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Titel der Erfindung:

Verfahren zur Herstellung von A-21978C-Cyclopeptid-

derivaten

Anwendungsgebiet der Erfindung:

Die Erfindung bezieht sich auf neue Derivate von Cyclopep-
tiden, die antibiotische Eigenschaften besitzen, und auf
das Verfahren zur Herstellung dieser antibiotisch wirksa-

men Derivate auf semisynthetischem Weg.

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen und

‘Aufgabe der Erfindung:

Die groBe Wahrscheinlichkeit und stdndige Gefahr der Ent-
wicklung antibiotikaspezifischer resistenter Stimme ’
pathogener Mikroorganismen macht die Entwicklung neuer
Antibiotika zu einem groBen Bedilirfnis. Vor allem Krank-
heitserreger innerhalb der grampositiven Arten von
Staphylococcus und Streptococcus sind h&ufig resistent
gegeniiber herkémmlich verwendeten Antibiotika, wie
Penicillin und Erythromycin, und in diesem Zusammenhang
wird beispielsweise hingewiesen auf W. 0. Faye,
Principles of Medicinal Chemistry, Seiten 684 bis 686
(1974) . Aufgabe der Erfindung ist daher die Schaffung
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neuer und besonders wirksamer Antibiotika.

Darlegung des Wesens der Erfindung:

Diese Aufgabe wird nun erfindungsgemdB8 durch neue
A-21978C-Cyclopeptidderivate und pharmazeutisch unbe-
denkliche Salze hiervon geldst, die sich als wirksame

antibiotische Mittel erwiesen haben.

Diese neuen Derivate kdnnen hergestellt werden durch

Umsetzung des Kerns von A-21978C, der durch Deacylierung

des geeignet blockierten Komplexes von A-21978C oder
irgendeines seiner geeignet blockierten Einzelfakto:en
CO’ C1, C2, C3, C4 oder C5 erhdltlich ist, mit dem
gewlinschten Acylierungsmittel oder einem aktivierten
Derivat hiexrvon. ”

Die erfindungsgemdBen A-21978C-Cyclopeptidderivate haben
die Formel T

| O=0\ o ‘l\( H
e——e CHa 9 - . L—R1
HOzC,/ H—:\<g /i\ N/°\I /L\g / ,\'/ N
' l

B
Ho=C
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worin R eine substituierte Benzoylgruppe der folgenden
Formel ist

-@—-I—- -q-—c-:e2
!
]
WV
in welcher R2 fir C8—C15-Alkyl steht, und X Wasserstoff,
Chlor, Brom, Iod,Nitro, C1-C3-Alkyl, Hydroxy, C1-C3-Alk-
oxy oder C1-c3—Alkylthio ist, und worin R1 Wasserstoff
oder eine Aminoschutzgruppe bedeutet, oder sind Salze
dieser Peptide, und diese Verbindungen sind entweder wert-
volle semisynthetische antibakterielle Mittel oder
Zwischenprodukte zur Herstellung solcher Mittel.

In der vorliegenden Beschreibung werden folgende Abkiir-
zungen verwendet, bei denen es sich groBteils um herkomm—
liche Bezeichnungen handelt:

Ala = Alanin
Asp =fAsparagins§ure
- Gly = Glycin
Kyn = Kynurenin-:
Orn = Ornithin
Ser = Serin
Thr = Threonin
Trp = Tryptophan
t-BOC = t-Butoxycarbonyl
. Cbz = Benzyloxycarbonyl
DMF = Dimethylformamid
THF = Tetrahydrofuran
HPLC = Hochleistungsflﬁssigkeitschromatographie
NMR = 1H—magnetische Kernresonanz
TLC = Dﬁnnschichtchromatog?aphie
UV = Ultraviolett '
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Die Antibiotika A-21978C sind eng verwandte saure Peptid-
antibiotika. ' '

Die Antibiotika A-21978C werden in US-PS 4 208 403
beschrieben, die hiermit eingefiihrt wird. Wie aus US-PS
4 208 403 hervorgeht, enthdlt der Antibiotikumkomplex
A-21978 eine iiberwiegende Komponente, ndmlich den Faktbr
C, bei dem es sich selbst wiederum um einen Komplex aus
eng verwandten Faktoren handelt. Der Faktor C von
A-21978, der als Komplex A-21978C bezeichnet wird, ent-
hdlt die Einzelfaktoren CO'C1’ C2, C3, C4 und CS' Die
Faktoren C1, C2 und C3 sind tliberwiegende Faktoren, wdhrend
die Faktoren CO' C4 und C5 untergeordnete Faktoren dar-
stellen. Die Struktur der Faktoren von A-21978C geht aus
der folgenden Formel II hervor ‘

L-Asp
7
Gly
D-Ala J
4 D~Ser
L-Asp \
) MG
L-Orn v
LY L-Kyn
/
Gly 0
N ¢
L-Thr
)
L-Asp
&
L~-Asp
A
L-Trp
|
NH
1
RN
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worin 3MG fiir L-threo-3-Methylglutaminsiure steht und
RN einen spe21flschen Fetts&durerest bedeutet. Die spezi-
fischen Reste RV der einzelnen Faktoren haben die im
folgenden angebenen Bedeutungen:

Faktoren von A-21978C Rest RN
8-Methyldecanoyl
10-Methylundecanoyl
10~Methyldodecanoyl
C10-Alkanoyl*
C12-Alkanoyl*
C12-Alkanoyl*

QO 0 00 0 0
o = N

wm

* Die genaue Art dieser Reste ist bis heute noch nicht
bestimmt worden.

Séeht man vor dem Problem einer Deacylierung eines Pep- -
tidantibiotikums, dann 148t sich nur ZuBerst schwer er-
kennen, ob es ein Enzym gibt, das man fur diesen Zweck
verwenden kann. Die Auffindung eines solchen Enzyms ist
sogar noch schwieriger, wenn das antibiotische Substrat
einen Cyclopeptidkern enthilt. Enzyme verfiigen liber ein
hohes AusmaB an Spezifitdt, und Unterschiede im Peptid-~
rest und in der Seitenkette des Substrats beelnflussen
daher das Ergebnis des Versuchs einer Deacylierung. Eine
Reihe von Mikroorganismen bilden dariiberhinaus eine groBe
Anzahl Peptidasen, die unterschiedliche Teile des Peptid-
rests angreifen. Dies fiihrt hdufig zu schwer handhabbaren
Produktgemischen.

Das Enzym, durch dessen Einsatz sich die Deacylierung der
Fettsdureseitenkette von der a-Aminogruppe von Tryptophan
erreichen 14B8t, kann durch einen Mikororganismus aus der
Familie der Actinoplanacéae, vorzugsweise durch den
Mikroorganismus Actinoplanes utahensis NRRL 12052 oder
eine Variante hiervon, gebildet werden. Zur Bewerkstelli-
gung einer solchen Deacylierung gibt man ein Antibiotikum,
das ausgewdhlt ist aus dem Komplex von A—21978C, den

f
/
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Faktoren Cj, C ¢+ Cys C4, C, und C, von A-21978C, dem

blockierten'Ko%plex von A-g1978c 2der den blockierten
Faktoren CO' C1, C2, C3, C4 und C5 von A-21978C, zu einer
Kultur des Mikroorganismus. Die Angaben blockierte Fak-
toren von A-21978C und blockierter Komplex von A-21978C
beziehen sich entweder auf Einzelfaktoren von A-21978C
oder Faktorengemische (Komplex), worin eine Aminoschutz-
gruppe an der ©&-Aminogruppe von Ornithin beim jeweiligen
Einzelfaktor oder beim Faktorengemisch angeordnet ist.
Man 148t die Kultur solange auf das Substrat einwirken,
bis die Deacylierung praktisch beendet ist. Das dabei er-
haltene entsprechende A-21978C-Cyclopeptid wird von der
Fermentationsbrithe durch Anwendung bekannter Methoden

abgetrennt.

Die durch diese enzymatischen Deacylierungen erhaltenen '
Cyclopeptide haben die folgende Formel III

ﬁ NHR

N A VAN
HOzC/: \\ 4 _ 4
I

[ ]

OzH

H«%N< e «\/km . (" .

