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{34} VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG CYCLISCHER PEFTIDKERNE

{67)Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung cyclischer Peptidkerne und inrer Saeureadditionssalze, die

sich als Zwischenprodukte zur Herstellung semisynthetischer antifungal wirksamer Mittel eigren. ErfindungsgemaeR wird
in einem waessrigen Medium ein geeignetes cyclisches Peptidantibiotikum mit einem durch einen Mikroorganismus aus
der Familie Actinoplanaceae gebildeten deacylierenden Enzym umgesetzt. Ein geeignetes Peptidantibiotikum ist das
Antibiotikum A-30912 Faktor A oder das als Tetrahydro-A-30912 Faktor A bekannte Antibiotikum. Ein geeigneter
Mikroorganismus ist beispielsweise Streptosporangium roseum var oder Actinoplanss sp. NRRL 12 065,
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Vertreter:

Patentanwaltsbiiro Berlin

Titel der Erfindung:

Verfahren zur Herstellung cyclischer Peptidkerne

Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung cycli-

scher Peptidkerne der allgemeinen Formel I
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und ihrer S&ureadditionsalze.

Die obigen cyclischen Peptidkerne und ihre Siureadditions-
salze eignen sich als Zw1schenprodukte zur Herstellung semi-

synthetlscher antifungal w1rksamer Mittel.

Die obigen cyclischen Peptidkerne werden hergestellt durch
Deacylierung eines cycllschen Peptldantlblotlkums der allge-
meinen Formel IT
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worin R filir eine gesdttigte oder ungesittigte Fettsdureseiten-

kette steht und R1, Rz, R3 sowie R4

ter angegebenen Bedeutungen sind.

Substituenten mit den spi-

Das obige Verfahren beruht auf einer enzymﬁtischen Entfer-
nung der Fettsdureseitenkette R unter Bildung des entsprechen-
den cyclischen Peptidkerns. Dieses Verfahren besteht darin,
,daB man auf das Antibiotikum in einem wiBrigen Medium ein von
einem Mikroorganismus aus der Familie Actinoplanaceae gebil-
detes Enzym solange einwirken 1&B8t, bis eine wesentliche De-

acylierung erfolgt ist.

 Fir die erfindungsgemdfe Abspaltung der Fetisiureséitenkette
wird vorzugsweise ein Enzym verwendet, das vom Mikroorganis-—

mus Actinoplanes utahensis NRRL 12052 gebildet wird. Die De-
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acylierung wird gewdhnlich durchgefiihrt, indem man das je-
Weilige Antibiotikum zu einer Kultur von Actinoplanes uta-
hensis gibt und die Kultur bis zur Beendigung der Deacylie-
‘rung inkubieren 1&8t. Die hierbei erhaltenen Kerne werden
durch bekannte Methoden aus der Fermentationsbriihe abge-
trennt. Die besondere.Bédeutung dieser Kerne ist darin zu
sehen, daB sich durch ihre Reacylierung interessante neue

antibiotisch wirksame Substanzen herstellen lassen.

Aufgabe der Erfindung:

- Der Erfindung liegt obigen Angaben zufolge die Aufgabe zu-
grunde, ein besonders elegantes und wirksames Verfahren zur
Herstellung cyclischer Peptidkerne zu schaffen, aus denen

sich dann neue Antibiotika mit besonders interessanter Wir-

kung herstellen lassen.

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Die obige Aufgabe wird erfindungsgem&f nun geldst durch ein
Verfahren zur Herstellung cyclischer Peptidkerne der allge-

meinen Formel I
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- worin R} flir H oder OH steht,

wobeil R2 flir H steht und R3 sowie R jeweils H oder
jeweils OH sind, falls R1 flir H steht,

oder wobel R2 fir H steht, R3 flir OH oder C.-C, Alkyl-

. 176

oxy steht und RY fiir OH steht, oder R2 flir

0

-C~NH, steht und R3 sowie R4 jeweils flir OH ste-

hen, falls R1 fir OH sﬁeht,
und den Saureadditionssalzen hiervon.

Bei einer AusfuhrundsLorm der erflnduncsgemaﬁen Kerne bedeu-
ten R1, R und R4 jeweils OH, wihrend R2 fir H steht. Dieser
Kern ist als A-30912a Kern bekannt. Der A-30912A Kern wird
hergestellt durch Deacylierung eines cyclischen Peptidanti-
biotikums aus der allgemeinen Formel II, worin R Linoleyl

1 2

Stearoyl oder Palmitoyl bedeutet und R', R%, R3 sowie R4 die

gleichen Bedeutungen wie im A-30912A Kern haben.

Steht R im cyclischen Peptidantibiotikum der allgemeinen
Formel II fir Linoleyl dann handelt es sich hierbei um das
bekannte Antibiotikum A-30912 Faktor A. Bedeutet R darin
Stearoyl, dann handelt es sich hierbei um das als Tetra-
hydro-A-30912 Faktor A bekannte Antibiotikum. Steht R fiir
Palmitoyl, dann handelt es sich hierbei um das unter Aculea~

cin A bekannte Antibiotikum.

A-30912 Faktor A

A—30912 Faktor A d4st ein Faktor aus dem A-30912 Gemisch, das
ferner auch noch die Faktoren B, CL D, E, F und G enthilt.
Das A-30912 Gemisch und die einzelnen Faktoren A bis G gehen
aus US-P5 4 024 245 hervor. Das Antibiotikum A- 20912 Faktor A

1st identisch mit dem APt*DlOtWRLm A-22802, welches in US-~PS
4 024 246 beschrieben 1st.
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Aus US-PS 4 024 245 und US-PS 4 024 246 ergibt sich, daB A-
30912 Faktor A identisch ist mit dem Antibiotikum Echinocan-
din B /siehe Helv. Chim. Acta 57, 2459 bis 2477 (1974) und
CH-PS 568 386/. Das Antibiotikum SL 7810/F ist ferner auch
identisch mit Echinocandin é /Tetrahedron Letters 1976 (46),
4147 bis 4150 und BE-PS 834 289/.

-In Tetrahedron Letters 1976 (46), 4147 bis 4150 wird fiir das
Antibiotikum 2A-30912 Faktor A die Struktur der Formel II vor-
geschlagen, worin R Linoleyl bedeutet, R1, R3 und R4

OH sind und‘R2 flir H steht.

jeweils

Tetrahydro-A-30912 Faktor A

Tetrahydro-A-30912 Faktor A (Tetrahydro-SL 7810/F, Tetra-
hydroechinocandin B), das in BE-PS 834 289 und in Helv. Chim.

Acta 57, 2459 bis 2477 (1974) beschrieben wird, hat die Struk-

. A
tur der Formel II, worin R Stearoyl bedeutet, R1, R3 und R

2

jeweils OH sind und R® filir H steht. Dieses Material wird ein-

fach als Tetrahydro-A-30912A bezeichnet.

‘Aculeacin A

Aculeacin A ist ein Bestandteil des Acﬁleacin—Gemisches, das aus einem
liberwiegenden Bestandteil (Aculeacin A) und sechs in gerin-
gerer Menge vorhandenen Bestandteilen (Aculeacine B, C, D,

E, F und G) besteht. Die Bestandteile des Aculeacins gehen
aus US-~PS 3 978 210 hervor. Gem&B BE-PS. 859 067 hat Aculeacin
A moglicherweise die gleiche cyclische Peptidstruktur wie
‘Tetrahydro-A-30912, wobei die Stearoylseitenkette jedoch
durch Palmitoyl ersetzt ist.

A-30912R Kern

Der obige neue cyclische'Peptidke;n, némlich der Kern von
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A-30912 Faktor A (Echinocandin B, SL 7810/F), Tetrahydro-
A-30912 Faktor A und Aculeacin A, hat die Struktur der For-

3 2

mel I, worin R1, R” und R4 jeWeils OH sind und R® flr H

steht.

Dieser Kern (A-30912A Kern) ist eih welBes amorphes Ma-
térial, das in LOsungsmitteln, wie Wasser, Dimethylformamid,
Dimethylsulfoxid und Methanol 1&slich ist, sich in Ldsungs-
mitteln, wie Chloroform, Toluol oder Diethylether, jedoch
nicht 1&st. |

Der A-30912A Kern hat die empirische Formel C34H51N7O15 und

ein Molekulargewicht von 797,83.

Das IR-Absorptionsspektrum von A-30912A Kern in KBr-Schei-
ben geht aus der beigefligten Figur 1 hervor. Es weist fol-

gende Absorptionsmaxima auf: 3340 breit (OH, H-gebunden),

2970, 2530 und 2890 (CH-Streckung, aliphatisch in CH3, CHZ,

CH Gruppen), 1660 und 1625 (mehrere Carbonyle C=0), 1510~
1550, 1430-1450 (CH Bewegung), 1310-1340, 1230-1260, 1080,
835, 650 breit und 550 breit cm .

Die elektrometrische Titration von A-30912A Kern in 66 %-igem
wéBrigem Dimethylformamid zeigt die GeqenWart einer titrier-
baren Gruppe mit einem PX_-Wert von etwa 7,35 (anfanglicher
pH-Wert = 7,32).

Der A-30912A Kern 148t sich durch Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) abtrennen. A-30912A Kern hat eine un-
geféhre Verweilzeit (k') von 11,52 Minuten bei einer hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographischen Abtrennung unter

folgenden Bedingungen:
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Siule: ' 4 x 300 mm

Fillung: A Silica.gel/CT8
'Lbsungsmittel:' Gemisch aus Ammoniumace-

tat, Acetonitril und Was-
ser (1:2:97)

Strémungsgeschwindigketi: 3 mi/min
Druck: : , 175 bar
~ Detektor: UV-Licht mit ver&dnderli-
cher Wellenlédnge von
230 nm

Empfindlichkeit: L 0 bis 0,4 A.U.F.S.

Herstellung von A-30912A Kern -

Herstellung des Substrats

Der erfindungsgemdle A~30912A Kern 148t sicli herstellen aus
A-30912 Faktor A, Tetrahydro-A-30912 Faktor A oder Aculeacin
A. Diese Substrate kénnen in Form gereinigter Materialien ein-
gesetzt werden, wobei eine Reinigung jedoch nicht unbedingt'
notwendigvist. Als Substrat zur Herstellung von A-30912A Kern_
kann man daher beispielsweise A-30912 Gemisch verwenden, wor-

in A-30912 Faktor A der {iberwiegende Bestandteil ist.

A~-30912 Faktor A

A-30912 Faktor A kann durch submerse aerobe Fermentation fol-
gender Organismen hergestellt werden: 1) Einem Stamm von As-
vpérgillus rugulosus NRRL 8113, 2) einem Stamm von Aspergillus
nidulans NRRL'8112} 3) einem Stamm von Aspergillus nidulans
var. echinulatus A—32204, NRRL 3860, 4) einem Stamm von As-
'pergiilus ru§ulésus NRRL 8039 oder 5) einem Stamm von Asper-

giilus nidulans var. roseus, NRRL -11440.



Verwendet man zur Herstellung von A-30912 Faktor A einen
Stamm von Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440, dann
gelangt man zu einem Gemisch aus verschiedenen Faktoren, wel-
ches einfach als A-42355 Antibiotikumgemisch bezeichnet wird.
Der A-30912 Faktor A ist dabei der Uberwiegende Faktor des
A-42355 Antibiotikumgemisches. Die A-30912 Faktoren B, D

und H sind in dem A-42355 Gemisch demgegeniiber in geringerer
‘Menge vorhanden. '

Tetrahydro-A-30912a

Tetrahydro-A-30912A 148t sich-aus A-30912 Faktor A durch iib-

liche Hydrierung herstellen, indem man diese Reduktion solan-
ge durchflhrt, bis beide Doppelbindungen der Lincleylseiten-+

kette reduziert sind.

Aculeacin A

Aculeacin A wird durch Fermentation eines Stamms von Asper-
gillus aculeatus NRRL 8075 nach dem in US-PS 3 978 210 be-
schriebenen Verfahren hergestellt.

Bei einer anderen Ausfﬁhrungsform der erfindungsgemifen Ker-

! und R2 jeweils H, wahrena R3 und R4 jeweils

ne bedeuten R
fiir OH stehen. Dieser Kern lqt als A-30912B hemlbemannt A-30912B
Kern wird hergestellt durch Deacylierung eines cyclischen
Peptidantibiotikums der Formel II, worin R Linoleyl oder Ste-
aroyl bedeutet und R1, R2 g3 sowie R4 die gleichen Bedeutun-

gen wie im A-30912B Kern haben.

Steht der Substltuent R im cycllqchan Peptidantibiotikum der
Formel II fiir LlnoTeyl dann ist dleses Antibiotikum als A-
30912 Faktor B bekannt. Bedeutet der Substituent R dagegen
Stearoyl dann handelt es sich hierbei um das Antibiotikum
Tetrahydro-A-30912 Faktor B.
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"A-30912 Faktor B

A-30912 Faktor B ist ein Faktor des A-30912 Gemisches, das
~auch die Faktoren A, C, D, E, F und G enthdlt. Das A-30912
Gemisch wird in US-PS 4 024 245 beschrieben.

Es hat sich gezeigt, daB A-30912 Faktor B identisch ist mit

-dem Antibiotikum Echinocandin C /siehe Helv. Chim. Acta 62,

1252 bis 1267 (1979)/ und mit dem Antibiotikum SL 7810/F-IT
. BE=PS 834 289). |

In Eelv. Chim. Acta 62, 1252 bis 1267

‘wird flr das Antibiotikum Echinocandin C die Struk-
1 und R?
sind, R? sowie Rr? jeweils OH bedeuten und R flir Linoleyl

tur der Formel II vorgeschlagen, worin R jeweils H
steht. Flir das Antibiotikum Tetrahydroechinocandin C wird in
dieser Literatur die Struktur der Formel II vorgeschlagen,

2

worin R und R” jeweils H sind, R3 sowie RY jeweils OH be-

¢
deuten und R fiir Stearoyl steht.

Tetrahydro-A-30912 Faktor B

Tetrahydro-aA-30912 Faktor B (Tetrahydro-SL 7810/F-II, Tetfaf
hydroechinocandin C), das in BE-PS 834 289 und Helv. Chim.
Acta 62, 1252 bis 1267 (1979) beschrieben wird, hat die.Struk-
1 und R2
R4 jéweils OH bedeuten und R filir Stearoyl steht. Dieses Ma-

_tur der Formel II, worin R jeweils H ist, 3 sowie

terial wird einfach als Tetrahydro-A-30912B bezeichnet.

A-30912B Kern

Der neue cyclische Peptidkern dieser Ausfiihrungsform, nim-

lich der Kern von A—30912 Faktor B (Echinocandin C, SL 7810/
F-II) und von Tetrahydro-A~30912B, hat die Struktu? der For-
mel I, worin R1
fﬁf OH stéhen.

und R? jeweils H sind und R sowie R jeweils
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A-30812B Kern hat die empirische Formel C34H51N7O14 und weist

ein Molekulargewicht von 781,83 auf.

Herstellung von A-30912B Kern

Herstellung des Substrats

- Der A-30912B Kern kann hergestellt werden aué A-30912 Faktor

' B oder Tetrahydro-A-30912B. Da A-30912 Faktor B nicht der
Uberwiegende Bestandteil des Antibiotikumgemisches ist, in
dem er gebildét wird, soll dieses Gemisch so gereinigt wer-
den, daB die anderen gleichzeitig gebildeten Faktoren entfernt

werden, bevor man das Material als Substrat verwendet.

A-30912 Faktor B

A-30912 Faktor B kann durch submerse aerobe Fermentation fol-
gender Organismen hergestellt werden: 1) Einem Stamm von As-
pergillus rugulosus NRRL 8113,

2) einem Stamm von Aspergillus nidulans

var. echinulatus A-32204, NRRL 3860nvé) einem Stamm von As-
pergillus rugulosus NRRL 8039 oder Z) einem Stamm von Asper-
gillus nidulans var. roseus, NRRL 11440.

Verwendet man zur Herstellung von A-30912 Faktor B einen
Stamm von Aspergillus nidulans var.vroseus NRRL 17440, dann
~gelangt man zu einem Gemisch aus verschiedenen Faktoren,
welches einfach als A-42355 Antibiotikuﬁgemisch bezeichnet
wird. Der A-30912 Faktor A ist dabei der iiberwiegende Faktor
des A-42355 Antibiotikumgemisches. Die A-30912 Faktoren B, D
und H sind in dem A-42355 Gemisch demgegeniiber in geringerer

Menge vorhanden.

vTetrahvdro—A—30912B
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Tetrahydro-A-30912B 148t sich aus A-30912 Faktor B durch iib-
liche Hydrierung herstellen, indem man diese Reduktion solan-
ge durchflihrt, bis beide Doppelbindungen der Linoleylseiten--

kette reduziert sind.

Bei einer anderen Ausfiihrungsform der erfindungsgemifen Ker-
ne sind R1, R2, R3 und R4 jeweils H. Der Kern dieser Aus-~

fihrungsform ist als A~30912D bekannt. A-30912D wird herge-
stellt durch Deacylierung eines cyclischen Peptidantibioti-
kums der Formel II, worin R Linoleyl oder Stearoyl bedeutet

und R1, R2, R> sowie R gleich sind wie beim A-30912D Kern.

Steht im cyclischen Peptidantibiotikum der Formel IT der
Substituent R fiir Linoleyl, dann handelt es sich béi diesem
Antibiotikum um A-30912 Faktor D. Bedeutet R dagegen StearoyT,
dann wird dieses Antibiotikum als Tetrahydro-A-30912 Faktor D
bezeichnet.

A-30912 Faktor D

A—30912 Faktor D ist ein Faktor des A-309172 Gemisches, das
auch noch die Faktoren A, B, C, E, F und G enthilt. Das A-
30912 Gemisch wird in US-PS 4 024 245 beschrieben.

Es hat sich gezeigt, daB A-30912 Faktor D -identisch ist mit
dem Antibiotikum Echinocandin D /siehe Helv. Chim. Acta 62, '
1252 bis 1267 (1979)/ und mit dem Antlblotlkum SL 7810/F-I1I
(BE-PS 834 289).

In Helv. Chim. Acta 62, 1252 bis 1267 (1979) wird fir das

Antibiotikum Echinocandin D die Struktur der Formel II vor-
geschlagen, worin R1, R2, R3 sowie R4 jeweils H sind und R
fir Linoleyl steht. Fiir das Antibiotikum Tetrahydroechino-

‘candin D wird darin die Struktur der Formel IT vorgeschla-

gen, worln R1, Rz, R3 sowie R4

jewells_H sind und R Stearoyl
bedeutet. - '
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Tetrahydro-A-30912 Faktor D (Tetrahydro-SL 781G/F-1III, Tetra-
hydroechinocandin D) wird vorliegend einfach als Tetrahydro-
A-30912D bezeichnet.

A¥30912D Kern

Der neue cyclische Peptidkern dieser Ausflhrungsform, ndmlich
~der Kern von A-30912 Faktor D (Echinocandin D, SL. 7810/F-I11)

und von Tetrahydro-A-30912D hat die Struktur von Formel I,

1 2 3 4

worin R, R®, R” und R” jeweils H sind.

A-30912D Kern hat die empirische Formel C34

weist ein Molekulargewicht von 749,83 auf.

H..N_O und

517712

Herstellung von A-30912D Kern

Herstellung des Substrats

Der A-30912D Kern kann hergestellt werden aus A~-30912 Faktor
D oder Tetrahydro-A-30912D. Da A-30912 Faktor D nicht der
Uberwiegende Bestandteil des Antibiotikumgemisches ist,; in
dem er gebildet.wird, soll dieses Gemisch éo gexeinigt wer-
den, daB die anderen gleichzeitig gebildeten Faktoren ent-

fernt werden, bevor man das Material als Substrat verwendet.

A-30912 Faktor D

A-30912 Faktor D kann durch submerse aerobe Fermentation fol-
gender Organismen hergestellt werden: 1) Einem Stamm von As-
pergillus rugulosus NRRL 8113,

2) einem Stamm von Aspergillus nidulans

var. echinulatus A-32204, NRRL 3860, 3) cinem Stamm von As-
pergillus rugulosus NRRL 8039 oder 4) einem Stamm von Asper-
- gillus nidulans var. roseus, NRRL 11440. |
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Verwendet man zur Herstellung von A~30912 Faktor D einen
Stamm von Aspergillus nidulans var. roseus NRRIL 11440, dann
gelangt man .zu einem Gemisch aus verschiedenen Faktoren,
welches einfach als A-42355 Antibiotikumgemisch bezeichnet
wird. Der A-30912 Faktor A ist dabei der ﬁberwieéende Faktor
des A-42355 Antibiotikumgemisches, Die A-30912 Faktoren, B,
D und H sind in dem A-42355 Gemisch demgegeniiber in geringe-
‘rer Menge vorhanden, |

Tetrahydro-a-30912p

Tetrahydro-2-30912D 148t sich aus a-30912 Faktor D durch {ib-
liche Hydrierung herstellen, indem man diese Reduktion so-
lange durchfiihrt, bis beide Doppelbindungen der Linoleylsei-
tenkette reduziert sind.

Bei einer weiteren Ausfihrungsform der erfindungsgemipen
Kerne bedeuten R1 und R4-jeweils OH, Wéhrend¢R2 fir H steht
und R3 fir C1--C6 Alkyloxy steht. Die Kerne dieser Ausfiih-
rungsform sind als A-30912f Kerne bekannt. Die A-30912H Kerne
werden hergestellt durch Deacylierung eines cyclischen Pep?
tidantibiotikums der Formel II, worin R Linoleyl oder Stear-
oyl ist und R1, R2, R3 sowie R? die gleichen Bedeutungen ha-
‘ben wie in den A-30912H Xernen.

Steht im cyclischen Peptidantibiotikumn der Formel II der
Substituent R fiir Linoleyl und bedeutet R3‘Methoxy, dann
wird dieses Antibiotikum als A-30912 Faktor H bezeichnet.,
-Ist R dagegen Stearoyl ungd bedeutet R3 Methoxy, dann wird
. dieses Antibibtikum als Tetrahydro—A~30912 Faktor H bezeich-

net.

