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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Herstellung von Diacylderivaten der Formel
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worin R Niederalkyl bedeutet, R, Triniederalkylmethylcarbonyl darstellt, und einer der Reste R; und
R3 Triniederalkylmethylcarbonyl und der andere Wasserstoff bedeuten, und Salze davon, dadurch

gakennzelchnet, daR man eine Verbindung der Formel
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miteinem, einen Triniederalkylmethylcarbonylrest R, und R; bzw. Ry und R3in die Stellung 8 und in
die Stellung 21 oder in das Ringamidstickstoffatom einfiihrenden Acylierungsmitte! behandelt,
und, wenn erwiinscht, ein verfahrensgemaR erhéltliches Gemisch von Isome:en auftrennt, und/
oder ein verfahrensgeméR erhéltliches Salz in die freie Verbindung oder ir ein anderes Salz und/
oder eine verfahrensgemaB erhéltliche freie Verbindung in ein Salz iberilihrt.

2. Verfatiren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR eine, einem
Triniederalkylmethylcarbonylrest entsprechende Carbonséaure oder ein reaktionsfihiges Derivat
davon verwendet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da3 man ein entsprechendes Anhydrid,
insbesondere ein gemischtes Anhydrid der Carbons#éure verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da man ein entsprechendes
S#éurehalogenid, besonders Séurechlorid verwendet.
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 14, dadurch gekennzeichnet, dal3 man Verbindungen der
Formel | gem&B Anspruch 1, in welcher R fir Niederalkyl, besonders fiir Methyl steht, und worin R,
und R; Triniederalkylmethylcarbonyl, worin Niederalky! bis und mit 2 Kohlenstoffatome enthalt,
und Ry Wasserstoff bedeuten, oder worin R, und R; Triniederalkylmethylcarbonyl, worin Niederalky!
bis und mit 2 Kohlenstoffatome enthilt, und R, Wasserstoff bedeuten, und Salze davon herstellt.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, #af man Verbindungen der
Formel | gem&R Anspruch 1, worin R Methyl ist, und R, und R, Pivaloyl und R; Wasserstoff
bedeuten, oder Ry und R; Pivaloyl und R, Wasserstoff bedeuten, und Salze davon herstellt.

7. Verfahren nach einem der Ansprliche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dal} man 8-0,21-O-Dipivaloyl-
3-(4-[2,4,6-trimethylbenzyl}-1-piperazinyl)-rifamycin S und Salze davon herstelit.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dal man das 8-0,N-Dipivaloyl-
3-(4-[2,4,6-trimethylbenzyl]-1-piperaziny!l)-rifamycin S und Salze davon herstelit.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Diacylderivaten von Rifamycinen, die in 3-Stellung
einen substituierten 1-Piperazinyl-Rest tragen, und zwar von 8-O,N- und 8-0,21-0-Diacylderivaten von Rifamycin S-Verbindungen
der Formel
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worin R Niederalkyl bedeutet, R, Triniederalkylmethylcarbonyl darstellt, und einer der Feste R; und Ry
Triniederalkylmethylcarbonyl und der andere Wasserstoff bedeuten, ihre Salze, sowie von Gemischen von isomeren
Verbindi-agen der Formel | bzw. deren Salze.

Die im vorliegenden Fall angewandte Numerierung bezieht sich auf die z.B. im USA Patent Nr.4005077 verwendete
Numerierung.

Niederalkyl R enthilt vorzugsweise bis und mit 4 Kohlenstoffatome und ist z. 8. Ethyl, Propyl, i-Propyl, n-Butyl, Isobutyl oder
tert-Butyl, in arster Linie aber Methyl.

Niederalkylreste in einem Triniederalkylmethylcarbonylrest enthalten liblicherweise bis und mit 4, vorzugswaeise bis und mit
2 Kohlenstoffatome und in erster Linie ein Kohlenstoffatom, und bedeuten u. a. n-Propyl, Isopropyl, n-Butyl oder tert. Butyl,
insbesondera Ethyl und in erster Linie Methyl.

In den Verbindungen der Formel | haben die Reste R, und R, oder Ry vorzugsweise die gleiche Bedeutung.

Nicht acylierte Rifamycin-Verbindungen, die in 3-Stellung eine in 4-Stellung substituierte Piperazinogruppa aufweisen, sin¢
bekannt. So werden z.B. im US-Patent 4005077, vor allem im Beispiel 77, solche Rifamycin-Derivate erw#hnt, die in 4-Stell.ing
einen Benzylrest enthaiten, der im aromatischen Teil durch ein oder mehrere Alkylreste mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen
substituiert sein kann, wie 3-(4-Benzyl-1-piperazinyl)-rifamycin SV, 3-(4-(4-Methylbenzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin SV, 3-(4-(2-
Methylbenzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin SV, 3-(4-(3-Methylbenzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin SV, 3-(4-/4-Isopropylbenzyl)-1-
piperazinyl)-rifamycin SV, 3-(4-(2,3-Dimethylbenzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin SV und 3-(4-(4-tert-Butylbenzyl)-1-piperazinyl)-
rifamycin SV, Weitere Verbindungen dieses Typs, die insbesondere einen 4-(2,6-Dimethyl-4-alkylbenzyl)-piperazinrest
aufweisen, sind 2.B. in der PCT-Anmeldung Publ. Nr. WO 87/02361 heschrieben. Diese Verbindungen zeichnen sich durch eine
antibiotische, vor allem antituberkulse Wirkung aus, die an Méusen oder Ratten in vivo nachgewiesen werden kann, und die,
bezogen auf das Wirkungsspektrum, etwa derjenigen des bekannten antitubarkulésen Mittels Rifampicin entspricht,

-
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Ziel dor Erfindung

Mit der Erfindung wird ain Verfahren zur Herstellung von Diacylderivaten von Rifamycinen zur Verfligung gestelit, die z.8. zur
Behandlung von Hyperlipidimien singesetzt werden kénnen.

