, daB die Mutante

ZIMET 43 693 der Art Streptomyces violaceus unter aeroben
Bedingungen.in flﬁssigenlNéhrmedien, die eine Kohlenstoff-
und Stickstoffquelle sowie Mineralsalze enthalten, bei

éiner Temperatur zwischen 25 und 37 °C wihrend eines Zeit-
‘raumes von 2 bis 6 Tagen kultiviert wird und das gebilde-

te Anthracyclin-Antibioticum Alpharubicin IT sowohl aus

- dem Mycel als auch aus dem Kulturfiltrat bei einer Acidi-

t8t zwischen pH 3,0 und pH 9,0 mittels blicher Ldsungs-
mittel extrahiert, nachfolgend mlt {iblichen Methoden kon-

zentriert, ausgefdllt und unter Anwendung der Hochlelstungs—;

_ Chromatografle gerelnlgt und als‘Base gewonnen oder in

Salze bzw. gegebenenfalls durch Séurehydrolyse in sein
Aglykon (alphaa-Rhodomyclnon) Ubergefiihrt wird.

: Verfahren nach Punkt 1, gekennzelchnet dadurch, daB die

Kult1v1erung bei 28 ¢ ‘lber einen Zeitraum von 4 Tagen
durchgefuhrt w*rd.

Hierzy 1 Sejte

Zelchnungen
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