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6 Verfahren zur Herstellung von Rhodirubin A und Rhodirubin B.

@ Die neuen Antitumor-Mittel der Bezeichnung Rhodi-

rubin A und Rhodirubin B sind Anthracyclin-Glyco-
side und hemmen das Wachstum von gram-positiven Bak-
terien und das Wachstum von weiblichen Brusttumoren.
Die Herstellung erfolgt durch Ziichtung von Rhodirubin
erzeugenden Stimmen von Streptomyces, z.B. Strepto-
myces sp. ME 505-HEI (ATCC 31273). Rhodirubin A
und B koénnen in Form eines Gemisches oder voneinan-
der getrennt, im rohen oder gereinigten Zustand erhalten
und verwendet oder gewiinschtenfalls zu Siureadditions-
salzen, oder DNA-Komplexen umgesetzt werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines Gemisches von rohem
Rhodirubin A und Rhodirubin B oder einem Séureadditionssalz
davon dadurch gekennzeichnet, dass man einen Rhodirubin A
und Rhodirubin B erzeugenden Stamm von Streptomyces aus
der Gruppe von Streptamyces sp. ME 505-HEI (ATCC 31273,
FERM P-3667), Streptomyces galilacus MA 144-M (ATCC
31133, FERM 2455), Streptomyces galilaeus (ATCC 14969),
Streptomyces cinereoruber (ATCC 19740), Streptomyces
niveoruber (ATCC 14971), Streptomyces antibioticus (ATCC
8663) und Streptomyces purpurascens (ATCC 25489) in einem
wissrigen Niahrmedium unter submersen aeroben Bedingun-
gen ziichtet und danach ein Gemisch von rohem Rhodirubin A
und Rhodirubin B gewinnt, und gegebenenfalls zu einem Saure-
additionssalz umsetzt.

2. Verfahren zur Herstellung von Rhodirubin A oder B oder
einem Saureadditionssalz davon, dadurch gekennzeichnet, dass
man nach dem Verfahren nach Anspruch 1 ein Gemisch von
Rhodirubin A und B herstellt und in Rhodirubin A und B trennt
und gegebenenfalls zu einem Saureadditionssalz umsetzt.

3. Verfahren zur Herstellung eines DNA-Komplexes von
Rhodirubin A oder Rhodirubin B, dadurch gekennzeichnet,
dass man nach dem Verfahren nach Anspruch 2 Rhodirubin A
oder B herstellt und dann mittels Deoxyribonukleinséure zu
einem DNA-Komplex umsetzt.

4.Nach dem Verfahren nach Anspruch 1 hergestelltes
Gemisch von rohem Rhodirubin A und Rhodirubin B oder ein
Siureadditionssalz davon.

5.Nach dem Verfahren nach Anspruch 2 hergestelltes Rho-
dirubin A oder B oder ein Siureadditionssalz davon.

C OOCH3

Rhodirubin A und

6.Nach dem Verfahren nach Anspruch 3 hergesteliter
DNA-Komplex von Rhodirubin A oder B.

5

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur Herstellung von neuen Antitumor-Antibiotika vom Typus
10 Anthracyclin-glykosiden in Form eines Gemischs von rohem
Rhodirubin A und B oder der voneinander getrennten Rhodiru-
binen A und B in rohem oder gereinigtem Zustand, gegebenen-
falls in Form ihrer Saureadditionssalze oder DNA-Komplexe.
Die neuen Anthracyclin-glykosid-Antibiotika sind hier als
15 Rhodirubin A und B bezeichnet. Diese Antibiotika werden
durch Ziichtung eines Rhodirubin erzeugenden Stammes von
Streptomyces in einem wissrigen Nahrmedium unter submer-
sen aeroben Bedingungen erhalten, bis eine entsprechende
Menge an Rhodirubin durch genannte Mikroorganismen in
20 genanntem Kulturmedium erzeugt ist und gegebenenfalls wer-
den diese Rhodirubine aus dem Kulturmedium gewonnen. Rho-
dirubin A und B kann aus dem Kulturmedium gewonnen und
durch Extrahieren der Brithe, mit oder ohne vorangehende
Separierung der Mycellen gewonnen werden oder durch
25 Extraktion aus den Mycellen und anschliessender Separierung
und Gewinnung der einzelnen Antibiotika mittels Standardver-
fahren, welche verwendet werden, um andere wasserunltsliche,
Antibiotika zu isolieren und zu reinigen.
Mittels der vorliegenden Erfindung werden somit die Anti-
30 tumor-Antibiotika-Rhodirubin A und B der Formel
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und die nicht-toxischen Saureadditionssalze und Komplexe
derselben mit Deoxyribonukleinsdure gewonnen.