/\

W/H<j</\)\/\/\/

HOzC/

IIT
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worin R' und R° unabhdngig voneinander Wasserstoff oder

eine Aminoschutzgruppe bedeuten, oder sind Salze hiervon.

Durch Entfernung des Acylrests vom Komplex von A-21978C

1 Cz, C3, C4 und C5

von A-21978C gelangt man zur Verbindung der Formel III,

oder von den Einzelfaktoren CO’ C

worin R® und R' jeweils Wasserstoff bedeuten. Das deacy-
lierte Molekiil ist das gemeinsame Cyclopeptid, das in jedem
der Faktoren des Antibiotikums A-21978C vorhanden ist.
Der Einfachheit halber wird diese Verbindung als Kern

von A-21978C bezeichnet. Diese Verbindung l&8t sich auch

durch folgende Formel IV darstellen:

L-Asp
2 ' Ny
D-Ala G‘L'Y
.o D-Ser
L-Asp ¥
? 3G
L-Orn 4
N L-Kyn
Gly 0 /
N v
L=-Thr
t
L-Asp
4
L-Asp
*
L-Trp
l
NHz
IV

worin 3MG fiir L-threo-3-Methylglutamins&dure steht.
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Die Verbindungen der Formel III, worin R oder R' eine
andere Bedeutung als Wasserstoff haben, werden herge-
stellt durch Deacylierung der geeignet blockierten Fak-
toren Cy, C;v C,r Cy, C, und Cg des Antibiotikums A-21978C.
Diese Verbindungen werden hierin der Einfachheit halber
als blockierte Kerne von A-21978C bezeichnet. Diese blok-
kierten Verbindungen eignen sich als Zwischenprodukte

zur Herstellung bestimmter Peptide der Formel I, ndmlich
derjenigen Verbindungen, bei denen R1 éine Aminoschutz—

gruppe bedeutet.

Man kann den Kern von A—21978C'oder die blockierten Kerne
von A-21978C selbstverstindlich in Form von freien Aminen
oder von Sidureadditionssalzen erhalten. Hierzu 1l&Bt sich
jedes geeignete SHdureadditionssalz verwenden, wobei jedoch
pharmazeutisch unbedenkliche S&ureadditionssalze bevorzﬁgt
sind. UnterApharmazeutisch unbedenklichen Salzen werden
solche Salze verstanden, die zur Chemotherapie warmbliitiger
Tiere brauchbar sind.

Das Verfahren zuf Herstellung des Kerns von A-21978C der
Formel ITI wird unter Einsatz verschiedener Mikroorganis-
men eingehend in der am gleichen Tage wie die vorliegende
Anmeldung eingereichten Parallelanmeldung mit dem internen
Aktenzeichen X-5279 beschrieben. Das bevorzugte Deacy-
lierungsenzym, ndmlich Actinoplanes utahensis NRRL 12052,
ist bei der Agricultural Research Culture Collection
(NRRL) , Northern Regional Research Center, U.S. Department

of Agriculture, 1815 North University St., Peoria, Illinois

' 61604, V.St.A. hinterlegt und von dort unter der Nummer

NRRL 12052 frei beziehbar. Das spitere Herstellungsbei-
spiel 1 zeigt die Herstellung des Kerns von A-21978C
durch Fermentation unter Verwendung des Komplexes von
A-21978C als Substrat und von Actinoplanes utahensis
NRRL 12052 als Mikroorganismus. Andere Kulturen von
Actinoplanaceae, die sich zur Herstellung des Kerne von
A-21978C der Formel III verwenden lassen, sind ebenfalls
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beim Northern Regional Research Laboratory hinterlegt
und von dort unter den folgenden Hinterlegungsnummern

frei beziéhbar:

Actinoplanes missouriensis NRRL 12053
Actinoplanes sp. NRRL 8122

Actinoplanes sp. . NRRL 12065

Streptosporangium roseum

var. hollandensis NRRL 12064

Die Wirksamkeit eines bestimmten Stammes eines Mikroorga-
nismus aus, der Familie der Actinoplanaceae zur Durchfiih-
rung der Deacylierung wird nach dem folgenden Verfahren
bestimmt. Hierzu beimpft man ein geeignetes Wachstums-
medium mit dem Mikrdorganismus. Die Kultur wird zwei oder
drei Tage bei etwa 28°C auf einem Rotationsschiittler
bébrﬁtet. Sodann versetzt man die Kultur mit einem der
Substratantibiotika und hilt den pH-Wert des Fermenta-
tionsmediums auf etwa pH 6,5. Die Kultur wird beziiglich

ihrer Aktivitit durch Untersuchung mit Micrococcus luteus

tiberwacht. Ein Verlust an antibiotischer Aktivitdt ist
ein Anzeichen dafilir, daB der Mikroorganismus das zur
Deacylierung geeignete Enzym bildet. Dies muB jedoch unter
Anwendung einer der folgenden Methoden verifiziert werden:
(1) Analyse durch HPLC beziiglich Anwesenheit des intakten
Kerns oder (2) Reacylierung mit einer geeigneten Seiten-
kette, wie Lauroyl, n-Decanoyl oder n-Dodecanoyl, zur
Wiederherstellung einer Aktivitit.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf neue Verbin-
dungen[ die durch Acylierung eines Kerns von A-21978C
(Verbindung der Formel III) gebildet werden, wodurch
Verbindungen mit der Cephemstruktur der folgenden
Formel I entstehen: '
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] CHa _//
o] \]/ i [/ Y
A R
0=w////A\\\‘// \\?//‘\\\g/ /COQH H
— " TN -
HC/H< s \/\./\h(\/l .
=0 0=0/ {Hzﬂ l‘li / \
4 S o \‘j\ }
-H . C
Om// \\uﬂ &

worin R eine substituierte Benzoylgruppe der folgenden
Formel ist :



10

15

20

25

30

35

_11_

in welcher R2 fiir C,-C,_.~Alkyl steht, und X Wasserstoff,

8 715
Chlor, Brom, Iod, Nitro, C1-C3—Alkyl, Hydroxy, C1-C3—Alk-
oxy oder C1—C3-Alkylthio ist, und worin R1 Wasserstoff

oder eine Aminoschutzgruppe bedeutet, oder die Salze
hiervon gebildet werden.

In der substituierten Benzoylgruppe kdnnen die Funktionen
o ‘
—E— und —ORZ am Benzolring selbstverst&dndlich in ortho-,
meta- oder para-Stellung zueinander orientiert sein. Diei‘
para-Orientierung ist fiir diese Gruppen bevorzugt. Der'
Substituent X kann an jeder verfligbaren Stellung des
Benzolrings vorhanden sein, die nicht von diesen beiden
Gruppen besetzt ist.

Unter der Angabe Alkyl werden vorliegend sowohl gerad-
kettige als auch verzweigte Kohlenwasserstoffketten ver-
standen. '

Die Angabe Aminoschutzgruppe bézieht sich auf die iibli-
chen Aminoschutzgruppen, die mit den anderen funktionellen
Gruppen im Molekiil von A421978C vertrdglich sind. Bevor-
zugt werden solche Aminoschutzgruppen, die sich nach
Acylierung der jeweiiigen Vérbindung leicht abspalten -
lassen. Beispiele fiir geeignete Schutzgruppen. gehen aus
"Protective Groups in Organic Synthesis" von Theodora

W. Greene, John Wiley and Sons, New York, 1981, Kapitel

7, hervor. Besonders bevorzugte Aminoschutzgruppen‘sind

t-Butoxycarbonyl und Benzoyloxycarbonyl.

Beispiele fiir C8-C15—Alkylreste, die als.Substituent R2
erfindungsgemdB bevorzugt sind, sind folgende:

(a) ?(CHz)nCH3, worin n eine ganze Zahl von 7
bis 14 ist, und |
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CHy
(b) , -(CHZ)ICH(CHZ)SCH3, worin r und s unabhingig
voneinander fir eine %ahl von 0 bis 12 stehen,
wobei r + s jedoch nicht grdBer als 12 oder

nicht kleiner als 5 sein diirfen.