Ist im cyclischen Peptidantibiotikum der Formel II der
Substituent R Linoleyl und steht -darin der Substituent R3

fiir C,-C¢ Alkyloxy, dann werden. diese Antibiotika als niedere



Alkyloxyhomologe von A-30912 Faktor H bezeichnet. Bedeutet
der Substituent R dagegen Stearoyl und steht der Substitu-
ent R° fiir C,-C, Alkyloxy, dann handelt es sich bei diesen
Antibiotika um die niederen Alkyloxyhomologen von Tetra-

hydro-A-30912 Faktor H.

A-30912 Faktor H

A-30912 Faktor H ist ein Faktor aus dem A-30912 Gemisch, das
ferner auch die Faktoren 2, C,.D, E, F und G enthdlt. Das
A-30912 Gemisch wird in US-PS 4 024 245 beschrieben. A-30912
Faktor H ist ein sp&ter aufgefundener A-30912 Faktor. A-30912
Faktor H wird beschrieben in der amerikanischen Patentanmel-~
dung Nr. 117 739 vom 1. Februar 1980 von Karl H. Michel mit
dem Titel ANTIBIOTIC A-30812 FACTOR H, und bei dieser Anmel-
dung handelt es sich um eine continuation-in-part-Anmeldung
mit der Serialnummer 46 875 vom 8. Juni 1979 (zwischenzeit-

lich fallengelassen).

HOmologe von A-30912 Faktor H

Nach Entdeckung der Struktur von A-30912 Faktor H wurde auch
erkannt, daB die niederen Alkyloxyhomoiogen von A~30912 Fak-
tor H wertvolle Produkte sind. Vér dieser Zeit wurde den
bereits hergestellten Alkyloxyderivaten keine brauchbare An-
wendung beigemessen, so daB diese Verbindungen lediglich als
Mittel zur Strukturbestimmung hergestelltlwurden. Die nie-
deren C2--C6 Alkyloxyhomologen von A-30912 Faktor H werden aus
A-30912 Faktor A hergestellt.

A-30912 Faktoy A kann durch submefse aerobe Fermentation fol-
gender Organismen‘hergestellt werdeﬁ; 1) Einem Stamm von As-
pergillus rugulosus NRRL 8113, 2) einem Stamm von Aspergil-

lus nidulans NRRL 8112, 3) einem-Stamm von Aspergillus nidu-

léns var. echinulatus A-32204, NRRL 3860, 4) einem Stamm von

v
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- Aspergillus rugulosus NRRL 8039 (BE-PS 834 289) oder 5) einem

Stamm von Aspergillus nidulans var. roseus, NRRL 11440.

Jeder A—30912H Kern enth#lt eine Aminogruppe, so daB er auch
Salze bilden kann. Solche Salze eignen sich als Zwischenpro-
dukte und zu Reinigungszwecken. Die pharmazeutisch unbedenk-
lichen Salze der A-30912H Kerne sind besoﬁders brauchbar, da
in einem solchen Fall die Endprodukte nur minimal gereinigt
zu werden brauchen. Unter pharmazeﬁtisch unbedenklichen Sal-
zen’' werden Salze Qerstanden, bei denen_die Toxizitdt des
Produkts insgesamt gegentiber warmbllitigen Tieren nicht er-
hoht ist. ”

Sdureadditionssalze der A-30912H Kerne lassen sich durch {ib-
liche Umsetzung mit einer anorganischen oder organischen Siu-
re bilden. Zu Beispielen flir hierzu geeignete anorganische
oder organische Sduren gehdren Chlorwasserstoffsdure, Brom-
wasserstoffsdure, Iodwasserstoffsdure, Schwefelsdure, Phos-
phorséufe, Essigsdure, Benzoesdure, Sulfaminsdure, Weinsidure,
Zitronensdure, Maleinsdure, Bernsteinsiure, Ascorbinsiure,
Glykolsdure, Milchsdure, Fumarsdure, Palmitinsdure, Cholsiu-
re, Pamoesdure, Mucinsdure, D-Glutamins&dure, d-Camphersdure,
Glutarsdure, Phthalsiure, Laurinsiure, Stearinsiure, Salicyl-
sdure, Methansulfonséure, Benzolsulfons&ure, Sorbinsdure,

Picrinsdure oder Zimtsiure.

Herstellung von A-30912H Kernen

Herstellung des Substrats

Dex A-30912H Kern, n#mlich die Verbindung der Formel I, worin
R1 und R4 jeweils OH bedeuten, R2 fiir H steht und R3 Meth-
oxy ist, kann aus A-30912 Faktor H oder Tetrahydro-A-30912H
hergestellt werden. Da A-30912 Faktor H kein tiberwiegender
Bestandteil des Antibiotikumgemisches ist, in dem dieser Fak-

tor gebildet wird, sollte man das Produkt vor der Verwendung
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‘als Substrat soweit reinigen, daB die anderen gleichzeitig
gebildeten antibiotischen Faktoren entfernt werden.

'Die Substrate zur Herstellung der A-30912H Kerne der Formel

I, worin R1 und R4 jewells OH bedeuten, R2 fir H steht und

R fiirlcz-c6 Alkyloxy steht (nimlich die A-30912H Homologen)
werden hergestellt durch Umsetzen von A-30912 Faktor A oder
‘Tetrahydro-A-30912A mit einem entsprechenden Alkohol, wo-

duxch das jewevllge C C Alky*oxyderlvat entsteht. A-30912
~Faktor A ist der uberWJegnnde Bestandteil des Antibiotikum-
gemisches, in dem dieser Faktor gebildet wird, so daB dieses
Verfahren auch ein bevorzugter Weg zur Herstellung von A~

30912 Faktor H und Tetrahydro-A-30912H ist.

A-30812 Faktor H

A-30912 Faktor H 148t sich durch submerse aerobe Fermentation
eines Stammes von Aspergillus rugulosus NRRL 8113 oder eines
Stammes von Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440 her-
stellen.

Verwendet man zur Bildung von A-30912 Faktor H einen Stamm
von Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440, dann gelangt
man zu einem Gemisch an Faktoren, welches als A-42355 Anti-
biotikumgemisch bezeichnet wird. A-30912 Faktor A ist der
tiberwiegende Faktor des A-42355 Antibiotikumgemisches. A-30912
Faktoren B, D und H sind die im A-42355 Gemisch in geringerer

Menge vorhandenen Faktoren.

A-30812H Homologe

Die A-30912H Homologen werden hergestellt durch Umsetzen von
A=-30912 Faktor A oder Tetrahydro-A-30912A mit dem geeigneten
entsprechenden Alkohol, wodurch das gewiinschte Alkyloxyderi-
vat der Formel IT entsteht, worln R1 und R4 jeweils OH be-

deuten, R2 flir H steht und R fir C C Alkyloxy steht. Diese
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Arbeltswelse stellt ein bevorzugtes Verfahren zur Herstel-
;ung von A-30912 Faktor H und Tetrahydro-A-30912H dar. Die
A-30912H Homologen der Formel II, worin R Stearoyl und R3 flir
C2 C Alkyloxy steht, kdnnen hergestellt werden, indem man
entweder (a) zuerst Tetrahydro-A-30912A herstellt und dieses
dann durch Uﬁsetzen mit dem geeigneten Alkohol in das ent-
sprechende Alkyloxyderivat iiberfiihrt oder (b) den A-30912
Faktor A durch Umsetzen mit dem entsprechenden Alkohol in

das Alkyloxyderivat {berfithrt und anschlieBend die Doppelbin-

dungen der Linoleylseitenkette reduziert,

Tetrahydroderivate

Tetrahydro-A-30912A, Tetrahydro-A-30912H und die Verbindungen
3

der Formel II, worin R’ fiir C2—C6 Alkyloxy steht und R Stear-
oyl bedeutet, werden aus A-30912 Faktoren A und H und aus

den Verbindungen der Formel II, worin R3 flr C2—C6 Alkyloxy
steht und R Linoleyl bedeutet, durch {ibliche Hydrierung her-
gestellt, wobei man diese Reduktion solange fortfiithrt, bis

beide Doppelbindungen der Linoleylseitenkette reduziert sind.

Bei einer wiederum weiteren Ausfliihrungsform der erfindungsge-

miBen Kerne bedeuten R1, R3 und R4 jeweils OH und steht R2

fir Carboxamid. Der Kern dieser Ausflihrungsform ist als
S 31794/F-1 Kern bekannt. Der § 31794/F-1 Kern wird herge~ .
stellt durch Deacylieren eines cyclischen Peptidantibiotikums

~der Formel II, worin R Myristoyl bedeutet und R1, R2, R3 So-

wie R* gleich sind wie beim § 31794/F-1 Kern.

S 31794/F-1

Zur Herstelluﬁg des erfindungsgem&fen S 31794/F-1 Kerns de-
acyliert man das cyclische Peptidantibiotikum S 31794/F-1.
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Das Antibiotikum § 31794/F-1, welches in DE-0S 26 28 965

und US-PS 4 173 629 beschrieben ist, ist eine antifungal wirk-
same Verbindung, die durch Acrophlalophora limonispora nov.
spec Dreyfuss et Muller NRRL 8095 gebildet wird. Dieses Anti-
biotikum S 31794/F-1 weist folgende chaquterlstlsche Eigen~
schaften auf: Schmelzpunkt 178 bis 180°C (Zersetzung) (amorph).
oder 181 bis 183°C (Zersetzung) (kristallin), Aalphg/go= -24°
(¢ =0,5, CH3OH) oder +37° (¢ = 0,5, Methanol (Pristallin),
UV-Absorptionsmaxima fn Methanol bei 194 nm (E }° 807),

225 nm (schulter) (E}Zm= 132), 276 nm (E};m= 12,8), 284 mm
(Schulter) (E;Zm= 10,5), 13C—NMR-—Spektrum in Deuteromethanol
(190 mg in 1,5 ml Deuteromethanol, Tetramethylsilan als in-
ternes Standard)

ppm ppm ppm
176,2 ' 75,5 51,2
175,0 | 74,0 39,7
173,7 - 71,0 38,8
172,6 70,5 36,6
172,0 69,7 34,8
171,8 4 | 68,0 | 32,8
171,7 62,2 30,6

 168,6 58,3 - 26,7
157,7 57,0 , 23,5
132,5 56,2 ~ 19,7
129,0 55,4 14,3
115,9 52,9 ’ 11,1
76,6

Nach Trocknung des kristallinen Materials iiber eine Zeit-
dauer von 2 Stunden unter Hochvakuum bei 100°C hat das obige
Antibiotikum etwa folgende Elementaranalyse: 55,5 bis 56,5 %

Kohlenstoff, 7,5 bis 7,7 % Wasserstoff, 10,5 bis 10,8 g Stick-
stoff und 25,5 bis 26;0 % Sauerstoff. S'31794/F~1 ist leicht
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16slich in Methanol, Ethanol, Pyridin und Dimethylsulfoxid,
schlecht 18slich in Wasser, Chloroform, Ethylacetat, Diethyl-
ether, Benzol oder Hexan; und ist antifungal wirksam, und

zwar insbesondere gegentiber Candida albicans.

Das Antibiotikum § 31794/F-1 diirfte die Struktur der Formel

1 3

II haben, worin R Myristoyl bedeutet, R, R” und R jeweils

fiir OH stehen und R2 Carboxamid ist.

'S 31794/F-1 Kern

Der neue erfindungsgéméBe cyclische Peptidkern, n&mlich der

Kern des Antibiotikums S 31794/F-1, dlirfte die Struktur der

3 4

Formel I haben, worin R1, R™ und R° jeweils OH bedeuten und

R2 flir Carboxamid steht.

S 31794/F-1 Kern hat die empirische Formel C35H52N8016 und

weist ein Molekulargewicht von 840,87 auf.

Herstellung von S 31794/F-1 Kern

Herstellung des Substrats

Zur Herstellung des erfindungsgem&Ben S 31794 /F-1 Kerns geht
man vom Antibiotikum S 31794/F-1 aus.

" Das Antibiotikum S 31794/F-1 wird durch submerse aerocbe Ziich-
tung von Acrophialophora limonispora NRRL 8095 erzeugt. Die-
ser Mikroorganismus ist in der Kulturénsammlung des Northern
Regional Research Center, U.S. Department of Agriculture,
Agricultural Research Culture Collection, North Central Region,
Peoria, Illinois 61604 hinterlegt und bildet einen Teil def
Sammlung,‘von>der er unter der Nummer NRRL 8095 fiir die Of-

fentlichkeit zugédnglich ist.-
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Die vorliegenden Kerne enthalten jeweils eine Aminogruppe,
so daf sie in Salzform vorkommen k&nnen. Solche Salze eignen
sich als Zwischenprodukte und zu Reinigungszwecken. Die phar-
mazeutisch unbedenklichen Salze der Kerne sind besonders
brauchbar, da in einem solchen Fall die Endprodukte nur mi-
nimal gereinigt zu werden brauchen. Unter pharmazeutisch un-
bedenklichen Salzen werden Salze verstanden, bel denen die
 Toxizitit des Produkts insgesamt gegeniiber warmblﬁtigen Tie-
‘ren nicht erhdht ist.

Séureadditionssalze der Kerne lassen sich durch tbliche Um-
setzung mit einer anorganischen oder organischen S&dure bil-
den. Zu Beispielen fiir hierzu geeignete anorganische oder
organische Sduren gehdren Chlorwasserstoffsiure, Bromwasser-
stoffsdure, Iodwassefstoffséure, Schwefelséure, Phosphor-
sdure, Essigsdure, Benzoesiure, Sulfaminsdure, Weinsiure,
Zitronenséure} Maleinsiure, Bernsteinsdure, Ascorbinséure,
Glykolsdure, Milchsédure, Fumarsdure, Palmitiﬁséure, Chol-
sdure, Pamoeséure, Mucinsdure, D~Glutaminséhre, d-Camphex-
séure, Glutarsédure, Phthalsé&ure, Laurinsdure, Stearinsdure,
Salicylsédure, Methansulfonsiure, Benzolsulfonsdure, Sorbin~

sdure, Picrinsidure oder Zimtsiure.

Die eiﬁzelnen Antibioctika werden zur abschlieBenden Reini-
gung vorzugsweisé einer Umkehrphasen-Hochleistungsniederdruck-
flissigkeitschromatographie (HPLPLC) unter Verwendung von
Silicagel/c18 als Adsorbens unterzogen. Hierzu gibt man das
rohe Antibiotikumgemisch in Form einer L8sung in einem ge-
eigneten Ldsungsmittel auf eine Sdule, die mit dem gleichen
Losungsmittel &dquilibriert ist. AnschlieBend wird die Siule
mit dem LOsungsmittel eluiert. Die anfallenden Fraktionen wer- |
den durch Bioautographie mittels Candida albicans und/oder
durch Ultraviolettlicht (bezogen auf die relativen Verweil-
zeiteh) Uberwacht. Die Fraktioged, die identische einzelne an-

tibiotische Faktoren enthalten, werden vereinigt. Gelegentlich'
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kann auch die Durchfiihrung einer zus&dtzlichen chromatographi-
schen Auftrennung erforderlich sein, damit sich die einzel-

nen Faktoren in gereinigter Form ergeben.

Das rohe Antibiotikumgemisch von A-30912 oder A-42355 erhilt
man beispielsweise durch Extraktion der Gesamtbriihe oder des
gesamten Mycels mit Methanol und Chloroform. Zur Chromato-
graphie dieser Antibiotika wird als L&sungsmittelsystem vor-
zugsweise ein Gemisch aus Methanol, Wasser und Acetonitril
(7:2:1) verwendet.

Zum rohen Antibiotikum S 31794/F-1 gelangt man durch Extrak-
‘tion der. Gesamtbriihe mit einem Gemisch aus Ethylacetat und
Isopropanol (4:1) und Chromatographieren des dabei erhalte-
nen Extrakts.

Die einzelnen Faktoren lassen sich durch Diinnschichtchroma-
tographie (TLC) identifizieren. Als Adsorbens wird hierbei

o

. .y e
vorzugsweise Silicagel verwendet.

Die dabei filir die Faktoren A bis G des Antibiotikums A-30912
durch dlinnschichtchromatographische Analyse unter Verwendung
von Silicagel mit hohem Kohlenstoffgehalt in einem L&sungs-
mittelsystem aus Benzol und Methanol (7:3) ﬁnd durch Bioauto-
graphie mit Candida albicans.erhaitenen Rf—Werte gehen aus
der folgenden Tabelle I hervor.

" Tabelle I

A-30912 Faktoren Rf—Werte

0,35
- 0,45
0,54
0,59

0,27
0,18
0,13

QHME YU N W
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Die ungefdhren Rf—Werte der Faktoren A} B, C, D und H von
A-30912 in verschiedenen L&sungsmittelsystemen, die man durch
Diinnschichtchromatographie mittels Silicagel mit hohem Koh-
lenstoffgehalt und Biloautographie mit Candida albicans erhdlt,

kdnnen der folgenden Tabelle II entnommen werden.
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Die Faktoren A, B, D und H von A-30912 lassen sich ferner auch
durch analytische Hochleistungsniederdruckfliissigkeitschroma-

tographie unter folgenden Bedingungen identifizieren.

Siule: : Glas, 0,8 x 15,0 cm

Packung: , _ Nucleosil 10-C (Machery-Nagel

18
and Company) . :
nach dem im Beispiel 8 beschriebhenen
Aufschlimmungsverfahren abgepackt

Lésungsmittel: - ‘Methanol:Wasser:Acetonitril (7:2:1})
Probenvolumen: 8 mcl |

ProbengridBe: 8 mcg

Sdulentemperatur: | Umgebung

Strémungsgeschwin- )

digkeit: : 1,8 ml/min

Druck: etwa 14 bar

Detektor: ' UV bei 222 nm (ISCO Model 1800

Variable Wavelength UV-Vigible
Absorbance Monitor)

Pumpe: | LDC Duplex—Minipumpe

Injektion: Schlaufeninjektion
Die unter diesen Bedingungen ermittelten ungef&hren Verweil-
zeiten flir die Faktoren A, B, D und H von A-30912 gehen aus
folgender Tabelle III hervor: |

Tabelle ITT

A-30912 Faktoren Verweilzeit
(Sekunden)

792
. 870

490
1140

oo W
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- Hexrstellung des Enzyms

" A. Enzymbildender Mikroorganismus

Das Enzym, das sich zur Deacylierung der erfindungsgem&fen An-
tibiotika eignet, wird durch bestimmte Mikroorganismen aus der
Familie Actinoplanaceae gebildet, und zwar vorzugsweise durch
den Mikroorganismus Actinoplanes utahensis NRRL 12052.

Das Enzym kann das gleiche Enzym sein, das auch zur Deacylie-
rung von Penicillinen verwendet wird, und in diesem Zusammen-
hang wird auf US-PS 3 150 059 verwiesen. Vorzugsweise wird die¥
" ses Enzym jedoch durch Ziichten von Actinoplanes utahensis
‘.NRRL 12052 gemd8 Herstellungsbeispiel 1 gebildet, wobei selbst-
verstédndlich jedoch auch andere Methoden angewandt werden kén-

nen.

Die Actinoplanaceae sind eine verhdltnism&Big neue Familie
von Mikroorganismen aus der Ordnung der Actinomycetales. Die-
se Familie wird erstmals im Jahre 1955 beschrieben (Sci. Soc.
71, 148 bis 155 (1955)). Die Eigenschaften dieser Familie und
einiger einzelner Arten gehen hervor aus - Bergey's Manual of
ADeterminative Bacferiology, 8. Auflage, von R. E. Buchanan
und N. E. Gibbons, Verlag The Williams & Wilkins Co., Balti-

more, Md., 1974, Seiten 706 bis 723. Bis jetzt sind folgénde
zehn Arten unterschieden worden: I. Actinoplanes (der Typgenus und somit

der bekammteste Genus), II. Spirillospora, IIT. Streptbsporangium, IV.
Amorphosporangium, V. Ampullariella, VI. Pilimelia, VII. Planomonospora,
VIII. Plancbispora, IX. Dactylosporangium und X. Kitasatoa.

Einige der bis jetzt isolierten und charakterisierten Species
und Varietdten sind folgende: Actinoplanes philippinensis,

' Actinoplanes armeniacus, Actinoplanes utahensis und Actino-
planes missouriensis; Spirillospora albida; Streptosporian—

‘'gium roseum, Streptosporangium vulgare, Streptosporangium ro-
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éeﬁm.var. hollandensis, Streptosporangium album, Strepto-
sporangium viridialbum, Amorphosporangium auranticolor, Am-
pullariella regularis, Ampullariella campanulata, Ampullariel-
la lobata, Ampullariella digitata, Pilimelia terevasa, Pili-
merlia anulata, Planomonospora parontospora, Planomonospora
venezuelensis, Planobispora longispora, Planobispora rosea,
Dactylosporangium‘aurantiacum_und Dactylosporangium thailan-

dense.

Die Actinoplanes stellen eine bevorzugte Quelle fiir das er-
findungsgem&B verwendbare Enzym dar. Innerhalb der Actino-
‘planes ist Actinoplanes utahensis eine besonders bevorzugte

Enzymquelle.

Kulturen typischer Species von Actinoplanaceae sind in der
Kulturensammlung des bereits oben erwdhnten Northern Regional
Research Centér hinterlegt worden und bilden einen Teil der
dortigeﬁ Sammlung, von der sie unter den im folgenden angege-

benen Nummern flir die Offentlichkeit zugidnglich sind:

Actinoplanes utahensis NRRL 12052
Actinoplanes missouriensis NRRL 12053
‘Actinoplanes sp. . NRRL 8122
- Actinoplanes sp. ' NRRL_ 12065

Streptosporangium roseum _
var. hollandensis NRRL 12064

Actinoplanes utahensis NRRL 12052 ist abgeleitet von einer
Stammkultur, die bei der American Type Culture Collection
(ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, Md. 20852 hinterlegti
ist (Actinoplanes utahensis ATCC 14539). Die Kultur Actino-
planes utahensis ATCC 14539 143t sich ebenfalls als Enzym-

quelle verwenden.
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Actinoplanes missouriensis NRRL 12053 ist abgeleitet von einer
Kultur, die ebenfalls bei der American Type Culture Collection
(ATCC), 12301 Parklawn>Drive} Rockville, Md. 20852 hinterlegt
ist (Actinopianes missouriensis ATCC 14538). Diese Kultur

stellt eine weitere Enzymquelle dar.