Es wurde gefunden, dass Rhodirubin A und B sowohl eine
antimikrobielle als auch eine Antitumor-Wirksamkeit besitzt.
Insbesondere weisen die beschriebenen Verbindungen antimi-
krobielle Wirksamkeit gegeniiber gram-positive Bakterien,
hemmen das Wachstum von Feststoffen und aszitischen For-
men von bosartigen Tumoren in der weiblichen Brust, z. B.
Miuse-Leukédmie L1210, besitzt eine hohe cytotoxische Wirk-
samkeit und hemmt auf diese Weise das Wachstum der weibli-
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Verfahren zur Ziichtung anderer Actinomycetes sind gleich-
falls in vorliegender Erfindung anwendbar. Das bevorzugte
Medium enthilt kommerziell erhiltliche Produkte, wie Glu-
kose, Glycerin, Stirke, Dextrin, Succrose, Maltose und &hn-

5 liche, als Kohlenstoffquelle mit anderen Kohlenhydraten, und
es kénnen Alkohole organischer Sauren Ole und Fette in ent-
weder gereinigtem oder rohem Zustande zu diesem Zwecke, in
Abhingigkeit von der Assimilierbarkeit des Stammes, ange-
wendet werden. Kommerziell erhltliche Produkte, wie Soja-

10 bohnenmehl, Baumwollsamenmehl, Fleischextrakt, Pepton,

chen Brust-Tumorzellen in der Kultur und weist eine Toxizitit auf. getrocknete Hefe, Hefeextrakt, Maisquellwasser und dhnliche

Die Bezeichnung Rhodirubin bezieht sich auf das Antibioti-
kum, welches mindestens ein Antibiotikum gew#hlt aus Rhodi-

rubin A und Rhodirubin B umfasst.

Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung werden
erzeugt durch Ziichten von verschiedenen Rhodirubin erzeu-
genden Stammen von Streptomyces, einschliesslich mehrere
bekannte Pyrromycin, Cinerubin, Aclacinomycin und Galiru-
bin-erzeugenden Stimmen, wie Streptomyces galilaeus MA
144-M (ATCC 31133, FERM P-2455), Streptomyces galilaeus
(ATCC 14969), Streptomyces cinereoruber (ATCC 19740),
Streptomyces antibioticus (ATCC 8663), Streptomyces prupu-
rasceus (ATCC 25489) und Streptomyces niveoruber (ATCC
14971). Der Mikroorganismus Streptomyces galilaeus MA
144-M ist in der US-PS 3 988 315 vom 26. Oktober 1976 offen-
bart. Die weiteren, vorstehend genannten Mikroorganismen
ATCC 14969, 19740, 8663, 25489 und 14971 wurden bei der
nachstehend identifizierten Sammelstelle am 21. Juli 1977 hin-
terlegt.

Ein bevorzugter Rhodirubin erzeugender Stamm von
Streptomyces wurde isoliert aus einer Erdprobe, gesammelt
am Campus des Institute of Microbial Chemistry at Osaki, Shi-
nagawa-ku, Tokyo, Japan, und Kulturen dieses Stammes,
bezeichnet als Stamm ME 505-HEI wurden in American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, am 2. Mérz 1977 und
in der Fermentation Research Institute, Japan, hinterlegt und
zugefiigt zu ihrer permanenten Sammlung von Mikroorganis-
men (ATCC 31273 resp. FERM P-3667).

Die Charakteristiken von Streptomyces sp. ME 505-HEI
werden im einzelnen untersucht. Der Stamm Nr. ME 505-HEI
hat gegenwiirtig die folgenden Charakteristiken: unter dem

werden mit Vorteil als organische Stickstoffquellen und anor-
ganische Salze wie (NH4)2S04, NaNOs, NH«Cl und &hnliche
konnen als anorganische Stickstoffquellen eingesetzt werden.

15 Es kénnen auch, falls notwendig, anorganische Salze, wie Chlo-
ride (NaCl oder KCl) oder Phosphate, Spurenmetalle (z. B.
Zink, Magnesium, Mangan, Kobalt, Eisen und hnliche) oder
schaumverhiitende Mittel, wie «Adekanol» (Handelsmarke von
Asahi Denka Ind. Co.), «Silicon» (Handelsmarke von Shinetsu

20 Chem. Ind. Co.), fliissiges Paraffin, Sojabohnendl oder Fett
beniitzt werden. Die Ziichtungstemperatur soll zweckmassig
im Bereiche von 20-37 °C, vorzugsweise 25-30 °C, liegen. Der
pH-Wert des Kulturmediums liegt normalerweise im Bereiche
von 5-8. Die Erzeugung von Rhodirubin in der Kulturbriihe

25 erreicht gewdhnlich eine maximale Dauer von 3-7 Tagen nach
der Impfung.

