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‘Titel der Erfindung:

Verfahren zur-Herstellung von Makroliden

Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstelldng von
Makroliden, die wertvolle Arzneimittel sind und sich vor
allem durch eine besonders interessante antibiotische Wirk-

samkeit auszeichnen.

Charakteristik der bekannten technischen L&sungen:

Die vorliegenden Makrolide &hneln in ihrer Struktur dem als
therapeutisches Mittel bekannten Tylosin, das beispielswei-
.se in Tetrahedron Letters, 2339 (1970) beschpieben wird.

Tylosin stellt ein sehr bedeutendes Antibiotikum dar. Unab-
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h&ngig davon besteht jedoch stets die Notwendigkeit zur Ent-
wicklung neuer Antibiotika, und zwar unter anderem allein
schon infolge der M&glichkeit der Entwicklung resistenter
Stdmme im Laufe der Zeit. Weiter k&nnen auch entsprechende
strukturelle Abwandlungen zu Verdnderungen im Spektrum sus-
zeptibler Mikroorganismen filhren. Eine chemische Abwandlung
der Struktur tylosin&dhnlicher Makrolide hat sich nun leider
jedoch als &uBerst schwierig erwiesen. In J. Org. Chem. 44
(12), 2050 bis 2052 (1979) werden beispielsweise die Proble-
me angesprochen, die bei der Spaltung der Mycinosylglycosid-
bindung von Tylosin durch chemische Mittel auftreten. Das
Hauptaugenmerk der entsprechenden Forschungsarbeiten mit dem
ziel der Schaffung und Untersuchung neuer Strukturen ist da-
her auf neue, in der Natur vorkommende oder synthetische
Mikroorganismen mit der Hoffnung gerichtet, daB sich durch
deren Ziichtung mit Tylosin verwandte und wirkungsmdsig in-

teressante Strukturen ergeben..

Aufgabe der Erfindung:

‘Infolgé der interessanten Wirksamkeit von Tylosin und des
oben angesprochenen stédndigen Bedarfs an neuen Antibiotika
infolge der im Laufe der 2Zeit sich ergebenden Resistenzbil-
dung hat sich die Erfindung nun die Aufgabe gestellt, anti-
biotisch wirksame und tylosindhnliche Makrolide zu schaf-
fen, die sich durch eine besonders interessante pharmakolo-
gische Wirksamkeit, und insbesondere eine wertvolle anti=-
biotische Wirksamkeit auszeichnen.

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Die obige Aufgabe wird erfindungsgeméB nun gel&st durch ein
Verfahren zur Herstellung antibiotisch wirksamer Makrolide, -
die dem Ty1051n dhnlich sind, dessen Mycinosylbaustein -
jedoch nicht enthalten, und die sich durch submerse aerobe
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Fermentation bestimmter Stimme von Streptomyces fradiae

herstellen lassen.

Im einzelnen wird die obige Aufgabe erfindungsgemdB geldst
durch ein Verfahren zur Herstellung eines neuen Makrolids
der allgemeinen Formel (I)
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worin Q fir —CHZOH‘odef —éhdhstéht, oder eines Acylesters
hlervon, oder von S#ureadditionssalzen der obigen Verbindungen
oder Estern hiervon, mit der MaB8gabe, daB dann, falls die
Stellung 3 des Molekiils vqn einer O-Acetylgruppe besetzt ist,
die Stellung 4'' keine O-Isovalerylgruppe enthalten kann.

Fiir obige allgemeine Formel ist zwar keine stereochemische
Konfiguration angegeben, doch ist diese selbstversténdlich
identisch mit der stereochemischen Konfiguration von Tylosin.
Der Neutralzucker ist Mycarose und der Aminozucker Mycamino-

se.

Steht in obiger allgemeiner Formel I der Rest Q fir -CHO,
dann ist das neue Makrolid 23-Demycinosyltylosin, das vor-
liegend einfach auch als Demycinosyltylosin oder DMT bezeich-
net wird und die folgende Formel hat: )
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Eine weitere erfindungsgem#f herstellbare Verbindung stellt
das Dihydroderivat von DMT dar, n#mlich das 20-Dihydro-23-
demycinosyltylosin, welches im folgenden abgekiirzt auch als
Dihydro-DMT bezeichnet wird, ebenfalls ein antibiotisch wirk-

sames Makrolid ist und die Struktur
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Die erfindungsgemiBen Verbindungen hemmen das Wachstum von
Mikroorganismen, die fir warmbliitige Tiere pathogen sind.
gie stellen insbesondere antibakterielle Mittel dar, wel-
che besonders wirksam sind gegentiber grampositiven Mikro-

organismen und Arten von Mycoplasma.

Die Hydroxylgruppen von DMT und von Dihydro-DMT, n#mlich

die in den Stellungen 2', 4", 3?} 23 und 3 befindlichen
Hydroxylgruppen, lassen sich verestern, wodurch wertvolle
‘Acylesterderivate gebildet werden. Ferner kann das Dihydro-
DMT auch an der in Stellung 20 befindlichen Hydroxylgruppe
verestert werden. Die Veresterung der Hydroxylgruppe in Stel-
lung 2' verlduft am einfachsten. Beispiele filir derartige
Ester sind die Ester von Monocarbonsiuren oder die Halbester
von Dicarbonsduren mit jeweils 2 bis 18 Kohlenstoffatomen.
Bei DMT, Dihydro-DMT und ihren Acylesterderivaten handelt

es sich um basische Verbindungen, die sich durch Behandlung
mit Siuren in S#ureadditionssalze {berfihren lassen. Sol-
che Siureadditionssalze gehdren ebenfalls zur Erfindung.
Wird im folgenden daher von DMT- -Verbindungen gesprochen,
dann versteht man hierunter DMT, Dihydro-DMT, ein bestimm-
tes Acylesterderivat dieser Verbindungen oder ein pharmazeu—
tisch unbedenkliches Saugeaddltlonssalz von DMT, Dihydro-

DMT oder einem Acylesterderivat hiervon.

Die Erfindung bezieht sich ferner auch auf einen neuen Stamm
von Streptomyces fradiae, ndmlich den Stamm NRRL 12170 von
Streptomyces fradiae, sowie auf ein Verfahren zur Herstel-
lung von DMT oder Dihydro-DMT durch Ziichtung dieses Stam-
mes unter submersen aeroben Fermentationsbedingungen bis zur
Bildung eines wesentlichen AusmaBes an antibiotischer Ak~
tivitdt. DMT oder Dihydro-DMT k&nnen aus dem basisch ge-
stellten Filtrat .der Kulturbriihe mit polaren organischen
Ldsungsmitteln extrahiert, und sie k&énnen durch Extrgktion,

_ Adsorption und/oder Kristallisation weiter gereinigt werden.
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Die Erfindung bezieht sich demnach auf verbesserte Verfah-
ren zur Herstellung von 5-0-Mycaminosyltylonolid (OMT) und
20-Dihydro~-5-0-mycaminosyltylonolid (Dihydro-OMT) durch
schwach saure Hydrolyse von DMT oder Dihydro-DMT.

Dihydro~DMT 1&R8t sich durch chemische Reduktion oder durch
FPermentation erhalten. Die Herstellung von Dihydro-DMT

durch chemische Reduktion erfolgt durch bekannte Verfahren,
beispielsweise durch Behandlung mit einer etv«ra'::stéchiomet:_risc;hen
Menge eines chemischen Reduktionsmittels, wie Natriumbor-
hydrid, in einem alkoholischen L&sungsmittel. Dihydro-DMT
kann ferner auch durch Ziichtung des vorliegenden Mikroorga-
nismus Streptomyces fradiae NRRL 12170 unter gesteuerten Fer-

mentationsbedingungen gebildet werden.