Darlegung des Wasens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, Verfahren zur Herstellung neuer Verbindungen, die eine lipidsenkende Wi-kung aufwe.sen,
bereitzustellen.

Die Diacyl-Verbindungen dear vorliegenden Erfindung dagegen weisen, wenn (berhaupt, eine nur marginale antibiotische
Wirkung auf. Uberraschenderweise besitzen sie jedoch eine lipidsenkende Wirkung, die in Tierversuchen, vorzugsweise an
S#ugetieren, z.B. an Ratten, nachgewiesen werden kann. So kann die Senkung von "very low density”"-, “low-density”- baw. *hig
density”-Lipoproteinen (VLDL, LDL bzw. HDL) im Serum in zwei Testanordnungen, und zwar in genetisch
hyporcholesterolimischen méinnlichen Ratten (Anordnung A) und normolipémischen Ratten beiden Geschlechts {Anordnung B)
gezeigt werden.,

Albino-Ratton mit einem Kérpergewicht von 180~240g, die frelen Zugang zu Standard-Rattenfutter und Trinkwasser haben,
waerclen verwendet, und zwar in Anordnung A Sprague Dawley Abkémmlinge des Stammas Tif:RAI und in Anordnung B Tiere
dns Wistar-Stammes IVa-W|. Die Testverbindung wird in einer Polyethylenglykolldsung (mittleres Molekulargewicht von 400)
ot al an Gruppen von 8 bis 10 Ratten verabreicht, in der Anordnung A einmal téglich um 8 Uhr vormittags wiihrend drel
anfeinanderfolgender: Tagen und zweimal, um 8 Uhr und 16 Uhr, am vierten Tag, oderim Falle der Anordnung B tiglich wihrend
5 aufeinanderfolgenden Tager. Im Experiment A werden die Tiere 16 Stunden und im Experiment B zwei Stunden nach der
letzten Gabe durch Ausblutenlassen vam Hals unter An#sthesie mit Ether getdtet. Withrend 16 Stunden vor ihrem Tod erhalten
die Tiere keine Nahrung mehr. Zum vereinigten Serum von 2 bis 3 Ratten fi:gt man eine 0,05%ige wiBrige
EthylendiaminteiraessigsSure-Lésung und eine 0,01%ige wilrige Thiomersal-Lésung. Die Serumlipoproteine werden unter
Verwendung einer Ultrazentrifuge durch 24stiindiges Zentrifugieren bei 78006y, 78000 bzw. 109 000g in Salzlésungen mit den
Dichten 1,006, 1,040 bzw. 1,21 getrennt und auf Gehalt von Cholesterin und Triylyceriden enzymatisch mit Hilfe der z. B. von Miles
(Lausanne, Schweiz) bzw. Bdhringer {Mannheim, Bundesrepublik Deutschland) gelieferten Testsysteme analysient.

Die Ermittlung der antibiotischen Wirkung erfolgt z.B. einerseits ' vitro durch die Bestin:'nung der mittleren effektiven
Konzentration ECg fir die Hemmung der RNA-Polymerase von Escherichia coli, sowie der minimalen Hemmkonzentration MIC
{.minimum inhibitory concentration*) im konventionellen Plattentest, »nde:erseits in vivo an infizierten M&usen und Ratten
durch die Bestimmung von EDy, (effektive Dosis, die fiir 50% der Vorsuchstiere lebenserhaltend ist). Als Mikroorganismen
werden fdr den vorliegenden Zweck insbesondere Mycobacterium tuberc:ilosis TB Hy,Rv und Staphylococcus aureus verwendet.
Bei Verbindungen mit lipidsenkender Indikation wird eine antibiotischa 'Wirksamkeit als nachteilig erachtet, da sie, insbesondere
bei langfristigar Verabreichung, zur Bildung von gegen Antibiotika resistenten Stsmmen von Mikroorganismen fithren kann.

In den oben beschriebenen Testmethoden weisen die srfindungsgemaBen Verbi.idungen sowohl bei einmaliger wie auch
wiederholter Verabreichung im Dosisbereich von etwa 3 bis etwa 50 mg/kg/Tag eine signifikante hypolipidémische Wirksamkeit
auf; dagegen sind sie in den oben erwlhnten Tests frel von nennenswerter antibiotischer Aktivitat.