Die Verbindungen der Formel I sind zur Bildung von Salzen
befihigt, welche ebenfalls Teil der 'vorliegenden Erfindung
sind. Solche Salze eignen sich beispielsweise zur Abtren-
nung und Réinigung der Verbindungen. Pharmazeutisch unbe-
denkliche Alkalimetall-, Erdalkalimetall-, Amin-~ und Siure-

additionssalze sind besonders brauchbar.

Die Verbindungen der Formel I haben beispielsweise filinf
freie Carboxylgruppen, die Salze bilden kdnnen. Zuxr
Erfindung gehdren daher Teilsalze, Mischsalze und voll-
stdndige Salze an diesen Carboxylgruppen. Bei der Her-
stellung dieser Salze sollen pH-Bereiche von iiber 10
vermieden werden, da die Verbindungen bel solchen pH-

Werten instabil sind.

Zu Beispielen flir geeignete Alkalimetall- und Erdalkali-
metallsalze von Verbindungen der Formel I gehdren die.
Natrium-, Kalium—, Lithium-, C&sium-, Rubidium-, Earium—,
Calcium~ und Magnesiumsalze. Zu geeigneten Aminsalzen
von Verbindungen der Formel I gehdren die Ammoniumsalze

. sowie die primiren, sekundiren und tertidren C1-C4—Alkyl-

ammonium- und Hydroxy-C —C4-a1ky1ammoniumsa12e. Beispiel-

hafte Aminsalze sind di: durch Umsetzung einer Verbindung
der Formel I mit Ammoniumhydroxid, Methylamin, s-Butyl-
amin, Isopropylémin, Diethylamin, Diisopropylamin;
Cyclohexylamin, Ethanolamin, Triethylamin oder 3-Amino-1-

propanol gebildeten Verbindungen.

~ Die kationischen Alkalimetall—- und Erdalkalimetallsalze

von Verbindungen der Formel I werden unter Anwendung von
Verfahren hergestellt, wie sie fiir die Bildung kationischer

Salze liblich sind. Hierzu 18st man beispielsweise die
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freie Sdureform einer Verbindung der Formel I in einem

geeigneten LésungSmittel, wie warmem Methanol oder

Ethanol und versetzt eine solche L&sung dann mit einer
Ldsung, die eine stéchioﬁetrische Menge der gewﬁhschten
anorganischen Base in widssrigem Methanol enth&lt. Das auf
diese Weise gebildete Salz kann durch Anwendung iiblicher
Methoden isoliert werden, beispielsweise durch Flltratlon
oder Verdampfung des Losungsmittels. |

In dhnlicher Weise lassen sich auch die Salze organischer_
Amine bilden. Zu diesem Zweck kann man beispielsweise -

das jeweiligé gasfdbrmige oder fliissige Amin zu einer

Losung einer Verbindung der Formel I in einem geeigneten
Ldsungsmittel, wie Ethanol, geben und das Ldsungsmittel

und den UberschuB an Amin dann durch Verdampfung entfernen;

Die erfindungsgeméﬁen Verbindungen haben ferner auch freie
Aminogruppen und koénnen daher S¥ureadditionssalze bilden,

die ebenfalls Teil der Erfindung sind. Zu Beispielen fﬁr}

geelgnete Sdureadditionssalze von Verblndungen der Formel
I gehdren die Salze, die durch iibliche Umsetzung mit
sowohl organlschen als auch anorganischen Sduren gebildet
werden,‘wie mit Chlorwasserstoffsiure, Schwefelsiure,
Phosphorsdure, Essigs&ure, Bernsteinsdure, Zitronens&ure, 
Milchsdure, Maleinsdure, Fumarsiure, Palmitinsiure,
Cholsdure, Pamoasdure, Mucinsiure, D-Glutaminsiure,
d-Kampfersdure, Glutarsiure, Glykolsdure, Phthalsaure,
Weinsdure, Laurinsdure, Stearinsiure, Salichsaure; Methan-
sulfonsdure, Benzolsulfonsiure, Sorbinsaure, Picrinsaure,
Benzoesdure oder Zimtsdure. '

Die Verbindﬁngen der Formel I werden hergestellt durch
Acylierung einer Verbindung der Formel III unter Anwendung
von Methoden, wie sie zur Bildung einer Amidbindung
tiblich sind. Diese Acylierung wird im allgemeinen durch-
geflihrt, indem man die jeweilige Verbindung mit einem
aktivierten Derivat der substituierten Benzoesiure

(Formel V) umsetzt, die der gewiinschten Acylgruppe (R)
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1  entspricht:

<

10 Hierin haben X und R2 die bereits oben erwihnten Bedeu-

‘tungen.

Zu Beispielen fiir Verbindungen der Formel V gehdren fol-
gende: p-(n-Octyloxy)benzoesdure, p-(n—Decyloxy)benzoe¥

15 s3ure, p-(n-Dodecyloxy)benzoesdure, p-(n-Pentadecyloxy)-
benzoes&ure, m—Chlor—p—(n—dodecyloxy)benzoeséure,
p-Chlor-m- (n-decyloxy) benzoesdure, m-{(n-Dodecyloxy)-p-
methylbenzoesdure, m-Methoxy-p-(n-octyloxy)benzoesdure

und m-Hydroxy-p- (n-pentyloxy)benzoesiure. |

20 .

Unter einem aktivierten Derivat wird ein Derivat ver-
standen, das die Carboxflfunktion des Acylierungsmittels
reaktionsfdhig macht fiir eine Kupplung mit der priméren ‘
Aminogruppe unter Bildung der Amidbindung, die die Seiten-
25  kette mit dem Kern verbindet. Geeignete aktivierte Deri-
vate, Verfahren zu ihrer Herstellung und Methoden zu ihrer
Anwendung als Acylierungsmittel fiir ein primdres Amin sind
dem Fachmann geldufig. Bevorzugte aktivierte Derivate sind
(a) Sdurehalogenide, wie Séurechloride, (b) S&dureanhydride,
30 wie Alkoxyameisensdureanhydride oder Aryloxyameisensdure-
anhydride, oder (c) aktivierte Ester, wie 2,4,5-Trichlor-
phenylester, N-Hydroxybenztriazolester oder N-Hydroxy-
succinimidester. Zu anderen Methoden fiir eine Aktivierung
der Carboxylfunktion geh&ren eine Umsetzung der Carbon-
35 sdure mit einem Carbonyldiimid, wie N,N'-Dicyclohexyl-
carbodiimid oder N,N'-Diisopropylarbodiimid, unter Bil-
dung eines reaktionsfihigen Zwischenprodukts, das infolge

seiner Instabilitdt nicht isoliert wird. Eine solche
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Umsetzung mit dem primdren Amin wird direkt im Reaktions-—
gemisch durchgefiihrt.

Es ist fir den Fachmann selbstverstindlich, daB sich die
Verbindungen der Formel I unter Anwendung selektiver
Acylierungsverfahren und Einsatz von Aminoschutzgruppen
herstellen lassen. Verwendetman beispielsweise eine Ver-
bindung der Formel III, worin R' und Ro Wasserstoff
bedeuten, als Ausgangsmaterial, dann kann es sowohl an
der o-Aminogruppe von Tryptophan als auch an der S5~Amino-
gruppe von Ornithin zu einer Acylierung kommen, so daB

NTrp’ Norn »
von Derivaten, die an der a-Aminogruppe von Tryptophan

—-Diacylderivate gebildet werden. Die Herstellung

monoacyliert sind, erfolgt daher vorzugsweise durch Acy-
lierung einer Verbindung der Formel III, in welcher dié
6-Aminogruppe von Ornithin (némlich die Stellung>R°)
durch eine Aminoschutzgruppe blockiert ist. Solche Aus-
gangsmaterialien werden vorzugsweise hergestellt, indem
man den Faktor A-21978C vor seiner Deacylierung an dieser
Stellung blockiert. Die Aminogruppe von Kynurenin (néﬁlich
die Stellung R' in der Formel III) ist die von den drei
freien Aminogruppen‘im Kern von A-21978C am wenigsten
reaktionsfdhige Gruppe. Eihe Acylierung der Stellung R
der Formel I erfordert daher gewdhnlich keine Blockierung
der Aminogruppe von Kynurenin.