Die Wirksamkeit irgendeines bestimmten Stammes eines Mikroor-

ganismus aus der Familie Actinoplanaceae zur Durchfihrung der
| erfindungsgemipen Deacylierﬁng wird durch folgendes Verfahren
ermittelt:

Ein geeignetes Wachstumsmedium wird mit dem Mikroorganismus ge-
impft. Die Kultur wird dann zwei oder drei Tage bel etwa 28°C
auf einem Rotationsschiittler bebriitet. Sodann versetzt man die
Kultur mit einem der Substratantibiotika. Der pH-Wert des
Fermentationsmediums wird auf etwa pH 6,5 gehalten. Die Kultur
wird bezliglich ihrer Aktivit&t unter Verwendung von Candida
“albicans durch Bioautographie {iberwacht. Dieses Verfahren ist
im Abschnitt E beschrieben. Eine Abnahme der antibiotischen
Wirksamkeit ist ein Zeichen dafiir, daB der Mikroorganismus das
zur Deacylierung geeignete jeweilige Enzym bildet. Diese Tat-
sache muB jedoch sichtbar gemacht werden, und hierzu kann man
sich folgender Methoden bedienen: (1) Einer Analyse durch
Hochleistungsflﬁssigkeitschromatographie (HPLC)'bezﬁglich der
Gegenwart des intakten Kerns oder (2) einer Reacylierung mit
einer entsprechenden Seitenkette zur Wiederherstellung der ur-
spriinglichen Wirksamkeit.

B. Bedingungen zur Enzymbildung

Das Enzym wird unter Bedingungen‘gebildet, unter denen die Ac-
“tinoplanaceae wachéen.kbnnen, ndmlich bei einer Temperatur von
etwa 25‘bis 30°Q, einem pH-Wert von etwa 5,0 bis 8,0 sowie un-
ter Durchmischung und Beltftung. Im Kulturmedium sollten ent-
halten sein (a) eine assimilierﬁare Quelle fir Kohlenstoff,

wie Saccharose, Glucose oder Glycerin, (b) eine Stickstoffquel~-



le, wie Pepton, Harnstoff oder Ammoniumsulfat, (c) eine
Phoéphatquelle, wie ein 18sliches Phosphatsalz, und (d) an-
organische Salze, die das Wachstum der Mikroorganismen f&r-
dern. Eine wirksame Enzymmenge erhdlt man im allgemeinen in-
nerhalb von etwa 40 bis 60 Stunden nach Beginn des Wachstums-
cyclus, und diese h&lt noch einige Zeit nach Erreichen des
effektiven Wachstums an. Die Menge an gebildetem Enzym ist
von der jeweiligen Species des verwendeten Mikroorganismus

und von den verschiedenen Wachstumsbedingungen abhéngig.

Die Mikroorganismen, wie Actinoplanes utahensis NRRL 12052,
welche das Enzym bilden, k&nnen selbstverstidndlich auch vari-
iert werden. Entsprechende kiinstliche Varianten und Mutan-
ten dieser Stidmme lassen sich beispielsweise durch Behandlung
mit verschiedenen bekannten mutagenen Mitteln herstellen, wie
Ultraviolettlicht, Réntgenstrahlen, Hochfrequenzwellen, ra-
diocaktive Strahlen éder Chemikalien. Alle natiirlichen und
kiinstlichen Varianten oder Mutanten, die sich aus Actinopla-
naceae herstellen lassen und das Enzym bilden, konnen erfln—

dungsgemaB verwendet werden.

C. Deacylierungsbedingungen

Das Substrat wird der Kultur von Actinoplanaceae vorzugswei-
se nach deren Bebrilitung liber eine Zeitdauer von wenigstens
48 Stunden zugesetzt. Die Konzentration des' Substrats im Um-
wandlungsmedium kann innerhalb breiter Grenzen schwanken. Fiir
eine maximale Ausnutzung des Enzyms und eine im wesentlichen
vollstdndige Deacylierung innerhalb einer Zeitdauer .von 24
Stunden soll die Konzentration des Substrats jedoch im allge-
meinen etwa 0,5 bis 1,0 mg/ml betragen. Es kdnnen auch niedri-
gere Konzentrationen angewandt werden, wobei das Enzym dann
jedoch nicht maximal ausgenutzt wird. Ferner kann auch unter
héheren Konzentrationen gearbeitet werden, wobei dann aller-

dings das Substrat nicht vollsténdig deacyliert werden kann,
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.fsofern man die Fermentationszeit nicht verlidngert.

Die Umwandlung der Substratantibiotika zu den erfindungs-
gemdBen Kernen verl#uft am besten bei einem pH-

Wert des Fermentationsmediums von etwa 6,0 bis 7,0. Bei einem
pH-Wert von 6 oder darunter l&uft die Deacylierﬁng nur lang-
sam ab. Bei einem pH-Wert von iiber 6,0 wird sowohl das gebil-
‘dete Substrat als auch der entstandene Kern zunehmend weni-
ger stabil. Aus Griinden einer maximalen Stabilit#dt liegt der
- pH-Wert vorzugsweise bei etwa 6,0. Bei einem pH-Wert von

6,0 verlduft die Deacylierung jedoch langsamer (innerhalb von etwa
30 bis 36 Stunden). Flir eine raschere Deacylierung (innerhalb
von etwa 24 Stunden) chne grdBeren Verlust wird ein Arbeiten
bei einem pH-Wert von etwal6,5 bevorzugt. In'RﬁhrfermenteIn
kann man den pH-~Wert durch Sensoren-entsprechend einstellen.
Wo dies nicht gut machbar ist, wie beispielsweise in Kolben-
fermentem kann man- den pH-Wert durch Zugabe eines 0,1-mola-
ren Phdsphatpuffers zum Medium vor Zusatz des Substrats ent-
sprechend einstellen.

Nach Zusatz des Substrats sollte man die Kultur etwa 24 Stun-
den oder lénger weiter inkubieren. Die Reinheit des Substrats
- beeinfluBt die DeaCylierungsgeschwindigkeit. Ein Substrat mit
einer Reinheit von {iber 50 % wird beispielsweise mit einer
Geschwindigkeit von etwa 0,8 bis 1,2 mg/ml‘Antibiotikum'in
- 24 Stunden deacyliert. Bei Verwendung von Substraten mit nie-
drigerer Reinheit verl&uft die Deacylierung unter langsame-

rer Geschwindigkeit,

Das Substrat kann auch mehrmals eingespeist werden. Bei Ver-
wendung von kleinen Fermentationstanks kann man 0,3 bis 0,5

mg/ml Antibiotikum in Zeitabstinden von 12 Stunden wenigstens
finfmal zugeben, wihrend bei Einsatz gréferer Fermentations-

-tanks 0,7 mg/ml Antibiotikum zweimal zugesetzt werden.
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Die Deacylierung 1&B8t sich iber einen brelten Temperaturbe-
reich durchfiihren, belsplelswelse bei Temperaturen zwischen
etwa 20 und 45°C. Zur Er21elung einer optimalen Deacylie-
rung und Stabilitdt des Substrats und des Kerns werden je-
doch Deacylierungstemperaturen von vorzugsweise etwa 25 bis
30°C, und insbesondere von etwa 266C, angewandt.

.D. Das Substrat

Als Substrate werden vorzugsweise gereinigte Antibiotika ver-
wendet. Die Substratantibiotika sind antifungal wirkesam, wei-~
sen jedoch keine antibakterielle Wirksamkeit auf. Die Sub-
stratmaterialien k&nnen daher Bakterienzellen oder Sporen be-
herbergen, die im Deacylierungsfermentationsmedium wachsen
kénnen. Solche Verunreinigungen kSnnen die Deacylierungsfeak-
tion oder die Stabilit&t der als Ausgangsmaterialien verwen-
deten Antibiotika oder der entstandenen Kerne beeintr&chtigen.
Es ist daher wichtig, daB die Substrate steril sind. Eine Be-
handlung im Autoklav fihrt zu einer Zerstdrung des GroBfteils
der Substratantibiotika, so daB entsprechende Prédparationen
vorzugsweise durch Behandlung mit Ethylenoxid in einem Druck-

system sterilisiert werden.

E. Uberwachung der Deacylierung

Die Ausgangsmaterialien sind antifungal w1rksame Antlblotlka,
die insbesondere gegenuber Candida albicans wirksam sind. Die
Menge an vorhandenem Substrat wird daher vorzugsweise durch
einen Versuch unter Verwendung von Candida albicans bestimmt.
Die gebildeten Kerne sind in Wasser 16slich, jedoch biolo-
gisch unw1rksam Die Bestlmmung der Abnahme der blologlschen
Wirksamkeit stellt daher einen raschen Versuch zur Uberwa-

chung der Deacylierung dar. Zu diesem Zweck sollen sowohl
Brithenproben als auch alkbholische Extrak*e der Fermentations-
_feststoffe untersucht werden, da dle Substrate in der Briihe
nur . schwach ‘15slich sind.
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F. Verwendung isolierter Zellen

Ein anderes Verfahren zur Deacylierung besteht in einer Ab-
trénnung der Zellen von Actinoplanaceae aus dem Kulturmedium,
einer erneuten Suspendierung dieser Zellen in einer Puffer-
18sung und einer Durchfuhrung der Deacleerung nach dem im
Abschnitt C beschriebenen Verfahren. Wird nach diesem Verfah-
- ren gearbeitet, dann kann das enzymatisch aktive Mycel erneut
verwendet werden. Mycel von Actinoplanes utahensis NRRL

12052 erhdlt seine Deacylasewirksamkeit beispielsweise nach
einmonatiger oder langerer Lagerung unter Kithlung (4 bis 8°C)
oder in gefrorenem zustand (-20°C). Eine hierbei bevorzugte

Pufferl6sung ist ein 0,1-molarer Phosphatpuffer.

G. Immobilisierte Enzyme

Ein weiteres Verfahren zur Durchflihrung der Deacylierung be-
steht in einer Immobilisierung des Enzyms nach bekannten Ver-
fahren. In diesem Zusémmenhang wird beispielsweise hingewie-
sen auf Biomedical Applications of Immobilized Enzymes and

- Proteins, von Thomas Ming Swi Chang, Plenum Press, New York,
1977, Band 1. Das immobilisierte Enzym kann dann in einer
Sdule (oder einem sonstigen geeigneten Reaktor) zum Zwecke

der Deacylierung eingesetzt werden.

Dariber hinaus kann man auch den Mikroorganismus selbst im-
~mobilisieren und zur Katalysierung der Deacylierungsreaktion
verwenden.

Verwendung der vorliegenden Kerne

Die vorliegend erh&ltlichen Kerne und ihre Siurcadditions—
salze stellen wertvolle Zwischenprodukte zur Herstellung syn-
~thetischer antifungal wirksamer Verbindungen dar. Aus diesen

Kernen hergestellte antifungal wirksame Verbindungen werden
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beispielsweise beschrieben iﬁ einer Parallelanmeldung von
Bernard J. Abbott und David S. Fukuda mit dem internen Akten-
zeichen X-5396 und in zwel weiteren Parallelanmeldungen von
Manuel Debono mit den internen Aktenzeichen X-5595 und X-5564,
die jeweils den Titel DERIVATIVES OF CYCLIC PEPTIDE NUCLEI

(Derivate von cyclischen Peptidkernen) haben .

- Unter Alkyl werden vorliegend einwertige gesdttigte geradket-
tige oder verzweigtkettige Kohlenwasserstoffreste verstanden.
Unter Alkenyl werden einwertige ungesittigte geradkettige
oder verzweigtkettige Kohlenwasserstoffreste verstanden, die
nicht mehr als drei Doppelbindungen enthalten. Die Doppelbin-
dungen der ungesattlgten Kohlenwasserstoffkette k&nnen ent-
weder in cis- oder in trans-Konfiguration angeordnet sein.
Unter C6-C24 wird ein Kohlenwasserstoffrest unter Einschlus
geradkettiger oder verzweigtkettiger Reste verstanden, der

6 bis 24 Kohlenstoffatome enthdlt.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel IIT
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werden hergestellt, indem man den entsprechenden Kern an der
alpha-Aminogruppe von Ornithin mit der jeweiligen Acylseiten—
kette in zur Bildung einer Amidbindung iblicher Weise acy-
liert. Diese Acyliérung 148t sich im allgemeinen erreichen,
indem man den Kern mit einem-aktivierten Derivat der S&ure

umsetzt, die der. gewlinschten Acylseitenkettengruppe entspricht.

‘Unter einem aktivierten Derivat wird ein Derivat verstanden,
das die Carboxylfunktion des Acylierungsmittels gegeniiber
einer Kupplung mit der primiren Aminogruppe reaktionsfdhig
macht, so daB die Amidbindung entsteht, die die Acylseiten-
kette mit dem Kern verbindet. Beispiele fiir geeignete akti-
 vierte Derivate dieser Art, Verfahren zu ihrer Herstellung
und Methoden fir ihren Einsatz als Acylierungsmittel fiir pri-
mére Amine sind dem Fachmann bekannt. Bevorzugte hierzu ge-
eignete aktivierte Derivate sind: (a) Sdurehalogenide, wie
Sdurechloride, (b) Sdureanhydride, wie Alkoxyameisensédreané
hydrid oder Aryloxyameisensdureanhydrid, oder (c) aktivierte
Ester, wie 2,4,5-Trichlorphenylester. Zu anderen Methoden

fiir eine Aktivierung der Carboxylfunktion gehdren eine Um-
setzung der Carbonsdure mit einem Carbonyldiimid, wie N,N'-
chyclohexylcarboalnde oder N,N'-Diisopropylcarbodiimid,
‘wodurch man zu einem reaktionsféhigen Zwischenprodukt gelangt,
das infolge Instabilitdt nicht isoliert wird. Die Umsetzung
mit dem primdren Amin wird hierbei im Reaktionsgemisch durch-
gefiihrt. |

Enthalt eine bestimmte Amjnosaure e¢ne andere acyllerbare
funktionelle Gruppe als die Amlnogrupne, dann muB eine sol-
che Gruppe selbstverstdndlich geschiitzt werden, bevor man
die Aminosdure mit dem zur Einfihrung der N-Alkanoylgruppe
oder N.Alkenoylgruppe,verwendeten Reagens umsetzt. Zu die-
sem Zweck lassen sich alle bekannten Schutzgruppen verwenden,
wie sie bereits zum Schutz einer funktionellen Seitenketten-

gruppe bei Peptidsynthesen eingésetzt werden. Gruppen dieser



- 35 - 22693&

Art sind somit wohl bekannt, und die Auswahl der jeweils be-
sonders.geeigneten Schutzgruppe und die Methode ihrer Ein-
fihrung kann dem Fachmann {iberlassen werden. Es wird in die-
sem}Zusammenhang beispielsweise lediglich hingewiesen auf
"Protective Groups In Organic Chemlstry", M. McOmie, Plenum
Press, N. Y., 1973.

Die Verbindungen der oben erwihnten allgemeinen Formel III
hemmen das Wachstum pathogener Pilze, so daf sie sich zur
Bekdmpfung des Wachstums von Pilzen auf entsprechenden Fl&-
chen (als Antiseptikum) oder zur Behandlung von durch Pilze
hervorgerufenen Infektionen eignen. Besonders wirksam sind
diese Verbindungen gegeniiber Candida albicans, so daf sie
sich vor allem zur Behandlung von Candidosis einsetzen las-
sen. Die Wirksamkeit dieser Verbindungen 148t sich durch tib-
liche mikrobiologische Versuche ermitteln, beispielsweise

in vitro durch die sogenannte Agar-8cheibendiffusionsmethode
- oder die sogenannte Agar4Verdﬁnnungsmethode, und in vivo
durch Untersuchungen von mit Candida albicans infizierten
Mdusen. Die obigen Verbindungen sind ferner auch wirksam ge-
genliber Trichophyton mentagrophytes (einem dermatophytischen

Organismus), Saccharomyces pastorianus und Neurospora crassa.

Bestimmte Verbindungen, wie sie aus Beispiel 19, Takelle
VIII hervorgehen, ergeben nach oraler Verabrelchung an Miu-
se stark erhohte Blutspiegel.

Verabreicht man die Verbindung der. Formel IITI, worin R5 fir
p~(n Octyloxy)benzoyl steht, in einer Dosis von 100 mg/kg
tdglich Uber eine Zeitdauer von 5 T Tagen intraven®s an Hunde,
dann lassen sich keinerlei Anzeichen einer Toxizitdt fest-
stellen, obwohl die Serumglutaminpyruvintransaminasespiegel
(SGPT-Spiegel) zeitweilig erh&ht sind.
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“iBel systemlscher Anwendung ist die D051s der jewelllgen Ver-

.'»:fblndung aus der allgemeinen Formel III abhanglg von der je-

wells verwendeten Verbindung, der Stirke und Art der Infek-

- tion und dem phy31ka11schen Zustand des jeweiligen Empfén-
gers. Bei einer entsprechenden Therapie sollte man mit nie-
drigen Dosen beglnnen und die Dosis bis zur Erzielung der
gewiinschten antlfungalen erkung dann .erhdhen. Die vorliegen~
- den Verbindungen lassen sich 1ntravenos oder intramuskulir
durch Injektion in Form einer sterllen ‘widBrigen Ldsung oder
Suspension verabreichen, die gewlinschtenfalls verschiedene

: jherkommllche pharmazeutisch unbedenkliche Konserv1erungsm1t—
tel, Puffermlttel, Solublllslerungsmlttel oder Suspendiermit-
tel enthalten kann. Zur Herstellung isotonischer Ldésungen kdn-~
- nen auch andere Zusitze verwendet werden, wie Kochsalz oder
Glucose. Das jewells anzuwendende Mengenverhdltnis und die
jeweilige Art solcher Zusitze sind dem Fachmann geldufig.

Bestimmte Verblndungen aus der allgemelnen Formel III ergeben
nach oraler Verabreichung stark erhéhte Blutsplegel (Beispiel
19, Tabelle VITI) und kdnnen systemisch oral verabreicht wer-
den. Zur oralen Anwernidung k&énnen diese Verbindungen in Kombi~-.
nation mit pharmazeutisch unbedenklichen Tr&gern oder Hllfs-
stoffen in Form von Kapseln, Tabletten oder Pulvern e1nge~
setzt werden. Art und Menge, in der solche Trédger oder Hilfs-

stoffe zur Anwendung gelangen, sind dem Fachmann bekannt.

vZur Behandlung vaglnaler Candida-Infektionen k&nnen die Ver-

bindungen der allgemeinen Formel IIT in Kombination mit phar-
mazeutlsch unbedenklichen Hilfsmitteln verwendet werden, wie

‘s1e fir intravaginale Anwendungen blich sind. Auch solche

1ntravaglnal verabrelchbaxe Formullerungen sind dem Fachmann .
bekannt.
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R Ausfiihrungsbeispiele:

Herstellun g s b eispiel 1

Fermentation von Actinoplanes utahensis NRRL 12052

Es wird eine Stammkultur von Actinoplanes utahensis NRRL 12052
hergestellt und auf einer Agar-Schrédge gehalten. Das zur Bil-

dung der Schrige verwendete Medium‘wird aus folgenden Medien
ausgewdhlt. ' '

MEDIUM A
Bestandteile ’ Mengen
Babyhafermehl | 60,0 g
Hefe : 2,5 g
K,HPO, : 1,0 g
Czapek-Mineralgrundmischung* 5,0 ml
Agar 25,0 g
Deionisiertes Wasser ‘g.s. auf 1 Liter

Der pH-Wert vor der Behandlung im Autoklav betr&gt etwa 5,9.
Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxid auf pH 7,2 eingestellt.
Nach der Behandlung im Autoklav liegt der pH-Wert bei etwa 6,7.

* Die Czapek-Mineralgrundmischung weist folgende Zusammen-

setzung auf

‘Bestandteile " . Mengen
FeSO4~7H20 (geldst in 2 ml
konz. HC1) - . ' 2 g
KCl . o 100 g
MgSO,-TH,0 T 100 g

Deionisiertes Wasser q.s. auf 1 Liter
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MEDIUM B
Bestandteile , Mengen
Kartoffeldextrin ‘ 5,0 g
Hefeéxtrakt 0,5 g
Enzymhydrolysat von Casein* | 3,0 g
' Rinderextrakt 0,5 g
Dextrose 12,5 ¢
Maisstdrke ’ 5,0 g
Fleischpepton | 5,0 g
Portweinmelasse 2,5 g
MgSO4-7H20 0,25 g
Caco, 1,0 g
Czapek~Mineralgrundmischung 2,0 ml
~ Agar ' ‘ 20,0 g
Deionisiertes Wasser g.s. auf 1 Liter

* N-Z-AmineA von Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J.’

Die Schrdge wird mit Actinoplanes utahensis NRRL 12052 beimpft
und die beimpfte Schrige bei 30°C etwa 8 bis 10 Tage bebriitet.
- Mit etwa der Hilfte des Schrigenwachstums beimpft man dann

50 nl eines vegetativen Mediums folgender Zusammensetzung

Bestandteile - ' Mengen
Babvhafermehl , 20,0 g
Saccharose : N 20,0 g
Hefe ' 2;5 g
Getrocknete Destillationsschlempe* 5,0 g
K,HPO, . : 5 1,0 g
Czapek-Mineralgrundmischung 5,0 ml

Deionisiertes Wasser g.s. auf 1 Liter
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' Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxid auf 7,4 eingestellt, und

nach Behandlung im Autoklav betrédgt der pH-Wert etwa 6,8.

* National Destillers Products Co., 99 Park Ave., New York,

N'Yl

Das beimpfte vegetative Medium wird in einem 250 ml fassenden
Erlenmeyer-Weithalskolben bei 30°C etwa 72 Stunden auf einem

Rotationsschﬁttler'bebrﬁtetf dexr unter einer Geschwindigkeit

von 250 Upm und unter einem Bogen von etwa 5 cm Durchmesser

rotiert.

