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hvor Ry betegner en lavmolekylar alkanoylgruppe, A, og
A, er grupper, hvor den ene er R, og den anden er Ry,

og R2 og 23 er alkanoylgrupper med 2-6 carbonatomer,
eller salte deraf, fremstilles ved en rakke omsatninger.

Forbindelserne er macrolidantibiotika med god virk-
ning og uden den bitre smag, som findes hos beslagtede
forbindelser.
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Opfindelsen angar en sarlig fremgangsmade til fremstilling
af hidtil ukendte 3, 3", 4" triacyltylosinderivater med den
i kravets indledning angivne almene formel 1 eller salte

deraf med antibiotisk virkning.

Ved salte skal forstds fysiologisk acceptable salte. Fore-
trukne eksempler pd salte er uorganiske salte sasom hydro-
chlorid, sulfat eller phosphat eller organiske salte sasom
acetat, propionat, tartrat, citrat, succinat, malat, aspa-
raginat eller glutiminat. Andre ikke-toksiske salte kan

medtages.

De hidtil ukendte forbindelser (1) har de zkvivalente ni-
veauer for antibakteriel aktivitet for det hidtil kendte
antibiotiske tylosin og har ogsd foreget antibakteriel
virkning mod alle macrolidantibiotikumresistente stammer
sdsom macrolidresistent A-gruppestammer (kliniske isolater
af erythromycin-, oleandomycin- og 16-led-macrolidantibio-
tikumresistente stammer), B-gruppestammer og C-gruppestam-
mer. Navnlig har de hidtil ukendte forbindelser overlegen
antibakteriel aktivitet mod resistente stammer i sammenlig-
ning med det kendte 4"-acyltylosin eller 3-acetyl- eller
-propionyl-4"-acyltylosin, som er effektive mod de stammer,
som er resistente over for macrolidantibiotika.Desuden ned-
sattes den starke vedvarende bitre smag, som er en generel
egenskab hos macrolidantibiotika, og sdledes fremstilles
der fortrinsvis sirup til bern, som man ikke kan give tab-
letter eller kapsler. De ved fremgangsmdden ifelge opfind-
elsen fremstillede antibiotika (1) forventes at vise en ud-
merket klinisk infektionsterapeutisk virkning. Desuden er
disse antibiotika egnede til veterinare formdl og som fo-

deradditiver.

Tylosin har fem hydroxvlgrupper i stillingerne 3,2', 3",4"
og 4"'. Blandt disse acyleres hydroxylgrupperne i stilling-
erne 3,2',4" og 4"' let, medens hydroxylgruppen i 3"-stil-
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lingen er mere inaktiv. Hvis hydroxylgruppen i 3"-stillin-
gen acyleres, sd acyleres de andre stillinger med hzjaktive
hydroxylgrupper oésé, og derfor har en selektiv acylering
af begge stillingerne 3" og 4" veret umulig ved den kendte

tekniks acyleringsmetoder.

Ved en acylering af hydroxylgruppen i 3"-stillingen acyle-
res andre hydroxylgrupper, nemlig i stillingerne 2' og 4"',
med beskyttelsesgrupper, som selektivt fjernes efter acyle-
ringen af hydroxylgruppen i 3"-stillingen. Disse beskyttel-
sesgrupper er lavmolekylare alkanoylgrupper for hydroxyl-
gruppen i 2'-stillingen og lavmolekylzre alkanoylgrupper
eller halogenerede acetylgrupper for hydroxylgruppen i
4"-stillingen.

Fremgangsmdden ifeslge opfindelsen er ejendommelig ved det i

kravets kendetegnende del anferte.

Der dannes i det forste tilfelde som slutprodukt en for-

bindelse med formlen(lc)

19 20
CH CHO

Ho,  N(CH), 3"OR,

0-—<%;—. 0" )-or

0
0 0,
0R, CHs 3
4!“
HO o,
HiCO  OCH, | (el



10

15

20

25

30

35

DK 156071B

hvor Rl’ R2 og R3 har samme betydning som i kravet. I det
andet tilfalde fas som slutprodukt en forbindelse med form-
len (14)

[1d]

hvor Rl’ R2 og R3 har samme betydning som i kravet.

Udgangsmaterialet 5 er normalt et kendt 2'-acyltylosin.
Acylgruppen fijernes i en efterfolgende reaktion og er en
C2_6—alkanoylgruppe, fortrinsvis acetyl, propionyl eller
butyryl.

Hydroxylgruppen i 4"'-stillingen i ovennavnte
2'=acyltylosin kan valgfrit beskyttes med en C2_6—a1kanoy1—
gruppe eller en lavmolekylar halogenalkanoylgruppe, iser
sidstnavnte sasom chloracetyl, dichloracetyl eller
trichloracetyl, men den skal ikke nedvendigvis beskyttes

for fremgangsmdden ifglge opfindelsen.