DMT und Dihydro-DMT kénnen in ihren Stellungen 2', 4“,.3",
23 und 3 durch iibliche Behandlung mit Acylierungsmitteln ver-
estert und hierdurch in die entsprechenden Acylesterdériva—
te iUberflihrt werden. Dihydro~-DMT iéBt sich ferner auch in
Stellung 20 verestern. Am einfachsten l&uft die Veresterung
der in Stellung 2' befindlichen Hydroxylgruppe. Zu hierfir
geeigneten Acylierungsmitteln gehdren beispielsweise Anhy~
dride, Halogenide (gewShnlich in Kombination mit einer Base
oder einem anderen Séurefénger) und aktive Ester organischer
Sduren. Ferner lassen sich solche Acylierungen auch unter
Einsatz eines Gemisches aus einer organischen S&ure und
~-einem Dehydratisierungsmittel erreichen, wie N,N'-Dicyclo-
hexylcarbodiimid. Weiter koénnen derartige Acylierungen auch
enzymatisch durchgefiihrt werden, wie dies beispielsweise
aus US-PS 4 092 473 hervorgeht. Die entsprechenden Acyl-
derivate lassen sich nach ihrer Bildung in bekannter Weise

abtrennen und reinigen.

Das 2'-Monoesterderivat 148t sich durch allgemein bekannte

selektive Veresterungstechniken herstellen, beispielsweise
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durch Behandlung des Antibiotikums mit einer stéchiometri-
schen Menge (oder einer leicht tiberschiissigen Menge) eines
Acylierungsmittels, wie eines Acylanhydrids, bei etwa Raum-
temperatur tiber eine Zeitdauer von etwa 1 bis 24 Stunden bis
zur praktischen Beendigung der Veresterung. Der erhaltene
2'-Monoester kann aus dem Reaktionsgemisch durch {ibliche
Verfahren isoliert werden, beispielsweise durch Extraktion,

Chromatographie oder Kristallisation.

Brauchbare Acyle$£er sind solche organischer S&uren unter
EinschluB aliphatischer, cycloaliphatischer, arylischer,
aralkylischer oder heterocyclischer Carbonséduren, Sulfon-
‘sduren und Alkoxycarbonsduren, die jeweils vorzugsweise 2
bis 18 Kohlenstoffatome, und insbesondere 2 bis 12 Kohlen-

stoffatome, enthalten.

7u Beispielen fiir geeignete Ester gehéren Ester von Sduren,
wie Essigsfure, Chloressigsiure, Propionséure, Buttersdure,
Isovaleriansédure, Alkoxycarbonsdure, Stearinsdure, Cyclo-
propancarbonsdure, Cyclohexancarbonsdure, g8~Cyclohexyl~-
propionséufe, 1-Adamantylcarbonsédure, Benzoesdure, Phenyl-
essigsdure, Phenoxyessigs#dure, Mandelsdure oder 2-Thienyl-
essigsdure, von Alkylsulfons#uren, Arylsulfonsduren oder Ar-
alkylsulfonsduren, wcbeifdie Alkylsulfonssuren und Aralkyl-
sulfonsiuren an ihrem aromatischen Rest gegebenenfalls Sub-
stituenten enthalten kénnen, wie Halogen, Nitro oder Nie-
deralkoxy. Zu geeigneten Estern geh&ren ferner auch die
Halbester von Dicarbonsiuren, wie Bernsteinsdure, Maleins&u-

re, Fumarsiure, Malonsdure oder Phthalsdure.

Pharmazeutisch unbedenkliche Esterderivate werden bevorzugt.
Es sind jedoch auch andere Esterderivate geeignet, wenn auch

nur als Zwischenbrodukte.

DMT, Dihydro-DMT und ihre entsprechenden Acylderivate bil-

den auch Siureadditionssalze. Die Saureadditionssalzé von
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DMT, Dihydro-DMT und ihren Acylderivaten gehdren ebenfalls
zur Erfindung. Solche S#ureadditionssalze eignen sich bei-
spielsweise zur Abtrennung ,_Reir;.ir_n"}. dun Kristallisation von DMT,Dihyd
DMT und ihren Acylﬁerivaten. Dariiber hinaus verftigen diese

Salze auch ilber eine bessere L&slichkeit in Wasser.

Beispiele filr geeignete Salze sind solche, die durch ibli-
che Reaktion sowohl mit orgahischen Sduren als auch mit an-
organischen S&uren gebildet werden, beispielsweise mit Schwe-
felsdure, Chlorwasserstoffsidure, Phosphorsiure, Essigsdure,
Bernsteinsédure, Zitronenséure, Milchs8ure, Maleinsdure, Fu-
marsdure, Palmitins#dure, Cholsiure, Pamoasdure, Mucinsdure,
D-Glutaminsédure, d—Campherséure, Glutarsgﬁre, Glykolséure,
Phthalsiure, Weinsiure, Ameisensiure, Laurinsiure, Stearin-
sidure, Salicyls&ure, Methansulfonsiure, Benzolsulfonsdure,

Sorbinsdure, Picrinsdure, Benzoesdure oder Zimtsdure.

Pharmazeutisch unbedenkliche S#ureadditionssalze sind eine

besonders bevorzugte Gruppe erfindungsgemiBer Salze. Hierun-
ter werden Salze verstanden, die so wenig toxisch sind, daB
sie sich zur chemotherapeutischen Behandluhg von Bakterien-

infektionen bei warmbliitigen Tieren verwenden lassen.

Die Erfindung bezieht sid¢h auf vérbesserte Verfahren zur
Herstellung von OMT und bihydro—OMT durch schwach saure Hy-
drolyse von DMT oder Dihydro-DMT. OMT und Dihydro-OMT ha-
ben die gleichen Strukturen wie DMT und Dihydro-DMT mit der
Busnahme, daB die Mycarosylgruppe durch Wasserstoff ersetzt
ist. Die hierfiir anzuwendenden schwach sauren Hydrolysebe-
dingungen sind bekannt. Zur Durchfiihrung dieser Hydrolyse
lassen sich entsprechende Ldsungen mit einem pH-Wert von etw:
4 oder darunter verwenden. Es kann bei Temperaturen von etwa
20 bis 100°C gearbeitet werden. Die zur Durchfithrung dieser
Hydrolyse erforderliche Umnsetzungszeit ist abhédngig vom pH-
Wert des Reaktionsgemisches und der angewandten Temperatur.
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Bei hdheren pH-Werten ist die Reaktionsgeschwindigkeit lang-
samer, wdhrend die Umsetzung:bei hdheren Temperaturen ra-
scher abliuft. Die Reaktion wird durchgefiihrt, indem man
entweder DMT oder Dihydro—DMT solange mit einer schwach sau-
ren L3sung behandelt, bis die Mycarosylgruppe entfernt und
das gewlinschte OMT oder Dihydro-OMT entstanden ist.

Wahlweise und gelegentlich auch vorzugsweise werden OMT oder
Dihydro-OMT hergestellt, indem man DMT oder Dihydro-DMT in
der Fermentationsbrithe, in welcher sie gebildet werden, so-
lange bei den oben beschriebenen schwach sauren Bedingungen
umsetzt, bis das DMT oder das Dihydro-DMT zu OMT oder Di-
hydro-OMT umgewandelt ist. Das auf diese Weise hergestellte
OMT oder Dihydro-OMT 148t sich in bekannter Weise aus der

Fermentationsbriihe isolieren.

OMT und Dihydro-OMT werden in US-PS 3 459 853 beschrieben.
Sie werden demnach hergestellt durch gesteuerte saure Hy-
drolyse von Tylosin, Desmycosin, Macrocin, Lactenocin oder
ihren Dihydroderivaten. Dieses bekannte Verfahren besteht

in einer Entfernung aller neutralen Zucker von Tylosin,
Desmycosin, Macrocin oder Lactenocin unter Bildung von OMT.
In analoger Weise erfolgt auch die Herstellung von Dihydro-
OMT. Die Entfernung des neutralen Zuckers in Stellung 23
‘macht Bedingungen erfordérlich, dié zu beachtlichen Produkt-
verlusten fﬁhren.vSolche Produktverluste werden nun durqh

das vorliegende Verfahren vermieden.

Die Erzeugung von DMT und Dihydro-DMT erfolgt, wie oben be-
reits erwdhnt, durch Ziichtung eines diese Verbindungen pro-
duzierenden Stammes von Streptomyces fradiae unter submer-
sen aeroben Bedingungen in einem geeigneten Kulturmedium bis
zur Erzeugung einer wesentlichen antibiotischen Aktivitét.
Hierbei wird natlirlich das DMT zuerst gebildet. Das Dihydro-
DMT entsteht dann, wenn die Fermentation {iber eine lidngere
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Zeitdauer durchgefiihrt wird, so daB es zu einer enzymati—

schen Reduktion des vorhandenen DMT kommen kann.