Aus dem folgenden Reaktionsschema I gehen allgemeine
Verfahren fiir die Herstellungxmn1Verbindungen der
Formel I hervor. In diesem Reaktionsschema haben die
enthaltenen Symbole folgende Bedeutungen:

‘Rest von A-21978C
a-Aminogruppe von Tryptophan

i
P
1

i

6—Aminogruppe von Ornithin

L]

Aromatische Aminogruppe von Kynurenin
Angegebene Substituenten der Formel I
Acylgruppe des natilirlichen Faktors

ZPJ wwzozt-az
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B = Aminoschutzgruppe
‘Acyl = Acylierungsstufe

Deacyl = Deacylierungsstufe
Block = Acylierung mit einer AminoSchutzgruppe
Deblock = Entfernung einer Aminoschutzgruppe

Im Reaktionsschema I entsprechen die NTrp—Monoacylderivate

von A-21978C der allgemeinen Formel III.
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Ein bevorzugtes Verfahren zur Herstellung der Verbindun-—
gen der Formel I stellt die Methode iiber einen aktiven
Ester dar. Hierzu wird vor allem der 2,4 »5=-Trichlorphenyl-
ester der gewiinschten Seitenkettensiure (Formel V) als
Acyllerungsmlttel verwendet. Bei diesem Verfahren setzt
man. eine iberschiissige Menge des aktiven Esters mit dem
Kern bei Raumtemperatur in einem nicht reaktionsfdhigen
organischen L&sungsmittel um, wie DMF, THF, Diethylether
oder Dichlormethan. Die Umsetzungszeit ist nicht kritisch,
obgleichleine Reaktionszeit von etwa 24 bis 120 Stunden
bevorzugt ist. Nach beendeter Unsetzung wird das Losungs—
mittel entfernt und der Riickstand durch Chromatographie
gereinigt, beispielsweise durch Umkehrphasen—HPLC unter
Verwendung von Siliciumdioxidgel- C18—Umkehrphasenharz als
stationdre Phase und eines Gemisches aus H O/CH OH/CH CN

3
als Losungsmlttelsystem.

Die 2,4,5-Trichlorphenylester werden hergestellt durch

- Behandlung der Seitenkettensiure (Formel V) nmit 2,4,5-
‘Trichlorphenol in Anwesenheit eines Kupplungsmittels, wie

N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid. Andere Methoden zur Her-
stellung der aktiven Ester liegen 1m Rahmen des fach-

mannlschen Konnens

Die substituierten Siuren der Formel V und die aktivier-
ten Derivate hiervon sind entweder bekannte Verbindungen

~oder konnen aus bekannten Verbindungen in an sich bekannter

Weise hergestellt werden. Die Alkoxybenzoesauren lassen
sich am besten ausgehend von einer geeigneten Hydroxy-
benzoes&dure herstellen, indem man ein entsprechendes Alkyl-

‘halogenid mit dem Dinatriumsalz der jeweiligen Hydroxy-

benzoesdure umsetzt. Die fiir diese Verfahren als Ausgangs—

- materialien ben&tigten Hydroxybenzoesauren und substitu-

ierten Derlvate hiervon sind entweder bekannte Verbindungen
oder konnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden.
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Die erfindungsgem&dBen A-21978C-Cyclopeptide kénhen als
antibakterielle Mittel entweder oral oder parenteral
verabreicht werden. Die Verbindung von A-21978C wird
gewdhnlich natilirlich zusammen mit einem pharmazeutisch

unbedenklichen Trdger oder Verdiinnungsmittel verabfolgt.

Die Verbindungenlassen sich intravends oder intramuskulir
verabreichen, indem man sie in Form einer sterilen
wdssrigen LOsung oder Suspension 1njlzlert der gewunsch—

tenfalls verschiedene herk&mmliche pharmazeutlsch unbe-

“denkliche Konservierungsmittel, Pufferungsmittel, Solubili-

E sierungsmittel oder Suspendiermittel zugesetzt ‘worden sind.

Zur Blldung isotonischer L&sungen k®nnen auch andere
Zusdtze zugegeben werden, wie Kochsalz oder Glukose.
Menge und Art solcher Zusitze bewegen sich im Rahmen des

fachmidnnischen X&6nnens.

Fir eine orale Anwendung kann man die Verbindungen in
Kombination mit pharmazeutisch unbedenklichen Trigern
oder Hilfsstoffen in Form von Kapseln, Tabletten oder
Pulvern anwenden. Menge und Art solcher Triger oder Hilfs-

stoffe liegen im Rahmen des fachménnischen Kénnens.

Die Dosis einer Verbindung von A-21978C ist abhingig von
einer Reihe von tberlegungen, wie beispielsweise der

jeweils zu verwendenden Verbindung sowie der Art und

Stérke der zu behandelnden Infektion. Die fiir eine Verah-

reichung geeigneten Dosierungsbereiche undvasierungs—
einheiten lassen sich unter Zugrundelegung der MIC-Werte
und EDSO—Werte sowie de: Toxizitdtsdaten in Verbindung
mit anderen Faktoren ermitteln, wie der Pharmakokinetik,
den Merkmalen des Patienten oder Wirts und dem fiir die
Infektion verantwortlichen Mikroorganismus.
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Ausfiihrungsbeispiele

Die Erfindung wird im fblgenden anhand von Beispielen
weiter erldutert, welche nicht als beschrinkend aufzu-

fassen sind.

Herstellungsbeispiel 1

Herstellung des Kerns von A-21978C

A. Fermentation von Actinoplanes utahensis

Man stellt eine Vorratskultur von Actinoplanes utahensis

. NRRL 12052 her und hdlt diese auf einer Aga:schrage. Zur

Herstellung der Schrdge verwendet man eines der folgenden

Medien:
Medium A

Bestandteile Menge
Vorgekochtes Hafermehl 60,0 g

. Hefe ' 2,59
K HPO, : ' 1,0 g
Czapek-Mineralmischung* 5,0 ml
Agar ' 4 ' 25,0 g
Deionisiertes Wasser g.s. auf 1 Liter

Der pH-Wert vor dem Autoklavieren betrdgt etwa 5,9. Er
wird durch Zugabe von NaOH auf pH 7,2 eingestellt. Nach
dem Autoklavieren liegt der pH-Wert bei etwa 6,7.

*. Die Czapek-Mineralmischung hat folgende Zusammensetzung:

Bestandteile 3 Menge
'FeSO4-7H20 (geldst in 2 ml konz HCI1) 2 g
KC1l- 100 g
MgSO , - 7H,0 © 100 g

Deionisiertes Wasser g.s. auf 1 Liter
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Medium B
Bestandteile | Menge
Kartoffeldextrin 5,0 g
Hefeextrakt : 0,5 g
Enzymhydrolysat von Casein* l 3,0 g
Rinderextrakt. - : 0,5 g
Glucose _ 12,5 g
Maisstédrke . - 5,0 g
Fleischpepton 5,0 g

‘ Rohrzuckermelasse ' 2,59
MgSO4°7H20 ) 0,25 g
CaCQ3 1,0 g
Czapek-Mineralmischung : 2,0 ml
‘Agar ‘ _ 20,0 g
Deionisiertes Wasser g.s. auf 1 Liter

* N-Z-Amin A, Humko Shéffield Chemical, Lyndhurst, NJ,
V.St.A. '

Die Schridge wird mit Actinoplanes utahensis NRRL 12052 inckuliert

und die inokulierte Schrédge etwa 8 bis 10 Tage bei 30°C

inkubiert. Unter Verwendung von etwa der Hdlfte des
Schrigenwachstums inckuliert man dann 50 ml eines vege-

tativen Mediums mit folgender Zusammensetzung:

Bestandteile Menge

Vorgekochtes Hafermehl 20,0 g
Saccharose : 20,0 g
Hefe \ 2,59
.Getrocknete Kornschlempe* 5,0 g
K2HPO4. 1,0 g
Czapek—~Mineralmischung 5,0 ml

Deionisiertes Wasser © g.s. auf 1 Liter
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Das Ganze wird mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt, wobei der

pH-Wert nach Autoklavieren bei etwa 6,8 liegt.