Eine Vielfalt von bekannten Verfahren kann bei der Isolie-
rung und Reinigung der Rhodirubin-Verbindungen aus dem
Fermentationsmedium verwendet werden, beispielsweise

30 durch Losungsmittelextraktion, Losungsmittelfallung, Konzen-
tration, Gelfiltrieren, Gegenstromverteilung, Chelatbildung mit
Metallionen, Absorption und anschliessend Eluieren aus einem
Ionenaustauscherharz, mit Hilfe von Adsorptions-Kieselerde-
Material oder mittels synthetischen Adsorbens, oder unter Ver-

35 wendung einer Kombination einer oder mehrere oben genann-
ter Verfahren.

In einem bevorzugten Gewinnungsverfahren wird das Rho-
dirubin A und B aus dem Kulturmedium durch Losungsmittel-
extraktion gewonnen. Die Rhodirubin-Antibiotika sind ebenso

40 intrazellular als auch extracelluldr vorhanden, sie werden aber
hauptsichlich im Mycel gefunden. Mit Vorteil wird zuerst das

Mikroskop hat das aerale Mycelium keinen senkrechten Zweig ~ Mycel vom Filtrat der Kulturbrithe mittels iiblicher Mittel, wie

und keine spirale Struktur. Es wurde gefunden, dass das Wachs-
tum der verschiedenen Medien farblos, hellrotbraun bis dunkel-

braunpurper ist und das aerale Mycelium wird nicht gebildet

oder wird mit weisser bis rétlich-weisser Farbe gebildet. Es bil-
det sich ferner ein schwach rotes I6sliches Pigment. Melaninbil-
dung ist positiv. Auf Grund der obigen Charakteristiken gehort

der Stamm ME 505-HEI zum Genus Streptomyces.
Da das Streptomyces leicht natiirlich oder kiinstlich

mutiert bzw. variiert werden kann, umfasst das genannte Strep-

tomyces ME 505-HEI und die anderen Rhodirubin erzeugen-
den Streptomyces die oben beschriebenen typischen Stimme
und samtliche natiirlichen und kiinstlichen Rhodirubin erzeu-
genden Varianten und Mutanten derselben.

Die erfindungsgemésse Erzeugung der beschriebenen
neuen Verbindungen wird durchgefiihrt unter Ziichtung eines

Filtrieren oder Zentrifugieren, abgetrennt, obschon die Anti-
biotika auch direkt aus der Kulturbrithe durch weiter unter

45 angefiihrte Verfahren, ohne Separierung des Mycels, extrahiert
werden kénnen. Das Rhodirubin A und B kann aus dem Filtrat
bei neutralem oder schwach basischem pH, z. B. pH-Wert 7-9,
mit einem wasser-nichtmischbaren organischen Losungsmittel,
wie Athylacetat, Butylacetat, Chloroform, n-Butanol usw. extra-

s0 hiert werden. Das Rhodirubin A und B im Mycel kann mit
einem organischen Lésungsmittel, wie Chloroform, Athylace-
tat, n-Butanol, Methanol, Aceton, Methylithylketon, oder einer
wissrigen Losung einer organischen oder anorganischen
Siure, wie Chlorwasserstoffsaure, oder Essigsdure, extrahiert

55 werden. Die aktiven Rhodirubin-Extrakte kénnen dann konzen-
triert und im Vakuum getrocknet werden, wobei ein rotliches
oder rétlich-purpurfarbiges Pulver erhalten wird, welches ein

Rhodirubin erzeugenden Stammes von Streptomyces in einem  Gemisch von rohem Rhodirubin A und B ist.

iiblichen wassrigen Nahrmedium, welches bekannte Nahrquel-

Zwecks Separierung der einzelnen Rhodirubin-A- und

len fiir Actinomycetes enthilt, z. B. assimilisierbare Quellen von e B-Komponenten aus dem rohen Gemisch, wird zweckmissig

Kohlenstoff und Stickstoff und gegebenenfalls anorganische

Salze und andere bekannte Wachstumsfaktoren. Die submerse

eine weitere Reinigung und Separierung eingeschaltet, wie eine
Kolonnenchromatographie mit Adsorbentien, wie Silicagel,

aerobe Kultur wird vorzugsweise verwendet fiir die Erzeugung  modifiziertem Dextrans (z. B. «Sephadex» LH-20, Handels-

von grossen Mengen der Antibiotika, obschon fiir die Erzeu-

marke von Pharmacia Fine Chemicals, Schweden), durch

gung von begrenzten Mengen Oberflichenkulturen und Kultu- ¢s schwach saure lonenaustauscherharze, aktivierte Kohle oder

ren in Flaschen gleichfalls verwendet werden kénnen. Die
Medien bestehend aus bekannten Arten von Nahrquellen fir

Actinomycetes sind niitzlich und die allgemeinen verwendeten

Tonerde, Gegenstromverteilung oder mittels fliissiger Chroma-
tographie geeigneter organischen Losungsmitteln. Als ein Bei-
spiel eines geeigneten Separierungsverfahrens kann das rohe
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Rhodirubinpulver, das ist das Gemisch von A- und B-Kompo-
nenten, zuerst in Toluol-Methanol gelést, dann einer Kolon-
nenchromatographie iiber Silicagel unterworfen und dann mit
einem geeigneten organischen Losungsmittel, wie Toluol-Me-
thanol, eluiert werden, wobei denn die individuellen Rhodiru-

bin- A- und B-Komponenten erhalten werden. Die das Rhodiru-

bin A und B enthaltenden aktiven Eluate kénnen unter vermin-
dertem Druck eingeengt und die individuellen Komponenten
dann mittels Chromatographie iiber «Sephadex» LH-20 gerei-
nigt werden.