Das so erhaltene bebriitete Vegetative Medium 188t sich direkt
zur Beimpfung eines vegetativen Mediums der zweiten Stufe
verwenden. Wahlweise und vorzugsweise wird dieses vegetative
Medium jedoch bis zu einem spdteren CGebrauch aufgehoben, indem
man die Kultur in der Dampfphase von fliissigem Stickstoff
aufbewahrt. ‘Flir eine derartige Lagerung wird die Kultur in

einer Mehrzahl kleiner Ampullen folgendermaBen hergectellt:

In jede Ampulle gibt man 2 ml des bebxlteten vegetativen A
Mediums und 2 ml einer Glycerin-lactose~-Ldsung (siehe W. A.
Dailey und C. E. Higgens "Preservation and Storage of Miéré—
organisms in the Gas Phase of Liquid Nitrogen", Crycbiocl 10,
364 . bis 367 (1973). Die so hergestellten Suspensionen werden

dann in der Dampfphaée von fliissigem Stickstoff aufbewahit“

Eine aufbewahrte Suspension ({1 ml}'des obigen vegetativen
Mediums verwendet man dann zum Beimpfen von 50 ml eines vege-
tativen Mediums der ersten Stufe (das die oben bereits be-
schriebene Zusammensetzung hat). Das beimpfte vegetative

Medium der ersten Stufe wird dann wie oben beschrieben bhebrilitet.
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Zur Herstellung einés'gréﬁeren Volﬁmens an Inokulum werden
10 ml der inkubierten vegetativen Kultur der ersten Stufe zu
. 400 ml eines vegetativen Ndhrmediums der zweiten Stufe ver-
wendet, das die gleiche Zusammensetzung hat wie das vegeta-
tive Medium der ersten Stufe. Das Medium der zweiten Stufe
wird in einem 2 Liter fassenden Erlenmeyer-Weithalskolben

24 stunden bei 25°C auf einer Schiittelvorrichtung inkubiert,
die unter einem Bogen von etwa 5 cm Durchmesser mit 250 Upm
rotiert. '

Mit dem in obiger Weise hergestellten inkubierten vegetativen
Medium der zweiten Stufe (800 ml) beimﬁft nan dann 100 Liter
eines sterilen Produktionsmediums mit einer der folgenden
Zusammensetzungen:

MEDIUM I
Bestandteile ' ’ Mengen {¢/1)
ErdnuBmehl " , _ 10,0
Losliches Fleischpepton ' 5,0
Saccharose 20,0
K,HPO, | - 1,2
MgSO, * 7H,0 ‘ , 0,25
Leitungswasser ' ' g.s. auf 1 Liter

Der pH-Wert des Mediums betrdgt etwa 6,9 nach Sterilisation
durch Behandlung im Autoklav bei. 121°C {iber eine Zeitdauer von

45 Minuten bei einem Druck von etwa 1,1 bis 1,3 bar.
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MEDIUM II

Bestandteile Mengen (g/l1)
Saccharose ' | 30,0

Pepton o ‘ 5,0

KZHPO4 ‘ ' C 1,0

KCl: 0,5
MgSO4°7H20 . : | 0,5
'FeSO4~7H20 . ' _ 0,002
Deionisiertes Wasser g.s. auf 1 Liter

Der pH-Wert wird mit Chlorwasserstoffsdure auf 7,0 eingestellt,

und nach Behandlung im Autoklav betrdgt der pH-Wexrt etwa.7,0..

MEDIUM III

Bestandteile : Mengen (g/1)
Glucose 20,0
NH4Cl 3,0
Na2804 2,0
ZnCl, ‘ ‘ 0,019
. MgCl,-6H,0 . | 0,304
FeCl3'6H20 0,062
MnCl,-4H,0 S 0,035
CuC12-2H20 | ' 0,005
CaCly _ ‘ 6,0
KH2P04* 0,67
Leitungswasser g.s. auf 1 Liter

* Getrennt sterilisiert und unter aseptischen Bedingungen
zugesetzt. '
Der pH-Wert am Ende betrigt etwa 6,6.
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Das inokulierte Produktionsmedium_léﬁt man in einem 165 Liter
fassenden Fermentationstank bei einer Temperatur von etwa 30°C
iber eine Zeitdauver von etwa 42 Stunden fermentieren. Hierbei
wird das Fermentationsmedium mit herkdmmlichen Rihremunter
einer Geschwindigkeit von etwa 200 Upm geriihrt und mit steriler
Luft unter Aufrechterhaltung eines Gehalts an gelGstem Sauer-
stoff von lber 30 % der Luftsdttigung bei‘atmosphérischem Druck
beliiftet. ’

Herstellungsbeispiel 2

Herstellung des A-42355 Antibiotikum~KOmplexes

A. Schiittelkolbenfermentation
Eine Kultur von Aspergillus nidulans var. roseus NRRL 11440
wird auf einer Agar-Schrége aus einem Medium der folgenden

Zusammensetzung hergestellt und gehalten.

Bestandteile Mengen

Glucose 7 5¢
Hefeextrakt _ ' 2 g
CaCO3 ' 3 g

" Pflanzensaft#® 200 ml
Agar** | 20 g
Deionisiertes Wasser : q.ée auf 1 Liter

{anfdnglicher pH=6,1)
* V-8 Juice, Campbell Soup Co., Camden, N.J.

** Meer Corp.

Die Schrédge wird mit.Aspergillus nidulans var. roseus NRRL
11440 beimpft, und die beimpfte Schrdge wird etwa 7 Tage bei
25°C bebriitet. Die reife Kultur wird mit Wasser bedeckt und
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‘mit einer sterilen Schlaufe zum Abldsen der Sporen abgekratzt.
Die so erhaltene Suspension wird mit 10 ml sterilem deioni~

‘siertem Wasser aufgenommen.

Ein ml der so erhaltenen Suspension wird zum Inokuliexen von
55 ml vegetativen Mediums in einem 250-ml-Kolben verwendet.

Das vegetative Medium hat folgende Zusammensetzung:

~Bestandteile - - _ Mengen
Saccharose 25 g
Portweinmelasse - o 36 g
Maisquellwasser 6 g
Malzextrakt ' . - 10 g
KZHPO4 | N 2 g
Enzymhydrolysat von Casein* 10 g
Leitungswasser ' 1100 ml

(anfinglicher pH=6,5 bis 6,7)
* N-Z-Case, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J.

Das inokulierte vegetative Medium wird bei 25°C 48 Stunden
auf einem Rotaticnsschiittler bei 250 Upm inkubiert. Nach

24 Stunden wird das Medium 1 Minute bei geringer Geschwin-
digkeit in einer Mischvorrichtung (Waringf homogenisiert

und dann die Ubrigen 24 Stunden inkubiert. Stattdessen kann
man das inokulierte vegétative Medium aber auch 48 Stunden
1nxub1eren und anschlieflend 15 Minuten bei gerlnqu Geschwin-

dlgkelt homogenlsleren

Dieses inkubierte vegetative Medium kann zum Beimpfen von

Schiittelkolbenfermentationskulturmedium oder zum Inokulieren
eines vegetativen Mediums der zweiten Stufe verwendet werden.
Stattdessen kann man es auch flir eine spdtere Verwendung auf-

heben, "indem man es in der Dampf phase von fliissigem Stickstoff
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hilt. Fir eine derartige Aufbewahrung wird die Xultur in einer

Mehrzahl kleiner Ampullen folgendermafBen zubereitet.

Die vegetativen Kulturen werden mit gleichen Volunina einer

Suspendierldsung der folgenden Zusammensetzung vermischt:

Beétandteile : » ' ' Mengen
Glycerin ' : 20 ml
Lactose : : 10 g
Deionisiertes Wasser ‘ g.s. auf 100 ml

Die Suspensionen werden auf kleine sterile SchraubverschluB-
hiilsen (4 ml pro Hiilse) verteilt. Die so erhaltenen Hiilsen

werden in der Dampfphase von flissigem Stickstoff aufbewahrt.

Eine in dieser Weise zubereitete und aufbewehrte Suspension
188t sich dann zum Inokulieren von Agar-Schrédgen oder fliissigen Szat~
Medien verwenden. Die Schrigen werden bei 25°C im Licht 7

Tage inkubiert.

B. Tankfermentation

Zur Herstellung eines grdferen Voluméns an Inokulum verwendet
man 10 ml der inkubierten vegetativen Kultur der ersten Stufe
zum Inokulieren von 400 ml eines vegetativen Wachstumsmédiums
der zweiten Stufe, das die gleiche Zusammensetzung wie das
vegetative Medium hat. Das Medium der zwelten Stufe wird in
einem 2-Liter-Erlenmeyer-Weithalskolben 24 Stunden bei 25°C
auf einem Rotationsschﬁétler'inkubiert;‘der unter einem Bogen

mit einem Durchmesser von etwa 5 cm bei 250 Upm rotiert.
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Mit dem in obiger Weise hergestellten inkubierten Medium der
zweiten Stufe (800 ml) beimpft man dann 100 1 steriles

Produktionsmedium mit einer der folgenden Zusammensetzungen:

MEDIUN IV
Bestandteile . Mengen
ZnSOd‘?HZO ‘ . ‘ - 0,00455 g/1
Losliches Fleischpepton® 30,5 g/l
" Sojabohnenmehl : 15,5 = g/l
Tapiocadextrin#** 2,0 g/l
Portweinmelasse 10,5 g/l
Enzymhydrolysat von Casein*#** 8,5 | g/il
Na, HPO, 4,5 g/l
MgSO4'7H20 5,5 g/l
Feso4'7H20 ‘ 0,1 g/l
Baumwollsaatdl : 40,0 ml
Antischaummittel®*%* 1.0 ml.
Leitungswasser _ 1000,0  ml

(anfédnglicher pH=6,8 bis 7,0)

* 0.M. Peptone, Amber Laboratories, Juneau, Wiséb

** Stadex 11, A.E. Staley Co., Decatur, Ill.

**% N-Z-Amire A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, N.J-
**%* p2000, Dow Corning, Midland, Michigan
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MEDIUM V
Bestandteile _ Méngen
- Glucose _ 2,5 %
Stirke ] | 1,0 %
Losliches Fleischpepton* _ 1,0 %
Portweinmelasse 1,0 %
Caco, . ' ‘_ 0,2 %
MgSO4°7H20 0,05 %
Enzymhydrolysat von Casein** 0,4 %
Antischaummittel### ‘ 0,02 %

Leitungswasser g.s. auf Volumen

* 0.M. Peptone
*% N-Z-AmineA
¥** Antifoam "A", Dow Corning

‘Das inokulierte Produktionsmedium 18t man ip einem Fermenta-
tionstank von 165 1 Fassungsvermdgen bei einer Temperatur von
25°C etwa 7 Tage fermentieren. Das Fermentationsmedium wird
dabei mit steriler Luft unter Aufrechterhaltung eines Gehalts
an geldstem Sauerstoff von {iber etwa 50 % der Luftsittigung
beluftet°

C. Vegetatives Medium der dritten Stufe

Immer dann, wenn dle Fermentation ln groBeren Tanks als fiir
100 1 Fermentatlonen durchgefuhrt wird, ist zu empfehlen, daB
zum Belmpfen griBerexr Tanks eine vegetative Kultur der drltten
- Stufe verwendet wird. Ein bevorzugtes vegetatives Medlum der

dritten Stufe hat folgende Zusammensetzung:
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Bestandteile . : ‘ © Mengen
‘Saccharose ’ ’ 25 g
Partweinmelasse 25 g
Maisquellwasser , 6 g
Enzymhydiolysat von Casein* ‘ - 10 g
Malzextrakt ‘ ' o 10 g
X, HPO,, . , 2.g
Leitungswasser ' 1000 ml

‘(anfénglicher pH=6,1)
- *N-Z~-Case

Herstellungsbeispiel 3

Abtrennung des A-42355 antibiotikum-Komplexes

Die nach dem im.Hersteliunqsbeispiel 2 beschriebenen Verfahren unter Verwen-
dung des Produktionsmediums V erhaltene Gesamtfermentations-
maische (4127 1), wird eine Stunde griindlich mit Methanol

(4280 1) verriihrt und dann unter Verwendung einer Filterhilfe
auf Basis von Diatomeenerde (Hyflo: Supercel von Johns- ~Manville
Products Corp.) filtriert. Der prWert des Filtrats wird mltl.elc
5 normaler Chlorwasserstoffsiure auf 4,0 eingestellt. Das an-
gesduerte Filtrat wird zweimal mit gleichen volumina Chloro-~

" form extrahiert. Die Chlbroformextrakte werden vereinigt und
unter Vakuum auf ein Volumen von 20 1 eingeengt. Das erhaltene
Konzentrat wird zu 200 1 Dlethylether gegeben, wodurch der
A-42355 Komplex ausfdllt. Durch Abfiltrieren des angefallenen

. Niederschlags gelangt man 2zu 2775 g des A-42355 Komplexes

in Form eines grauweiBen Pulvers.
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Herstellun gsbelis p‘i el 4

Isolierung von A-30912 Faktor A i

' Zu diesem Zweck 18st man zuerst 1 g des im Herstellungs-
beispiel 3 beschriebenen A-42355 Antibiotikum~Komplexes

in 7 ml eines Gemisches aus Methanol, Wasser und Acetonitril
'(7:2:1}. Die erhaltene LOsung wird filtriert und auf eine

~ 35 .cm lange Glassdule mit einem Innendurchmesser von 3,7 cm
‘(Michel—Miller Hihgh Performance Low Pressure (HPLPLC)
Chromatography Coiumn, Ace Glass Incorporated, Vineland, N.J.

- 08360} aufgegeben, die man iber eine Schlaufe mittels eines
Ventilsystemsﬂ mit dem gemdB Herstellungsbeispiel 10 herge-
stellten LP~l/C18—Siliciagel—Umkehrphasenharz (10 bis 20 Micron)
fillt. Die S&ule wird nach dem im Herstellungsbeispiel 11
beschriebenen Aufschldmmfliillverfahren in einem Gemisch aus
Methanol, Wasser und Acetonitril (7:2:1) bepackt. Das Losungs-—
mittel wird mittels einer F.M.I.-Pumpe mit ventilloser Kolben-
auslegung (maximale Strdmungsgeschwindigkeit 99,5 ml/min) durch
die Sdule mit einer Stromungsgeschwindigkeit von 9 ml/min unter
einem Druck von etwa 7 bar bewegt, wobei man jede Minute eine
.Fraktion auffdngt. Die Elution des Antibiotikums wird unter
Verwendung eines UV-Monitors (ISCO Model UA-5, Instrument
Specialist Co., 4700 Superior Ave., Lincoln, Nebraska 68504)
mit einer optiéchen Einheit (ISCO Typ 6) verfolgt.

Die éntsprechenden Fraktionen.(etwa 112 bis- 140) werden vereinigt
und zu 20 ml Wasser gegeben. Der pHuWeft dieser Losung wird mit |
1-normaler Chlorwasserstoffsiure auf pH 4,0 eingestellt. Die er- .
haltene L&sung wird zweimal mit gleichen Volumina Chloroform
extrahiert. Die beiden Chloroformextrakte werden vereinigt und.
unter Vakuum zu einem 0l eingeengt. Das 01 wird in tert.-Butanol
gelbst und die Losung lyophilisiert, wodurch man zu 524 mg

A-~42355 Faktor A (A-30912 Faktor A, A-22082) gelangt.



(&)

034

- 49 - 22

Herstellungsbeispiel 5

Isolierung von A-30912 Faktor B

'Zﬁr auftrennung von A-42355 Komplex éeht man wie im Herstel-
lungsbeispiel 3 beschrieben vor, mit der Ausnahme, daB man die
konzentrierten Chlcroformextrakte'(ZSS 1) tber eine Silicagel-
sdule (150 1 Grace-Silicagel, Sorte 62) bei einer Stromungs-
geschwindigkeit von 2 1/min chromatographiert. Die Sdule wird
mit Chloroform (200 1) gewaschen, mit Acetonitril (500 1)
eluiert und dann kontinuierlich mit einem Gemisch aus Aceto-
nitril und Wasser (98:2) bei einer Strdmungsgeschwindigkeit
Von 1 1/min eluiert. Es werden Fraktionen mit einem Volumen

" von etwa 200 1 aufgefangen und einzeln bezliglich ihrer bio-
logischen Wirksamkeit analysiert. Hierzu verwendet man Papier-
scheiben auf Agar-Platten, die mit Candida albicans beimpft
sind. Die Fraktionen 77 bis 103 (1365 1) werden vereinigt

und unter Vakuum eingeengt.Die konzentrierte Losung (4,5 1)
enthilt einen Niederschlag, durch dessen Abfiltrieren man zu
119 g A-42355 Komplex mit angereichertem Faktor B gelangt.

Das Filtrat wird zur_Trockne eingedampft. Der Rickstand wird
wieder in einem entsprechenden Volumen Methanol geldst. Die
Methanoll&sung wird zu Diethylether (10 Volumina) gegeben, -
wodurch der den Faktor B enthaltende Komplex des Antibiotikums
ausféllt, Dieser Niederschlag wird ebenfalls abfiltriert und
getrocknet, wodurch man weitere 24 g A-42355 Komplex mit

angereichertem Faktor B in Form eines graueﬁ Pulvers erhdlt.

Der in obiger Weise hergestelite A-42355 Xomplex mit ange-
reicherten Faktor B (1,0 g) wird in 8 ml eines Gemisches aus
Methanol, Wasser und Acetonitril (7:2:1) geldst. Die Ldsung
wird filtriert und durch eine Schlaufe iiber ein Ventilsystem
auf eine Silicagelsdule (L&nge 33 cm, Innendurchmesser 3,7 cm,
Michel-Miller-Sdule) gegeben. Die Sdule wird iiber eine Schlaufe
mit einem Ventilsystem mit LP—l/C18—811icagel—Umkehrphasehharz

(10 bis 20 Micron), hergestellt nach dem Herstellungsbeispiel
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-10,in einer Mischung aus'Methanol, Wasser und écetonltrll :
(7:2:1) gefullt Zum Flllen der Siule wird das im Herstellungs-
beispiel 11 beschriebene Aufschlémmfiillverfahren verwendet.
Das Ldsungsmittel wird mit einer FlleBgeschWLHdlgkeit von

10 ml/min unter einem Druck von etwa 7 bar mittels einer
F.M.I.-Punpe mit einer ventillosen Kolbenausfiihrung durch die
Sdule gefiihrt. Jede Minute wird eine Fraktion aufgefangen. Die
Elution des Antibiotikums wird unter Verwendung eines uv-
Monztors bei 280 nm wie bElHIBElSplel 1 verfolgt.

Die Fraktionen 102 bis 110 werden vereinigt und unter Vakuum
zu einem 01 eingeengt. Das 0l wird in einem kleinen Volumen
tert-Butanol geldst und die Losung wird lyophilisiert, wodurch
man zu 22 mg A-30912 Faktor B gelangt. '

‘Her stellungsbe ispiel 6

Isolierung von A-30912 Faktor D

Konzentrierte Chloroformextrakte von zwel nach dem Herstellungs-
beispiel 3 erhaltenen Fexmentatlonsversuchen (3800 1 und 4007 1)
werden vereinigt und auf einer Slllcagelsaule (Grace, Sorte 62)
chromatographiert. Die Siule wird mit Chloroform gewaschen und
-dann zuerst mit Acetonitril und anschlieBend mit einem Gemisch

- aus Acetonitril und Wasser (98:2) eluiert. Es werden Fraktionen
mit einem Volumen von etwa 200 1 gesammelt und bezliglich ihrer
~biologischen Wirksamkeit durch Verwendung von Papierscheiben

auf mit Candida albicans angeinmpftem Agar analysiert. Die aktiven
Fraktionen (850 1) werden vereinigt und unter Vakuum eingeengt.
Dle eingeengte L&sung (0,7 1) wird zu Diethylether (10 Volumina)
_ gegeben, wodurch der an Faktor D angereicherte A-42355 Komplex
ausfallt, Dieser Niederschlag wird abfiltriert und getrocknet,

wodurch man 32 g des an Faktor D angereicherten A-42355 Komplexes
"in Form eines grauen Pulvers erhdlt.
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Der obige, an Faktor D angereicherte A-42355 Komplex (1,0 g)
wird in 5 ml eines Gemisches aus Methanol, Wasser und Aceto-
'nitril (7:2:1) geldst. Die Ldsung wird filtriert und durch
eine Schléufe-mittels eines Ventilsystems in eine Silicagel-
sdule (Ldnge 30 cm, Innendurchmesser 3,7 cm, Michel-Miller-
Sdule) gegeben. Die Siule ist mit LP—l/C18~Silicagel—Umkehr-
phasenharz (10 bis 20 Micron) gefiillt, das nach dem Herstel-
" lungsbeispiel 10 hergestellt worden ist. Zum Flillen der Sdule
bedient man sich des beim Herstellungsbeispiel 11 beschriebenen
Aufschldmmfiillverfahrens unter Verwendunéheines Gemisches aus
Methanol, Wasser und Acetcnitril (7:2:1)° Das LOsungsmittel
wird mit einer FlieBgeschwindigkeit von 8 ml/min unter einem
Pruck von etwa 3,17 bar mittels einer F.M.I.-Pumpe mit einer
ventillosen Rolbenflihrung durch die Sdule gefiihrt. Alle 2
Minuten wird eine Fraktion aufgefangen. Die Elution des Anti-
biotikums wird unter Verwendung eines UV-Monitors (ISCO
Model UA-5) mit einer optischen Einheit (ISCO Typ 6) verfolgt.
Die Fraktionen 96 bis 108 werden vereinigt und unter Vakuum
| zu einem 01 eingeengt. Dieses 01 wird in einem kleinen Volumen
tert-Butanol geldst, und durch Lyophilisieren der L&sung
gelangt man zu 89 mg A-30912 Faktor D.