Zum Wachsen von Streptomyces fradiae NRRL 12170 148t sich
irgendeines der verschiedenen Kulturmedien verwenden. Aus
Griinden einer wirtschaftlichen Produktion, optimalen Aus-
beute und leichten Isolierung des gewiinschten Produkts wer-
den jedoch bestimmte Kulturmedien bevorzugt. Zu bevorzugten
Kohlenstoffquellen fiir eine groBStechnische Fermentation
gehdren beispielsweise Kohlehydrate, wie Dextrin, Glucose,
Stdrke oder Maismehl, oder auch 8le, wie Sojabohnendl. 2Zu
bevorzugten Stickstoffquellen gehdren Maismehl, Sojabohnen-
‘mehl, Fischmehl oder Aminos#uren. Zu den anorganischen Néhf;
salzen, die den Kulturmedien einverleibt sein kdnnen, ge- r
héren die Ublichen 18slichen Salze, welche beispielsweise
Ionen von Eisen, Kalium, Natrium, Magnesium, Calcium, Am-
monium, Chlorid, Carbonat, Sulfat oder Nitrat liefern.

Im Kulturmedium sollen ferner auch essentielle Spurenele~
mente vorhanden sein, die zum Wachstum und zur Entwicklung
des Mikroorganismus erforderlich sind. Solche Spurenelemen-
te kommen gewdhnlich als Verunreinigungen in anderen Be-
standteilen des Mediums fn so hoher Menge vor, wie sie flir
ein Wachsen des Mikroorganismus erforderlich sind. Besteht
das Problem einer zu starken Schaumbildung, dann kann er-
forderlichenfalls der Zusatz kleiner Mengen (n&mlich Men-
gen von etwa 0,2 ml/l) eines Antischaummittels, wie Poly-
propylenglykol (mit einem Molekulargewicht von etwa 2000)
zu groBtechnischen Fermentationsmedien erforderlich sein.

Zur Bildung wesentlicher Mengen an DMT oder Dihydro-DMT
wird eine submerse aerobe Fermentation in Tanks bevorzugt.
Kleine Mengen an DMT oder Dihydro-DMT lassen sich auch durch
Zichtung in Schiittelkolben erreichen. Infolge def verzdger-
ten Produktion des Antibiotikums bei einer BeimpfungfgroBer



230761 & .

Tanks mit der Sporenform des Organismus wird vorzugsweise
ein vegetatives Impfgut verwendet. Die Herstellung eines
solchen vegetativen Inoculums erfolgt durch Beimpfen eines
kleinen Volumens an Kulturmedium mit der Sporenform oder
mit Mycelbruchstlicken des Organismus, wodurch man zu einer
frischen und aktiv wachsenden Kultur des Organismus gelangt.
Das hierdurch erhaltene vegetative Inoculum 148t sich dann
in einen grdBeren Tank iibertragen. Das fir das vegetative
Tnoculum verwendete Medium kann das gleiche sein wie es auch
fiir gréRere Fermentationen verwendet wird, es lassen sich

hierfir jedoch auch andere Medien einsetzen.

Streptomyces fradiae NRRL 12170 kann bei Temperaturen zwi-
schen etwa 10 und 37°C wachsen. Zu einer optimalen Bildung
an Antibiotikum scheint es bei einer Temperatur von etwa

28°C zu kommen.

Wie bei aeroben submersen Ziichtungsverfahren iiblich, wird
auch bei vorliegendem Verfahren durch das Kulturmedium ste-
rile Luft geblasen. Fiir eine entsprechend wirksame Bildung
an Antibiotikum soll die prozentuale Lufts&ttigung bei einer
Tankproduktion etwa 30 % oder dariiber betragen (bei 28°C

und 1 bar.Druck).

}
|

’

.Die Bildung des Antibiotikums 1l&8t sich wihrend der Fermen-
tation verfolgen, indem man Proben der Briihe gegeniiber Oxr-
ganismen untersucht, von denen man weif, da8 sie gegen die-
se Organismen empfindlich sind. Ein hierzu brauchbarer Ver-
suchsorganismus ist Staphylococcus aureus ATCC 9144. Der
Bioversuch wird normalerweise durch eine automatische tur-
bidometrische Methode durchgefiihrt. Dariiber hinaus 148t sich
 die Bildung'an Antibiotikum auch ohne weiteres durch Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie unter UV-Detektion iber-

wachen.
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Nach erfolgter Bildung unter submersen aeroben Fermenta-
tionsbedingungen kann man das DMT oder das Dihydro-DMT un-
ter Anwendung von in der Fermentationstechnik tiblichen Me-‘
thoden aus dem Fermentationsmedium gewinnen. Der Gewinnung
von DMT oder Dihydro-DMT geht eine anféngliche Filtration
der Fermentationsbriihe voran. Die hierdurch erhaltene fil-
trierte Briihe 148t sich dann gewlinschtenfalls weiter reini-
gen, wodurch man zum gewlinschten Antibiotikum gelangt. Die-
se Reinigung kann unter Anwendung der verschiedensten Tech-
niken durchgefiihrt werden. Ein bevorzugtes Reinigungsver—
fahren fir die filtrierte Briihe besteht darin, daB man den
pH—Wert der Briihe auf 9 einstellt, die Briihe mit einem ge-
eigneten L&sungsmittel extrahiert, wie Ethylacetat, Amyl-
acetat oder Methylisobutylketon, die organische Schicht mit
einer wdBrigen sauren L&sung extrahiert und das Antibioti-
kum dann durch Basischstellen des wiSrigen Extrakts ausf4llt.
Das hierdurch erhaltene Antibiotikum kann gewlinschtenfalls
dann durch Extraktion, Adsorption und/oder Umf&llung weiter

gereinigt werden.

Der erfindungsgem#Be neue Mikroorganismus wird erhalten
durch chemische Mutagenese eines tylosinproduzierenden Stam-
mes von Streptomyces fradiae. Der durch Mutagenese erhalte-
ne Mikroorganismus produﬁiert lediglich minimale Mengen Ty-
losin, bildet DMT jedoch als ﬁberwiégende Komponente.

Der neue Organismus ist zur Charakterisierung mit dem Stamm
Streptomyces fradiae M48-E 2724.1 verglichen worden, n&mlich
einem von Streptoﬁyces fradiae NRRL 2702 abgeleiteten tylo-
sinproduzierenden Stamm. Der Stamm Streptomyces fradiae
NRRL 2702 wird in US-PS 3 178 341 beschrieben. Die tylosin-
produzierende Kultur von Streptomyces fradiae M48-E 2724.1
wird im folgepdeh auch einfach als E2724.1 bezeichnet.

Der neue DMT und Dihydro-DMT produzierende Stamm NRRL 12170
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stellt ebenfalls einen Stamm von Streptomyces fradiae dar.
Die Charakterisierung dieses Mikroorganismus erfolgte un-
ter Anwendung der vom Internationalen Streptomyces Projekt
zur Charakterisierung von Streptomyces-Arten empfohlenen
Methoden (Bergey's Manual of Determinative Bacteriology,
8. Auflage, The Williams and Wilkins Co., Baltimore, Md.,
1974, Seite 815, und Internal. Journal of Systematic
Bacteriology 18 (2), 118, (1968)).

Die folgende Beschreibung des DMT-produzierenden Stammes
stellt einen Vergleich seiner charakteristischen Eigenschaf-
ten mit den Eigenschaften des tylosinproduzierenden Stammes

Streptomyces fradiae E2724.1 dar.

Die Sporenkettenmorphologie des neuen Stammes und des Stam-
mes E2724.1 liegt im Abschnitt des Retinaculum-Apertum (RA).
Die Haken, Schlaufen und irregul#ren Spiralen sind kurz und
haben im allgemeinen keinen groBen Durchmesser. Dies 1ld8t
sich am besten auf ISP#2 beobachten (Hefe-Malzextrakt-Agar).
Die Sporenoberfléche ist glatt. Die Sporenform ist sphd-
risch mit einer mittleren Grd8e von 0,65 pm Durchmesser.

Der Durchmesserbereich liegt zwischen 0,61 und 0,71 pm.