Losungen von gereinigten Rhodirubin A und B kénnen
gleichfalls nach Zugabe von einem oder mehreren Substanzen,
wie Deoxyribonukleinsiure, Glycerin, Zucker, Aminosiuren
oder organische oder anorganische Siuren, lyophilisiert wer-
den.

Die physicochemischen Eigenschaften von Rhodirubin A
und B sind die folgenden:

Rhodirubin A:rotes Pulver mit F 141-143 °C, Elementar-
analyse zeigte die folgenden Werte:

Gefunden % Berechnet fiir Ca2HssNO1s %
C=6039 C=60,77
H= 6,63 H= 6,68
0 =3072 0 = 30,81
N= 171 N= 1,69

Molekulargewicht: 829,9
Spezifische Drehung:[o]® + 120(C = 0,1, CHCL).

Loslichkeit: Rhodirubin A ist 1oslich in Methanol, n-Butanol,
Aceton, Athylacetat, Chloroform, Toluol, Benzol und Dimethyl-

sulfoxid, unléslich in Wasser, n-Hexan und Petroleumither und
leicht Islich in Didthylither.

Farbe und Reaktion: Die Methanollésung von Rhodirubin
A ist rot, aber schligt im alkalischen Zustand auf rétlichpurpur
um. Sie gibt eine negative Ninhydrin-Reaktion und reduziert
nicht die Fehlingsche Losung.

Absorptionspektrum: UV und sichtbare Absorptionsma-
xima werden gesehen bei 235 nm, Eycr e =507;258 nm, E; % =
267;295nm, Elcm’ = 100;457 nm, E; o, fio 127;490 nm, E, '
153;510 nm, E; > = 117;522 nm, E&% = 100 (in Methanol bei
einer Konzentration von 15 p g/ml).

Absorptionspektrum: IR - Das IR-Spektrum in KBr zeigt
Spitzen bei den folgenden Wellenlidngen in cm~1: 3430, 2950,
2930, 2810, 2750, 1735, 1640, 1600, 1450, 1320, 1300, 1220, 1160,
1120, 1040, 1000, 970, 960, 920, 800 und 760.

NMR: Das PMR-Spektrum von Rhodirubin A in CDCl;: (100

MHz) zeigt die folgende chemischen Verschiebungen (ppm):

7.6,5;7,24,5;5,50, m; 5,62, m; 5,02, m; 4,84, m; 4,52, q; 4,7 ~ 3,90,

Uberlappung m; 3,72, ;3,60 ~ 0,09, Uberlappung m und 2,18.
Rhodirubin B: Rotes Pulver mit F 135-137 °C.
Elementaranalyse zeigt die folgenden Werte:

Gefunden % Berechnet fiir CazHssNO1s %
C=61,23 C=6199
H= 680 H= 6,77
O =28,77 0O =29,52
N= 194 N= 172

Molekulargewicht = 813,9
Spezifische Drehung ist =[] + 190(C = 0,1, CHCL;).
Léslichkeit: Rhodirubin B ist Islich in Methanol, n-Butanol,

Aceton, Chloroform, Athylacetat, Toluol, Benzol und Dimethyl-

sulfoxid, unloslich in Wasser, Petroleumither und n-Hexan und
leicht Joslich in Didthylither.

45

50

Farbe und Reaktion: Die Methanollésung von Rhodirubin
B ist rot aber schligt gegen rotlichpurpur im alkalischen
Zustand um. Sie gibt eine negative Ninhydrin-Reaktion und
reduziert nicht Fehlingsche Lésung.

5 Absorptionspektrum: UV und sichtbares Absorptionsma-
xima wird gesehen bei 235 nm, E; % = 593; 257 nm, E, 1% = 307;
295 nm, E; 1 = 113;457 nm, E, % = 153;490 nm, Elc‘m"’ = 187;
510 nm, E; &Y o _ 147;522 nm, E,g,;’,"* = 120.