So kann 2.B. gezeigt werden, daB, je nach Vers:.chsanordnung, die minimale effektive Dosis des 8-0,N-Dipivaloyl-3-[4-(2,4,6-
trimethylbenzyl)-1-pipurazinyl)-rifamycin S bei einmaliger Verabreichung beli etwa 3 bis etwa 10mg/kg liegt, und durch eine
wiederholte Verabreichung von tiglich 30mg/xg eine 50-70%Iige Senkung der ,LDL-Fraktion” erreicht werden kann. Dabei hat
die Verbindung praktisch keine antibiotische Wirksamkeit; eino ECqo {0r die Inhibition der RNA-Polymerase wird mit 100 ug/ml
noch nicht erreicht, und die MIC filr verschiedene pathogene Stimme von Staphylococcus aureus liegt bei etwa 64 2g/ml. Solchs
Waerte sind etwa 1000fach h&her als Konzentrationen, uie iur einen entsprechenden Effekt normalerweise erforderlich sind. Auch
in vivo unter Verwendung von mit Staphylococcus aureus infizierten Mausen erwsist sich die Verbindung bei einer Einzeldosis
von 200mg/kg als antibiotisch unwirksam. Analoge Resultate werden auch mit der entsprechenden 8-0,21-O-Dipivaloyl-
Verbindung gefunden.

Insbesondere dank ihrer LDL-senkenden Wirkung kdnnen die erfindungsgemiBen Verbindungen, z.B. als Hypolipiddmika zur
Behandlung von Hyperlipid&mien, hauptsichlich der Typen lla und lib, und Atherosclerose bei Vorliegen von
Hyperlipoproteinimie als Risikofaktor verwendet werden.

Einen bevorzugten Gegenstand der vorliegenden Erfindung stellen Verbindungen der Farmel (1) dar, in weicher R fiir Niederalkyl,
besonders fiir Methyi steht, und worin Ry und R, Triniederalkylmethylcarbonyl, worin Niederalky! bis und mit 2 Kohlenstoffatome
enthalt, und R; Wasserstoff bedeuten, oder worin R, und R, Triniederalkylmethylcarbonyl, worin Niederalkyl bis und mit

2 Kohlenstoffatome enthalt, und R, Wasserstoif bedeuten, sowie Salze, insbesondere pharmazeutisch verwendbare Salze
davon, wobei diese Varbindungen als Gemische oder vorzugsweise in Form des vom anderen lsomeren praktisch freien
Isomeren, vor allem in Form der entsprechendenb 8-0,N-diacylierten Verbindung vorliegen.

In erster Linie betrifft die Erfindung die Verbindungen der Formel I, worin R Methylist, und R, und R, Pivaloyl und Ry Wasserstoff
bedeuten, oder R, und R, Pivaloy! und R, Wasserstoff bedeuten, und Salze, insbesondere pharmazeutisch verwendbare Salze
davon, wobel diese Verbindungen als Gemisch oder in Form der individuellen Isomeren vorliegen; bevoraugt ist insbesondere
das entsprechende 8-O,N-Dipivalyoiderivat.

Das Verfahren zur Herstellung der neuen Verbindungen der Formel | wird in an sich bekannter Weise durchgefiihrt, 2.B. indem
eine Verbindung der Formel
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mit einem, einen Triniederalkylmethylcarbonylrest R, und R; baw. R, und R; in die Stellung 8 und in die Stellung 21 oder indas
Ringamidstickstoffatom einfGhrenden Acyllierungsmittel behandelt, und, wenn erwiinscht, ein verfahrensgema® erhaltliches
Gemisch von Isomeren auftrennt, und/oder ein verfahrensgemag erhiiltliches Salz in die freie Verbindung oder in ein anderes
Salz und/oder sine verfahrensgemaR erhiltliche freie Verbindung in ein Salz Oberfihnt.

Die Einfihrung der Trinlederalkylmethylcarbonylreste Ry und R; bzw. R, und R, in die gewinschten Stellungen kann in an sich
bekannter Waeise unter Verwendui:q eines dblichen, zur Einfihrung von solchen Resten geeigneten Acylisrungsmittels erfolgen,
wobei mindestens zwai Aquivalente des letzteren verwendet werden. Dabei kann man 2.B. eine entsprechende Carbonsaure,
wenn notwendig, in Gegenwart eines gesigneten Kondensationsmittels, wie Dicyclohexylcarbodiimid, vorzugsweise jedoch ein
reaktionsféhiges Derivat eirier solchen Carbons#ure, wie ein Anhydrid, in erster Linie ein gemischtes Anhydrid, wie dasjenige mit
einer anorganischen Shure, wie einer Halogenwasserstoff-, basonders Chlor-, sowie Bromwasserstoffsdure (d.h. ein
entsprechendes Surehalogenid, z.B. -chlorid), oder mit siner organischen Séure, wie Trifluoressigstiure oder einem gaeigneten
Monoester dar Kohlens8ure, oder auch ein symmetrisches Anhydrid, ferner eininneres Anhydrid, Jd. h. das entsprechende Keten,
verwenden.

Das als Acylisrungsmittel eingesetzte Derivat einer Carbonsiure wird vorzugsweise in Gegenwart eines basischen Mittels
angewandt; als solches kommt in erster Linie eine nicht-acylierbare organische Base, wie eine heteroaromatische Baso, 2.B.
Pyridin, Collidin oder Chinolin, tertidres Amin, z.B. Triethylamin, N-Ethyl-piperidin, N-Metiyl-morpholin oder 1,4-Dimethyl-
piperazin, oder 1,5-Diazabicyclo-[5,4,0Jundec-5-an in Frage.