Die auffilligsten Unterschiede zwischen diesen Stimmen lie-
gen in ihren Zﬁchtungsei§enschaften. Der Stamm E2724.1 bil-
'det auf den meisten Medien ziemlich leicht Luftmycelien und
ist weiB gefirbt. Der DMT-produzierende Stamm bildet, wenn
iberhaupt, nur sehr wenig Luftmycelien. Diese sind dann weis
bis grau gef#rbt. Auf den Unterseiten dieser Kolonien sind
keine unterscheidbaren Pigmente vorhanden. Sie sind hell bis
mittelgelb gefdrbt. Die Bildung an Melanoidpigment ist nega-

tiv1.
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"pie Bildung an Melanoidpigment wird unter Verwendung von
ISP#1 (Trypton-Hefeextrakt-Brlihe), ISP#6 (Pepton-Hefe-~
extrakt-Eisen-Agar), ISP#7 (Tyrosin-Agar) und ISP#7 Agar

ohne Tygbsin untersucht.

Die wichtigen Xhnlichkeiten und Unterschiede zwischen dem
Stamm E2724.1 und dem erfindungsgemifien Stamm gehen aus der

folgenden Tabelle I hervor.
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Wachstumscharakteristiken und Morphologie der Stédmme Strep-
tomyces fradiae E2724.1 und NRRL 12170 gehen vergleichswei-
se aus der folgenden Tabelle II hervor. In den sich daran
anschlieBenden Tabellen sind vergleichend die antibioti-
schen Empfindlichkeiten (Tabelle III), die Kohlenstoffver-

wertung (Tabelle IV) und verschiedene physiologische Eigen-
schaften (Tabelle V) angegeben.
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Auf Basis der oben angeflihrten charakteristischen Eigen-
schaften wird der DMT- und Dihydro-DMT -bildende Mikroorga-
nismus, ndmlich der Organismus NRRL 12170, als neuer Stamm
von Streptomyces fradiae klassifiziert. Er ist in der Kul-
turensammlung von Northern Regional Research Center,
Agricultural Research, North Central Region, 1815 North
University Street, Peoria, Illinois, 61604, hinterlegt und
kann von dort unter der Nummer NRRL 12170 frei bezogen wer-

den.

Der Mikroorganismus Streptomyces fradiae NRRL 12170 ist ge-

nauso wie auch andere Organismen einer.Variation zugdnglich
So lassen sich beispielsweise Rekombinanten, Mutanten oder
kiinstliche Varianten des Stammes NRRL 12170 herstellen, in-
dem man diesen Stamm mit verschiedenen bekannten physikali~
schen und chemischen mutagenen Mitteln behandelt, wie bei-

spielsweise Ultraviolettlicht, R&ntgenstrahlen, Gammastrah-
len oder N-Methyl-Nf—nitro—N-nitrosoguanidin. Alle natiirli-
chen und kiinstlichen Varianten, Mutanten und Rekombinanten

von Streptomyces fradiae NRRL 12170, die die charakteristi-
sche Bildung von DMT | beibehalten, koénnen erfindungsgemé&f

verwendet werden.

Die DMT-Verbindungen hemmen das Wachstum pathogener Bakte-
rien, und zwar insbesondere grampositiver Bakterieh und
Species von Mycoplasma. Aus der folgenden Tabelle VI gehen
beispielsweise die Werte flir die minimalen Hemmkonzentra-
tionen (MIC-Werte) hervor, gemessen durch die iiblichen Agar-
Verdiinnungs-Versuche, in denen DMT ' (freie Base) bestimmte

Bakterien hemmt.
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Tabelle VI

Wirksamkeit der freien Base von DMT = in vitro

Organismus , MIC (ug/ml)
Streptococcus pyogenes C203 0,25
Streptococcus pneumoniae Park I 0,13 .
Streptococcus sp. (Group D) 282 0,5
Staphylococcus aureus 3055 1,0
pPasteurella multocida 6,25
Pasteurella hemolytica 25,00
Mvcoplasma gallisepticum 0,097
Mycoplasma hyopneumoniae 0,39
Myéoplasma hyorhinis 0,78

(MIC = Minimale Hemmkonzentration)

Die DMT-Verbindungen haben sich auch in vivo gegeniiber ex=-
.perimentellen Bakterieninfektionen als antibiotisch wirksam
erwiesen. Zu diesem Zweck verabreicht man Miusen mit ex-
perimentell hervorgerufenen Infektionen zwei Dosen der je-
weils zu untersuchenden Verbindung und ermittelt die sich
hierdurch ergebende Wirksqﬁkeit in Form des jeweiligen EDg 4=
Wertes (wirksame Dosis in mg/kg, die einen 50 %~igen Schutz
der untersuchten Tiere ergibt, J. Bacteriol.‘81, 233 bis 235
(1961)). Die fiir DMT und DMT-Tartrat beobachteten EDg,-Werte

gehen aus der folgenden Tabelle VII hervor.
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Die Wirksamkeit gegeniiber Arten von Mycoplasma ist eine
besonders interessante Eigenschaft der vorliegenden DMT-
Verbindungen. Aus den folgenden Tabellen VIII und IX geht
eine Zusammenfassung von Untersuchungsergebnissen unter
Verwendung von DMT und DMT-Tartrat bei der Behandlung von
mit Mycoplasma gallisepticum bei Hilhnchen hervorgerufenen
Infektionen hervor. Die Verabreichung der jeweiligen Ver-
bindungen erfolgt zusammen mit dem Trinkwasser (0,25 und
0,5 g/1 iiber eine Zeitdauer von 1 bis 3 Tagen) oder durch
Injektion in einer Menge von 15 oder 30 mg/kg Kdrperge-

wicht.
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Zur Verhinderung oder Behandlung von Infektionen durch My-
coplasma bei Gefliigel verabreicht man solchen Tieren oral
oder parenteral eine wirksame nichttoxische Menge einer
DMT-Verbindung. Die DMT-Verbindungen werden meistens zu-
sammen mit einem pharmazeutisch unbedenklichen Tré&ger ver-
abfolgt, beispielsweise dem Trinkwasser der Tiere.
'Untersuchungen der akuten Toxizitdt von DMT gehen aus der
folgenden Tabelle X hervor. Flir diese Untersuchungen wer-
den 4 bis 5 Wochen alte Miuse (Harlan-ICR-Miuse) verwendet.
Die Bestimmung der mittleren lethalen Dosis (LDSO) fiir DMT
erfolgt durch orale (p.o.), subkutane (s.c.), intravendse
(i.v.) und intraperitoneale (i.p.) Verabreichung.

Tabelle X

Akute Toxizitdt von DTM

Verabreichungsart LDg, (mg/kg)

" Hdhnchen Huhnchen
p.o. - “Uber 5000
s.c. L - 5447
i.v. 100 186
i.p. 721 325

Zur Behandlung voﬁ Erkrankungen bei warmbliitigen Tieren wer-
den die vorliegenden Verbindungen selbstversténdlich in Form
veterindrer Formulierungen verabreicht. Zur Erfindung gehért
daher auch eine veterindre Formulierung aus einer Verbindung
der allgemeinen Formel (I) oder einem pharmazeutisch unbe- 4
denklichen Salz oder Ester hiervon als Wirkstoff in Verbin-
dung mit wenigstens einem geeigneten inerten Triger hierflir.
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Die bei solchen Formulierungen zu verwendenden Trdger ent-
sprechen in ihrer Art selbstVerstandlich weitgehend den Trid-
gern, wie sie bereits zusammen mit Tylosin eingesetzt wer-

den.

Ausfiihrungsbeispiele:

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Beispielen wei-

ter erléutert.

Beispiel 1

A. Schiittelkolbenfermentation von DMT

Ein lyophilisiertes Pellet von Streptomyces fradiae NRRL 12170
wird in 1 bis 2 ml sterilem Wasser dispergiert. Mit einer
Teilmenge der hierdurch erhaltenen Ldsung (0,5 ml) beimpft

man dann ein vegetatives Medium (150 ml) folgender Zusammen-—

setzung:

Bestandteile Menge (%)
Maisquellwasser } 1,0
Hefeextrakt . 0,5
Sojabohnenschrot 0,5
CaCO3 : 0,3
Sojabohnendl (roh). 0,45

Deionisiertes Wasser 97,25

Statt dessen kann man auch eine in fliissigem Stickstoff auf-
bewahrte vegetative Kultur von Streptomyces fradiae NRRL 12170
in jeweils einem Volumen von 1 ml verwenden, rasch auftauen

und zum Beimpfen des vegetativen Mediums verwenden.
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Das inokulierte vegetative Medium wird in einem 500 ml fas-
senden Erlenmeyer-Kolben bei 29°C iber eine Zeitdauer von et~
wa 48 Stunden in einem verschlossenen Schiittelkasten bei

einer Geschwindigkeit von 300 UpM bebriitet.