Herstellungsbeispiel 7

Isolierung von A-30%212 Faktor H

Der nach dem Herstellungsbeispiel 3 érhaltene A-42355
Antibiotikum—Komplex (5,0 g) wird in 35 ml eines Gemisches aus
Methanol, Wasser und Acetonitfil'(7:211) gélést, und die er-
haltene Losung wird filtriert und durch eine Schlaufe mittels
 eines VentilsyStems in eine Glasséule mit 42 cm Linge und 3,7
cm Innendurchmesser (Michel-Miller-Sidule) eingefiihrt. Die Siule

wird nach dem im Hérstéllungsbeispiel 11 beschriebenen Verfahren
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mit LP-1/C,o-Silicagel-Unkehrphasenharz (10 bis 20 Micron) in einem Gemisch
‘aus Methanol, Wasser und Acetonitril (7:2:1) gefiillt. Das

geflllt. Die Herstelluny des verwendeten Siliéagél—Uﬁkehr—
phasenharzes -ist im Herstellungsbeispiel 10 beschrieben. Das
Losungsmittel wird mit einer FlieBgeschwindigkeit von 13 ml/min
- unter einem Druck von etwa 8,4 bar mit einer F.M.I.-Pumpe

‘mit einer ventillosen Kolbenausfiihrung durch die Siule gefiihrt,
wobei man alle 2 Minuten eine Fraktion auffingt. Die Elution
des Antibiotikums wird unter Verwendung eines UV~Monitors bei
280 nm nach der im Herstellungsbeispiel 19, Abschnitt c,

. beschriebenen Methode iiberwacht. Die Fraktionen 112 big 132
werden mit den Fraktionen 106 bis 117 aus einer zweiten &hnlichen
Reinigung vereinigt. Die vereinigten Fraktionen werden unter
Vakuum zu.einem 0l eingeengt. Das 0l wird in einem kleinen
Volumen tert~Butanol geldst, und durch Lyophilisieren dieser
Ldsung gelangt man zu 173 mg rohem A-30912 Faktor H.

Das rohe A-30912 Faktor H (150 mg} wird in 8 ml eines Gemisches
aus Methanol, Wasser und Acetonitril (7:2:1) geldst, und die
erhaltene Lsung wird filtriert und wie oben beschrieben in
eine Glassdule mit einer Liange von.32 cm und einem Innendurch-
messer von 2,0 cm eingefiihrt. Das Losungsmittel wird mit einer
FlieBgeschwindigkeit von 8 mm/min unter einem Druck von etwa
5,6 bar durch die Sdule gefilhrt, wobei man alle 3 Minuten eine
Fraktion auffdngt. Die Elution des Antibiotikums wird bei

280 nm verfolgt. Die Fraktionen 17 und 18 werden vereinigt

und unter Vakuum mxeinaﬁiﬂ.eimﬁmmgt. Das Ol wird in einem
kleinen Volumen tert=Butanol geldst, ﬁnd durch Lyophilisieren

dieser LOsung gelangt man zu 29 mg A-30912 Faktor H.
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Herstellungsbeispiel 8

Herstellung von Antibiotikum S31794/f—1_

Das Antibiotikum S31794/F-1 wird durch submerse Zichtung von
Acrophialophora limonispora NRRL 8095 unter Rihren, Schiitteln
und/oder Beliiften bei einem pH-Wert von 3 bis 8, vorzugsweise
einem pH-Wert von 5 bis 7, und bei €iner Temperatur von 15 bis
'30°C, vorzugswelse einer Témperatur von 18 bis 27°C, iiber eine
Zeitdauer von 48 bis 360 Stunden, vorzugsweise eine Zeitdauer
von 120 bis 288 Stunden, hergestellt.

Zur Isolierung des Antibiotikums §31794/F-1 wird die RKultur-
brithe (90 1) mit einem Gemisch aus Ethylacetat und Isopropanol
(4:1, 90 1) behandelt und Qdas Ganée dann 30 Minuten bei Raum-
temperatur homogenisiert. Die organische Schicht wird abge- |
trennt und unter Vakuum bei etwa 40°C eingedampft. Der erhal-
tene Rickstand wird mit einer 10-fachen Menge Silicagel unter
Verwendung eines Gemisches aus Chloroform und Methanol (95:5
bis 60:40) chromatographiert. Die Fraktionen mit antifungaler
Wirksamkeit werden vereinigt und mit einer 100-fachen Menge
Silicagel (Sephadex LH-20) mit Methanol chromatographiert. Die
aus der Sephadex Sdule kommenden Fraktionen mit antifungaler
Wirksamkeit werden vereinigt und erneut mit einer 100~fachen
Menge Silicagel (0,05 bis 0,2 mm) unter Verwendung eines
Lﬁsungsmittelsystems aus Chloroform; Methanol und Wasser
{71:25:4) chromatographiert. Die eluierten Fraktionen mit anti-
Ifungaler Wirksamkeit werden vereinigt und unter Vakuum einge-
dampft, wodurch man zu rohem Ahtibiotikum S31794/F-1 gelangt.
Dieses Produkt wird in einer kleinén'Ménge Methanol geldst
und mit Diethylether ausgeﬂéllt wodurch man $31794/F-1 in Form
"elnos weilflen amorphen Pulvers erhdlt, das nach Trocknen unter
Hochvakuam bei 25 bis 30°C bei 178 bis 180°C unter Zersetzung
schmllzt Durch Umkrlstalllsatlon aus einer t10~fachen Menge
eines Gen1schec aus Ethylacetat, Methanol und Wasser (80:12: 8)

gelangt man zu kristallinem $31794/F-1, das nach Trocknen unter
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Hochvakuum bei 20°C bei 181 bis 183°C unter Zersetzung

schmilzt.
Herstellun g sbeispiel 9

Isolierung des Antibiotikums ‘S31794/F-1

Das gemdB Herstellungsbeispiel 8 nach Chromatographie {iber
Sephadex erhaltene rohe Antibiotikum $31794/F-1 wird durch
eine Schlaufe mittels eines.Ventilsystems in eine Silicagel-
sdule (Michel-Miller-S&ule) eingefiihrt. Die Siule wird durch
eine Schlaufe mittels eines Ventilsystéms mit LP—l/C18—
Silicagel-Umkehrphasenharz (10 bis 20 Micron) (hergestellt
gemdB Herstellungsbeispiel 10) in einem Gemisch aus Chloro-
form, Methanol und Wasser (71:25:4) gefillt. Zur Férderung
des Ldsungsmittels durch die Siule wird eine F.M.I.~-Pumpe

mit einer ventillosen Kolbenausfithrung verwendet. Die Elution

des Antibiotikums wird unter Verwendung eines UV-Monitors

bei 280 nm verfolgt. Die Fraktionen mit antifungaler Wirk-
samkeit werden vereinigt und unter Vakuum eingedampft, wodurch
man das Antibiotikum S 31794/F-1 erhilt.
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Herstellungsbedidi s‘p iel 10

Herstellung von Silicagel/c1s—UmkehrphaSenharz

Stufe 1: Hydrolyse

Man gibt LP-1 Silicagel (1000 g von Quantum Corp., jetzt
Whatman) zu einer Mischung aus konzentrierter Schwefelséure
(1650 ml) und konzentrierter Salpetersiure ({1650 ml) in einem
5-1-Rundkolben und schiittelt das Ganze solange, bis es sauber
suspendiert ist. Sodann erhitzt man daé Gemisch iilber Nacht
(16 Stunden) auf einem Dampfbad, wobei man auf den Kolben

einen mit Wasser gekilhlten Kilhler aufsetzt.

AnschiieBend wird das Gemisch in einem Eisbad abgekiihlt und
vorsichtig unter Verwendung einer Sinterglasnutsche filtriert.
Das Silicagel wird solange mit deionisiertem Wasser gewaschen,
bis sein pH-Wert neutral ist. Sodann wird das Silicagel mit
Aceton (4 1) gewascbén und unter Vakuum bei 100°C zwei Tage
getrocknet.

Stufe 2: Erste Silylierung

Das nach Stufé 1 erhaltene trockne Silicagel wird in einen
Rundkolben iibertragen und in Toluol (3,5 l) suspendiert. Der
Kolben wird zwei Stunden auf einem Dampfbad erhitzt, um das
noch ﬁorhandene restliche Wasser azeotrop zu entfernen. Sodann
versetzt man das Ganze mit OctadecyltrlchlorSLlan (321 m1,
Aldrich Chemical Company) und rlihrt das Reaktionsgemisch {iber
Nacht (16 Stunden) unter langsamem mechanischem Rilhren bei
etwa 60°C. Es ist darauf zu achten, daB der Rilhrer nicht blS
zum Boden des Kolbens reicht, damit die Slllcageltellchen

nicht gemahlen werden.
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Im AnschluB daran 138t man das Gemisch abkiithlen. Sodann wird

das silanierte Silicagel gesammelt, mit Toluol (3 1) und .
' Aceton (3 1) gewaschen und anschlieBend iber Nacht (16 bis 20
'Stunden) an der Luft getrocknet. Das getrocknete Silicagel

wird in 3,5 1 eihes Gemlsches aus Acetonitril und Wasser (1: 1)

in einem 5-1-Kolben suspendiert, worauf man-das Ganze vor-

sichtig 2 Stunden bei Raumtemperatur riihrt, filtriert, mit
‘Aceton (3 1) widscht und tber Nacht an der Luft trocknet.

Stufe 3: zweite Silylierung

-Das Verfahren der obigen ersten Silylierund Qird unter Verwen-
dung von 200 ml Octadecyltrichlorsilan wiederholt. Die Suspension
wird 2 Stunden unter vor51cht1gem Rihren bei 60°C unter Rick-
fluB gehalten. Das hierdurch erhaltene Produkt wird abfil-
‘triert, mit Toluol (3 1) und Methanol (6 1) gewaschen und dann
unter Vakuum bei 50°C iiber Nacht (16 bis 20 Stunden) getrock-
net.

Herstellungsbeispiel 11

- BufschlémEiil lverfahren fiir Michel-Miller-Siulen

Albyméimaﬁmgimn

~A. Dieses Verfahren eignet sich zum.FUllen analytlscher und prapalatlvev Saulen.

B Die Sdulen werden vorzugsweise mit Silicagelen oder Urkehrphasen-Silicagelen
geflillt (beispielsweise Quantum LP-1, TeilchengrdBe 10 bis 20 Micron, Licho-
prep RP-8 oder RP-18, TeilchengriBe 25 bis 40 Micron) . Stattdessen kénnen
bjedcch auch éndere Silicageie (beispielsweise Shandons ODS Hypersil, Teil-
chéngréﬁe 5 Micron) oder andere Harzarten zumiFﬁllen der Sdulen verwendet
werden.

C. Flir diese Au¢schlamnfulltechn1k sind im allgemeinen Driicke von wenlger als
-etwa 14 bar und FlleBgeschw1ndlgne1ten von 5 bis 40 ml/min erforderllch Im
elnzelnep richten ‘sich diese Werte nach dem Saulenvolumen und den Siulenab-

messungen. Der Druck beim Fiillen soll um etwa 2 bis 3,5 bar hoher sein als

ath - - - -

Aor hai Aoy My msmsmtasmme s rmoee e .
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gestellt, daB wdhrend der Trennung keine weitere Kompression
des Absorbens erfolgt. Die in dieser Weise gefiillten Sdulen k&mnen chne

Verlust an Wirkungsgrad mehrere Jahre betrieben werden.

DEine plétzliche Erniedriqung des Drucks kann die Bildung von
Rissen oder Kanilen im Fillmaterial verursachen, was ein
wirksames Arbeiten der Sdule stark beeintrichtigen wiirde. Nach
Abstellen der Pumpe muB daher fiir ein langsames Abfallen des
Drucks auf den Wert Null gesorgt werden.

EDie verwendeten S&ulen (Ace Glasstat. No. unbépackt) haben
etwa folgende Volumina: No. 5795—O4=12 ml, No. 5795-10=110 ml,
No. 5795-16=300 ml, No. 5795-24=635 ml und No. 5796-34= 34 ml.

F.Die zum Flillen einer Glassiule erforderliche Zeit liegt je
nach Séulenabmessung und Geschicklichkeit zwischen Minuten

und mehreren Stunden.

Stufen

1. Die Glass8ule wird {iber eine Kupplung mit einer Vorrats-
sdule verbunden (das Volumen der Vorratssiule soll doppelt so
groB sein wie das der Siule). Beide Siulen werden mit der

Vorratssdule oben in senkrechte Stellung gebracht.

2. Das Flillmaterial ist abgewogen (etwa 100 g fiir eine Séule
von etwa 200 ml). ' '

3. Das Flillmaterial wird mit fiinf Volumina Losungsmittel,
und zwar einem Gemisch aus 70 bis 80 % Methanol und 20 bis

30 % Wasser, versetzt.

4; Es wird gﬁt geschittelt, bis alle Teilchen befeuchtet |
sind, worauf man das Ganze iiber Nacht oder lédnger stehen-
14B8t, damit eine vollstd#ndige Triankung der Teilchen durch
Losungsmittel gewdhrleistet ist. Die iiberstehende Flissigkeit

wird abgegossen.
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5. Das Harz wird mit zur Fullung der Vorratssdule ausreichen-
dem LOsungsmittel aufgeschlimmt und dann schnell in diese’
gegossen. Die Sdule muB dabei mit dem gleichen L&sungsmittel
.vorgefullt sein, und die Vorratssiule soll vor dem EingieBen
der Aufschlammung mit LOsungsmittel teilweise gefillt sein.
Die Verwendung groBerer Aufschldmmungsvolumina kann gleich-
falls zu guten Ergebnlssen fihren, erfordert jedoch (a) einen
grdBeren Vorratsraum oder (b) mehrere Vorratsraumfiillungen
widhrend des Einfiillvorgangs.

6. Die Vorratssédule wird mit denm Tetrafluorethylenstopfen
unterhalb der Siule verschlossep (vgl. Fig. 1 von US-PS
'4'131 547, Stopfen Nr. 3), worauf man die Pumpe anschlieft
und sofort mit dem Pumpen von Losungsmittel durch das System
bei einer Héchstflieﬁgeschwindickeit von 20 ml/min, wenn eine
Ace Cat. No. 13265-25-Pumpe oder ein "&hnliches Lésungsmittel -
abgabe:ystem verwendet wird.

7. Die.obige Arbeitsweise wird solange fortgesetzt, bis die
Sdule vollstdndig mit Adsorbens geflillt ist. Der Druck soll
die Héchsttoleranz der Sdule widhrend dieses Vorgangs nicht
libersteigen (etwa 14 bar fiir grofie Sdulen und etwa 21 bar
flir Analysensiulen). In den meisten Fdllen genligen Driicke von

weniger als etwa 14 bhar.

8. ' Wenn der Druck Hochstwerte ilibersteigt, .dann wird die
FlieBgeschwindigkeit herabgesetzt, so daB der Druck abfdllt.

9. Nach.Fﬁllung der Sdule mit dem Adsorbens wird die Pumpe
abgestellt, der Druck auf Null fallengelassen und die Ver-
bindung zur Vorratssiule geldst. Die Vorratssiule wird durch
eine Vorsdule ersetzt, die mit Losungsmittel und einer kleineh
Menge'Adsorbens geflillt wird, wonach bis zZur vollsténdigen
Flillung der Sdule mit Hdchstdruck gepumpt wird. Beziiglich
weiterer Hinweise wird auf die allgemeine Verfahrensbeschfeibung

verwlesen,
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Nach dem Abstellen der Pumpe mub daflr gesorgt werden, daB der
Druck immer langsam abf&llt, wodurch die Bildung von Rissen

- oder Kandlen im Filillmaterial vermieden wird.

10. Nach Aufheben des Druckes wird die Verbindung zur Vorsdule
sorgfdltig geldst. Einige mm (2 bis 4 mm) der Fiillung werden
mit einem kleinen Spatel vom oberen Ende der Siule entfernt.
Auf das obere Ende der Siule werden ein oder zwei Filter ge-
legt, die gelinde auf das Flllmaterial aufgedriickt werden,
worauf man den Tetrafluorethylenstopfen bis zum festen Ver-
schluf auf die Sdule aufbringt. Die Sdule wird mit der Pumpe
verbunden, worauf Druck angelegt wird (gewdhnlich weniger als
etwa 14 bar) und durch die Glaswandung am oberen Ende der
Sdule beobachtet wird, ob sich das Harz noch weiter zusammen-
packt. Sollte sich das Flillmaterial noch weiter absetzen {was
bei gr6Beren S&ulen der Fall sein kann), dann erscheint ein
kleiner Leerraum oder eine Kanalbildung, und in diesem Fall
sollte die Stufe S wiederholt werden.

Herstellungsbeispiel 12

Herstellung von Tetrahydro-A-30912A

A-30912 Faktor A wird in Ethanol geldst. Sodann reduziert man
Platindioxid in absolutem Ethanol zu elementarem Platin, und
mit diesem Platin reduziert man dann A-30912 Faktor A mittels
Wasserstoff unter positivem Druck solange, bis die Reaktion
beendet ist (etwa 2 bis 3 Stunden). Das Reaktionsgemisch wird
filtriert und unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in
einer kleinen Menge tert.-Butanol geldst, und durch Lyophi~

lisieren dieser LOsung gelangt man zu Tetrahydro~A-30912A.

H e rstellungsbeispiel 13

Herstellung von Tetrahvdro-A-30912B

A-30912 Fakor B wird in Ethanol‘gél6st; Sodann reduziert man
Platindioxid in absolutem Ethanol zu elementarem Platin, und

mit+ Aimceom Dlarin roAnziard man Aann D-2NQ12 PaldAr R mittkala
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Wasserstoff unter positivem Druck solange, bis die Reaktion
beendet ist (etwa 2 bis 3 Stunden). Das Reaktionsgemisch wird
filtriert und unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in

einer kleinen Mehge tert.-Butanol geldst, und durch Lyophi-
lisieren dieser LOsung gelangt man zu Tetrahydro-A-30912B.

Herstellun gsbeilispiel 14

- Herstellung von Tetrah?dro—A—30912D

~Af30912 Faktor D wird in Ethanol geldst. Sodann reduziert man
Platindioxid in absolutem Ethanol zu elementarem Platin, und
mit diesem Platin reduziert man dann A-30912 Faktor D mittels
Wasserstoff unter positivem Druck solange, bis die Reaktion
beendet ist (etwa 2 bis 3 Stunden). Das Reaktionsgemisch wird
filtriert und unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in
einer kleinen Menge tert.—Butanol geldst, und dﬁrch Lyophi-

lisieren dieser Ldsung gelangt man zu Tetrahydro-A-30912D.

Herstellungsbeispiel 15

«

Herstellung von Tetrahydro-A-30912H

A-30912 Faktor H wird in Ethanol geldst. Sodann reduziert man
Platindioxid in absolutem Ethanol zu elementarem Platin, und
mit diesem Platin reduziert man dann 2A-30912 Faktor H mittels
 Wasserstoff unter positivem Druck solange, bis die Reaktion
beendet ist (etwa 2 bis 3 Stunden)._Das Reaktionsgemisch wird
filtriert und unter Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird in
einer kleinen Menge tert.-Butanol gel®st, und durch Lyophili-

sieren dieser Losung gelangt man zu Tetrahydro-A-30912H.
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Beispiel 1

A. Deacylierung von Antobiotikum A-30912 Faktor A

Nach dem im Herstellungsbeispiel 1 beschriebenen Verfahren
wird eine Fermentation unter Verwendung von A. utahensis durch-
geflihrt, wobel man das Schragenmedium A und das Produktions-
medium I verwendet, und das Produktionsmedium etwa 42 Stunden
inkubiert. Das Fermentationsmedium versetzt man mit A-30912
Faktor A (340 g Rohsubstrat, das etwa 19,7 g A-30912 Faktor A
enthdlt, und zwar geldst in 1,5 1 Ethanol). Die Deacylierung
von A-30912 Faktor A wird durch einen entsprechenden Versuch
unter Verwendung von Candida albicans verfolgt. Man 1iBt die
Fermenfation bis zur Beendigung der Deacylierung laufen, was

sich durch ein Verschwinden der Aktivitit gegenlber C. albicans
duBert. '
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B. Isolierung von A-30912A Kern

Die gem&B cbigem Abschnitt A erhaltene Gesamtfermentations—

- briihe (100 1), welche etwa 20 g A-30912 Faktor & enthdlt, wird:
filtriert. Der Mycelkuchen wird verworfen. Das erhaltene
klare Filtrat (etwa 93 1) flhrt man mit einer FlieBgeschwin-
1'd1gke1t von 200 ml/min durch eine S&ule, die 4,5 1 HP~20-Harz
enthalt (DIAION High Porous Polymer, HP-Serie, Mitsubishi

- Chemical Industries Limited, lokyo, Japan) . -Dle Saule wird
dann mit bis zu acht Saalenvolumnuian deionisiertem Wasser
bei pH 6,5 bis 7,5 gewaschen, um restllche Filterbriihe zu
entfernen. Das Waschwasser wlrd verworfen. Hierauf wird die
Sdule mit einem Gemisch aus Wasser und Methanol (7:3) (25 1)
mit nlner Geschwindigkeit von 200 bis 300 ml/min eluiert.

Die Eluierung wird nach folgendem Verfahren verfdlgt:

Von jeder eluierten Fraktlon entnlmmt man zwei Teilmengen.
Eine Teilmenge wird auf ein klelnes Volumen eingeengt ungd

mit einem Sdurechlorid, wie Myrlstoylchlorld nach dem im Bezugsbeispiel 1
beschriebenen Verfahren behandelt. Das hierdurch erhaltene Produkt und die
‘ andere (unbehandelte) Teilmenge untersucht man beziiglich der jeweiligen
Wirksamkeit gegentber Candida albicans. Zeigt die unbehandelte Teilmenge
keine Wirksamkeit, wihrend die acyllerte Tellnenge wirksam |
'1st dann enth&dlt diese Fraktion A-30912A Kern. Das den
A-30912A Rern enthaltende Eluat wird unter vakuum auf ein
geringes Volumen elngeengt und durch Lyophilisieren dieses
Konzentrats gelangt man zu etwa 97 g rohem Kern.
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C. Reinigung von A-30912A Kern durch Umkehrphasen-Fliissigkeits-

chromatographie

Der nach obiger Stufe B erhaltene A-30912A Kern (25 g) wird
.in 300 ml eines Gemisches aus Wasser, Acetonitril, Essig-
sdure und Pyridin (96:2:1:1) gel&st. Die LOsung wird mittels
einer 4 1 fassenden Siule aus rostfreiem Stahl (8 cm x 80 cm)
chromatographierﬁ, die mit Lichroprep RP-18, TeilchengrdBe

25 bis 40 Micron (MC/B Manufacturing Chemists, Inc. E/M,
Cincinnati, OH) geflillt ist. Die Sdule ist Teil einer ‘
Chromatospac Prep 100 Einheit (Jobin Yvon, 16-18 Rue du Canal,
91160 Longjumeau, Frankreich). Die Siule wird unter einem

- Druck von etwa 6,3 bis 7 bar und unter Verwendung des gleichen
Losungsmlttelgemlscnes betrieben, wodurch sich eine FlieBge-
schwindigkeit von etwa 60 ml/min ergibt. Die Auftrennung

wird unter Verwendung eines UV-Monitors (ISCO Absorptions-
monitor.Model'}UA~5, Instrumention Specialties Co., 4700
Superior Ave., Lincoln, Nebraska 68504) mit einer optischen
Einheit (ISO Typ 6) bei 280 nm verfolgt. Jede Minute werden

Fraktionen mit einem Volumen von etwa 500 ml aufgefangen.