Die Acylierungsreaktion wird blicherweise in Gegenwart eines L&sungs- bzw. Verdiinnungsmittels vorgenommen, wobei als
solches auch ein UberschuB des Acylierungsmittels oder die zusammen mit einem Acylierungsmittel einyesetzte Base, 2.B.
Pyridin, dienen kann. Weitere L8sungsmittel, die 2. B. auch im Gemisch mit einer Base verwendet werden kénnen, sind 2.B. nicht
acylierbare organische Ldsungsmittel, wie Kohlenwasserstoffe, z.B. Pentan, Hexan oder Cyclohexar, halogenierte
Kohlenwassoerstoffe, z.B. Methylenchlorid oder Chloroform, Ether, 2.8, Diethylether, Ethylenglykoidimethylether,
Tetrahydrofuran oder Dioxan, Siureester, 2.B. Ethylacetat, Skureamide, z.B. Acetamid oder Dimethylformamid.

Die Reaktion wird tiblicherweise bei Raumtemperatur oder leicht erhdhten Temperaturen, z.B. bis etwa 70°C, vorgenommen,
wobei man, wenn notwendig, unter einar Inerigasatmosphire arbeitet. Die Acylierungsbedingungen, insbesondere die vienge
des angewandten Acylisrungsmittels, das Reaktionsmedium, die Temperatur und die Reaktionszeit, sind so zu wéhlen, da
beide Acylgruppen eingefiihrt werden, wobei man vorzugsweise gem#® den in den Beispielen niher illustrierten Methoden
vorgeht. Der Ablauf der Reaktion kann rweckm#Big mittels iiblicher analytischer Methoden, insbesondere mittels
Dinnschichtchromatogreahie, verfolgt werden.

Die Aufarbeitung des Reaktionsproduktes aus dem verfahrensgemis erhéitlichen Reaktionsgemisch erfolgt i~ L« sich bekannter
Waeise, 2.B. durch Verdinnen mit Wasser, und/oder gegebenenfalls durch Neutralisieren oder leichtes Ansiuern (bis etwa

pH = 3) mit einer wiBrigen Siure, wie einor anorganischen oder organischen Séure, 2.B. einer Mineralsiure oder,
vorteihafterweise, Zitronensliure, und Zugabe eines mit Wasser nicht-mischbaren L&sungsmittels, wie eines chlorierten
Kohlenwasserstoffs, z.B. Chluroform oder Methylenchlorid, wobei das Reaktionsprodukt in die organische Phase (ibergeht, aus
welcher es in Ublicher Weiso, z.B. durch Trocknen, Eindampfen des Lésungsmittels und Kristallisation und/oder
Chromatographie des Riickstandes oder andere ibliche Reinigungsmethoden in gereinigter Form erhalten werden kann.

Die obige Reaktion ergibt im allgemeinen ein Gemisch der beiden diacylierten Verbindungen, iblicherweise einen
iberwiegenden Anteil der 8-O,N-diacylierten Verbindung. Das Gemisch kann in an sich bekannter Weise, z.B. mittels
fraktionlerter Kristallisation, Chromatographie, etc. in die gewiinschten individuellen Diacyl-Verbindungen aufgetrennt
werden.

Die Ausgangsstoffe der Formel Il sind bekannt und k&nnen in an sich bekannter Weise hergestellt werden; es wird 2.8. auf die
PCT-Anmeldung Publ. Nr. WO 87/02361 vurwiesen.

Die Verbindungen der vorliegenden Erfindung k8nnen Séureadditionssalze, in erster Linie pharmazeutisch verwendbare
Shureadditionssalze mit anorganischen oder organischen S#uren bilden. Solche sind u.a, Halogen-, z.B. Chlor- und
Bromwasserstoffsiuren, Schwefelsure, Phosphorsiure, Salpetersiure oder Perchlorsdure, oder aliphatische, carbocyclische
(insbesondere aromatische) oder heterocyclische Carbon- oder Sulfonssuren, wie Ameisen-, Essig-, Proplon-, Bernstein-,
Glykol-, Milch-, Apfel-, Wein-, Zitronen-, Fumar-, Malein-, Hydroxymalein-, Brenztrauben-, Phenylessig-, Benzoe-, p-
Aminobenzoe-, Anthranil-, p-Hydroxybenzoe-, Salicyl-, p-Aminosalicyl- oder Embonsdure, ferner Methansulfon-, Ethansulfon-,
Hydroxyethansulfon, Ethylendisulfon-, Halogenbenzolsulfon-, Toluolsulfon-, Naphthalinsulfonséuren oder Sulfanils8ure, ferner
Methionin, Tryptophan, Lysin oder Arginin, sowie Ascorbinssure. Die Bildung der Salze, sowie die Uberfihrung von Salzenin die
freien Verbindungen erfolgt in an sich bekannter Weise. So erh8it man die Skureadditionssalze z.B. durch Behandeln mit einer
aur Salzbildung geeigneter Slure, wie siner der oben genannten, wihrend Salze durch Behandeln mit basischen Mitteln, wie
anorganischen Hydroxiden, Carbonaten und Bicarbonaten, oder organischen Basen und lonenaustauschern in die freien
Verbindungen umgewandelt werden kénnen. Diese Salze mit den obengenannten Siuren oder andere Saize, wie 2.B. Oxalate
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oder Pikrate, k8nnen auch zur Reinigung der erhaltenen Verbindungen dienen, indem man die freien Verbindungen in Salze
Oberflhrt, diese abtrennt und aus den Salzen wiederum die freien Verbindungen gewinnt. Infolge der engen Beziehung zwischen
den Verbindungen in freier Form und in Form ihrer Salze sind im vorausgegangenen und nachfolgend unter den freien
Verbindungen sinn- und zweckgemag gegebenenfalls auch die entsprechenden Salze zu verstehsn.