Mit dem hierdurch erhaltenen bebriiteten vegetativen Medium
(0,5 ml) beimpft man dann 7 ml eines Produktionsmediums fol-

gender Zusammensetzung:

Bestandteile Menge (%)
Riilbenmelasse 2,0
Maismehl 1,5
Fischmehl 0,9
Maisgluten . 0,9
NaCl 0,1
(NH4)2HP04 0,04
CaC03 0,2
Sojabohnendl (roh) ‘ , 3,0
Deionisiertes Wasser 91,36

!

’

Das inokulierte Fermentationsmedium wird in einem 50 ml fas-
senden Kolben bei 29°C {iber eine Zeitdauer von etwa 6 Tagen

auf einen geschlossenen Kastenschiittler bei einer Geschwin-

digkeit von 300 UpM bebriitet.
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B. Tankfermentation von DMT °

Zur Bildung eines grdgeren Volumens an Inoculum verwendet
man 1200 mL des inkubierten vegetatiVen Mediums, das in &hnli-
cher Weise wie oben unter Abschnitt A. beschrieben herge-
stellt wird, zum Beimpfen von 950 1 eines vegetativen Wachs~-
tumsmediums der zweiten Stufe mit folgender Zusammensetzuhg:

-Bestandteile ' Menge (%)

Maisquellwasser 1,0
Sojabohnendlmehl 0,5
Hefeextrakt 0,5
CaCo, 0,3
Sojabohnendl (roh) 0,5
Lecithin (roh) . 0,015
Wasser - 97,185

Der'pH-Wert wird mit 50 %-iger Natriumhydroxidl&sung auf
8,5 eingestellt.

Dieses vegetatlve Medium der zwelten Stufe wird in einem ﬁBO 1
fassenden Tank etwa 48 Stuhden bei 28°C unter ausrelchender Be-~

liiftung und Rithrung bebrutet.

Mit dem auf diese Weise erzeugten 1nkub1erten Medium der
zweiten Stufe (5471) beimpft man hlerauf3800].sterlles Pro-

duktionsmedium folgender Zusammensetzung:
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Bestandteile ’ Menge (%) ‘

Fischmehl 0,875
Maismehl 1,5
Maisgluten : 0,875
CaCO, 0,2
NaCl 0,1
(NH4)2HPO4 0,04
Ribenmelasse 2,0
Sojabohnendl (roh) 3,0
Lecithin 0,09
Wasserxr 914,32

Der pH-Wert wird mit 50 %-iger»Natriumhydroxidlbsung auf
7,2 eingestellt.

Man 148t das inokulierte Produktionsmedium in einem 6000 1 fas-
senden Tank etwa 8 bis 9 Tage bei 28°C fermentieren. Das Fermenta—
tionsmedium wird mit steriler Luft belliftet, um hierdurch dic
Menge an geldstem Sauerstoff zwischen etwa 30 und 50 % zu
halten, und es wird mittefs herksmmlicher Rihrer bei einer

Geschwindigkeit von etwa 250 UpM gerihrt.
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Beispiel 2

Isolierung von DMT

Die nach Beispiel 1 erhaltene geerntete Gesamtbriihe (3800 1)
- wird mlttels einer Filterhilfe filtriert. Der Mycelkuchen
wird mit Wasser gewaschen und das Waschwasser zum Filtrat ge-

geben.

Der pH-Wert des Filtrats wird mit 50 %-iger wé&Briger L&sung
von Natriumhydroxid (9,5 1) auf 9,2 eingestellt, worauf man
das Filtrat mit Ethylacetat (2000 1) extrahiert. Der Ethyl-
acetatextrakt wird mit deionisiertem Wasser (450 1) und 1-
basischem Natriumphosphat (6,4 kg) versetzt, und die erhal-
tene Ldsung wird griindlich durchmischt. Anschliefend stellt
man den pH-Wert dieser Ldsung von pH 6,0 unter Verwendung
elner Phosphorsaurelosung (3300 ml, 2 Teile Wasser auf 1 Teil
Phosphorsaure) auf pH 4,35 ein. Sodann wird die wéBrige
Schicht abgetrennt. Der pH-Wert der angereicherten wiBRrigen
Schicht wird mittels 50 %~iger wdBriger NatrlumhydrOXLdlo—
sung (700 ml) auf pH 6,5 eingestellt.

Die erhaltene Ldsung wird jsodann unter Vakuum auf ein Volu-
men von etwa 225 1 konzentriert. Der pH-Wert der konzentrier-
ten L&sung wird durch Zugabe von 10 $-igem wéBrigem Natrium-
hydroxid (16 1) auf 9,2 eingestellt. Die basische L&sung l&aBt
man dann iiber Nacht stehen. Die entstandenen Kristalle wer-
den abfiltriert,‘mit deionisiertem Wasser (50 1) gewaschen
und getrocknet, wodurch man zu etwa 8,6 kg Produkt gelangt.
Ein Teil dieses Produkts (3 kg) wird aus einem Gemisch aus
Aceton und Wasser umkristailisiert, wodurch man etwa 2,07 kg

freie Base von DMT erhdlt.

DMT erweicht bei etwa 132°C und schmilzt langsam bis zu
etwa 150°C.. Eine Elementaranalyse von DMT erglbt folgende

o
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ungefdhre prozentuale Zusammensetzung: Kohlenstoff = 61 %,
Wasserstoff = 8,5 %, Stickstoff = 2 %, Sauerstoff = 28 %.
DMT hat eine empirische Formel von C38H63NO13 und ein Mole-
kulargewicht von etwa 742 (741 durch Massenspektrometrie

bestimmt).

Das Infrarotspektrum der freien Base von DMT in Chloroform
geht aus der beiliegenden Zeichnung hervor. Es lassen sich
Absorptionsmaxima bei folgenden Frequenzen (cm“1) beobach~
ten: 3634 (sehr schmal), 3559 (Schulter), 3423 (breit), 2955
(stark), 2907 (stark), 1710 (stark) 1676 (Schulter), 1588
(stark), 1447 (Schulter), 1396 (Schulter), 1359 (schmal),
1309 (sehr schmal), 1178 (Schulter), 1156 (stark), 1111
(Schulter), 1072 (Schulter), 1048 (stark), 1013 (Schulter),
984 (Schulter), 926 (sehr schmal), 898 (sehr schmal) und
833 (sehr schmal). |

Das Ultraviolettabsorptionsspektrum von DMT in neutralem

Ethanol zeigt ein Absorptionsmaximum bei 283 nm (€= 22 296,
1% _ :

E1 em = 300,9).

Die freie Base von DMT hat folgenden spezifischen Drehwert:

!
12&755 = 53,5° (c'= 1, CH,OH).
Eine elektrometrische Titration von DMT in 66 %~igem wé&Bri-
gem Dimethylformamid zeigt die Gegenwart einer titrierbaren
Gruppe mit einem pKa-Wert von etwa 7,25.

Die Base von DMT ist in Wasser und den meisten organischen
Ldsungsmitteln 1&slich, wie Aceton, Methanol, Ethanol, Chlo-
roform, Dimethylformamid oder Dimethylsulfoxid. Die Sdure-
additionssalze von DMT sind in Wasseﬁ besser 1®slich als die

Base von DMT.
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DMT 148t sich von Tylosin und anderen bekannten Faktoren

von Tylosin durch Papierchromatographie und Diinnschichtchro-
matographie unterscheiden. Die ungefédhren Rf- und Rx-Werte
von DMT und verschiedenen anderen Tylosinfaktoren gehen aus
den folgenden Tabellen XI und XII hervor. Der in Tabelle XII
enthaltene Rx-Wert entspricht dem Verhdltnis der Bewegung

in bezug auf die Bewegung von Tylosin, welchem der Wert 1,0
zugeordnet worden ist. Die Detektion. erfolgt biocautographisch

unter Verwendung von Bacillus subtilis.