Absorptionsspektrum: IR - Das IR-Spektrum in KBr zeigt
10 Spitzen bei folgenden Wellenlinge in cm~!: 3470, 2960, 2940,
2820, 2790, 1740, 1640, 1600, 1450, 1300, 1220, 1160, 1120, 1040,
1000, 980,960, 920, 800, 790 und 760.
NMR: Das PMR-Spektrum von Rhodirubin B in CDCls (100
MHz) zeigt die folgenden chemischen Verschiebungen (ppm):
157,6,5;7,24,5;5,50,m; 5,02, m; 4,84, m; 4,52, q; 4,7 =3,90, Uberlap-
pung m; 3,72, s; 3,6 =0,09, Uberlappung mund 2,18, s.
Das Rhodirubin A und B weisen die folgenden R-Werte auf
einen Silicagel-Diinnschicht-Chromatogramm unter Verwen-

dung der angezeigten Lésungsmittelsysteme:
20

Rr-Werte

Loésungsmittelsystem  Rhodirubin A Rhodirubin B
25

Athyl:Acetat:Benzol:

Methanol (5:5:1)(V/V) 0,37 042

Chloroform:Methanol

10:1)(VIV) 0,19 0,28
% Chloroform:Methanol

(20:1) (VIV) 0,17 0,20

Die Strukturen von Rhodirubin A und B wurden wie folgt
35 bestimmt. Aglykone von Rhodirubin A und B wurden erhalten
durch Sdurehydrolyse mit verdiinnter Chlorwasserstoffsiure
von von 0,IN bei 85 °C wihrend 30 min. Physco-chemische
Eigenschaften, z. B. IR, UV, NMR, Schmelzpunkt und R Werte
auf Diinnschichtchromatographie des erhaltenen Aglykons

4 Stimmen voll mit dem in der Literatur beschriebenen &-Pyrro-

mycinon (Chem. Ber., 92, 1904 (1959)).

Nach Neutralisieren und Konzentrieren der wissrigen
Schicht des Rhodirubins-A- und B-Hydrolysats wird der Zuk-
kerteil mittels Diinnschichtchromatographie (Silicagel TLC,
Merck Fasq: Lésungsmittel: Butanol:Essigsaure:Wasser = 4:1:1
Vol/Vol.) entwickelt und separiert. Drei Zuckerteile (Rs =
0,14:0,53:0,67) wurden aus dem Rhodirubin A und zwei Zucker-
teile (R; = 0,14:0,67) aus dem Rhodirubin B erhalten. Durch Ver-
gleichen dieser aus Aclacinomycin (J. Antibiotics, 28, S.830-834
(1975)) erhaltenen Zuckersubstanzen und des Streptolydizins
(J. Am. Chem. Soc., 86, S.3592-3594 (1964)), verschiedenen
Farbreaktionen (Pharmazie, 27, H12, S.782-789 (1972)), der spe-
zifischen Rotationen und von NMR, wurden die Zuckersub-
stanzen mit R; von 0,14, 0,53 und 0,67 als Rhodosamin, 2-Deoxy-
fucose und Rhodinose identifiziert.

Die Methanolyse von Rhodirubin A und B liefert Pyrromy-
cin (Rhodosaminyl- e-pyrromycinon). Uberdies wurde Rhodi-
nose aus Rhodirubin A und B mittels milder Hydrolyse und
zwar bei 0,5% HCl, 20 °C und 10 min, gemiss der in «Natur-

60 wiesen, 50, S.43-44 (1963) offenbarten Methode, in Freiheit
gesetzt.
Aus den oben beschriebenen Ergebnissen wurden die
Strukturen von Rhodirubin A und B bestimmt und sind die fol-
genden:

55
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worin R Rhodirubin A R ist

CH
HO

Esist bekannt, dass unter den in der Literatur beschriebe-
nen Anthracyclin-Antibiotika Cinerubin, Aclacinomycin, Viola-

/ CH3

0

H

'Rhodirubin B R ist

G

CH3 :
HO

0
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mycin und Rhodomycin aus Aglycon und drei Zuckerteilen .
zusammengesetzt sind. Thre Konstituenten sind die folgenden:

Antibiotika Aglycon Stellung der Bindung von  Erste Zucker Zweite Zucker Dritte Zucker
Zucker und Aglycon
Cinerubin A &-Pyrromycinon 7 Rhodosamine 2-Deoxyfucose  Cinerulose
Aclacinomycin A Alkavinon 7 Rhodosamine  2-Deoxyfucose  Cinerulose
Violamycin verschiedene unbekannt Rhodosamine  2-Deoxyfucose = Rhodonose
Rhodomycinone
Rhodomycin X -Rhodomycinon 9-oder 10- Rhodosamine ~ 2-Deoxyfucose =~ Rhodonose
-Rhodomycinon
10-Deoxy-r-rhodo-myci-

non
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Es ist somit ersichtlich, dass die Rhodirubin-Antibiotika Wie oben angefiihrt, sind die beschriebenen Verbindungen
konnen leicht von den oben Anthracyclinen unterschieden wer-  Rhodirubin A und B neue Antibiotika, welche sowohl in der
den. Human- als auch der Veterinir-Medizin niitzlich sind und als