Die Erfindung betrifft auch diejenigen Ausfihrungsformen des Verfahrens, nach denen man einen Ausgangsstoff in Form eines
Derivates, 2. B. Salzes, verwendet oder unter den Reaktionsbedingungen bildet.

Bei den Verfahren der vortiegenden Erfindung werden vorzugsweise solche Ausgangsstoffe verwendet, welche zu den eingangs
als besondars wertvoll geschilderten Verbindungen fihren.

Die erfindungsgemaB hergesteliten Verbindungen der Formel | und ihre Salze kdnnen allein oder zusammen mit Hilfsstoffen,
sowie auch in Kombination mit anderen Wirkstoffen, als Mittel zur therapeutischen, und zwar sowohl kurativen wie auch
priventiven Behandlung von Krankheiten oder krankhaften Zustéinden verwendet werden, die 2. B. durch einen ethdhten Gehalt
an Cholesterin und/oder Triglycoriden im Blut, insbesondere im Blutserum, angezeigt oder verursacht werden. Die
erfindungsgemaBen Wirkstoffe werden in therapeutiech wirksamen Mengen, vorzugsweise in Form von pharmazeutischen
Zusammensetzungen zusa':nmen mit konvantionellen pharmazeutischen Trigermaterialien und/oder Hilfsstoffen an den
behandlungsbediirftigen 'Narmbliter, in erster Linie Menschen, verabreicht. Dabei werden z.B. an Warmbiliiter je nach Spezies,
Korpergewicht, Alter und ‘ndividuellem Zustand, sowie je nach Applikationsweise und insbasondere auch je nach individuellem
Zustand, tigliche Dosen entsprechend etwa 1 bis etwa 100, insbesondere etwa 3 bis etwa 50rng pro kg Kérpergewicht, die
inschweren Féllen Oberschrittan werden kdnnen, verabreicht. SinngemaB umfalt die Erfindung auch die entsprechende
Methode zur medizinischen Behandlung.

Die Erfindung betrifft im weiteren pharmazeutische Zusamimensetzungen, welche die Verbindungen der vorliegenden Erfindung
als Wirkstoffe enthalten, sowie Verfahren zu ihrer Herstellung.

Bei den erfindungsgeméBen pharmazeutischen Préparaten handelt essich um solche zur enteralen, wie peroralen oder rektalen,
sowie zur parenteralen Verabreichung an Warmbliiter. Entsprechende Dosiseinheitsformen, insbesondere zur peroralen
Verabreichung, 2.B. Dragées, Tabletten cder Kapseln, enthalten vorzugsweise von etwa 50 bis etwa 5600mg, insbesondera von
etwa 100 bis etwa 300mg des Wirkstoffs zusammen mit pharmazeutisch verwendbaren Triger- und/oder Hilfsstoffen.
Geelgnete Trigerstoffe sind insbesondere Fiillstoffe, wie Zucker, 2. B. Lactose, Saccharose, Mannit oder Sorbit,
Cel'ulosepraparate und/oder Calciumphosphate, 2.B. Tricalciumphosphat oder Calciumhydrogenphosphat, ferner Bindemittel,
wie Stlirkekleister zubereitet 2. B. aus Mais-, Weizen-, Reis- oder Kartoffelstirke, Gelatine, Traganth, Methylcellulose und/oder,
wenn erwiinscht, Sprengmittel, wie die obengenannten Stérken, ferner Carboxymethylstérke, quervernetztes
Polyvinylpyrrolidon, Agar, Alginslure oder ein Salz davon, wie Natriumalginat. Hilfsmittel sind in erster Linie FlieBregulier- und
Schmiermittel, z.B. KieselsBure, Talk, Stearinsiure oder Salze davon, wie Magnesium- oder Calciumstearat, und/oder
Polyethylenglykol. Dragée-Kerne kdnnen mit geeigneten, gegebenenfalls Magensaft resistenten Uberziigen versehen werden,
wobei man u. a. konzentrierte Zuckeridsungen, welche gegebenenfalls arabischen Gummi, Talk, Polyvinylpyrrolidon,
Polyethylenglykol und/oder Titandioxid enthalten, oder Lackldsungen in geeigneten organischen Lésungsmitteln, oder, zur
Herstellung von Magensaft resistenten Uberzigen, Losungen von geeigneten Cellulosepriiparaten, wie Acetylcellulosephthatat
oder Hydroxypropylmethyicellulosephthalat, verwandet. Den Tabletten oder Dragée-Uberziigen kénnen Farbstoffe oder
Pigmente, 2.B. zur Identifizierung oder zur Kennzeichnung verschiedener Wirkstoffdosen, beigefiigt werden.