Tabelle XI

Dlinnschichtchromatographie von pMT2

Rf-Werte
Verbindung §p~ B C
Tylosin 0,53 0,53 0,67
DMT ’ 0,45 0,52 0,61
Desmycosin _ 0,47 0,24 0,17
Macrocin 0,23 0,49 0,60
Relomycin 0,34 0,51 0,63

@Medium: Merck, Darmstadt - Silicagel 60

Ethylacetat:Diethylamin (96:4)
Aceton:Ethanol (2:1)
Chloroform:Methanol (3:1)

bLbsungsmittel: A
AB.
C
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Tabelle XII

" Papierchromatographie von DMT

, Rx-Werte
Verbindung : 2? E
Tylosin _ 1,0 1,0
DMT 0,76 0,95
Desmycosin 0,22 0,83
Macrocin 0,43 0,87

Relomycin ' 0,63 1,0

aPapier: Whatman No. 1 mit 0,75-molarem KH2P04—Puffer vom
pH 4,0 behandelt und getrocknet

mit Wasser gesdttigtes Ethylacetat

bLbsungsmittel: D
E

mit Wasser gesdttigtes n-Butanol

Beispiel 3

Herstellung von OMT j

Das nach Beispiel 2 hergestellte DMT wird in verdilinnter
Chlorwasserstoffsdureldsung geldst (Zugabe von HCl zu Was-
ser, bis die L&sung einen pH-Wert von 1,8 hat). Die erhal-
tene LYsung wird 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen und dann durch Zusatz von Natriumhydroxid auf pH 9,0
eingestellt. Die basische L&sung wird mit Ethylacetat, Di-
chlormethan oder Chloroform extrahiert. Der Extrakt wird
unter Vakuum getrocknet, wodurch man zu OMT gelangt.
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Beispiel 4

Herstellung von OMT

Das nach Beispiel 2 hergestellte DMT (500 g) wird mit einem
Mérser und einem Pistill vermahlen und zu deionisiertem Was-
ser (1,5 1) gegeben. Der pH-Wert wird durch bedarfsweisen
Zusatz von Schwefelsdure (20 $~ig) zwischen 3,5 und 7,5 ge-
halten. Nach 30 Minuten ist das gesamte DMT in L8sung gegan-
gen. Sodann stellt man den pH-Wert der L8sung. auf etwa 1,4
ein und 148t die Ldsung 42 Stunden bei 22°C stehen. Nach tib~
licher Aufarbeitung gelangt man zu 366 g OMT, dessen Identi-
tit durch Vergleich seines Diinnschichtchromatogramms mit
einer bekannten authentischen Probe bestdtigt wird, die man
unter Anwendung des in US-PS 3 459 853 beschriebenen Verfah-

rens erhidlt.

Belispiel 5

Herstellung von Dihydro-DMT

Man 16st das nach Beispie} 2 hergestellte DMT (50 mg) in
einer wiBrigen Isopropylalkoholldsung (etwa 40 %, 25 ml). In
einer 30 $-igen wiBrigen Isopropylalkoholl&sung (10 ml) 16st
man Natriumborhydrid (20 mg). Die Natriumborhydridl&sung

(1 ml) wird dann zur DMT-haltigen L&sung gegeben. Das er-
haltene Gemisch wird 5 Minuten geriihrt, mit Phosphorsdure
auf pH 7,5.eingestellt und dann zur Entfernung des Isopro-
pylalkohols unter Vakuum konzentriert. Das Konzentrat wird
mit Chloroform (50 ml) versetzt. Der pH-Wert der wiBrigen
Schicht wird auf 7,5 eingestellt. Nach Extraktion wird das
Chloroform abgetrennt und unter Vakuum zur Trockne einge-

dampft, wodurch man zu Dihydro-DMT gelangt.
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Beispiel 6

Herstellung von Dihydro-OMT

Das nach Beispiel 5 hergestellte Dihydro-DMT wird genauso
behandelt wie bei Beispiel 3, wodurch man Dihydro-OMT er-
hilt.

Beispiel 7

Anderes Verfahren zur Herstellung von OMT

Zur Herstellung von OMT aus DMT behandelt man DMT in der

- Fermentationsbriihe, in der es gebildet wird, mit einer schwa-
chen Siure nach dem in Beispiel 3 beschriebenen Verfahren.
Die Isolierung von OMT erfolgt nach einem &hnlichen Verfah-

ren wie fiir DMT bei Beispiel 2.

Bedis p‘i el 8

2'-0-Acetyl-DMT

!

" Man 18st DMT (10 g} 13,5 mMol) in Aceton (260 ml) und behan-
delt die L¥sung unter Rihren bei Raumtemperatur tropfenwei~
se mit Essigsiureanhydrid (1,6 ml, 15,7 mMol). Die L&sung
wird liber Nacht (18 Stunden) weiter geriihrt und das L&sungs-
mittel dann unter verringertem Druck entfernt. Der Rickstand
wird in Etﬁylacetat (200 ml) geldst und die Ldsung mit ge-
sdttigter Natriumbicarbonatl®sung (2 x 200 ml) extrahiert.
Die organische L&sung wird getrocknet (Natriumsulfat), £il-
triert und eingedampft. Der Riickstand wird in einem kleinen
Volumen Ethylacetat geldst, worauf man die Ldsung auf eine
Silicagelsdule (Waters Prep 500) aufgibt und die S&ule mit
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Ethylacetat (4 1) eluiert. Die das gewlinschte Produkt ent-
haltenden Fraktionen werden durch diinnschichtchromatographi-
sche Analyse identifiziert, vereinigt und zur Trockne ein-
gedampft, wodurch man zu 6,5 g (61 %) 2'~0-Acetyl-DMT ge-
langt.

Beispiel 9

2'-0-Propionyl-DMT

In analoger Weise behandelt man DMT (6,0 g, 8,1 mMol) in Ace-
ton (120 ml) mit Propionsiureanhydrid (1,2 ml, 9,2 mMol).
Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung gelangt
man zu 3,7 g (57 %) 2'~-0-Propionyl-DMT. '

Beispiel 10

2',23-Di-0O-acetyl-DMT

Man 18st DMT (3 g, 4,05 mMol) in Methylenchlorid (90 ml) und
Pyridin (7,8 ml) und behandelt die L8sung unter Rihren bei
Raumtemperatur tropfenwei;e mit 1,4 ml (13,7 mMol) Essigsdu-
reanhydrid. Die L&sung wird ilber Nacht (17 Stunden) gerihrt,
worauf man sie mit Toluol (15 ml) verdiinnt und zur Entfer-
nung der L&sungsmittel unter verringertem Druck eindampft.
Der Rickstand wird in einem kleinen Volumen Ethylacetat ge-
16st, worauf man die Ldsung auf eine Silicagelsdule (Waters
Prep 500) gufgibt und die Siule mit Ethylacetat (4 1) elu-
iert. Auf diese Weise geiangt man zu 2,1 g eines Rohprodukts.
Dieses Material wird in einem minimalen Volumen Toluol ge-
16st. Die L&sung wird auf eine Schnellchromatograhiersdule aus
Silicagel (300 ml).aufgegeben und die S&ule mit (a) einem
3:1-Gemisch aus Toluol und Ethylacetat (300 ml), (b) einem
5:4-Gemisch aus Toluol und Ethylacetat (600 ml) und (c) einem
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1:1-Gemisch aus Toluol und Ethylacetat (1000 ml) eluiert.
Die das gewlinschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden
durch dﬁnnschichtchromatographische Analyse 1okalisiert,

vereinigt und zur Trockne eingedampft, wodurch man 1,7 g

(64 %) 2',23-Di-O-acetyl-DMT erhilt.