Auf Basis der Absorption bei 280 nm werden die Fraktionen,
die den A-30912A Kern enthalten, vereinigﬁ, untexr Vakuum -
eingedampft und lyophilisiert, wodurch man zu 2,6 g des
gewﬁnséhten Kerns gelangt. Bis zur vollst&ndigen chromato-
graphischen Trennung ist eine L&sungsmittelmenge von 7 blS
8 1 erforderllch

D. Eigenschaften vom A-30912A Kern
iri rmel .
(2) Empirische Formel: C34H51N7O1,.

(b) Molekulargewicht: 797,83,

(c) WeiBer amorpher Feststoff, der in Wasser, Dimethyl-

formémid, Dimethylsulfoxid und Methanol 10slich ist,
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sich in Chloroform, Toluol und Diethylether jedoch nicht
1ost.

(d)  IR-Absorptionsspektrum (KBr-Scheiben) mit folgenden

’ Absorptionsmaxima:
3340 breit (OH, H-gebunden); 2970, 2930 und 2850 (CH-
Streckung, aliphatiséhe CH3,'CH2,'CH Gruppen) 1660 und
1625 (mehrere Carbonyle C=0); 1510-1550; 1430-1450 {CH Bewe~
qung) ; 1310-1340; 1230-1260; 1080; 835, 650 breit

. und 550 breit cm |,

(e) Die elektrometrische Titration in 66%-igem wdssrigem

- Dimethylformamid zeigt die Gegenwart einer titrierbaren
Gruppe mit einem pKa—Wert von etwa 7,35 ({(anfdnglicher
pH~Wert = 7,32).

(f) Bei der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie #dgt die
Verweilzéit (K') 11,52 Minuten, und zwar unter fol-
genaen Bedingungen:

Sdule: 4 x 300 mm
Packung: Silicagel/C18
Losungsmittel: Ammoniumacetat:Acetonitril:Wasser (1:2:97)
Strémungsgeschwindigkeit: 3 ml/min
Druck: 175 bar -

' Detektor: UV-Licht mit verdnderlicher Wellenldnge von

230 nm |

Sensitivitdt: 0 bis 0,4 A.U.F.S.

Beispiel 2

Zur- Herstellung und Reinigung von A-30912A Kern geht
man wie 1im Beispiel 1 beschrieben vor, wobei man als

Substrat jedoch Tetrahydro-A-30912Aa verwendet.
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"Beis piel 3

Zur Herstellung und Reinigung von A-30912A Kern geht
man wie im Beispiel 1 béschrieben vor, wobeli man als

Substrat jedbch Aculeacin A verwendet.

Beispiel 4

A. Deacylierung von Antibiotikum 2-30912 Faktor B

Unter Anwendung des im Herstellungsbeispiel 1 beschriebenen
‘Verfahrens fermentiert man A. utahensis, und zwar unter Ver-
wendung des Produktionsmediums I. Nach etwa 48-stiindiger
Bebrﬁtung der Kultur versetzt man das Fermentationsmedium
mit A-30912 Faktor B in Form einer LOsung in einer geringen
Menge Methanol.

Die Deacylierung von A-30912 Faktor B wird durch einen
Papierscheibenversuch gegeniliber Candida albicans oder Neuro-
spora crassa verfolgt. Man 1dBt die Fermentation solange
laufen, bis die Deacylierung beendet ist, was sich durch ein

Verschwinden an Aktivitit HuBert.

B. Isolierung von A-30912B Kern

Die nmach obigem Abschnitt A erhaltene Gesamtfermentations-
brﬁhe wird filtriert. Der Mycelkpchep wird verworfen. Das
klare Filtrat fiihrt man durch eine Siule, die mit HP-20-Harz
(DIATION High Porous Polymer, HP-Serie, Mitsubishi Chemical
Industries Limited, Tokyo, Japan) gefiillt ist. Der hierbei
erhaltene Séulenabstroﬁ wird verworfeﬁ. Die SHule wird dann -
mit bis zu acht Sdulenvolumina an deionisiertem Wasser bei

pH 6,5»bis 7,5 gewaschen, um noph'vorhandene restliche Fermen-

tationsbriithe zu entfernen. Das dabei anfallende Waschwasser
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- wird verworfen. Hierauf wird die Sidule mit eihem Gemisch aus
Wasser und Methanol (7:3) eluiert. Die Eluierung der Saule

wird nach folgendem Verfahren verfolgt:

Jeder eluierten Fraktion entnimmt man zwei Teilmengen. Eine
Teilmenge wird auf ein kleines Volumen eingeengt und mit einem
Sdurechlorid, wie Myristoylchlorid, behandelt. Das dabei er-
haltene Produkt und die andere (nicht behandelte) Teilmenge
untersucht man dann beziiglich der jeweiligen Aktivitdt gegen-
liber Candida albicans. Ist die unbehandelte Teilmenge nicht
wirksam und die acylierte Teilmenge wirksam, dann enthilt diese
.Fraktion A-30912B Kern. Das den A-30912B Kern enthaltende
Eluat wird unter Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und
lyophilisiert, wodurch man zum éntsprechenden-rohen Kern
gelangt.

C. Reinigung von A-30912B Kern durch'Umkehrphasen—Flﬁssigkeits—
chromatographie

Der nach obigem Abschnitt B erhaltene.rohe A-30912B Xern wird
in einem Gemisch aus Wasser, Acetonitril,'Essigséure und
Pyridin (96:2:1:1) gelSst. Die L&sung wird mit einer Siule
'chfomatographiert, die mit Lichroprep RP-18, Teilchengrdfe

25 bis 40 Micron (MC/B Manufacturing Chemists, Inc. E/M,
Cincinnati, OH) gefiillt ist. Die Sdule ist Teil einer
_Chromatospac Prep 100 Einheit ({(Jobin Yvon, 16-18 Rue du
Canal, 91160 Longjumeau, Frankreich). Die Siule wird beim
Druck von etwa 6,3 bis 7 bar unter Verwendung des gleichen
Lééungsmittels betrieben, wodurch sich eine FlieBgeschwindig—
keit von etwa 60 ml/min ergibt. Die Auftrennung wird bei

280 nm unter Verwendung eines UV-Monitors (ISCO Absorptions-—
, 4700
Superior Ave., Lincoln, Nebraska 68504) mittels einer opti-
schen Einheit (ISCO Typ 6) iberwacht.

ronitor Model UA-5, Instrumentation Specialties Co.
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Auf Basis der Absorption bei 280 nm werden die Fraktionen, die
‘den A-30912B Xern enthalten, vereinigt, unter Vakuum einge-
dampft und lyophilisiert, wodurch man zum gereinigten A-30912B
 Kern gelangt.
Beispiel 5
Zur Herstellung und Reinigung A-30912B Kern geht man

wie im Beispiel 4 beschrieben vor, wobei man als Sub-

strat jedoch Tetrahydro-A-30912B verwendet.

Beispiel 6

A. Deacylierung von A~-30912 Faktor D

Unter Verwendung des im Herstellungsbeispiel 1 beschriebenen
Verfahrens fermentiert man A. utahensis mit einem Produktions-
medium I. Nach etwa 48-stiindiger Bebriitung der Kultur ver-
setzt man das Fermentationsmedium mit einer L&sung von A-30912

Faktor D in einer kleinen Menge Methanol.

Die Deacylierung von A-30912 Faktqr D wird durch einen Papier-
scheibenversuch gegeniiber Candida albicans oder Neurospoia
crassa verfolét. Man laBt die‘Ferméntation solange laufen, bis-
die Deacylierung beendet ist, was sich durch ein Verschwinden
der Aktivitdt duBert.

B. Isclierung von A-30912D Xern

Die nach obige@ Abschnitt A érhaltene Gesamtfermentationsbriihe
wird filtriert. Der Mycelkuchen wird}ﬁerworfen. Das klare
Filtrat fiihrt man durch eine Siule, die mit HP-20-Harz (DIATON
High Porous Polyﬁer, HP-Serie, Mitsubishi Chemical Industries
Limited, Tokyo, Japan) gefiillt ist. Der hierbei erhaltene

S&ulenabstrom wird verworfen. Die Siule wird dann nit bis zu
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acht Sdulenvolumina an deionisiertem Wasser bei pH 6,5 bis 7,5
gewaschen, um noch vorhandene restliche Fermentationsbriihe

zu entfernen. Das dabei anfallende Waschwasser wird verworfen.
Hierauf wird die Siule mit einem Gemisch aus Wasser und
Methanol (7:3) eluiert. Die Eluierung der Siule wird nach
folgendem Verfahren verfolgt:

Jeder eluierten Fraktion entnimmt man zwel Teilmengen. Eine
Teilmenge wird auf ein kleines Volumen elngeengt und mit
einem Sdurechlorid, wie Myrlstoy1chlor1d behandelt Das -
daoel erhaltene Produkt und die andere (nicht behandelte)
Tellmenge untersucht man dann bezliglich der jeweiligen Aktl“
vitdt gegeniiber Candida albicans. Ist die unbehandelte Tell-
menge nicht wirksam und die acylierte Teilmenge W1rksam,

. dann enthilt eine solche Fraktion A~ 30912D Kern. Das den

| A-30912D Kern enthaltende Eluat wird unter Vakuum auf eJn
kleines Volumen eingeengt und lyophilisiert, wodurch man zum

entsprechenden rohen Kern gelangt.

C. Reinigung von A-30912D Kern durch Unkehrphasen- ~Fllissigkeits-
keltschromatographle

Der nach obigem Abschnitt B erhaltene rohe A-30912D Kern
- wird nach dem im Abschnitt C von Beispiel 4 beschriebenen
Verfahren gereinigt. ” ‘



- 69 - 226034

Auf Basis der Absorption bei 280 nm werden diejenigen Frak-
tionen vefeinigt,‘die den A-30912D Kern enthalten, unter
Vakuum eingedampft und lyophilisiert, wodurch man zum

gereinigten A-30912D Kern gelangt.
Beispiel 7 o
Zur Herstellung und Reinigung von A-30912D Kern

geht man wie im Beispiel 6 beschrieben vor, wobeli man als
Substrat jedoch Tetrahydro-A~30912D verwendet.

A. Deacylierung von Antibiotikum A-30912 Faktor H

Nach dem im Herstellungsbeispiel 1 beschriebenen Verfahren
fermentiert man A. utahensis unter Verwenddng des Produktions-
mediums I. Nach 48-stiindiger Bebriitung der Kultur 18st man
A-30912 Faktor H in einer geringen Menge Methanol und gibt die

Lésung zum Fermentationsmedium.

Die Deacylierung von A-30912 Faktor H wird durch einen Papier-
scheibenversuch gegeniiber Candida albicans oder Neurospora
crassa verfolgt. Man 1l&8t die Fermentation bis zur Beendigung
der Deacylierung laufen, was sich durch ein Verschwinden an
 Aktivitit duBert.
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B. Isolierung von A-30912H Kern

Die nach obigem Abschnitt_A erhaltene Gesamtfermentationsbrﬁhe
wird filtriert. Der Mycelkuchen wird verworfen. Das klare
Filtrat leitet man durch eine S&dule, die mit HP-20-Harz
(DIAION High Porous Polymer, HP-Serie, Mitsubishi Chemical
Industries Limited, Tokyo, Japan) gefiillt ist. Der dabei
anfallende Sdulenabstrom wird verworfen. Die Siule wird dann
mit bis zu acht Siulenvolumina an deionisiertem Wasse; bei

PH 6,5 bis 7,5 gewaschen, um restliche filtrierte Brihe zu
entfernen. Das Waschwasser wird verworfen. Sodann wird die
Sdule mit einem Gemisch aus Wasser und Methanol (7:3) eluiert.

Die Elution wird nach folgendem Verfahren verfolgt:

Jeder eluierten Fraktion werden zwei Teilmengen entnommen.Eine
Teilmenge w1rd auf ein kleines Volumen eingeengt und nit elnem
Sdurechlorid, wie Myristoylchlorid, behandelt, wozu man sich
des im Bezugsbelsplel 1 beschriebenen Verfahrens bedient. Das
hierdurch erhaltene Produkt und die andere (unbehandelte) Teil--
menge untersucht man beziiglich der jeweiligen Wirksamkeit ge-
‘genliber Candida albicans. Ist die unbehandelte Teilmenge un-
wirksam und die acylierte Teilmenge wirksam, dann enth#lt eine
solche Fraktion A- 30912H Kern. Das den A-30912H Kern enthal-
tende Eluat wird auf ein kleines Volumen eingeengt und lyo-

philisiert, wodurch man zum rohen Kern gelangt

C Reinigung von A-30912H Kern durch Umkehrphasen FluS@lgkeltS-
chromatographie

Der nach obigem Abschnitt B erhaltene, rohe A-30912D Kern

wird nach dem im Abschnitt C von Beispiel 4 beschriebenen
Verfahren gereinigt.
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Auf Basis der Absorption bei 280 nm werden diejenigen Frak-
tionen vereinigt, ‘die den A-30912H Kern enthalten, unter

Vakuum eingedampft und lyophilisiert, wodurch man zum
gereinigten A—30914H Kern gelangt.

Beispiel 9

Zur Herstellung und Reinigung von A-30912H Kern geht man
wie im Beispiel 8 beschrieben vor, wobei man als Substrat

jedoch Tetrahydro-A-30912H verwendet.

Belspiel 10

Zur Herstellung und Reinigung von A-30912H Kern geht man
wie im Beispiel 8 beschrieben vor, wobei man abweichend da-
von A-30912 Faktor A jedoch nach folgendem Verfahren er-
zeugt:

Antibiotikum A-30912 Faktor A (19,6 mg) wird in Dimethylform-
amid (1 ml) geldst. Die L&sung vefsetzt man mit saurem Me-
thanol (3 % HC1, 0,06 ml). Die erhaltene Lisung wird tber
Nacht bei Raumtemperatur gerfihrt und dann unter Vakuum zur
Trockne eingedampft. Der angefallene Rickstand wird der im
Herstellungsbeispiel 7 beschriebenen Hochleistungsniederdruck~
flissigchromatographie unter VerWendﬁnq von Umkehrphasen-
Slllcagel unterzogen (LP~ 1/C18, hergestellt gemdfB Herstel-
lung oelsplel 10) und Einsatz eines Gemisches aus Methanol,

- Wassexr und Aceuonltrll (7:2:1) als Elulermlbtel Auf diese
Welse'gelangt man zu 1,4 mg A-30912 Faktor H (n&mlich der Ver-

bindung der Formel II, worin R1 und R

jeweils Hydroxy be-
deuten, RZ Wasserstoff ist, R3 Methoxy darstellt und R fiir

Linoleyl 'steht).
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Beispiel 11

Zur Herstellungvund Reinigung von A-30912H Kern der Struk-
tur I, worin R3 Ethoxy ist, geht man wie im Beispiel 8§ be-
schfieben vor, wobel man abweichend davon als Substrat je-
doch die Verbindung der Formel II verwendet, worin R3 Eth-
oxy ist und R Linoleyl bedeutet. Das Substrat wird nach dem
in Beispiel 10 Verwendeten Verfahren hergestellt.

Beispiel 12

Zur Herstellung und Reinigung von a-30912p Kern der Struk-
tur I, worin R3 n-Propoxy ist, geht man wie im Beispiel 8 be-
schrieben vor, wobei man abweichend davon als Substrat je-
doch die Verbindung der Formel II verwendet, worin RS n-Prop-
OxXy ist und R Linoleyl bedeutet. Das Substrat wird nach dem
in Beispiel 10 verwendeten Verfahren hergestellt.

Beispiel 13

Zur Herstellung und Reinigung von A-30912pn Kern der Struk-
tur I, worin R3 Isobutoxy ist, geht man wie im Beispiel 8 be-
schrieben vor, wobei man abweichend davon als Substrat je-
doch dié Verbindung der Formel TT verwendet, worin R3 Iso-
butoxy ist und R Linoleyl bedeutet.

Beispiel 14

Zur Herstellung und Reinigung von A-30912H Kern der Struk-
tur I, worin_R3 n-Pentyloxy ist, geht man wie im Beispiel 8
beschrieben vor, wobei man abweichénd davon als Substrat je-
~doch die Verbindung der Formel IT verwendet, worin R3 n-Pen-
tyloxy ist und R Linoleyl bedeutet.
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Beispiel 15

gur Herstellung und Reinigung von A-30912H Kern derxr Strﬁk—
tur I, worin R3 n-Hexyloxy ist, geht man wie im Beispiel 8
beschrleben vor, wobel man abﬁeichend davon als Substrat je-
doch die Verbindung der Formel II verwendet, worin B> n-

»Hexyloxy ist und R-Linoleyl bedeutet.
Beispiel .16

Zur Herstellung und Reinigung von 2-30912H Kern der Struk-
‘tur I, worin R3 Ethoxy ist, geht man wie im Beispiel 8 be-
schrieben vor, wobei man abweichend davon als Substrat je-
doch die Verbindung der Formel II verwendet, worin R3 Ethoxy
ist und R Stearoyl bedeutet.

Beispiel 17

zur Herstellung und Reinigung von A-30912H Kern der Struk-
tur I, worin R3 2-Ethyl-1-butoxy ist, geht man wie im Bei-
spiel 8 beschrieben vor, wobei man abweichend davon als Sub-
strat jedoch die Verbindung der Formel II verwendet, worin
R3 2-Ethyl-1-butoxy ist und R Linoleyl bedeutet. |

Beispiel 18

Zur Herstellung und Relnlgung von A-30912H Kern der Struk—
tur I, worin R3 3~ Methyl 1-butoxy ist, geht man wie im Bei-
spiel 8 beschrieben vor, wobei man ‘abweichend davon als Sub-
strat jedoch die Verbindung der Formel II verwendet, worin
R3 3-Methyl-1-butoxy ist und R Linoleyl bedeutet.
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Belispiel 19

" A. Deacylierung von Antibiotikum S 31794/F-1

Nach dem im Herstellungsbeispiel 1 beschriebenen Verfahren
fermentiert man A. utahensis unter Verwendung des Produktions-
mediums I. Nach etwa 48-stﬁndiger‘Bebrﬂtung der Kultur ver-
setzt man das FefmentatiOnsmedium'mit'einer L8sung des Anti-

~biotikums S 31794/F-1 in einer kleinen Menge Methanol.

Die Dacylierung von S 31794/F-1 wird durch einen Papier-
scheibenversuch gegeniiber Candida albicans verfolgt Man 1&gt
die Fermentation bis zur Beendigung der Deacylierung laufen,

was sich anhand eines Verschwindens der Aktivitit HuBert.

B. Isolieruné von S 31794 /F-1 Kern

Die nach obigem Abschnitt A erhaltene Gesamtfermentations—
brithe wird filtriert. Der Mycelkuchen wird verworfen. Das
angefallene klare Filtrat fiihrt man durch eine S&dule, die
mit HP-20-Harz (DIATION hochpor&ses Polymer, HP-Serie, Mit-
subishi Chemical Industries Limited, Tokyo, Japan) gefiillt
ist. Der dabei anfallende Abstrom wird verworfen. Die S&ule
wird dann mit bis zu acht Saulenvolumlna an delonlslertem
-Wasser bei pH 6,5 bis 7,5 gewaschen, um restliche filtrier-
te Briihe zu entfernen. Das anfallende Waschwasser wird ver-
worfen. Die S&ule wird hierauf mit einem Gemisch aus Wasser
und Methanol (7:3) eluiert. Die Elution wird nach folgendem
Verfahren verfolgt:

Jeder eluierten Fraktion werden zwei Teilmengen entnommen.
Eine.Teilmenge wird auf ein kleines Volumen eingeengt und
mit einem S&urechlorid, wie Myristoylchlorid, behandelt. Das



hierdurch erhaltene Produkt und die andere (unbehandelte)
Teilmenge untersucht man bezliglich der jeweiligen Aktivitit
gegeniiber Candida albicans. Ist die unbehandelte Teilmenge
unwirksam und die acylierte Teilmenge wirksam, dann ent-
hélt die jeweilige Fraktion § 31794/F-1 Kern. Das den

S 31794 /F-1 Kern enthaltende Eluat wird unter Vakuum auf ein
kleines Volumen eingeengt und lyophilisiert, wodurch man zum

gewlnschten rohen Kern gelangt.

C. Reinigung von S 31794/F-1 Kern durch Umkehrphasen-Fliis—

sigkeitschromatographie

Der nach obigem Abschnitt B erhaltene rohe S 31794/F-1 Kern
wird nach dem in Beispiel 4, Abschnitt C, beschriebenen Ver-

fahren gereinigt.

Auf Basis der Absorption bei 280 nm werden die den S 31794/
F-1 Kern enthaltenden Fraktionen vefeinigt, unter Vakuum ein-
geengt und lyophilisiert, wodurch man zum reinen § 31794 /F-1

Kern gelangt.