Waitere oral anwendbare pharmazeutische Préparate sind Steckkapseln aus Gelatine, sowie welche, geschlossene Kapseln aus
Gelatine und einem Weichmacher, wie Glycerin oder Sorbit. Die Steckkapseln kénnen den Wirkstoffin Form eines Granulats, 2.B.
im Gemisch mit Fillistoffen, wie Lactose, Bindemitteln, wie Stirken und/oder Gleitmitteln, wie Talk oder Magnesiumstearat, und
gegebenanfalls von Stabilisatoren enthaiten. In welchen Xapseln ist der Wirkstoff vorzugsweise in geeignaten Fliissigkeiten, wie
fatten Olen, Paraffind! oder fliissigen Polyethylenglykolen, geldst oder suspendiert, wobei gegebenenfalls Stabilisatoren zugfiigt
sein kdnner.

Als rektal aawsndbare pharmazeutische Préparate kommen z.B. Suppositorien in Betracht, welche aus einer Kombination des
Wirkstoffs mit einer Suppositariengrundmasse bestehen. Als Suppositoriengrundmasse eignen sich z.B. natiirliche oder
syntheti’.che Triglyceride, Paraffinkohlenwasserstoffe, Polyethylenglykole oder hbhere Alkanole.

Zu parenteralen Verabre!chung eignen sich in erster Linie wiBrige Ldsungen eines Wirkstoffes in wasserldslicher Form, z.8.
eines wasserids lichen Salzes, oder wiiBrige Injektionssuspensionen, welche viskosititserhdhende Stoffe, z.B.
Natriumcarbox,metzhylceilulose, Sorbit und/oder Dextran und gegebenenfalls Stabilisatoren enthalten. Dabei kann der
Wirkstoff, gegebenenfalls zusammen mit Hilfsstoffen, auch in Form eines Lyophilisats vorliegen und vor der parenteralsn
Verabreichung durch Zugabe von geeigneten Lésungsmitteln in L8sung gebracht werden.

Die pharmazeutischen Préparate der vortiegenden Erfindung kdnnen in an sich bekannter Weise, z.B. mittels konventioneller
Misch-, Granulier-, Dragier-, Ldsungs- oder Lyophilisierungsverfahren, hergestalit werden. So kann man pharmazeutische
Prparate zur oralen Anwendung erhalten, indem man den Wirkstoff mit festen Hilfsstoffen kombiniert, ein erhaltenes Gernisch
gegebenenfalls granuliort, und das Gemisch bzw. Granulat, wenn erwiinscht oder notwendig, nach Zugabe von geeigneten
Hilfsstoffen, zu Tabletten oder Dragée-Kerner verarbeitet.

Ausfdhrungsbeisplele

Die nachfolgenden Beispiele illustrieren die oben beschriebene Erfindung, schriinken jedoch deren Umfang in keiner Weise ein.
Temperaturen werden in Celsiusgraden angegeben,

Beisplel 1: 8-0,N- und 8-0,21-0-Dipivaloyi-3-{2,4,6-trimethylbenzyl)-1-piperazinyl]-rifamycin S
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Eine L8sung von 259 3-]4-{2,4,6-trimethylbenzyl)-1-piperazinyl}-rifamycin S in 250m} Pyridin wird mit 35,5m! Pivaloylchlorid
(10,5 Aquivalents) tropfenweise versetzt und 8Std. bei Raumtemperatur geriihrt, bis im Dinnschichtchromatogramm kein
Ausgangsmaterial mehr nachgewliesen weden kann. Anschlietend wird die L&sung mit 150ml Methanol versetzt, 15td. bei
Raumtemperatur gerilhrt, um Oberschissiges Pivaloylchlorid zu zersetzen, und zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in
300ml Methylenchlorid aufgenommen, die L8sung filtriert, und das Filtrat mit 300m| Wasser extrahiert. Die wéBrige Phase wird mit
1N Salzs#ure auf pH3 bis 4 eingestelit und dreimal mit Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten Methvlenchloridextrakte werdan
dreimal mit je 100mI Wasser gewaschen, getrocknet und zur Trockne eingedampft. Der Rilckstand wird auf eine S#ule aus 1000g
Silicagel aufgetragen und mit einem 1:4-Gemisch von Essigsiureethylester und Cyclohexan eluiert. Die ersten Fraktionen enthalten
das 8-0,21-O-Dipivaloyl-3-(4-(2,4,6-trimethylbenzyl)-1-piperazinyl]-rifamycin S, das durch weitere Chromatographie an Siticagel und
Kristallisation aus Diethylether in Form von violett-braunen Kristallen vom Smp. 135-145°C (Zersetzung) erhalten wird. Die
nachfolgenden Fraktionen enthalten als Hauptprodukt der Reaktion das 8-0,N-Dipivaloy!-3-[4-(2,4,8-trimethylbenzyl)-1-piperazinyl]-
rifamycin S, welches, aus Diethylether kristallisiert, rot-violette Kristalle vom Smp. 157 bis 163°C bildet.
Physikalische Kenndaten:
a) 8-0,21-O-Dipivaloyl-Verbindung:

Ultraviolsttabsorptionsspektrum

in Ethanol) (Anaxl€)}: 218 (36400), 258 (Schulter), 318 (Schulter), 354 (8800), 517 {1800) nm.
Massenspektrum: m/z = 1080 {(M* + H) entsprechend der Summenformel Ce1Hs1N3Oye.
'"H-NMR (in CDCl;) {(ppm [Zuordnungl]):