Beispiel 11

2',23-Di-O-propionyl-DMT

Man 1&st DMT (3 g, 4,05 mMol) in Methylenchlorid (90 ml) und
Pyridin (7,8 ml) und behandelt die L&sung dann uhter Rihren
bei Raumtemperatur £ropfenweise mit 1,8 ml (13,8 mMol) Pro-
pionsdureanhydrid. Die L&sung wird liber Nacht gefﬁhrt, worauf
man sie mit Toluol (15 ml) versetzt und unter verringertem
Druck zur Trockne eindampft. Der Riickstand wird in Toluol
(20 ml) geldst, worauf man die Ldsung auf eine mit Silica-
gel (E. Merck 60, 300 ml) gefiillte Schnellchromatographier-
siule gibt und die S#ule mit (a) einem 3:1-Gemisch aus Tolu-
ol und Ethylaéetat (300 ml), (b) einem 5:4-Gemisch aus Tolu-
ol und Ethylacetat (300 ml) und (c) einem 1:1-Gemisch aus
Toluol und Ethylacetat (1000 ml) eluiert. Auf diese Weise
gelangt man zu 2,5 g (72,%) 2',23-Di-0O-propionyl-~DMT.

Beispiel 12

2'-0—Acety1-23—O—probionyl-DMT

Man 1&st 2'-0-Acetyl-DMT (6 g, 7,7 mMol) in Methylenchlo- »
rid (180 ml) und Pyridin (15 ml) und behandelt die erhaltene
Ldsung unter Rihren bei Raumtemperatur danh tropfenweise mit
1,2 ml (9,2 mMol) Propions#ureanhydrid. Die L&sung wird {iber
Nacht (17 Stunden) geriihrt, worauf man sie mit Toluol (300
‘ml) verdiinnt und unter verminde;tem Druck zur Trockne ein-
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dampft. Der Rickstand wird in Toluol geldst und die L&sung
mit gesittigter Natriumbicarbonatl&sung extrahiert. Die To-
luolschicht wird getrocknet (Natriumsulfat), filtriert und
eingedampft. Der Riickstand wird in einem kleinen Volumen To-
luol gelést, worauf man die LOsung auf eine mit Silicagel
(300 ml) in einem 1:1-Gemisch aus Toluol und Ethylacetat ge-
fiillte Schnellchromatographiersdule gibt und die Siule mit
einem 1:1-Gemisch aus Toluol und Ethylacetat (1 1 ) eluiert.
Die das gewiinschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden
diinnschichtchromatographisch identifiziert, vereinigt und
unter verringertem Druck eingedampft, wodurch man zu 4,5 g
(70 %) 2'-O-Acetyl-23-0O-propionyl-DMT gelangt.

Beispiel 13

2'-0-Propionyl-23-0O-acetyl-DMT

In #hnlicher Weise behandelt man auch 2'-0-Propionyl-DMT
(1,5 g, 2 mMol) in Methylenchlorid (45 ml) und Pyridin (3,9
ml) mit 0,3 ml (2,9 mMol) Essigs#dureanhydrid. Nach chromato-
graphischer Réinigung uber Silicagel (Waters Prep 500) er-
hilt man 0,81 g (51 %) 2'-0-Propionyl-23-0O-acetyl-DMT.

]

Beispiel 14

21'-0-Acetyl-23-0-phenylacetyl-DMT

Man 16st 2'-O-Acetyl-DMT (2,75 g, 3,5 mMol) in Methylenchlo-
rid (75 ml) und Pyridin (0,8 ml) und behandelt die L&sung un-
ter Riihren bei Raumtemperatur dann tropfenweise mit einer LO-
surig von 0,56 ml (3,5 mMol) Phenylacetylchlorid in Methylen-
chlorid (13 ml). Das Ganze wird 1,5 Stunden geriihrt und dann
mit weiterem PhenylaCetylchlorid (0,56 ml) in Methylenchlo-~
rid’ (13 ml) behandelt. Nach weiteren 1,5 Stunden ist-das Aus-—



230761 & ...

gangsmaterial verbraucht, wie sich durch diinnschichtchroma-
tographische Analyse zeigt. Die L&sung wird dann unter ver-
ringertem Druck zur Trockne.eingedampft, worauf man den Rick-
stand in Methylenchlorid 1l6st und die Ldsung mit gesdttigter
Natriumbicarbonatl8sung extrahiert. Die organische Schicht
wird getrocknet (Natriumsulfat), filtriert und zur Trockne
eingedampft. Der Riickstand wird in Toluol gelést und die L&-
sung Uber eine‘Silicagelsaule (Waters Prep 500) chromato-
graphiert. Die Eluierung wird mit einem linearen Gradienten
aus einem 1:1-Gemisch aus Toluol und Ethylacetat (4 1) und
aus Ethylacetat (4 1) durchgefilhrt. Die das gewiinschte Pro-
dukt enthaltenden Fraktionen werden eingedampft, wodurch man
1,17 g (35 %) 2'-O-Acetyl-23-O-phenylacetyl-DMT erh&lt. Aus
den fritheren Fraktionen gelangt man zu weiteren 0,86 g (24 %)
2'-O-Acetyl-23,4''-di-0O-phenylacetyl-DMT.

Beispiel 15 .

23-0-Propionyl~DMT

Man 1&st 2'-0O-Acetyl-23-O-propionyl-DMT (1,6 g, 1,% mMol) in
95 %-igem Methanol (80 ml) und ritihrt die L&sung 42 Stunden
bei Raumtemperatur. Die Ldsung wird dann unter verringertem
Druck zur Trockne eingedaﬁpft. Der Riickstand wird in einem
geringen Volumen Toluol geldst, worauf man die L®sung auf
eine mit Silicagel (E. Merck 60, 200 ml) gefiillte Schnell-
~chromatographiers&ule gibt und die S#ule mit einem 1:1-Ge-
misch aus Toluol und Ethylacetat (2 1) eluiert., Die das ge~
winschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden durch dilinn-
schichtchromatographische Analyse identifizieért, vereinigt
und unter verringertem Druck eingedampft, wodurch mén zu 1,2 g
(79 %) 23-0-Propionyl-DMT gelangt. ‘
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Beispiel 16

23~-0-Phenylacetyl-DMT -

Man 18st 2'Qb-Acetyl—Z3-0-phenylacetyl*DMT (0,6 g, 0,67 mMol)
in 80 %-igem wdBrigem Methanol (50 ml) und erhitzt die L&-
sung 4,5 Stunden leicht auf RickfluBtemperatur. Die L&sung
wird dann auf Raumtemperatur abgekiihlt und unter verringer-
tem Druck zur Trockne eingedampft, wodurch man 0,39 g (68 %)
23-0-Phenylacetyl-DMT erhdlt.

Beispiel 17

23,4''-Di-0O-phenylacetyl-DMT

Man 18st 2'-0-Acetyl-23,4''-di-O-phenylacetyl-DMT (0,36 g,
0,36 mMol) in 80 %-igem wéSrigem Methanol (30 ml) und erhitzt
‘die Lésung 4,5 Stunden auf RiickfluBtemperatur. Die LOsung
wird dann auf Raumtemperatur abgekiihlt und unter verringer-
tem Druck zur Trockne eingedampft, wodurch man zu 0,29 g

(84 %) 23,4''-Di-O-phenylacetyl-DMT gelangt.

/

"‘Belspiel 18

2'-0-Acetyl-3,23,4"'-tri-O-propionyl-DMT

Man 18st 2'-O-Acetyl-DMT (2'g, 2,6 mMol) in Aceton (40 ml)
und Pyridin (8 ml) und behandelt die L&sung unter Riihren bei
Raumtemperatur tropfenweise nit einer L&sung von 40 ml Pro-
pionsiureanhydrid in Aceton (20 ml). Man rithrt insgesamt 5
Tage und dampft das Gemisch dann unter verringertem Druck

ein. Das zuriickbleibende 01 wird in Ethylacetat geldst und

~ die Lbsung mit ges#ttigter Natriumbicarbonatldsung extrahiert.
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Die organische Schicht wird getrocknet (Natriumsulfat), £il-
triert und eingedampft. Der Riickstand wird in einem geringen
Volumen Toluol gel&st und die Ldsung tiber Silicagel (Waters
Prep 500) chromatographiert. Die S#ule wird mit einem linea-
ren Gradienten aus Toluol (4 1) und Ethylacetat (4 1) elu-
iert. Die das gewﬁnschte Produkt enthaltenden Fraktionen wer-
den vereinigt und eingedampft, wodurch man zu 1,4 g (57 %)
2'-0~Acetyl-3,23,4"'"'-tri-O-propionyl-DMT gelangt.