* National Distillers Products Co., 99 Park Ave., New
York, NY, V.St.A.

Das inokulierte vegetative Medium wird in einem 250 ml

fassenden Erlenmeyer-Weithalskolben etwa 72 Stunden bei

- 30°C auf einem Rotationsschiittler inkubiert, der sich in

einem Bogen mit einem Durchmesser von 5 cm mit 250 U/min

bewegt.

Das inkubierte vegetative Medium kann direkt zur Inoku-
lierung eines vegetativen Mediums der zweiten Stufe v
verwendet werden. Wahlweise und vorzugsweise bewahrt man

dieses vegetative Medium bis zu einem spdteren Gebrauch

auf, indem man die Kultur in einer Dampfphase aus flﬁési—r

gem Stickstoff hdlt. Flir eine solche Aufbewahrung fiillt
man die Kultur in folgender Weise in eine Anzahl kleiner
Fldschchen ab: In jedes Flischchen gibt man 2 ml inkubier-
tes vegetatives Medium und 2 ml einer Glycerin—Lactose-.
L8sung (Cryobiol 10, 364 bis 367 (1973)). Die so gebildeten
Suspensionen werden in einer Dampfphase aus fliissigem |
Stickstoff aufbewahrt., '

Unter Verwendung einer in dieser Weise hergestellten auf-
bewahrten Suspension (1 ml) beimpft man dann 50 ml eines

vegetativen Mediums der ersten Stufe, welches die oben

‘beschriebene Zusammensetzung hat. Das inokulierte vege-

tative Medium der ersten Stufe wird dann in der oben be-

schriebenen Weise inkubiert.

Zur Bildung eines gr&Beren Volumens an Inokulum inokuliert
man 400 ml eines vegetativen Mediums der zweiten Stufe,

das die gleiche Zusammensetzung wie das vegetative Medium

der ersten Stufe hat, mit 10 ml des inkubierten vege-

tativen Mediums der ersten Stufe. Das Medium der zweiten

- Stufe wird in einem 2 1 fassenden Erlenmeyer-Weithals-
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kolben etwa 48 Stunden bei 30°C a

" gchiittler inkubiert, der unter ei

messer mit 250 U/min bewegt wird.

Mit dem in der oben beschriebenen
inkubierten vegetativen Medium de

inokuliert man dann 10 1 eines d

Produktionsmedien:

Medium I

Bestandteile

, ErdnuBmehl

Lésliches Fleischpepton

"Saccharose

KH2P04

K,HPO, |
MgS0, + TH,0

 Leitungswasser

Dieses Medium hat nach 45 Minuten

‘durch Autoklavierung bei 121°C un

uf éinem Rotations—

nem Bogen von 5 cm Durch- -

Weise hergestellten
r zweiten Stufe (80 ml)

er folgenden sterilen

Menge ({(g/1)

10,0

5,0

20,0

0,5

1,2

0,25
g.s. auf 1 Liter

langer Sterilisation

ter einem Druck von

"etwa 1,1 bis 1,3 bar einen pH-Wert von etwa 6,9.

Medium IX

) Bestandteile

Saccharosé
Pepton
'KZHPO4

KC1
MgSO 4+ 7H,0
FeSOAr7H20

Deionisiertes Wasser

Menge (g/l)

30,0

5,0

1,0

0,5

0,5

0,002
g.s. auf 1‘Liter
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Das Ganze wird mit HCl auf einen pH-Wert von 7,0 ein-

gestellt, wobei der pH-Wert nach Autoklavierung bei

etwa 7,0 liegt.

Medium III

Bestandteile

'Glucose
VNH4C1

Na2504
znCl,,
MgClz'GH 0
FeCl;-6H,0
0
0

2
CuC12'2H
CaCO3

*
KH2PO4

Leitungswasser

NN NN

Menge (g/1)

20,0
3,0
2,0

.0,019
0,304
0,062
0,035
0,005

6,0
0,67
g.s. auf 1 Liter

* Getrennt sterilisiert und unter aseptischen Bedin-

‘gungen zugesetzt. Am Ende liegt der pH-Wert bei etwa

6,6- .

- Man 148t daS‘inokulierte Produktionsmedium in einem

14 1 fassenden Fermentationsgefi#B etwa 66 Stunden bei

einer Temperatur von etwa 30°C fermentieren. Das Fermen-

tationsmedium wird mittels herkdmmlicher Riihrer bei

einer Geschwindigkeit von etwa 600 U/min geriihrt und

mit steriler Luft so beliiftet, daB die geldste Menge

an Sauerstoff auf lber 30 2 an Luftsittigung bei

atmosphdrischem Druck gehalten wird.
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B. Deacylierung von A—21978C

‘Man fermentiert Actinoplanes utahensis unter Anwendung

des im Abschnitt A beschriebenen Verfahrens und Einsatz
des Mediums A fiir die Schrige und des Produktions-
mediums I, wobei man das Produktionsmedium etwa 67

Stunden inkubiert. Das Fermentationsmedium versetzt man

mit rohem Komplex von A-21978C (100 g), der gemdf

US-PS 4 208 403 hergestellt wird.

Die Deacylierung des Komplexes von A—21978C wifd durch
Untersuchung gegeniiber Micrococcus luteus iliberwacht.
Man 148t die Fermentation bis zur vollstdndigen Deacy-
lierung weiterlaufen, die sich durch ein Verschwinden
der Aktivitdt gegeniiber Micrococcus luteus duBert, was

nach einer Zeitdauer von etwa 24 Stunden der Fall ist.

C. Isolierung des Kerns von A-21978C

Die in der im Abschnitt B beschriebenen Weise erhal-
tene gesamte Fermentationsbriihe (20 1) wird unter Ver-
wendung einer Filterhilfe (Hyflo Super-Cel, Johns
Manville Corp.) filtriert. Derxr MYcelkuchen wird verwor-
fen. Das erhaltene Filtrat wird durch eine S&ule gefiihrt,
die 1,5 1 HP-20-Harz enthilt (DIAION Hochpordses

Polymer, HP-Serie, Mitsubishi Chemical Industries

Limited, Tokio, Japan). Der dabei erhaltene S&ulen-
abstrom wird verworfen. Die Sdule wird dann zur Ent-
fernuné restlicher filtrierter Briihe mit deionisiertem
Wasser (10 1) gewaschen. Das dabei anfallende Wasch-
wasser wird ebenfalls verworfen. Sodann eluiert man die
Siule mit Gemischen aus Wasser und Acetonitril (jeweils
10 1 in Verhiltnissen von 95 : 5, 9 : 1 und 4 : 1),

~wobei man Fraktionen von- jeweils 1 1 aufféngt.
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Die Elution wird papierchromatographisch unter Verwen-.
dung eines LOsungsmittelsystems aus n-Butanol,

Pyridin, Essigsdure und Wasser {15 : 10 : 3 : 12) und
Detektion der Verbindungen durch UV-Fluoreszenz iiber-
wacht. In diesem‘System haben die Faktoren von A-21978C
einen Rf—Wert von etwa 0,56, wdhrend der Kern von
A-21978C einen Rf
dukt 138t sich ferner auch durch analytische HPLC

-Wert von etwa 0,32 aufweist. Das Pro--

~ unter Einsatz von Siliciumdioxidgel—c18 und eines

Losungsmittelsystems aus Wasser und Methanol ( 3 : 1)
das 0,1 % Ammoniumacetat enthdlt, und Detektion des

Kerns mit einem UV-Monitor bei 254 nm liberwachen.