Rhodirubin A und B weisen antimikrobielle Wirksamkeit Antitumor-Mittel weisen sie eine bemerkenswerte Hemmwir-

gegeniiber verschiedenen Mikroorganismen auf. Die minimale 5 kung gegeniiber weiblichen bosartigen Brusttumoren, ein-
Hemmkonzentration von Rhodirubin A und B wurde bestimmt  schliesslich sowohl des Bauchwassersucht- als auch des festen
durch die Brithe-Verdiinnungsmethode und ist in der folgenden ~ Typus.
Tabelle zusammengestellt. Die beschriebenen Verbindungen bilden nicht-toxische
Saureadditionssalze mit einer Vielfalt von organischen und
Minimale Hemmkonzentration von (MHC) von Rhodirubin A 10 anorganischen salzbildenden Reagenzien und bilden auch
und B nicht-toxische Komplexe mit Deoxyribonukleinsiure. Solche
Test-Mikroorganismus MHC (pg/ml) Saureadditionssalze gebildet mit solchen pharmazeutisch
annehmbaren Sauren, wie Schwefel-, Phosphor-, Chlorwasser-

Rhodirubin A Rhodirubin B stoff-, Essig-, Propion-, Olein-, Palmitin-, Zitronen-, Bernstein-,

15 Weinstein-, Glutamin-, Pantothen-S&uren und so weiter und
Staph. aureus FDA 209P 1,56 1,56 nicht-toxische Komplexe mit Deoxyribonukleinsiure kénnen
Staph. aureus Smith 04 0,78 auf dieselbe Weise wie oben genannten Rhodirubin-Verbindun-
B. subtilis ATCC 6633 0,78 1,56 gen als solche, verwendet werden. Die Salze kénnen gebildet,
B. cereus ATCC 9634 0,2 04 isoliert, gereinigt und mittels Methoden, die im allgemeinen bei
B.megaterium NRRL-938 0,78 1,56 20 der Salzbildung fiir Antibiotika verwendet werden, formuliert
Sarcina lutea ATCC 9341 04 0,78 werden. Im Falle der DNA-Komplexe kann DNA aus Tieren
Micrococcus flavus 0,2 0,2 und Mikroorganismen, wie aus der Kalbsthymusdriise, aus
Coryne. bovis 0,2 04 Hela-Zellen, aus menschlichen und tierischen Embryo-Zellen,
Ps. fluorescens NIH]B-254 100 100 aus Hefe usw., extrahiert und verwendet werden. Die Rhodiru-
Proteus morganii >100 >100 25 bin-DNA-Komplexe kdnnen mittels der in der Literatur zur
Mycobacterium smegmatis ATCC 6,25 3,1 Herstellung von DNA-Komplexen von anderen Anthracyclin-
607 Antibiotika, wie Adriamycin, Daunorubicin usw. beschriebenen
Candida albicans IAM 4905 >100 >100 Methoden pripariert werden, siche beispielsweise Nature,
Candida tropicalis IAM 4942 >100 >100 New Biol, 239, S.110(1973) und Europ. J. Cancer, 10, S.399

30 (1974). Zum Zwecke der Verwendung sind die Rhodirubin-Ver-

Wie oben angefiihrt, besitzt Rhodirubin A und Beine anti- ~ Pindungen in Form von f reien Basen aquivalent zu ihren phar-

mikrobielle Wirksamkeit, insbesondere gegeniiber gram-posi- ~ Mazeutisch annehmbaren Séureadditionssalzen und DNA-
tive Bakterien; deshalb sind diese Substanzen bei der Behand- ~ Komplexen. . . L
lung von Menschen und Tieren bei hervorgerufen durch solche Die beschriebenen Verbindungen eignen sich insbesondere

Mikroorganismen infektisen Leiden therapeutisch niitzlich.  ** Zur therapeutischen Behandlung einer weiblichen Brust, die
Rhodirubin A und B zeigen bei experimentellen Tiertesten durch eine gram-positive bakterielle Infektion oder durch einen

eine bemerkenswerte Antitumor-Wirksamkeit mit niedriger bosartigen Tumor, z. B. eines festen oder ascitischen Typustu-
Toxizitat und deshalb sind sie bei der Hemmung des Wachs- mor, wie LI11210-Leukamie, befallen ist, und welche Behandlung
tums von weiblichen Brusttumoren therapeutisch niitzlich. darin besteht, dass man an eine leidende Stelle eine wirksame
Rhodirubin A und B zeigen aber insbesondere eine bemerkens. ** antibakterielle oder Tumor-Hemmdosis von Rhodirubin A oder
werte hemmende Wirkung bei Maus-LI210-Leukéimie. Eine B oder ein Gemisch derselben oder ein nicht-toxisches Saure-
CDF-Maus wurde beispielsweise intraperitoneal mit 1 x 105 additionssalz oder einen DNA-Komplex derselben verabreicht.
L1210-Zellen pro Maus geimpft und es wurde dann 0,1-0,2 ml Pharmazeutische Zusammensetzungen enthalten z. B. wirk-
der Wirkstofflosung intraperitoneal wihrend 10 aneinander same antibakterielle oder tumorhemmende Menge von Rhodi-
folgenden Tagen verabreicht. Die Beobachtung erfolgte wih- 5 Tubin A oder B oder eines Gemisches derselben, oder eines
rend 30 Tagen und die prozentuale Verlingerung der Uberle- nicht-toxischen Sau;eaddltl'onssalze§ odgr eines l')NA-.Komple-
benszeit gegeniiber der intraperitoneal verabreichten Kon- xes genannter Verbindung, in Kombf“atlon mit emem inerten
trollmaus mit physiologischer Sole war die folgende: pharmazeutischen annehmbaren Triger oder Verdiinnungs-