6,83 s (2Ham aromatischen Ring des Benzylrestes)
5,2 dd (H-21)
g‘:; s (aromatisch gebundene Methylgruppen)
3,48 AB (Methylen des Benzylrestes)
:’:.2’ s  (Methylengruppen der Pivaloylreste)
0,95
0,85
0,70 s (4Hvon Methylgruppen oder Ansaring)
0,18
IC.NMR (in CDCly) {(ppm (Zuordnungl):
179,2 1C {Pivaloyl-carbonyl)
176,8 1C (Pivaloyl-carbonyl)
213 3C } {Methylgruppen der Pivaloylreste)
27,2 3C
gg:g g g } {Methylengruppen des Piperazinrestes)
66,0 1C (Methylen des Benzylrestes)
1735 2C
1356 1C
131,17 1C (Trimethylphenyl)
1286 2C
204 3C

b) 8-O,N-Dipivaloyl-Verbindung:

Ultraviolettabsorptionsspektrum

{in Ethanol) (Ana,l€]): 264 (32880), 320 (Schulter), 350 {Schulter), 524 (2200) nm.
Massenspektrum: m/z = 1080 (M* + H) entsprechend der Summenformel fiir CysHgiN;O14.
Infrarotsorptionsspektrum

{in CH,Cl,): 3500, 2960, 2940, 1735, 1710, 1640, 1600, 1565¢cm’ 1, kein Amid-NH- vorhanden.
'H-NMR (CDCl;) {(ppm (Zuordnung)):

6,83 s (2Hvom aromatischen Ring des Benzylrestes)
3,45 AB (Methylen des Benzylrestes)

3,05 m (H-21)

;'gg s (3Methylgruppen am Benzylrest)

1':2 s (6 Maethylgruppen des Pivaloyls)

1,07

0,96

0.61 d (4Hvon Methylgruppen oder Ansaring)

0,24

3C.NMR (in CDCly):
1804 1C  (Pivaloyl-carbonyl}
179,0 1C  (Pivaloyl-carbonyl}
453 1C  (quanterntires C der Pivaloylreste)
40,56 1C  (quanterniires C der Pivaloylreste)
29,4 3C  (3Maethylgruppen der Pivaloylreste)
27,7 3C  (3Methylgruppen der Pivaloylreste)
62,56 2C

50,2 2C } {4 Methylengruppen des Piperazinrestes)
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549 1C (Me:hylen des Benzylrestes)
137,5 2C
135,7 1C
131,3 1C (2,4,5-Trimethylphenyl)
128,7 2C
19,7 3C
Das Ausgangsmaterial kann folgendermaBen erhalten werden:
a) Eine Lésung von 50g Rifamycin S in 500 m] Dioxan wird mit 30g N-(2,4,6-Trimethylbenzyl)-piperazin versetzt und bei
Raumtemperatur wihrend 18 Stunden stehen gelassen. AnschlieBend sduert man durch Zugabe von 100%iger wiBriger
ZitronensSureldsung an und nimmt das Reaktionsprodukt in Methylenchlorid auf. Nach dem Trocknen und Eindampfen des
Methylenchloridextraktes wird der dunkel geférbte Rickstand in Ethanol geldst und tropfenweise mit wéflriger Ascorbinsdure
versetzt. Das 3-[4-(2,4,68-Trimethylbenzyl)-1-piperazinyl]-rifamycin SV falltin Form von gelben Kristallen vom Smp. 178-181°C
(teilweise Zarsetzung) aus.
b) Eine Lésung von 10g des gemaB a) hergesteliten Produktes in 200m| Methylenchlorid wird mit 10g feinpulverisiertem
Mangandioxid 5 Minuten intensiv geriihrt. Die festen Antuile werden abfiltriert und das Filtrat zur Trockne eingedampft, womit
das blauschwarze amorphe 3-[4-(2,4,8-Trimethylbenzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin S resultiert, welches ohne weitere Reinigung
weiterverarbeitet wird.

Beispiel 2: 8-O,N-Dipivaloyl-3-{4-(2,6-dimethyl-4-tert-butyl-benzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin S.
In analoger Weise wie im Beispiel 1, ausgehend von 3-(4-(2,6-Dimethyl-4-tert-butyl-benayl)-1-piperazinyl)-rifamycin S, wird die
Titelverbindung als Feststoff ohne scharfen Schmelzpunkt erhalten;
Massensgaktrum: m/z = 1121 (M*), entsgrechand der Summenformel fiir CgoHgyN3044;
Ultraviolettabsorptionsspektrum
(in Ethanol) (Ame [€]): 263 (29960); 324 (Schulter); 360 (Schulter); 526 (2000) nm;
Infrarotabsorptionsspektrum
(in Methylenchlorid): 3500, 2970, 1735, 1675, 1640, 1600, 1570cm™",
'H-NMR (in CDCl;) {ppm [Zuordnung]):
7,00 8 (2Ham aromatischen Ring des Benzylrestes)
3,45 AB (Methylen des Benzylirestes)
2,35 s (3 Methylgruppen am aromatischen Ring)
1,48
1.4
Das Ausgangsmaterial kann folgendermaBen hergestellt werden:
Eine L&sung von 5g 3-Brom-rifamycin S in 50 mi Tetrahydrofuran wird mit 3g N-(2,6-Dimethyl-4-tert-butyl-benzyl)-piperazin
versetzt und bei 20°C wiahrend 30 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend séuert man durch Zugabe von wiBriger
ZitronensHurelésung an und nimmt das Reaktionsprodukt in Methylenchlorid auf. Nach dem Trocknen und Eindampfen des
Methylenchloridextraktes hinterbleibt ein dunkelgeflirbter Riickstand: man l8st ihn in Methanol und setzt tropfenweise wiBrige
Ascorbinsaure zu. Das 3-{4-(2,6-Dimethyl-4-tert-butyl-benzyl)-1-piperazinyl}-rifamycin SV filitin Form von gelbgefarbten
Kristallen aus, Smp. 260°C. Durch Behandeln mit Mangandioxid, wie unter b) im Beispiel 1 beschrieben, erhdlt man das
gew(nschte Ausgangsmaterial der S-Reihe.