Die Fraktionen, die den Kern enthalten, werdeh vereiniqgt,
unter Vakuum zur Entfernung des Acetonitrils eingeengt
und gefriergetrocknet, wodurch man 2u 40,6 g haibqef
reiniqtem Kern von A-21978C gelangt. -

D. Reiniqung des Kerns von A-21978C

Man 16st den gemdB obigem Abschnitt C erhaltenen halb-
gereinigtenKern von A-21978C (15 g)in75 ml eines Gemisches
aus Wasser,'Methanol und Acetonitril (82 : 10 : 8), das
0,2 % Essigsdure und 0,8 % Pyridin enthdlt. Die L&sung
wi:d,in eine 4,7 x 192 cm messende Sdule gepumpt, die
3,331 Siliciumdioxidgel—c18 enthdlt (Quantum LP-1,
Quantum Industries, 341 Kaplan Drive, Fairfield, N.J.
07006, V.st.A.). Die S&dule wird mit dem gleichen
Lésuﬁgsmittelsystem entwickelt. Es werden Fraktionen
nit einem Volumen von jeweils 350 ml gesammelt. Die
Auftrennung wird bei 280 nm mit einem UV-Monitor iber-
wacht. Die den Kern enthaltenden Fraktionen werden
vereinigt, unter Vakuum zur Entfernung der L&sungs-
mittel eingeengt und gefriergetrocknet, wodurch man zu

5,2 g gereinigtem Kern von A-21978C gelangt.
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E. Eigenschaften des Kerns von A-21978C

Der Kern von A-21978C hat folgende Eigenschaften:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(f)

- g)

Form: WeiBer amorpher Feststoff, der unter

kurzwelligem UV-Licht fluoresziert
Empirische Formel: c62H82N16026
Molekulargewicht: 1466

LOslichkeit: L&slich in Wasser

Das Infrarotabsorptionsspektrum (KBr) zeigt

Absorptionsmaxima bei:

3300 (breit), 3042 (schwach), 2909 (schwach),

1655 (stark), 1530 ‘(stark), 1451 (schwach),
1399 (mittel), 1222 (mittel), 1165 (schwach),
1063 (schwach) und 758 (mittel bis schwach) cm—1.

Das UV-Absorptionsspektrum in Methanol zeigt
Maxima bei 223 nm (&= 41482) und 260 nm
(& = 8687).

Die elektrometrische Titration in 66%-igem

wdssrigem Dimethylformamid ergibt die Anwesen-—

~ heit von vier titrierbaren Gruppen mit pKa—

Werten von‘etwa 5,2, 6,7, 8,5 und 11,1
(anfdnglicher pH = 6,12).
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Herstellungsbeispiel 2

Anderes Verfahren zur Herstellung des Kerns von A-21978C

Der Kern von A-21978C wird nach dem im Herstellungs-'
béispiel 1 beschriebenén Verfahren mit Ausnahme bestimm-
ter Anderungen im Abschnitt B hergestellt. Die Kultur
von Actinoplanes utahensis wird zuerst etwa 48 Stunden
inkubiert. Das Substrat ist ein halbgereinigter Kompléx
von A-21978C (50 ¢g). Nach Zusatz des Substrats wird

etwa 16 Stunden inkubiert. Die filtrierte Brithe wird
durch eine S&dule gefiihrt, die 3,1 1 HP-20-Harz enthilt.

Die Siule wird mit 10 Volumina Wasser gewaschen und

dann mit einem Gemisch aus Wasser und Acetonitril

(95 : 5) eluiert. Die Elution wird wie beim Herstellungs-
beispiel 1 iiberwacht. Nach Sammeln von 24 1 Eluat wird

weiter unter Verwendung eines LOsungsmittelgemisches-

-aus Wasser und Acetonitril{9 : 1) eluiert. Die den Kern ent-

haltenden Fraktionen werden mit diesem L&sungsmittel=
gemisch eluiert. Die dabei anfallenden Fraktionen werden

vereinigt, unter Vakuum zur Entfernung von Acetonitril

eingeengt und gefriergetrocknet, wodurch man zu 24,3 g.

halbgereinigtem Kern von A-21978C gelangt.

Dieser halbgereihigte Kern von A-21978C (24,3 g) wird in
Wasser (400 ml) geldst. Die L®sung wird in eine 4,7 X
192 cm messende Stahlsiule gepumpt, die 3,33 1 Sili-

ciumdioxidgel—c18 (Quantum LP-1) enth&dlt, das in einem

Gemisch aus Wasser, Methanol und Acetonitril (8 :1 : 1)

zubereitet ist, welches 0,2 % Essigsiure und 0,8 %
Pyridin enthdlt. Die Sdule wird mit dem gleichen Losungs-—

mittelgemisch bei einem Druck von etwa 136 bar ent-

. wickelt, wobei man Fraktionen mit jeweils 350 ml

sammelt. Die Elution wird durch UV-Licht bei 280 nm

iberwacht. Die den Kern enthaltenden Fraktionen werden

vereinigt, unter Vakuum zur Entfernung der Losungsmittel
eingeengt und gefriergetrocknet, wodurch man zu 14 g

hochgereinigtem Kern von A-21978C gelangt;



10

o
g

g

35

_28 -

‘Herstellungsbeispiel 3

Herstellung der Fakforen C, und C, von Norp-t—BOC—
A-21978C

" Ein gemdB US-PS 4 208 403 hergestelltes Cemlsch der

Faktoren c, und C3 von A-21978C (10 g) wird unter Be-
schallung (00 mg/ml) in Wasser (50 ml) geldst. Der

. pH- Wert der Losung wird von 4,05 durch Zugabe von

5n NaOH (3,6 ml) auf 9,5 eingestellt. Man gibt Di-t-

-butyldicarbonat (3'0 ml) zu und rihrt das Reaktionsge-

misch 2 Stunden bei Raumtemperatur. Der pH-Wert des

Reaktionsgemisches w1rd durch manuelle Zugabe‘ von 5n

'NaOH.(G(S ml werden innerhalb von 2 Stunden zugesetzt)
'auf'9,5 gehalten.

' 'Die Reaktion wird periodisch .durch TLC iber Silicium~

dioxidgel unter Anwendung eines Losungsmlttelsvstemr

:aus CH.CN und H.O (7 : 3 und 8 : 2) und Detektion durch

3 2

~UV-Licht iberwacht.’

b'jNach.etWa'1O Minuten triibt sich die Reaktionsldsung

. rasch ein und erhdht sich der Verbrauch an Base. Nach

etwa 30 Minuten érnicdrigt sich die Geschwindigkeit der

Erh&hung der Elntrubung und des Verbrauchs an Base, was

' die Beenolgung der Reaktion anzelgt Unabhanalg davon
‘wird die Reaktlon zur Sicherstellung ihrer Beendiqung
jedoch noch weltere 90 Minuten: fortgefuhrt Am Ende der

‘zwelstundlgen Umsetaungszelt wird das Peantlonsmaterlal

sofort lyophlllslert, wodurch man zu 12,7 g der Faktoren

- C, und C, von N '—t BOC-A-21978 gelangt.

2 3 Or

Unter Anwendung &hnlicher Verfahren flhrt man auch zwei.

Reaktionen mit 10 g Material und eine Reaktion mit 30 g

Material durch. Bei jeder dieser Reaktionen bptragt dle

Umsetzungszeit nur 40 41nuteﬂ. Die zwel Versuche mit
10 g Material fihren zu 11,9 g bzw. zu 12,1 g Produkt.
Die Umsetzung mit 30 g Material ergibt 35,4 g Produkt.
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Herstellungsbeispiel 4

‘Herstellung des Kerns von A—21978C—N0rn—t—BOC

A. Fermentation von Actinoplanes utahensis

Man fermentiert Actinoplanes utahensis nach dem im
Herstellungsbeispiel 1 unter Abschnitt A beschriebenen
Verfahren unter Verwendung des schr&gen Mediums A und
des Produktionsmediums I, wobei man das Produktions—
medium etwa 66 Stunden inkubiert.