mittel. Diese Zusammensetzungen kénnen in jeglicher pharma-
50 zeutischer Form, die sich fiir eine parenterale Verabreichung
eignet, zubereitet werden.
Priparate fiir parenterale Verabreichung umfassen bei-

Verlidngerung der Uberlebenszeit T/C (%)

Dosierung Rhodirubin A Rhodirubin B . . - P . P w
(mg/kg/Tag) (HCL-Salz) (HCl-Salz) spielsweise sterile, wassrige oder r'uch"t-wassrlgc‘a Losungen,
Suspensionen oder Emulsionen. Sie kénnen gleichfalls in Form
10 87 104 55 von ster.ilen quten Zusammqnsetzungen quereitet werden,
g5 121 160 V\{e!che in sterilem Wass;r,ne:lper physnolog!schen Sole oder
5' 195 179 einigen anderen sterilen injizierbaren Medien, unmittelbar vor
55 167 ol Verwgndung, geldst werden konnen. Es soll bemerkt werden,

» dass die tatsachlich bevorzugten Mengen des verwendeten
1.25 117 126 60 Rhodirubin-Antibiotikums variieren werden entsprechend der
06 102 107 besonderen verwendeten Verbindung, der besonderen formu-

lierten Zusammensetzungen, der Art der Anwendung und der
Akute Toxizitat besonderen Stelle, und des zu behandelnden Leidens. Im allge-
Die LDso-Werte nach intraperitonealer Injektion einer meinen werden die Rhodirubin-Antibiotika intraperitoneal,
Maus von Rhodirubin A und B sind die folgenden: 65 intravends, subkutan oder lokal Tieren und intravends oder
LDso (mg/kg) lokal menschlichen Wesen, injiziert. Es kénnen zahlreiche Fak-
Rhodirubin A 7.5-10 toren, die die Wirkung des Wirkstoffes modifizieren kénnen,

Rhodirubin B 10-125 durch den Spezialisten in Betracht gezogen werden, beispiels-
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weise das Alter, das Korpergewicht, der Sex, die Diét, die Ver- Es wurde dann Aceton zum Mycelkuchen zugegeben, und
abreichungszeit, der Verabreichungsweg, dic Menge der Aus-  zwar 21 Aceton per kg feuchten Kuchens, und die Extraktion
scheidung, spezifische Bedingungen des Patienten, Wirkstoff- erfolgte zweimal, wonach das Aceton durch Abdampfen unter
kombinationen, Empfindlichkeit auf Reaktionen und Stéirke des  vermindertem Druck entfernt wurde. Ein halbes Volumen
Leidens. Die Verabreichung kann kontinuierlich oder perio- 5 Chloroform wurde dann zum Riickstand zugefiigt und die

disch innerhalb der maximalen tolerierten Dosismenge erfol- Extraktion wurde zweimal durchgefiihrt. Die erhaltenen Chlo-
gen. Optimale Anwendungsverhiltnisse fiir einen gegebenen roformextrakte wurden dann mit den Chloroformextrakten aus

Fall von Bedingungen kénnen durch den Fachmann gesichert dem Filtrat vereinigt und unter vermindertem Druck konzen-

werden, unter Verwendung iiblicher Dosierungsbestimmungs-  triert, wobei eine teerdhnliche Substanz erhalten wurde.

teste im Hinblick auf oben angefiihrte Richtlinien. 10 Genannte Substanz wurde dann in einer kleinen Menge Athyl-
Fiir die Verwendung eines antibakteriellen Mittels werden  acetat gelost und es bildete sich ein Niederschlag durch trop-

die Rhodirubin-Zusammensetzungen im allgemeinen so verab-  fenweise Zugabe dieser Losung in 10 Volumen von n-Hexan;