s (6 Methylgruppen der Pivaloylreste)

Belsplel 3: In analoger Weist kdnnen folgende Verbindungen der Formel | erhalten werden:
8-0,21-0-Di-(2,2-aimethyl-butyryl)-3-[4-(2,4,6-trimethyl-benayl)-1-piperazinyl)-rifamycin S und
8-O,N-Di-(2,2-dimethyl-butysyl)-3-14-(2,4,8-trimethyl-benzyl)- 1 -piperazinyl)-rifamycin S oder ein Gerisch davon;
8-0,21-0-Di-(2-ethyi-2-methyl-butyry))-3-[4-(2,4,8-trimethyl-benzyl)-1-piperazinyl)-rifamycin S und
8-0,N-Di-(2-ethyl-2-methyl-butyryl)-3-[4-(2,4,6-trimethyl-benzyl)-1-piperaziny!; -rifamycin S oder ein Gemisch davon;
8-0,21-0-Di-(2,2-diethyl-butyryl)-3-[4-(2,4,8-trimethyl-benzyl)- 1 -piperazinyl)-rifamycin S und
8-0,N-Di-(2,2-diethyl-butyryl)-3-[4-(2,4,6-trimethyl-benzyl)-1-piperazinyl}-tifamycin S oder ein Gemisch davon;
8-0,21-0-Di-(2,2-dimethyl-valeryl)-3-[4-(2,4,6-trimethyl-benayl)-1-piperazinyl)-rifamycin S und
8-0,N-Di-(2,2-dimethy!-valeryl)-3-[4-(2,4,6-trimethyl-benzyl)-1-piperazinyl]-rifamycin S oder ein Gemisch davon;
8-0,21-0-Di-(2-ethy}-2-methyl-valeryl)-3-[4-(2,4,6-trimethy!-benzyl)-1-piperazinyt)-rifamycin S und
8-O,N-Di-(2-ethyl-2-methyl-valery!)-3-(4-(2,4,6-trimethyl-benzyl)-1-piperazinyl}-titamycin S oder ain Gemisch davon;
8-0,21-0-Di-(2,2-diethyl-butyryl)-3-{4-(2,8-dimethyl-4-tert.-butyl-benzyl)- 1 -piparazinyl}-rifamycin S und
8-0,N-Di-(2,2-diethyl-butyryl)-3-{4-(2,8-dimethy!-4-tert.-butyl-benzyl)- 1-piperazinyl)-rifamycin S oder ein Gemicch davon.

Beisplel 4: Kapseln, enihaltend 260 mg 8-O,N-Dipivaloyl-3-[4-(2,4,8-trimethylbenzy!)-1-piperazinyll-rifamycin S, k6nnen wie
folgt hergestellt werden:

Zusammensetzung (fir 1000 Kapseln):

8-0,N-Dipivaloyl-3-[4-(2,4,6-trimathylbenzyl)-1-piperazinyl}-rifamycin S 250,09
Maisstirke 50,09
Polyvinylpyrrolidon 15,09
Magnosiumstearat 509
Ethano! q.s.

Der Wirkstoff und die Maisstérke werden vermischt mit einer Ldsung des Polyvinylpyrrolidons in 50g Ethanol befeuchtet, Die
fauchte Masse wird durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 3mm gepr28t und bei 45°C getrocknet. Das trockene Granulat
wird durch ein Sieb mit einer Maschenweite von 1 mm gesiebt und mit 59 Magnasiumstearat vermischt. Die Mischung wird in
von Portionen von 0,3209 in Steckkapseln der GréBe 0 abgefilit,
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In analoger Weise kann auch das 8-0,21-O-Dipivaloyl-3-(4-(2,4,6-trimethylbenzyl)-1-piperazinyl]-rifamycin S oder ein Gemisch
davon mit der entsprechenden 8-O,N-Dipivaloyl-Verbindung verwendet werden.

Beisplel 5: 2509 eines Wirkstoffes gem4R Beispiel 1 oder 2 und 1750g fein geriebene Suppositoriengrundmasse (2.B.
Kakaobu.ter) werden grindlich gemischt und dann geschmolzen. Aus der durch Rithen homogen gehaltenen Schmelze werden
1000 Suppositorien von 2g gegossen. Sie enthalten je 250 mg Wirkstoff.
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