‘Herstellung von Abbott- und Fukuda-Derivaten

Im folgenden wird die Herstellung von Verbindungen der For-
mel III nach der Methode iber einen aktiven Ester beschrie-
ben. Hierdurch werden im einzelnen Verbindungen aus der
Formel ITI hergestellt, bei denen R® fiir CH, (CH,), - steht -
und R1, Rz, r3 sowie R4 die Bedeutungen aus den jeweiligen

Kernen haben.
Bezugsherstellungsbeispiel 1

Herstellunq von 2,4,5-Trichlorphenvltridecanoat
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- Eine LOsung von n- Trldecansaure (Sigma Chemical Co., 12,5 qg),
" 2,4,5- -Trichlorphenol (11,5 g) und N +N'-Dicyclohexylcarbodi-
imid (12,0 g) in Methylenchlorid (650 ml) wird 16 Stunden
bei Raumtemperatur gertihrt.. Das Reaktionsgemisch wird fil-
triert und unter Vakuum eingedampft, wodurch man zu 2,4,5~
Trichlorphenyltrideéanoat (22 qg) gelangt. Dieses Material
wird sdulenchromatographisch tiber Silicagel (Woelm) unter
Verwendung von Toluol als Eluiermittel gereinigt. Die Frak-
tionen werden dﬁnnschichtchromat@graphisch unter Verwendung
von kurzwelligem UV-Licht zur Detektion verfolgt. Die das
A gereinigte Produkt enthaltenden Fraktionen werden véreinigt
‘und unter Vakuum zur Trockne. eingedampft,

Bezugsbeispiel 1

Acylierung von A-30912A Kern mit 2,4,5—Trichlorphenyl~n—
tridecanoat

Eine L&sung von 2,4,5-Trichlorpheny}n-tridecancat (6,0 g) und
A-30912A Kern (4,5 g) in Dimethylformamid (DMF) (600 ml)
wird 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Entfernen
des L&sungsmittels unter Vakuum gelangt man zu einem Rick-
stand (12 g). Der Riickstand wird 45 Minuten in Methylen-
chlorid (500 ml) aufgeschlédmmt und die Mischung dann fil~
triert. Das Filtrat wird verworfen. Die erhaltenen Feststof-
~ fe werden mit Methanol (500 ml) extrahiert. Der Methanolex~

trakt wird filtriert und unter Vakuum eingedampft, wodurch
man ein rohes Produkt (5,0 g) erhilt.

Das obige rohe Produkt wird durch Umkehrphasen ~Hochleistungs-

flus51gke1tschromatograph1e wie folgt gerelnlgt°

Eine Probe des Rohorodukts (1 g) wird in Methancl (5 ml) ge-
18st und in eine S&ule aus rostfreiem Stahl (Lénge "80 cm;
Innendurchmesser 2,5 cm) gegeben,‘dle mit LP~1/C18—Harz ge-—
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fillt ist (siehe Herstellungsbeispiell10 und 11). Die S&ule
wird mit einem LOsungsmittelsystem aus Wasser, Methanol und
Acetonitril (3:3:4) eluiert. Die Eluierung wird unter einem
Druck von etwa 70 bis 105 bar bei einer Strémungsgeschwin-
digkeit von 11 bis 12 ml/min mittels einer LDC-Duplex-Pumpe
(Milton-Roy) durchgefilihrt. Der S&ulenabstrom wird mit einem
UV-Detektor (ISCO-UA-5) bei 280 nm iberwacht. Alle 2 Minu-
ten werden Fraktionen (21 bis 24 ml) aufgefangen. Die das

" gewlinschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt
und unter Vakuum eingedampft. Auf diese Weise gelangt man

zZu SSO-mg Produkt. Das oben beschriebene chromatographische
Verfahren wird viermal wiederholt, wodurch man folgende wei-
tere gereinigte Produktproben erhdlt: 620 mg, 520 mg, 670 mg
und 490 mg, so daB sich eine gesamte Produktmenge von 2,8 g
ergibt.

Nach dem oben beschriebenen Verfahren setzt man 40 g A-30912A
Kern mit 2,4,5-Trichlorphenyl-n~-tridecanoat um, wodurch man
zu 2,6 g des gereinigtén Titelprodukts gelangt. Die aus bei-
den Herstellungen erhaltenen Materialien (5,4 g) werden ver-
einigt. Eine FDMS-Bestimmung ergibt ein Massenion (M+ + Naf)
von 1016. Der theoretische Wert filir MT 4 Nat betrigt 1016.
Durch analytische Hochleistungsfliissigchromatographie (C18
Micro Bondapak, Waters Co.) unter Anwendung eines Eluier-~
mittelsystems aus Wasser, Methanbl und Acetonitril ({2:1:2)

ergibt sich nur ein einziges Maximum.

Bezugsbeispiel ‘2

Acylierung von A-30912B Kern mit 2,4,5-Trichlorphenyl-n-

tridecanoat .

EineiLbsung von 2,4,5-Trichlorphenyl-n-tridecanoat (3,3 mMol)
und 2-30912B Kern (1 mMol) in Dimethylformamid (DMF) (200 ml)

wird 16 Stunden bei Raumtemperatﬁr gerthrt. Der durch Ent-
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fernen des Ldsungsmittels unter Vakuum erhaltene Rickstand
wird 45 Minuten in Methylenchlorid (300 ml) aufgeschl&mmt,
und das Gemisch wird dann filtriert. Das Filtrat wird ver—.
worfen. Die erhaltenen Feststoffe werden mit Methanol (300
ml) extrahiert, worauf man den Methanolextrakt filtriert und
unter Vakuum einengt. Auf diese Weise gelangt man zu einem -
Rohprodukt.

Das obige Rohprodukt wird durch Umkehrphasen—Hochleistungs—

flissigkeitschromatographie wie fblgt gereinigt:

Eine Probe des Rohprodukts (1 g) wird in Methanol (5 ml) ge-
16st und in eine S&dule aus rostfreiem Stahl (La&nge 80 cm,
Innendurchmesser 2,5 cm ) gegeben, die mit LP~1/C18—Harz ge-
fiillt ist (siehe Herstellungsbeispiel 10 und 11). Die S&ule
wird mit einem LOsungsmittelsystem aus Wasser, Methanol und
'Acetoﬁitril (3:3:4) eluiert. Die Eluierung wird unter einem
Druck von etwa 70 bis 105 bar bei einer Strdmungsgeschwin-
digkeit von 11 bis 12 ml/min mittels einer LDC-Duplex-Pumpe
(Milton~Roy) durchgefiihrt. Der S&ulenabstrom wird mit einem
UV-Detektor (ISCO-UA~5) bei 280 nm Uberwacht. Alle 2 Minu-
ten werden Fraktionen (21 bis 24 ml) aufgefangen. Die das
gewlinschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt
und unter Vakuum eingedampft, wodurch man zum Titelprodukt
gelangt. Das gereinigte Produkt wird dlinnschichtchromato-
18~Platten

(Whatman~KCT8) und eines LOsungsmittelsystems aus Wasser,

graphisch unter Verwendung von Umkehrphasen-C

Methanol und Acetonitril (1:2:2, Volumen zu Volumen) gerei~-
nigt. Nach entsprechender Entwicklung werden die Platten zur

Detektion des gewlinschten Produkts unter UV-Licht beobachtet.
Bezugsbeispiel 3 -

Acylierung von A-30912D Kern mit 2,4,5-Trichlorphenyl-n-

tridecanocat
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Eine L&sung von 2,4,5-Trichlorphenyl-n-tridecancat (3,3 mMol)
und A-30912D Kern (1 mMol) in Dimethylformamid (DMF) (200 ml)
wird 16 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Der durch Ent-
fernen des LbsungSmittels unter Vakuum erhaltene Riickstand
wird 45 Minuten in Methylenchlorid (300 ml) aufgeschlé&mmt,
und das Gemisch wird dann filtriert. Das Filtrat wird ver-
worfen. Die erhaltenen Feststoffe werden mit Methanol (300
ml) extrahiert, worauf man den Methanolextrakt filtriert und
unter Vakuum einengt. Auf diese Weise gelangt man zu einem
Rohprodukt. ‘ |

Das erhaltene Rohprodukt wird wie im Bezugsbeispiel 2 be-

schrieben durch Umkehrphasen-Hochleistungsfllissigkeitschro-

matographie gereinigt.

Bezugsbeispiel 4

Acylierung von A-30912H Kern mit 2,4,5-Trichlorphenyl-n-

tridecanoat

Eine L&sung von 2,4,5-Trichlorphenyl-n-tridecanoat (3,3 mMol)
und A-30912H Kern (1 mMol) in Dimethylformamid (DMF) (200 ml)
wird‘16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Der durch Ent-
fernen des LOsungsmittels unter Vakuum erhaltene Rickstand
wird 45 Minuten in Methylenchlorid (300 ml) aufgeschlémmt,
und das Gemisch wird dann filtriert. Das Filtrat wird ver-
worfen. Die erhaltenen Feststoffe werden mit Methanol (300
ml) extrahiert, worauf mén den Methanolextrakt filtriert und
unter Vakuum einengt. Auf diese Weise gelangt man zu einem
‘Rohprodukt.

Das erhaltene Rohprodukt wird wie im Bezugsbeispiel 2 be-
schrieben durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschro-

matographie gereinigt.
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Bezugsbeispiel 5

Zur Herstellung der Verbindung der Formel III, worin R3 n-
.Propoxy bedeutet und R5 fﬁr_CH3—(CH2)11— steht, geht man
wie im Bezugsbeispiel 4 beschrieben vor, wobei man als Aus-
gangsmaterial jedoch die Verbindung der Formel‘I verwendet,
worin R3 flir n-Propoxy steht (hérgestellt nach dem Verfah-
ren von Beispiel 12). '

Bezugsheispiel 6

Acylierung von S 31794/F-1 Kern mit 2,4,5~-Trichlorphenyl-n-

tridecanoat

Eine L&sung von 2,4,5-Trichlorphenyl-n-tridecanoat (3,3 mMol)
und S 31794/F-1 Kern (1 mMol) in Dimethylformamid (DMF)

(200 ml) wird 16 Stunden bei Raumtemperatur gerlihrt. Der
durch Entfernén des Loésungsmittels unter Vakuum erhaltene
Rickstand wird 45 Minuten in Methylenchlorid (300 ml) auf-
geschlammt, und das Gemisch wird dann filtriert. Das Fil-
trat wird verworfen. Die erhaltenen Feststoffe werden mit
Methanol (300 ml) extrahiert, worauf man den Methanolextrakt
filtriert und unter Vakuum einengt. Auf diese Weise gelangt
man zu einem Rohprodukt.

. Das erhaltene Rohprodukt wird wie im Bezugébeispiel 2 be-
schrieben durch Umkehrphasen—Hochleistungsflﬁssigkeitschro—

matographie gereinigt.

Herstellung von Derivaten der Debono~Gruppe I

Im folgenden wird die Herstellung von Verbindungen der For-

. | e——p
| AN
2)1CONH=sL e~

~mel III beschrieben, worin R° fir CHé(CH
, _ a—=e
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* . steht, n&mlich die Bildung sogenannter Debono I-Verbindun-

"gen der Formel III.

Bezugsherstellungsheispiel 2

Herstellung von N-(n-Dodecanoyl)=-p-aminobenzoesdure

- Man gibt n-Dodecanoylchlorid (8,74 g, 40 mMol) tropfenweise
zu einer Lésung von p-Aminobenzoesdure (5,5 g, 40 mMol) in.
Pyridin (100 ml). Das Reaktionsgemisch wird 3 Stunden ge-
rihrt und dann in Wasser (3 1) gegossen. Der'entstaﬁdene Nie-
derschlag wird abfiltriert und unter Vakuum getrocknet, wo-
durch man zu N-(n-Dodecanoyl)-p-aminobenzoesiure (11,01 g)

gelangt.

Bezugsherstellungsbeispiel 3

Herstellung des 2,4,5-Trichlorphenylesters von N-(n-Dodecan-

oyl) -p—aminobenzoesiure

Man 1l&st N-(n-Dodecanoyl)-p-aminobenzoesiure (11,01 g, 34,5
mMol), 2,4,5-Trichlorphenol (7,5 g, 38 mMol) und N,N'-Di=-
cyclohexylcarbodiimid (6,94 g, 34,5 mMol) in Methylenchlo-
rid (250 ml). Das Reaktionsgemisch wird 3,5 Stunden bei Raum~
temperatur geriihrt und dann filtriert. Das Filtrat wird un-
ter Vakuum zu .einem Rickstand eingedampft, den man aus einer
Mischung aus Acetonitril und Wasser umkristallisiert. Auf
diese Weise gelangt man zum 2,4,5-Trichlorphenylester von

'N—(n-Dodecanoyl)-p-aminobenzoeséuxe (12,84 g).
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Bezugsbeispiel 7

Achierung von A-30912A Kern

Den A-30912A Kern (8,16 g,'10,2 mMol) und den 2,4,5-Trichlor-
phenylester von N—(n-DddecanoYl)—p—aminobenzoeséure (4,72 g,
10,2 mMol) 18st man in Dimethylformamid (100 ml). Die Ldsung
wird 15 Stunden bei Raumtemperatur gertthrt. Das Lésungsmittel
w1rd unter Vakuum entfernt, und der dabei erhaltene Riickstand
wird zweimal mit Diethylether gewaschen. Die Waschfliissigkeiten
werden verworfen. Der gewaschene Riickstand wird in Methanol

(50 ml) geldst und durch Umkehrphasenhochleistungs~Flﬁssig-
chromatographie mittels einer Prep LC/System 500 Einheit
(Waters Associates, Inc., Milford, Mass.) unter Verwendung einer
Prep Pak—SOO/C18 Sdule (Waters Associates, Inc.) als stationire
Phase gereinigt. Die Siule wirgd isokratisch mit einem L&sungs-
mittelgemisch aus Wasser, Methanol und Acetonitril (25:65:10,
Volumen/Volumen) bei einem Druck von etwa 35 bar eluiert. Die
Fraktionen werden dunqschlchtchromatograph1sch unter Verwendung
von Silicagelplatten und von einem Losungsmittelgemisch aus
Wasser, Methanol und Acetonitril (25:65:10, Volumen/Volumen)
als Loésungsmittelsystenm analysiert. Die das gewlinschte Produkt
enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und lyophilisiert,
wodurch man das N—(n—Dodecanoyl)—p—aminobenzoylderivat von
A-30812A Kern (3,5 q) erhilt.

"Bezugsbeispiel 8

Acylierung von A-30912B Kern

Man 16st A-30912B Kern (10,2 mMol) und den 2,4,5- ~Trichlor-
phenylester von N-(n- Dodecanoyl) ~ p~am1nobenzoesaure

. (10,2 mMol) in
Dimethylformamid (100 ml). Die L&sung wird 15 Stunden bei Raum-
temperatur geriihrt. Der durch anschlieBendes Entfernen des
Lésungsmittels unter Vahuum erhaltene Riickstand wird zweimal
" mit Diethykther gewaschen Die haschflu531gxelten werden ver-

worfen Der gewaschene Rucxstano w1rd in nethanol (50 ml)
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geldst und durch Umkehrphasenhochleistungs-Fllissigchromato-
graphie mittels einer Prep LC/System 500 Einheit (Waters
 Associates, Inc., Milford, Massachusetts) unter Verwendung
einer Prep Pak—SOO/C18 Sdule (Waters Associates, Inc.) als
‘stationdre Phase gereinigt. Die Sdule wird isokratisch mit
einem Gemisch aus Wasser, Methanol und Acetonitril (25:65:10,
Volumen/Volumen)‘bei einem Druck von etwa 35 bar eluiert.
Die Frakticnen werden diinnschichtchromatographisch unter
Verwendung von Silicagelplatten und eines Gemisches aus
Wasser, Methanol und Acetonitril (25:65:10, Volumen/Volumen)
als Losungsmittelsystem analysiert. Die das gewlinschte Pro-
dukt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und lyophilisiert,
wodurch man zum N—(n—Dodecanoyl)—pmaminobenzoylderviat von
A-30912B Kern gelangt. | A

Bezugsbeispiel 9

Acylierung von A-30912D Kern
Man 18st A-30912D Kern.GOFZ mMol) und den 2,4,5-~Trichlorphenyl~
ester von N-(n-Dodecanoyl)-p-aminobenzoesdure

o | (10,2 mMol) in Dimethyl-
formamid'(100 ml). Die L&sung wird 15 Stunden bei Raumtempe-
ratur gerﬁhrt. Sodann wird das LOsungsmittel unter Vakuum ent-
fernt und der erhaltene Rlckstand zweimal mit Diethylether
gewaschen. Die Waschflﬁssigkéiten werden verworfen. Der ge-
waschene Rickstand wird in Methanoi (50 ml) geldst und durch
Umkehrphasenhochleistungs-Fliissigkeitschromatographie mittels
einer Prep LC/System 500 Einheit (Waterqussociates, Inc.,
Milford, Massachusetts) unter Verwendung einer Prep Pak-500/
C18 Sdule (Waéers Associates, Inc.) als stationire Phaée
 gereinigt. Die Siule wird isokratisch unter Verwéndung eines
LésungSmittelgemischés aus Wasser, Methanol und Acetonitril'
’(25:65:10, Volumen/Volumen) bei einem Druck von etwa 35 bar
eluiert. Die Fraktionen werden -diinnschichtchromatographisch

unter Verwendung von Silicagelplatten und eines Gemisches aus
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Wasser, Methanol und Acetonitril (25:55:10,_Volumen/Volumen)
als Lésungsmitteléystem analysiert. Die das gewlinschte Pro-
dukt enthaltenden Fraktionen werden vefeinigt und lyophili-
siert, wodurch man zum N-(n-Dodecanoyl)-p-aminobenzoylderi-
vat des A-30912D Kerns gelangt.

Bezugsbeispiel 10

Acylierung von A-30912H Kern

Man 16st A-30912H Kern (10,2 mMol) und den 2,4,5-Trichlorphe~-
nylester von N-(n~Dodecanoyl)-p-aminobenzoesiure V
_ (10,2 mMol) in Di-
methylformamid (100 ml). Die L®sung wird 15 Stunden bei
Raumtemperatur gerlihrt. Sodann wird das L&sungsmittel unter
Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand zweimal mit Di-
ethylether gewaschen. Die Waschfliissigkeiten werden verwor-
fen. Der gewaschene Riickstand wird in Methanol (50 ml) ge¥
18st und durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie mittels einer Prep LC/System 500 Einheit (Waters
‘Associates, Inc., Milford, Massachusetts) unter Verwendung
einer Prep Pak-500/C18 Siule (Waters Associates, Inc.) als
stétionﬁre Phase gereinigt. Die Siule wird isokratisch un-
- ter Verwendung eines Ldsungsmittelgemisches aus Wasser;
Methanol und Acetonitril (25:65:10), Volumen/Volumen) bei
einem Druck von etwa 35 bar eluiert. Die Fraktionen werden
“dinnschichtchromatographisch unter Verwendung von Silica-
gelplatten und eines Gemisches aus Wasser, Methanol und
Acetonitril (25:65:10),'Volumen/Volumén) als Lésungémit—
telsystem analysiert. Die das gewlinschte Produkt ent-
haltenden Fraktionen werden vereinigt und lyophilisiert,
wodurch man zum N—(n—Dodecanoyl)—p—aminobenzoylderivat des
A-30912H Ke;ns gelangt..
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Bezugsbeispiel 11

Zur Herstellung der Verbindung der Formel III, worin R3

Lo |
7 N
CONH-s{ e~

(CH < :
R=—"@ i

Isobutoxy bedeutet und R5 fiir CH

3 2)10

steht, geht man wie im Bezugsbeispiel 9 beschrieben vor,
wobei man als Ausgangsmaterial jedoch die Verbindung der
Formel I verwendet, worin R3 Isobutoxy bedeﬁtet (herge-

stellt nach dem Verfahren von Beispiel 13).

Bezugsbeispiel 12

Acylierung von S 31794/F-1 Kern

Man 18st den S$31794/F-1 Kern (10,2 mMol) und den 2,4,5-Trichlor-
phenylester von N—(n—Dodecanoyl)-p—éminobenzoeséure

(10,2 mMol} in
Dimethylformamid- (100 ml). Die L&sung wird 15 Stunden bei Raun-
temperatur geriihrt. Der durch Entfernen des Ldsungsmittels
unter Vakuum erhaltene Riickstand wird zweimal mit Diethylether
gewaschen. Die Waschflﬁssigkeiten werden verworfen. Der ge-
waschene Riickstand wird in Methanol (50 ml) gel®dst und durch
Umkehrphasenhochleistungs-Flﬁssigkeitschromatographie mittels
einer Prep LC/System 500 Einheit (Waters Associates, Inc.,
Milford, Massachusetts) unter Verwendung einer Prep Pak-500/C18
Sdule (Waters Associates, Inc.) als stationdre Phase ge-
reiﬁigt.'Die Sdule wird isokfatisch mit einem Gemisch aus Wasser,:
lethanol und Acetonitril (25:65:10, Volumen/Volumen) bei einem -
Druck von etwa 35 bar eluiert.ADie Fraktionen werden diinn-—
schichtchromatographisch unter Verwendung von Silicagelplatten
und einem Gemisch aus Wasser, Methanol und Acetonitril (25:65:10,
Volumen/Volumen) als Lsungsmittelsystem analysiert. Die das
'gewﬁnschte Produkt enthaltenden Fraktionen werden verelnigt
und lypphilisiert,_wodurch man zum N-(n-Dodecanoyl)-p-amino-

benzoylderivat des S$31794/F-1 Kerns gelangt.
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Herstellung von Debono-Derivaten der Gruppe 1T

Im folgenden wird die Herstellung von Verbindungen der For-

!

. ._....g .
. 5 v
mel ITT, worin R’ fiir CH,(CH,),O- 6\5;1/ | steht, be-

schrieben, n@mlich von Debono-Verbindungen II der Formel
III. ‘

Eezugsherstellungsbeispiel 4

Herstellung von p-(n-Octyloxy)benzoesiure

Eine Lasﬁng_von p~Hydroxybenzoesdure (19,2 g, 150 mMol) in
10 %-igem w&Brigem Natriumhydroxid (120 ml) wird zu vorher
auf 80°C erwdrmtem Dimethylsulfoxid  (DMSO) (480 ml) gegeben.
Sodann wird die Ldsung tropfenweise mit n-Octylbromid

(28,95 g, 150 mMol) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 4
Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, worauf man es in Eis-
wasser (1200 ml) gieBt. Sodann gibt man konzentrierte Chlor-
wasserstoffsdure (30 ml) zu und 148t das Reaktionsgemisch
bis zur beendigten Ausf&dllung stehen. Der Niederschlag wird"
abfiltriert, getrocknet und aus einem Gemisch aus Aceto-

nitril und Wasser umkristallisiert. F = 97 bis 99°C.

Analyse fir C15 22 3
Berechnet: c 71,97 H 8,86
Gefunden: c 71,72 H 9,10

Bezugsherstellungsbeispiel 5

Herstellung des 2,4,5- Trlchlorphenylesters von p-(n- Octyl—

oxy)benzoesaure
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Man'lbst p-(n-Octyloxy)benzoesdure (6,18 g, 24,7 mMol),
2,4,5-Trichlorphenol (5,39 g, 27,2 mMol) und N,N'-Dicyclo-
‘hexylcarbodiimid (4,94 g, 24,7 mMol) in Methylenchlorid
(200 ml). Das Reaktionsgemisch wird 18 Stunden bei Raumtem-
peratur gertihrt und dann filtriert. Das Filtrat wird zZu
einem 01 eingeengt, durch dessen Umkristallisation aus
einem Gemisch aus Acetonitril und Wasser man den 2,4,5-Tri-

chlorphenylester von p- (n-Octyloxy)benzoesiure erhidlt.