reicht werden, dass die Konzentration eines aktiven Bestand- man erhielt 4,5 g an rotem rohem Pulver. Dieses rohe Pulver
teils grosser ist, als die minimale Hemmkonzentration fiir den wurde in 30 ml eines Gemisches von Toluol und Methanol 50:1
besonderen zu behandelnden Organismus. 15 Vol/Vol. gelost, durch eine Siule von dreimal 50 cm durchflies-
Die Erfindung wird im weiteren durch einige Beispiele sen gelassen, welche Siule mit 100 g Silicagel gefiillt war und
niher dargelegt. mit demselben Gemisch dquilibriert wurde, und es wurden Rho-
dirubin B und dann Rhodirubin A eluiert. Jedes Eluat wurde
Beispiel 1 unter vermindertem Druck getrocknet und man erhielt 27 mg
Es wurde ein Ndhrmedium der folgenden Zusammenset- 20 an rohem Rhodirubin A 60 mg an rohem Rhodirubin B.
zung prapariert:
Kartoffelstirke 1 % (Gew./Vol%) Beispiel 2
Glukose 1% 27 mg von gemiss Verfahren von Beispiel 1 erhaltenem
«Prorich» (Sojabohnenpulver) 1,5% rohem Rhodirubin A wurden auf einer Diinnschichtoplatte
K:HPO: 0,1% 25 (Merck Fasq, Losungsmittel: Chloroform:Methanol 10:1 Vol/
MgS0..7H0 0,1% Vol) nach Auflésen in 2 ml Methanol chromatographiert, um
NaCl 03% Verunreinigungen einschliesslich Rhodirubin B zu entfernen,
Mineral* 0,125 % (pH-Wert 7.4) und die aktive Fraktion wurde dann auf einer «Sephadex»-LH-
*Das Mineral ist wie folgt zusammengesetzt: 20-Séule von 1xX70 cm chromatographiert. Das so erhaltene
CuSO045H:0 28¢g 30 Eluat wurde eingeengt und mit n-Hexan ausgefillt, wobei 16,5
FeSO4.7H:0 04g mg an gereinigtem Rhodirubin A als rotes Pulver erhalten wur-
MnCl:4H:0 32¢g den. 10 mg dieses roten Pulvers wurden dann in einem Gemisch
ZnS04.7H20 08g von 200 pl trockenem Aceton und 70 pl trockenem Methanol
in 500 ml Wasser. geldst und dann wurden 10 pl 3N HCl-Methanol-Lésung zuge-

50 ml dieses Mediums wurden in einem 500-ml-Kolben steri- 35 fiigt. Nach Rithren wihrend 1 h bildete sich nach Zugabe von
lisiert, mit einer Schleife aus einer Agarschrigkultur von Strep- 10 Volumen Diithylither ein Niederschlag. Dieser Nieder-
tomyces galilaeus (ATCC 31133) geimpft und bei 28 °C wih- schlag wurde durch Filtrieren gesammelt und getrocknet, und
rend 48 h auf einer Rotationsschiittelvorrichtung mit 230 upm  man erhielt 7,2 mg Rhodirubin A HCl-Salz.
inkubiert, wobei die Sammelkultur erhalten wird.

Es wurde ferner das folgende Medium pripariert: 40 Beispiel 3
Kartoffelstarke 2% (Gew./Vol%) 80 mg an gemiss Verfahren von Beispiel 1 erhaltenem
Glukose 2% rohem Rhodirubin wurden gemdss der in Beispiel 2 beschriebe-
«Nisshin toast» nen Methode gereinigt und man erhielt 63,4 mg an Rhodirubin
(entfettete Sojabohnen) 2% B als rotes Pulver.
Hefe-Extrakt 0.5% 45 Gemiiss der in Beispielen 1,2 und 3 beschriebenen allgemei-
NaCl 0.25% nen Méthoden wurden die folgenden Mikroorganismen
CaCO: 0,3% geziichtet, wobei die in folgender Tabelle angefithrten Ertrige
Mineral* . 0,125%(pH-Wert 7,4) an Rhodirubin A und B erhalten wurden.
*Das Mineral ist wie folgt zusammengesetzt:

CuS045H:0 125g 50

MnCl24H:0 125g

ZnS04.7H20 1,25¢g

in 500 ml Wasser : :

2 ml genannter Samenkultur wurden dann in 100 ml des Mikroorganismus Eﬁgﬁiﬁgm (mg)
genannten oben beschriebenen sterilisierten Mediums in einem s5 A B
500- ml-Kolben geimpft. Die Fermentation erfolgte bei 28 °C
auf einer Rotationsschiittelvorrichtung mit 230 min und die .
Erzeugung von Rhodirubin erreichte ein Maximum nach 4 g:;ggtgﬁ;’g:: fﬁig?gﬁj&?ﬁ%éégﬁ 37 40 %2 1;'

Tagen. Die Brithe wurde dann filtriert, um den Mycelkuchen

: : : Streptomyces purpurascens ATCC 25489 11 7

und das Filtrat abzutrennen. Es wurde zum Filtrat ein halbes 60 LA
. : . Streptomyces antibioticus ATCC 8663 8 10
Volumen Chloroform zugefiigt und die Extraktion erfolgte Streptomyces sp. ME 505-HEI ATCC 3127321 48

zweimal.




	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