B. Deacylierung des Komplexes von N n-t—BOC-A—21978C'

Or

Der Komplex von A-21978C-N,  -t-BOC (1185 g an rohem
Substrat, das etwa 176 g Komplex an A-21978C enthilt)
wird zum Fermentationsmedium gegeben. Die Deacylierung
wird wie beim Herstellungsbeispiel 1 im Abschnitt B
beschrieben durchgefiihrt. Die Deacylierung ist aufgrﬁnd
einer HPLC nach etwa 24 Stunden beendet,

C. Isolierung des Kernsvon A-21978C-N n-t—BOC

Or

Die gemdB8 Abschnitt B erhaltene Fermentationsbriihe '
(100 1) wird unter Verwendung einer Filterhilfe (Hyflo
Super-Cel) filtriert. Das Filtrat wird durch eine Siule
gefiihrt, die 7,5 1 HP-20-Harz (DIAION) enthilt, und die
Séule wird mit Wasser (38 1) gewaschen. Die Elution |
wird durch Siliciumdioxidgel—c18—HPLC unter UV-Detektion
bei 254 nm {iberwacht. Mit der Waschfliissigkeit wird eine
gewisse Menge an Kern eluiert. Die anschlieBende eigent-
liche Elution des Kerns wird unter Verwendung folgender
Gemische aus Wasser und Acetonitril durchgefijhrt:
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40 1 (95 = 5), 40 1 (9 : 1) und 100 1 (85 : 15). Die
den Kern enthaltenden Fraktionen werden vereinigt, unter
Vakuum zur Entfernung des L&sungsmittels eingeengt und
gefriergetrocknet, wodurch man zu 298,5 g halbgereinig—:'

tem Kern von A-21978C-N n—t—BOC gelangt.

Or

D. Reinigungdes Kerns von A-21978C-N

Orn-t—BOC

Der nach Abschnitt C erhaltene halbgereinigte Kern von

' A-21978C-N___—t-BOC (30 g) wird in einem Gemisch aus

Oorn

- Wasser und Acetonitril (9 : 1) geldst, das 0,2 % Essig-

sdure und 0,8 % Pyridin enthdlt (75 ml). Die LOsung wird
auf eine'4,7 X 192 cm messende Stahlsaule,gegeben, Qie

3,33 1 siliciumdioxidgel-C,g (Quantum LP-1) enthilt, das

mit dem gleichen LOsungsmittelsystem dquilibriert worden .
ist. Die S&dule wird unter Druck mit einem L&sungsmittel-
gemisch aus Waséer, Acetonitril und Methanol (80 : 15:5)
entwickelt, das 0,2 % Essigs3dure und 0,8 % Pyridin ent-
hilt, wobei man Fraktionen von jeweils 350 ml sammelt
und die Detektion des Produkts durch UV-Licht bei 280 nm
durchfihrt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen v‘
werden vereinigt, unter Vakuum zur Entfernung des
Losungsmittels eingeengt und gefriergetrocknet, wodurch

man zu 18,4 g des gereinigten Kerns von A—21978C—N0rn-

Der Kern von A-21978C-N o t-BOC hat folgende Eigen-

Ox
schaften:

(a) Form: WeiBer amorpher Feststoff, der unter

‘kurzwelligem UV-Licht fluoresziert.

(b) Empirische Formel: C67H90N16928

(c) Molekulargewicht: 1566

(d) Loslichkeit: L®slich in Wasser
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(e) Das Infrarotabsorptionsspektrum (KBr) zeigt
Absorptionsmaxima bei:
3345 (breit}, 3065 (schwach), 2975 (schwach),
2936 (schwach), ~1710 (Schulter), 1660 (stark),
1530 (stark), 1452 (schwach), 1395 (mittel),
1368 (schwach), 1341 (schwach), 1250 (mittel),
1228 (mittel), 1166 (mittel bis schwach) und
1063 (schwach) cm !. '

{£f) . Das UV-Absorptionsspektrum in 90%-igem Ethanol
zeigt Maxima bei:220 nm ( §= 42000) und 260 nm
(€= 10600). :

(9) HPLC-Verweilzeit: 6 Minuten auf einer 4,6 x

300 mm messenden und mit Siliciumd'ioxic’igel-C‘l_8

gefiillten Sdule unter Einsatz eines L8sungs-
mittelgemisches aus H,0, CH3CN und}CH3OH ‘_

(80 : 15 : 5), das 0,2 % NH,OAC enth&lt, bei
einer FlieBgeschwindigkeit von 2 ml/min unter

Detektion mit UV-Licht.

Herstellungsbeispiel 5 ' . y

o t~BOC

O

Man 16st den nach dem Herstellungsbéispiel 4, Abschnitt
C, erhaltenen halbgereinigten Kern von A—21978C-N0rn—t—
BOC (10,8 g) in Wasser und gibt die Ldsung auf eine
Sdule, die 80 ml Amberlit IRA-68 (Rohm and Haas,
Philadelphia, PA, V.St.A., Acetatcyclus) enthdlt. Die
Sdule wird mit Wasser gewaschen und bei einer FlieBge-
schwindigkeit von 5 ml/min der Reihe nach zuerst mit
0,05n Essigsdure (1080 ml), dann mit 0,1n Essigséure

(840 ml) und schlieBlich mit 0,2n Essigsiure (3120 ml)
eluiert, wobei man Fraktionen von jeweils 120 ml sammelt.
Die Sdule wird durch analytische HPLC iiber Siliciumdi-
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oxidgel—c18 {ibexrwacht, wobei ein LOsungsmittelsystem

aus Wasser, Acetonitril und Methanol (80 : 15 : 5)
verwendet wird, das 0,2 % Ammoniumacetat enth&dlt, und
die Detektion des Produkts durch UV-Licht bei 254 nm
vorgenommen wird. Die das Produkt enthaltenden Frak-
tionen werden vereinigt. Der pH-Wert dieser LOsung wird
mit Pyridin auf 5,8 eingestellt. Die L¥sung wird dann
unter Vakuum auf ein Volumen von etwa 200 ml eingeengt.-
Das Konzentrat wird mit Wasser versetzt und die erhal-
tene L8sung zur Entfernung von Pyridin erneut konzen-
triert. Dieses Konzentrat wird gefriergetrocknet, wodurch .
man zu 3,46 g gereinigtem Kern von A—21978C—N0rn-t—BOC
gelangt. !

‘Beisgiel 1

Herstellung von NTrp—p—(n-Dodecyloxy)benzoylfNOrn-t-
BOC—A—21978C-Kern

Eine L&sung von 2,4,5-Trichlorphenyl-p-(n-dodecyloxy)-
benzoat (0,9 g) und_A—21978C—t—BOC—Kérn (0,9 g) in

400 ml wasserfreiem Dimethylformamid wird unter einer
Stickstoffatmosphire 120 Stunden bei Raumtemperatur
gertthrt. Das Lﬁsungsmittel wird durch Verdampfen unter
verringertem'Druck entfernt. Das zurilickbleibende Material
wird 2 Stunden mit einem Gemisch aus Diethylether (400

ml) und Chloroform (400 ml) geriihrt. Dés Produkt wird

durch Filtrieren abgetrennt und getrockhet,vwodurch man

© zu einem hellbrauneh Pulver (0,962 g) gelangt. Ein

Teil dieses Materials (0,78 g) wird in Methanol (200 ml)
geldst und durch prdparative HPLC gereinigt, wozu eine
Prep LC/System 500-Einheit (Waters Associates, Inc.,
Milford, MA, V.St.A.) und eine Prep Pak—SOO—C18—S§ule ‘
(Waters Associates) als stationdre Phase verwendet wird.
Die Siule wird isokratisch betrieben, wobei ein L&sungs-—
mittelsystem aus Wasser, MeEhapol und Acetonitril (2:1:2)
verwendet wird und Fraktionen von jeweils 250 ml (eine
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Fraktion pro Minute) gesammelt werden. Die gewiinschte
Verbindung wird in den zweiten bis sechsten Fraktionen

eluiert.

Die entsprechenden Fraktionen werden auf.Basis~des TLC
vereinigt (Umkehrphasen-c18—Siliciumdioxidgel, Entwick-
lung mit einem L&sungsmittelsystem aus Wasser, Methanol
und Acetonitril (3 : 3 : 4), Detektioh durch Besprﬁhung |
mit Van Urk-Spriihmittel) durch Bioautographie der ..
vereinigten Fraktionen unter Anwendung einer Diinnschicht-
chromatographie mittels Siliciumdioxidgel, eines L&~
sungsmittelsystems aus Acetonitril, Aceton und Wasser -
(2 :2:1) und Staphylococcus aureus als Detektions-—
organismus ergibt sich, daB das Produkt eine einzelne
bioaktive Komponente ist. Das Verfahren -fiihrt zu 0,421 g

NTrpfp-(n—Dodeclexy)benzoyl-NOrn-t-BOC—A-2197§¢—Ke:n.