Beispiel 19

3,23,4''-Tri-0-propionyl~DMT

Man 18st 2'-0-Acetyl-3,23,4''-tri-O-propionyl-DMT (0,7 g,
0,74 mMol) in 80 %-igem w&Brigem Methanol (55 ml) und er-
hitzt die erhaltene LOsung 5 Stunden auf RickfluBtemperatur.
Sodann wird die L&sung abgekiihlt und anschliefend unter ver-
ringertem Druck zur Trockne eingedampft. Das dabei erhalte-
ne Produkt wird in Methylenchlorid extrahiert. Die organi~
sche Schicht wird abgetrennt, getrocknet (Natriumsulfat),
filtriert und unter verringertem Druck zur Trockne einge-
dampft, wodurch man zu 0, 3p g (56 %) 3,23,4''-Tri~-O-propio-
nyl-DMT gelangt.

Beilispiel 20

2'L4"L234$ri-07acetyl-DMT

Man 16st DMT (10,0 g, 13,5 mMol) 'in Pyridin (150 ml) und be-
handelt die erhaltene Ldsung dann unter Rihren bei Raumtempera-
tur mit -5,8 ml (60,7 mMol) Essigs#dureanhydrid. Das Reakfions-
gemisch wird tiber Nacht gertihrt und anschlieBend zur Entfer-
nung des ﬁbsungsmittels unter verripgeftem Druck eingedampft.
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Das zurﬂckblelbende 81 wird in chhlormethan gelést, worauf
man den Extrakt mit Natrlumblcarbonatlbsung sdttigt, die or-
ganische Schlcht abtrennt, trocknet (Natriumsulfat), fil-

- 47 -

triert und unter verringertem Druck eindampft. Das hierbei
zuriickbleibende Material wird tiber eine mit Silicagel (Waters
~Prep 500) geflillte Sdule chromatographiert, wobei man die
Siule mit einem linearen Gradienten eines 3:1-Gemisches aus
Toluol und Ethylacetat (4 1) sowie mit Ethylacetat (4 1) elu-
iert. Die das gewiinschte Produkt enthaltenden Fraktionen wer-
den dtinnschichtchromatographisch identifiziert, vereinigt
und unter verringertem Druck eingedampft, wodurch man zu 4,5
g 2',4"{23—Tri-0—acetyl—DMT gelangt.

Beispiel 21

2'-0-Acetyl-23-0-phenoxyacetyl-DMT

Man 18st 2'-O-Acetyl-DMT (2,75 g, 3,5 mMol) in Dichlormethan
(75 ml) und Pyridin (0,8 ml) und behandelt das Ganze unter
Rilhren bei Raumtemperatur tropfenweise mit einer L&sung von
1,2 ml (8,8 mMol) Phenoxyacetylchlorid in Dichlormethan

(25 ml). Nach 1 Stunde gie8t man das Reaktionsgemisch in

eine gesidttigte Natrlumblcarbonatlbsung (200 ml), worauf man
die organische Schicht abtrennt, trocknet (Natriumsulfat),
filtriert und unter verrlngertem Druck eindampft. Der zurlck-
bleibende feste Schaum wird auf eine mit Silicagel gefiillte
Schnellchromatographiersédule gegeben, und die Produkte wer-
den abgetrennt und unter Verwendung eines 1:1-Gemisches aus
Toluol und Ethylacetat als Ldsungsmittel eluiert. Auf diese
Weise gelangt man zu 1,5 g 2'-0-Acetyl-23-0O-phenoxyacetyl~DMT
zusammen mit 0,55 g 2'-O-Acetyl-23,4''-di-O-phenoxyacetyl~DMT
und 0,03 g 2'-0-Acetyl-3,23-di-O-phenoxyacetyl-DMT.
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Beispiel 22

2'-OhAcetyl-z3*OL(p;chlorphenylacetyl)ADMT

Man 18st p-Chlorphenylessigsdure (4,3 g, 25 mMol) und 1-
Hydroxybenzotriazol (3,4 g, 25 mMol) in Tetrahydrofuran

(150 ml). Die L&sung wird in einem Eisbad gekiihlt und mit
Dicyclohexylcarbodiimid (5,2 g, 25,3 mMol) behandelt. Das
Reaktionsgemisch wird 3 Stunden bei 0°C gerfihrt und dann {iber
Nacht in einen Kithlschrank gestellt. Das Gemisch wird fil-
triert und das Filtrat unter verringertem Druck eingedampft.
Der Rickstand wird in Aceton (75 ml) geldst, worauf man die
Losung filtriert und mit 10 g (12,8 mMol) 2'-0O~Acetyl-DMT
und 0,87 g (12,8 mMol) Imidazol behandelt. Durch Zusatz von
Aceton wird die L&sung auf ein Volumen von insgesamt 125 ml
gebracht und dann mit 1,87 ml (12,8 mMol) Triethylamin ver=-
setzt. Die L&sung wird 20 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt,
worauf man das L&sungsmittel unter verringertem Druck ver-
dampft. Der Riickstand wird auf eine mit Silicagel gefiillte
Schnellchromatographiersdule gegeben und die S&ule unter An-
wendung eines Gradienten mit einem 4:1-Gemisch aus Toluol
und Ethylacetat bis zu Ethylacetat allein eluiert. Auf die-
se Weise gelangt man zu 4,75 g 2'-0~Acetyl-23-0-(p-chlor-
phenylacetyl)-DMT. ' ‘

"Be ispiel 23

2'-0-Acetyl-4''-0O-propionyl-DMOT

Man 1&st 2'-0-Acetyl-DMOT (1,0 g, 1,3 mMol) in Pyridin (30 ml]
-und behandelt die erhaltene Lésung unter Rilhren bei Raumtem-
peratur tropfenweise mit 0,6 ml (4,6 mMol) Propionsdurean-
hydrid. Nach 20 Stunden gibt man weitere 3,0‘m1'(23 mMol) Pro-
pionsdureanhydrid zu und rihrt die erhaltene Lésung 26 Stun-
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den bei Raumtemperatur weiter. Das Gemisch wird mit Toluol
(30 ml) verdiinnt, und die L&sungsmittel werden unter verrin-
gertem Druck verdampft. Das zuriickbleibende Ol wird in Di-
chlormethan (50 ml) geldst, worauf man die L&sung mit ge-
sdttigter Natriumbicarbonatl8sung extrahiert, die organische
Schicht abtrennt, trocknet (Natriumsulfat), filtriert und
eindampft. Der Riickstand wird auf eine mit Silicagel (Waters
Prep 500) gefiillte Siule gegeben und die S#ule mit einem li-
nearen Gradienten aus Toluol (4 1) und Ethylacetat (4 1) elu-
iert. Zuerst werden 305 mg 2'-O-Acetyl-3,4''-di-O-propionyl-
DMOT und anschlieBend 286 mg 2'-O-Acetyl-4''-O-propionyl-
DMOT eluiert.
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Erfindungsanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Makrolids der allge-

meinen Formel (I)

rCHa
CHa-ﬁ// \\T'CHE‘Q
] 3 ] (I)
HO~CH= // 'Cd\’/

CHa—CHz:I L—ow H
g\ / i ?Ha o

Q<: .4q CHaz F——&CHJ .
e—OH

k. \7

worin Q fir —CHZOH oder ~-CHO steht, oder eines Acylesters
hiervon, oder von S3ureadditionssalzen der obigen Verbindun-

. !
gen oder Estern hiervon, .,

mit der MaBgabe, daB8 dann, falls die Stellung 3 des Molekiils
von einer O-Acetylgruppe besetzt ist, die Stellung 4'' keine
O-Isovalerylgruppe enthalten kann, '

dadurch gekennzeichnet, da8 man

(a) Streptomyces fradiae NRRL 12170 unter submersen aeroben
Bedingungen bis zur Bildung einer wesentlichen antibio-
. tischen Aktivitdt und Erzeugung dés gewlinschten Makrolids
zlichtet oder
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(b) 23-Demycinosyltylosin mit einem chemischen Reduktions-—
mittel unter Bildung des Makrolids, worin Q. flir -CH,OH

steht, reduziert und

(c) durch Ans#uerung oder Veresterung gewlinschtenfalls ein
Salz oder einen entsprechenden Ester bildet.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB

man 23-Demycinosyltylosin herstellt.

3. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, da8s
man 20-Dihydro-~23-demycinosyltylosin herstellt.

Hierzu 7 Seite Zeichnung
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