NMR-Analyse: §
J
J

4,02 (2H, t,J = 3Hz), §=7,0 (14, 4,
4Hz), (s, 1H), 7,3 (s, 1H), 8,08 (d, 18,
4Hz) .

I}

Bezugsbeispiel 13

Acylierung von A-30912A Kern

Man 18st A-30912A Kern (14,2 g, 17,8 mMol) und den 2,4,5~
Trichlorphenylester von p-(n-Octyloxy)benzoesiure (15,32 g,
35,7 mMol) in Dimethylformamid (150 ml) . Die L&sung wird

16 bis 20 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungs-—
mittel wird unter Vakuum entfernt und der Riickstand zweimal
mit Diethyiethér und zweimal mit Methylenchlorid gewaschen.
Die Waschfliissigkeiten werden verworfen. Der gewaschene
Rickstand wird in einem Gemisch aus Ethylacetat und Methanol
(1:3, 80 ml) geldst und die L&sung durch Hochleistungsfliis—
sigkeitschromatographie unter Verwendung einer Prep LC/Sy- =
stem 500-Einheit mittels Siiicalgel als stationdre Phase
~gereinigt. Die Sdule wird sﬁufenweise mit einem Gemisch aus
Methanol und Ethylacetat (1:4 bis 2:3) als Losungsmittelsy~
stem eluiert. Die anfallenden Fraktionen werden diinnschicht-
chromatographisch unter Verwendung von Silicagel (Merck)
'ﬁnd Einsatz eines Gemisches aus Ethylacetat und Methanol (3:2,
Volumen/Volumen) als L&sungsmittelsystem analysiert. Diejeni~
gen Fraktionen, die keinen A-30912A Kern enthalten, werden
vereinigt und lyophilisiert, wodurch man zum p~ (n-Octyloxy) -
benzoylderivat von A-30912A Kern gelangt, Ausbeute: 7,13 g,
M" + 23 = 1052 (durch FDMS).
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Bezugsbeispiel 14

Acylierung von A-30912B Kern’

Man 18st A-30912B Kern (17,8 mMol) und den 2,4,5-Trichlor-
phenylester von p-(n-Octyloxy)benzoesiure (35,7 mMol) in Di-
methylformamid (150 ml). Die Losung wird 16 bis 20 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird unter
Vekuum entfernt und der Riickstand zweimal mit Diethylether
. und zweimal mit Methylenchlorid gewaschen. Die Waschfliis-
sigkeiten werden verworfen. Der gewaschene Riickstand wird
in einem Gemisch aus Ethylacetat und Methanol (1:3, 80 ml)
geldst und die L&sung durch Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie unter Verwendung einer Prep LC/System 500-Einheit
mittels Silicagel als stationdre Phase gereinigt. Die S&ule
wird stufenweise mit einem Gemisch aus Methanol und Ethyl-
acetat (1:4 bis 2:3) als Losungsmittelsystem eluiert. Die
anfallenden Fraktionen werden dinnschichtchromatographisch
unter Verwendung von Silicagel (Merck) und Einsatz eines Ge-
nisches aus Ethylacetat und. Methanol (3:2, Volumen/Volumen)
als Losungsmlttelsystem analysiert. Diejenigen Fraktionen,
die keinen A-30912B Kern enthalten, werden vereinigt und
lyophilisiert, wodurch man zum p-(n- Octyloxy)benzoylderlvab
von A-30912B Kern gelangt.

Bezugsbeispiel 15

Acylierung von A-30912D Kern

Man 18st A-30912D Rern (17,8 mMol) und den 2,4,5- Trichlor-
phenylester von p-{n- Octyloxy)benzoesaure (35,7 mMol) in Di-
methylformamid (150 ml). Die L&sung wird 16 bis 20 Stundeﬁ
bei Raumtemperatur geriihrt. Das L&sungsmittel wird unter
Vakuum entfernt und der Ruckstand zwelmal mit Diethylether

und zwelmal mit Methylenchlorld aewaschen Die Waschflis-
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f éigkeiten werden verworfen. Der gewaschene Riickstand wird

in einem Gemisch aus Ethylacetat und Methanol (1:3, 80 ml)
geldst und die Lésung durch'Hochleistungsflﬁssigkeitschroma—
tographie unter Verwendung einer Prep LC/System 500-Einheit
mittelsisilicagel als stationdre Phase gereinigt. Die S&dule
wird stufenweise mit einem Gemisch aus Methanol und Ethyl- .
acetat (1:4 bis‘2:3) als Losungsmittelsystem eluiert. Die
anfallenden Fraktionen werden diinnschichtchromatographisch
uriter Verwendung von Silicagel (Merck) und Einsatz eines Ge-
misches aus Ethylacetat und Methanol (3:2, Volumen/Volumen)
‘als Losungsmittelsystem analysiert. Diejenigen Fraktionen,
die keinen A~30912D Kern enthalten, werden vereinigt und
lyophilisiert, wodurch man zum p-(n-Octyloxy)benzoylderivat
von A-30912D Kern gelangt.

Bezugsbeispiel 16

Acylierung von A-30912H Kern

Man 1&st A-30912H Kern (17,8 mMol) und den 2,4,5~Trichlor-
phenylester von p-(n-Octyloxy)benzoesiure (35,7 mMol) in Di-
methylformamid (150 ml). Die L&sung wird 16 bis 20 Stunden
bei Raumtemperatur gertihrt. Das LOsungsmittel wird unter
Vakuum entfernt.und der Rlickstand zweimal mit Diethylether
und zweimal mit Methylenchlorid gewaschen. Die Waschfliis-
sigkeiten werden verwdrfen._Derigewaschene Riickstand wird

in einem Gemisch aus Ethylacetat und Methanol (1:3, 80 ml)
geldst und die Ldsung durch‘Hochleistungsflﬁssigkeitschroma—
 tographie unter Verwendung einer Prep LC/System 500-Einheit
mittels Silicagel als stationdre Phasé gereinigt. Die Sdule
wird stufenweise mit einem Gemisch aus Methanol und Ethyl-
acetat (1:4 bis 2:3) als Lésungsmittelsystem eluiert.. Die
anfallenden Fraktiohen‘werden dﬁnnschichtbhromatographisch

- unter Verwendung von Silicagel (Merck) und Einsatz eineé Ge~

misches aus Ethylacetat und Methanol (3:2, Volumen/Volumen)
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als Losungsmlttelsystem analysiert. Diejenigen Fraktlonen,
die keinen A- 30912H Kern enthalten, werden vereinigt und
lyophilisiert, wodurch man zum p—(n~Octylbxy)benzoylderivat
von A-30912H Kerntgelangt.

Bezugsbeispiel 17

 Zur Herstellung der Verbindung der Formel III, worin RS
,8—

. 9'\\\ :
-7 ot steht,
R

5

n-Hexyloxy ist und R’ fiir CcH (CHZ)

7
geht man wie im Bezugsbeispiel 16 beschrieben vor, wobei man
als Ausgangsmaterlal jedoch die Verbindung der Formel I ver-

‘wendet, worin R3 n~Hexyloxy bedeutet (hergestellt nach dem
Verfahren von Beispiel 15).

Bezugsbeispiel 18

Acylierung von S 317%4/F-1 Rern

Man 16st S 31794/F-1 Kern (17,8 mMol) und den 2,4,5-Trichlor-
phenylester von p~ (n-Octyloxy)benzoesiure (35,7 mMol) in Di-
methylformamld (150 ml). Die Losung wird 16 bis 20 Stunden
bei Raumtemperatur gerlihrt. Das L&sungsmittel wird unter
Vakuum entfernt und der Rickstand zweimal mit Dlethylether
und zweimal mit Methylenchlorid gewaschen. Die Waschfliis—
51gke1ten werden verworfen Der gewaschene Riickstand wird

in einem Gemisch aus Ethylacetat und Methanol (1:3, 80 ml)
geldst und die L&sung durch Hochlelstungsflu851gke1tschroma~
tographie unter Verwendung einer Prep LC/Systcm 500-Einheit
mittels Silicagel als statlonare Phase gereinigt. Die Siule
‘wird stufenweise mit einem Gemisch aus Methanol und Ethyl-
acetat (1:4 bis 2:3) als Losungsmittelsystem eluiert. Die
anfallenden Fraktionen werden dunnschlchtchromatographlsch

unter Verwendung von Slllcagel (Merck) und Einsatz eines Ge-
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misches aus Ethylacetat und Methanol (3:2, Volumen/Volumen)
als Lésungsmittelsystem analysiert. Diejenigen Fraktionen,
die keinen S 31794/F-1 Kern enthalten, werden vereinigt und
lyophilisiert, wodurch man zum p- (n-Octyloxy)benzoylderivat
von S 31794/F-1 Kern gelangt.

Bezugsbeispiel 19

Die antifungale Wirksamkeit der Verbindungen der allgemeinen
Formel IIT 148t sich durch tbliche Scheibendiffusionstests
und Agar—Verdﬁnnungstests.in vitro und durch iibliche Unter-
suchungen an Mdusen in vivo ermitteln, die gegeniiber einer
systemischen Pilzinfektion wirksam sind. Die bei dieser Er-
mittlung der antifungalen Wirksamkeit fiir typische Verbin-
dungen aus der allgemeinen Formel III erhaltenen Ergebnisse

gehen aus den'spéter folgenden Tabellen IV bis VIII hervor.

Die Tabellen IV und Vv zelgen die Erqebnissé einer Unter-
suchung der Verbindungen der Beispiele 1, 7 und 13 durch die
sogenannte Agar-Scheibendiffusionsmethode in vitro. In der .
Tabelle IV ist die ermittelte Wirksamkeit durch die GrdBe
(Durchmesser in mm) der beobachteten Hemmzone des Mikroor-
ganismus angegeben, die von der jeweils untersuchten Ver-
bindung gebildet wird. In Tabelle V ist die Wirksamkeit durch
die minimale Hemmkonzentration (MIC) der Substanz (mg/Schei-
be) angegeben, die zur Hemmung des Wachstums des jeweiligen
Teétorganismus erforderlicﬁ'ist? Aus der Tabelle VI gehen

die Ergebnisse der Untersuchung des p- (n-Octyloxy)benzoyl-
derivats von .A-309123 Kern in vitro gegeniiber fiinf Stémmen
von Candida albicans durch die Agar-Verdiinnungsmethode her-
vor. In dieser Tabelle VI ist die Wirksamkeit durch die
minimale Hemmkonzentration (MIC) der Substanz (Lg/ml) ange-
 gebén} die fir eine Hemmung des jeweiligen Testorganismus
erforderlich ist. 4
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BAus Tabelle VII gehen die Ergebnisse entsprechender in-vivo-Untersuchun-

gen zur Ermittlung der Wirksamkeit der angegebenen Derivate gegeniiber einer
durch Candida albicans A-26 an Miusen verursachten Infektion hervor,

wobel die Wirksamkeit in Form der EDSO—Werte angegeben ist,
worunter die Dosis in mg/kg verstanden wird, die zur Hei-
lung von 50 % der Versuchstiere bendtigt wird. Wurden keine

50
niedrigste Dosis angefiihrt, bei der sich eine beachtliche

ED —Wertevermittelt, dann ist als Wirksamkeit jeweils die
antifungaie Wirkung feststellen la8t. Fir die entsprechenden
Untersuchﬁngen werden Gruppen aus midnnlichen weiBen MHusen
(die pathogen frei slnd) mit einem Gew1cht von 18 bis 20 g
verwendet, welche man intravends mit Candlda alblcans A-26 infi-
ziert. Die Tiere werden 24 Stunden vor der Infizierung Uber
eine Zeitdauer von 8 Minuten mit ROntgenstrahlen in einer
Dosis von etwa 50 ROntgen pro Minute (Gesamtdosis 400

Rontgen) behandelt, um auf diese Weise eine Immunreaktion
gegentber dem infizierenden Mikroorganismus herabzusetzen.
Jeweils 0, 4 und 24 Stunden nach erfoigter Infektion gibt

man jeder Gruppe an Miusen subcutan abgestufte Dosen der je- |
weils zu untersuchenden Verbindung in Form einer Suspension

in 33 % Polyethylenglykol-Wasser. Man ermittelt den‘Tag,

an dem die jeweiligen Tiere verendet sind. Nach dem sogenann-
ten Student-T-Test bestimmt man durch Vergleich des jeweiligen
mittleren Todestages zwischen jeder Gruppe an infizierten
behandelten Mdusen bei der jeweiligen Dosierungshhe und an‘
10 infizierten unbehandelten Tieren, ob es durch die jewei-
lige Behandlung zu einer wesentlichen Verldngerung der Uber-

lebenszeit gekommen ist.

Aus der spédter folgenden Tabelle VIII gehen die Ergebnisse der
Bestlmmung der Absorption von Verblndungen aus den Bezugsbe-
spielen 1, 7 und 13 nach oraler Verabrelchung hervor. Hierzu
gibt man M#usen iiber eine Magensonde eine Dosis von 416 mg/kg

des jeweiligen, Wirkstoffes in Form einer Suspension in 33% Poly-

' ethylenglykol 400-Wasser.In bestimmten Zeitabstédnden werden vom

Orbitalsinus Blutpr obon entnommen und in folgender Weise



Se - 226034
bezﬁglich einer antibiotischen Wirksamkeit ausgewvertet:

Eine 7 mm groBe Scheibe, die 20 pl Gesamtblut enthdlt, wird
.auf Agar gelegt, der mit Aspergillus montevidensis A35137
angeimpft ist. Nach 40-stiindiger Inkubation bei 30°C ver-
gleicht man die Hemmzonen der Blutproben mit einem aus dem
jeweiligen Wirkstcff erhaltenen Standard und ermittelt die
in den Blutproben enthaltenden Wirkstoffmengen.
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Tabelle Vi

In-vitro-Wirksamkeit von Derivaten von A-30912A Kern,

EEN \

U N : ’
( A~ steht, gegeniiber Stimmen

worin R5 fir CH
. 8s=—8 l

3(CH,) ;0-2

von Candida albicans

Minimale Hemmkonzentration (pg/ml)

A26 SBH 16 ' SBH 31 SBH 28 SBH 29

0,312 0,312 0,312 0,312 0,312
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Erfindungsansp riiche

1. Verfahren zur Herstellung eines cyclischen Peptidkerns

der allgemeinen Formel I

QHS ::> ﬁ P\& -R‘
. MY . .
i S N ] S SIS,
l I/ \"\r A u
h . N ¢ ;
\'/ ‘ L{ , . * A ,
‘\ ‘ H H-‘—-ﬁ\—;—'—-’aﬁh“h
HO\ AH /°=O . \Q"—O
o . \\ e / 7’
R "C‘Hzmoﬂ—:g - H——.”/ CHz
RO, H \\\ ' N
AN N P
y——% / .,
\ _ w
s/ \}o s o _O—“\ H CH
N\

worin - R1 fir H oder QH steht,

2 . . .
wobei R™ filir H steht und R3 sowie R4 jeweils H oder
jeweils OH sind, falls R! fir H steht,

oder wobei R® fiir H steht, R} fir OH oder C ~-C,. Alkyl-

1 76
oxy steht und R4 flir OH steht, oder R? fir
O .
-C—NH2 steht und R

hen, falls R1 fir OH steht,

3 sowie R4 jeweils filir OH ste-

und den Sdureadditionssalzen hiervon,
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dadurch gekennzeichnet, daf man in einem w&B8rigen Medium

ein cyclisches Peptidantibiotikum der allgemeinen Formel II

3 R?

'J”'I _Tﬁ \\ L—?o--——-e«m—

.2
-
>
.L—_’
e
|
(0 *
s é .
.
P
|
sl

PC . H /’:O - \Q—:O
L s e
\ j=Hi 'y XX
40 / ar
v \ y C=9, H OH
® 9 C=2 I N
N 4 AN
\o=sf L " i‘\ \\
\\ / . \ / \
L ] a""l M H 5
RT! ) CL! g * ‘ ) T -
' H ® —go e GH ,
o
II
worin R1 fir H oder OH steht,
wobei R2 fiir H steht und R3 sowie R4 jeweils flr H
oder jeweils flir OH stehen und R Stearoyl oder Lin-
oleyl bedeutet, falls R1 fir H steht,
oder wobei R2 fir H steht, R4 fir OH steht, R3 flir OH
steht und R Stearoyl, Linoleyl oder Palmitoyl be-
deutet oder R3'fﬁr C1_C6 Alkyloxy steht und R Ste-
aroyl oder Linoleyl ist, falls R! fir om steht,
oder wobei R Myristoyl bedeutet, falls R1, R3 und.R4 je-

0

* ) "
weils OH bedeuten und R2 fir -C-NH, steht,

2
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mit .einem durch einen Mikroorganismus aus der Familie Actino-

planaceae gebildeten deacylierenden Enzym umsetzt.

2. Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung von A-30912A
Kern, dadurch gekennzeichnet, daB man die Antibiotika der
Formel II, worin R1, R und r? f£iir oH stehen, R fﬁr_H steht
und R Linoleyl, Stearoyl oder Palmitoyl ist, mit einem von
einem Mikroorganismus aus der Familie Actinoplanaceae gebii—

deten deacylierenden Enzym umsetzt.

3. Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung von A-30912B

Kern, dadurch gekennzeichnet, daB man das Antibiotikum der

2 3

Formel II, worin R1 und R” jeweils H sind, R~ sowie r? je-

weils OH bedeuten und R filir Stearoyl oder Linoleyl steht,

mit einem von einem Mikroorganismus aus der Familie Actinopla-

naceae gebildeten deacylierenden Enzym umsetzt.

4. Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung von A-30912D
Kern, dadurch gekennzeichnet, daB man das Antibiotikum der

Formel II, worin R1, RZ, R3 und R4 H sind und R filir Stearoyl
oder Linoleyl steht, mit einem von einem Mikroorganismus aus
der Familie Actinoplanaceae gebildeten deacylierenden Enzym

unisetzt.

5. Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung von A-30912H

Kern, dadurch gekennzeichnet, daB man das’Ahtibiotikum der

Formel II, worin R1 und R4

R3 flir CH3O steht und R Steatoyl oder Linoleyl ist, mit einem

fiir OH stehen, R2 fiir H steht,

von einem Mikroorganismus aus der Familie Actinoplanaceae

" gebildeten deacylierenden Enzym umsetzt.

6. Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung von A-30912H
Kernen, dadurch gekennzeichhet, daf man das Antibiotikum der
Fofmel 1I, worin R1 und R4 flir OH stehen, R2 fir H steht, R3
fir CZ—CG Alkyloxy steht und R'Sﬁeéroyl oder Linoleyl bedeu-
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tet, mit einem von einem Mikroorganismus aus der Familie

Actinoplanaceae gebildeten deacylierenden Enzym umsetzt.

7. Verfahren nach Punkt 1 zur Herstellung von S 31794/~
F—1errn; dadurch gekennzeichnet, daf man das Antibiotikum
der Formel II, worin R1, R3 und R4 fiir OH stehen, R2 flir |
0 |

'—E—NHZ steht und R Myristoyl ist, mit einem'von einem Mikro-
organismus aus der Familie Actinoplanaceae gebildeten deacy-

lierenden Enzym umsetzt.

8. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, daB man als Mikroorganismus aus der Familie
Actinoplanaceae einen Vertreter des Genus Actinoplanes ver-

wendet.

9. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daf man als Mikroorganismus Actinoplanes

utahensis verwendet.

10. Verfahren nach Punkt 9, dadurch gekennzeichnet, dag
- man als Mikroorganismus Actinoplanes utahensis NRRL 12052

oder eine Mutante hiervon, die das Enzym bildet, verwendet.

11. Verfahren nach Punkt 10, dadurch gekennzeichnet, daB
man als Mikroorganismus Actinoplanes utahensis NRRL 12052

verwendet.

12. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB
man als Mikrocrganismus Streptosporangium roseum var.
hollandensis NRRL 12064 oder eine Mutante hiervon, die das

Enzym bildet, verwendet.

13. Verfahren nach Punkt . 12, dadurch gekennzeichnet, da8
man als Mikroorganismus Streptosporangium roseum var.
hollandensis NRRL 12064 verwendet.
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14. Verfahren nach Punkt 8, dadurch gekennzeichnet, daB
man als Mikroorganismus Actinoplanes missouriensis NRRL 12053

oder eine Mutante hiervon, die das Enzym bildet, verwendet.

15. Verfahren nach Punkt 14, dadurch gekennzeichnet, daB
man als Mikroorganismus Actinoplanes missouriensis NRRL 12053

verwendet.

16. Verfahren nach Punkt 8, dadurch gekennzeichnet, daB
man als Mikroorganismus Actinoplanes sp. NRRL 12065 oder

eine Mutante hiervon, die das Enzym bildet, verwendet.

17. Verfahren nach Punkt 16, dadurch gekennzeichnet, daB

man als Mikroorganismus Actinoplanes sp. NRRL 12065 verwendet.

18. Verfahren nach Punkt 8, dadurch gekennzeichnet, daB
man als Mikroorganismus Actinoplanes sp. NRRL 8122 oder eine

Mutante hiervon, die das Enzym bildet, verwtndet.

18. Verfahren nach Punkt 18, dadurch gekennzeichnet, daB

man als Mikroorganismus Actinoplanes sp. NRRL 8122 verwendet.

20. Verfahren nach einem der Punkte 1 oder 8 bis 19,
dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym in einer Kultur des

produzierenden Mikroorganismus Actinoplanaceae enthalten ist.

21. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 20, dadurch
gekennzeichnet, daB man den jeweéils ‘gewlinschten cyclischen
Peptidkern oder das Salz hiervon aus dem Fermentationsge-

misch isoliert.
22. Verfahren nach einem der Punkte ‘1 bis 21, dadurch

gekennzeichnet, daB man den jeweils gewlinschten cyclischen

Peptidkern cder ein Salz hiervon einer Reinigung unterzieht.
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