Beispiel 2

Herstellung von NTrp-p—(n—Dodecyloxy)benzoyl—A—21978C—
Kern ' ) '

Orn—t—BOC-A—
21978C-Kern (230 mg) in 5 ml Trifluoressigsdure, die

Man 16st NTrp—p—(n-Dodecyloxy)benzoyl—N

2 % Anisol enthalt, und riihrt das Ganze 5 Minuten bei
0°C. Die Losung wird unter Vakuum 2zu elnem 81 elngeengt

und das 1 mit Et,0 (100 ml) behandelt. Die Feststoffe = =

werden abgetrennt, an der Luft getrocknet und in Wasser
(10 m1l) aufgenommen. Der pH-Wert dieser L&sung w1rd |
durch Zusatz von Pyridin von 3,25 auf 7 eingestellt.

Die erhaltene Ldsung wird lyophilisiert, wodurch man zu

-179 mg weiBlem amorphem N p—p—(n—Dodecyloxy)benzoyl—

A-21978C-Kern gelangt. Bei einer diinnschichtchromato-
graphischen Untersuchung mittels Siliciumdioxidgel
unter Anwendung eines LBsungsmittelsystems aus Aceto-
nitril, Aceton und Wasser (2 : 2 : 1) und Einsatz eines
Van Urk-Spriihmittels zur Detektion ergibt sich fiir diese
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Verbindung ein R_-Wert von etwa 0,78.

f

Beispiel 3

Die antibakterielle Wirksamkeit der Verbindungen der
Formel I kann in vitro gezeigt werden. Die bei der
Untersuchung représentativer Verbindungen'der Formel I
beziiglich ihrer antibakteriellen Wirksamkeit unter |
Anwendung des Scheibendiffusionstests auf Agar-Platten
erhaltenen Ergebnisse gehen aus der folgenden Tabelle

I hervor. In dieser Tabelle I ist die Wirksamkeit durch
die GrdéBe (Durchmesser in mm) der beobachteten Zone

gemessen, in der ein Wachstum des Mikroorganismus durch

die jeweils untersuchte Verbindung gehemmt wird.



35 -
Tabelle I

*u9sSyoeMmeb IeHRIYBUTBRWTUTW IOV

q
*IABTANAUT DL€ STQ ST TS uspunis gy ST $Z PIATM
sg *3beT oyoRIFaoqOoIRHEY O©TP JNE UURP URPW ISTP ‘Jyonelsh oqrayos
9goxb umr ; sur® PATM uorsuadsns aTp Ul ‘3xoFpuadsns Tu/Bm | uoa
UOTIPIIUSZUOY ISUTS UT ASSSEM UT PuTs ushunpurqraa usbrireomel atdg e
e sL oL 0z TAozuq
; o08-3  -(AxoTAospog-u)-d
0z 8l €L o0z | Thozusq
H - (&xo1Adspog-u) -d
nmmwm OOLY L¥E6 OOLY £€£99 O0OLY dg8eL9 JOIX . Fm =
STTTIANS snSnr  STTTINS snaime
SOTITOoER SNODODO0IDTW SNTTIoeRd SnoooooTAydeas masvﬁﬂahm?

o (WW) SUOZWWSH I9p. 9gQID

usjjerdaeby Jne 3sSa3suoTsSnNIIT-UDqTaUDS

UISp UoBU I [SWIOJ I9D USHUNPUTGASA UOA FTONWESIITM STT9TIo3eqIluy

. = - = . L
2 = : & ~ & ™



10

15

20

25

30

35

- 36 -

Die bei der Untersuchung der antibakteriellen Wirksamkeit

- einer repridsentativen Verbindung der Formel I unter

Anwendung des iliblichen Agar-Verdiinnungsversuchs erhal-
tenen Ergebnisse gehen aus der folgenden Tabelle II |
hervor. In dieser Tabelle II ist die Wirksamkeit durch
die minimale Hemmkonzentration (MIC-Werte) gemessen,
ndmlich durch die niedrigste Konzentration der Verbin-
dung, die das Wachstum des Mikororganismus hemmt.
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Die Cyclopeptide von A-21978C der Formel I zeigen auch
in vivo eine antimikrobielle Wirksamkeit gegeniiber
experimentell‘hervorgerufenen Bakterieninfektionen. Ver-

abreicht man Mdusen mit den'gezeigten-Infektionen zwei

Dosen der zu untersuchenden Verbindung, dann laBt sich
eine entsprechende Wirksamkeit beobachten, die in Form
der EDSO—Werte gemessen wird (wirksame Dosis in mg/kg,
die einen Schutz von 50 % der Versuchstiere ergibt)
(J,«Bacteriol. 81, 233 bis 235 (1961)). Die dabei erhal-
tenen ED O—Werte gehen aus der folgenden Tabelle III

5
hervor.
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Die Verbindung’NTI?—p-(n—Dodecyloxy)benzoyl-A—21978C

‘zeigt nach intravendser Verabreichung an Miuse eine

akute Toxizit&t in Form eines LD_

!

o~ Wertes von 67,5 mg/kg.

i
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Erfindungsanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von A-21978C-

‘Cyclopeptidderivaien der Formel I

{ )

Ho=C”

\"‘Ha‘ H»-H\( 'Hi_"ﬁ
. B/I\‘n/ﬁ\[/‘\a/ A -

worin R eine substituierte Benzoylgruppe der folgenden

Formelvist

30

35
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‘HO/H+< o Hac/\o—t\(\/\/\fi/ r/N .
,{/

15Alkyl steht, und X Wasserstoff,
Chlor, Brom, Iod, Nitro, C1-C3-Alkyl, Hydroxy, C,~C,-Alk-

‘oxy oder C1-C3-Alkylthio ist, und worin R1 Wasserstoff

in welcher R2 fﬁr C8—C

. oder eine Aminoschutzgruppe bedeutet,

oder von pharmazeutisch unbedenklichen Salzen hiervon, -

dadurch gekennzeichnet, daB man den Kern von A-21978C
der Formel III

COzH

/ OzHﬂ oo

III

' oder ein geeignet geschiitztes Derivat hiervon, worin

R' und R° unabhdngig voheinander Wasserstoff oder eine
Aminoschutzgruppe bedeuten, oder ein pharmazeutisch
unbedenkliches Salz hiervon, mit einem Acylierungsmittel
der Formel V |
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oder einem aktivierten Derivat hiervon, worin X und R

die oben éngegebenen Bedeutungen haben, umsetzt.'

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet,
da8 man Verbindungen, worin R2 fiir C10-C13-A1ky1 steht,
oder Salze hiervon herstellt.

3. Verfahren nach Punkt 2, dadurch gekennzeichnet,
da8 man Verbindungen, worin Rz-o- fiir Dodecyloxy steht,
oder Salze hiervon herstellt.

4, Verfahren nach Punkt 1, 2 oder 3, dadurch ge-
kennzeichnet, daB man Verbindungen, worin X fiir Wasser—
stoff steht, oder Salze hiervon herstellt.

5. Verfahren nach Punkt 2, dadurch gekennzeichnet,
daB'man'Verbindungen,Aworin RZ—O— fir p-(n-Dodecyloxy)
steht und X Wasserstoff ist, oder Salze hiervon herstellt.

6. Verfahren nach Punkt 1, 2 oder 3, dadurch
gekennzeichnet, daB man Verbindungen, worin X Chlor,
Brom oder Iod bedeutet, oder Salze hiervon herstellt.

7. Verfahren nach Punkt 1, 2, 3 oder 5, dadurch
gekennzeichnet, daB man Verbindungen, worin R1 eine
Aminoschutzgruppe ist, oder Salze hiervon herstellt.

8. Verfahren nach Punkt 7, dadurch'gekennzeichnet,
daB8 man Verbindungen, worin die Aminoschutzgruppe fiir

t-Butoxycarbonyl steht, oder Salze hiervon herstellt.
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