Ovennavnte 2'-acyltylosin underkastes 3,4"-acylering ved
hijzlp af tilsvarende aliphatiske carboxylsyrehalogenider.
Acyleringen udferes ved omsetning med tilsvarende

carboxylsyrehalogenider i et indifferent organisk oples-
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ningsmiddel i nervarelse af tertizr organisk amin. Eksemp-
ler pad tertiszre organiske aminer er pyridinforbindélser
sdsom pyridin, picolin eller collidin. Andre kendte terti-
@re organiske aminer sdsom triethylamin, dimethylanilin,
diethylanilin, N-methylpiperidin, N-methylmorpholin, quino-
lin eller isoquinolin kan benyttes. Eksempler pa& alipha-
tiske carboxylsyrehalogenider er aliphatiske C2_6—carboxyl~
syrehalogenider sasom acetylchlorid, propionylchlorid,buty-
rylchlorid, isobutyrylchlorid, valerylchlorid, isovaleryl-
chlorid eller hexanoylchlorid. Acylgrupper til
3-stillingen er lavmolekyla@re grupper sdsom acetylchlorid
eller propionylchlorid. Reaktionen kan foretages ved stue-
temperatur, og det er derfor ikke nedvendigt at opvarme,
eller man kan opvarme til hgjst 30-50°C. Reaktionsproces-
sen kan kontrolleres ved tyndtlagschromatografi pd sili-

cagel, og den er afsluttet i lebet af 1-10 timer.

Ved ovenstdende acyleringsreaktion acyleres ikke blot hy-
droxylgrupperne i stillingerne 3 og 4", men ogsa en fri
hydroxylgruppe i 4"'-stillingen acyleres. Derfor kan mzng-
den af aliphatisk carboxylsyrehalogenid bestemmes ved det

antal hydroxylgrupper, som skal acyleres.

Hvis endvidere stillingerne 3 og 4" skal acyleres med for-
skellige acylgrupper, benyttes en 1lidt mindre mengde
aliphatisk carboxylsyrehalogenid til opndelse af forst den
4"-acylerede forbindelse, og derefter acyleres denne for-
bindelse i 3-stillingen ved hjzlp af det enskede aliphati-

ske carboxylsyrehalogenid.

Den sdledes opndede forbindelse (6) kan isoleres pad den ma-
de, at ndr reaktionsoplesningsmidlet er et med vand bland-
bart organisk oplegsningsmiddel, sid indstilles reaktions-
blandingen ved hjzlp af alkali til en pH-verdi pa 8-10 i
vand til udfeldning og filtrering, og ndr reaktionsoples-
ningsmidlet er et med vand ikke blandbart organisk oples-

ningsmiddel, s& haldes reaktionsblandingen i vand og ind-
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stilles til en pH-verdi pd 8-10 og ekstraheres derpa med et
passende med vand ikke blandbart organisk oplesningsmiddel.
Yderligere rensning kan foretages ved chromatografi under
anvendelse af silicagel, aktivt aluminiumoxid eller adsorp-

tionsharpiks under eluering med f.eks. benzen og acetone.

Acylering af forbindelsen (6) i 3"-stillingen kan foretages
ved omsztning med et tilsvarende aliphatisk carboxylsyrean-
hydrid i narverelse af base under opvarmning. Eksempler pa
base er alkalimetalcarbonat sdsom kaliumcarbonat eller na-
triumcarbonat og tertizre organiske aminer som f.eks. pyri-

dinforbindelser sdsom pyridin, picolin eller collidin, men

- dette wudger ikke nogen begrznsning, og alle kendte

alkalimetalcarbonater, alkalimetalhydrogencarbonater eller
tertiazre organiske aminer kan benyttes.
Opvarmningstemperaturen er f.eks. 50-120°C, fortrinsvis
80-100°C. Reaktionstiden varierer afhengende af reaktions-
temperaturen, og da reaktionen kan kontrolleres ved tyndt-
lagschromatografi pa silicagel, kan slutpunktet for reak-
tionen bestemmes ved forsvinden af forbindelse (6) i reak-
tionsblandingen, og tidsrummet er af stzrrelsesofdenen

1-100 timer.

Ved ovennavnte reaktion omarrangeres den hidtidige acyl-
gruppe R2 i 4"-stillingen til 3"-stillingen, og acylgruppen

R3 indferes i 4"-stillingen.

Den sdledes opndede forbindelse (7) kan isoleres pa den mad-
de, at nar reaktionsoplesningsmidlet er et med vand bland-
bar organisk oplesningsmiddel, indstilles reaktionsblan-
dingen ved hjzlp af alkali til en pH-verdi pa 8-10 i wvand
til udfzldning og filtrering, og ndr reaktionsoplesnings-

midlet er et med vand ikke-blandbhart organisk oplgsnings-

‘middel, haldes reaktionsblandingen i vand, og man indstil-

ler pH-verdien pa 8-10, og man ekstraherer med et med vand
ublandbart organisk oplesningsmiddel. Yderligere rensning

kan foretages ved chromatografi under anvendelse af sili-
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cagel, aktivt aluminiumoxid eller adsorptionsharpiks under

eluering med f.eks. benzen og acetone.

Fjernelse af beskyttelsesgrupperne i forbindelsen (7) wud-
feres ved behandling med methanol eller ethanol indehold-
ende ammoniak til fjernelse af beskyttelsesgruppen i
4"'-stillingen. Reaktionen forlgber ved stuetemperatur og
kan afsluttes ved forsvinden af forbindelsen (7) ved
kontrol wved tyndtlagschromatografi pd silicagel. Ammoniak
og alkohol afdestilleres fra den saledes opndede reaktions-
blanding, og blandingen opvarmes i methanol, som kan inde-
holde vand, til fjernelse af acylgruppen i 2'-stillingen.
Der foretages opvarmning under tilbagesvaling af methanol.
Reaktionsprocessen kan kontrolleres ved tyndtlagschromato-

grafi pd silicagel til afslutning af reaktionen.

Forbindelsen (lc) kan fds ved isolation og rensning af re-
aktionsblandingen efter afdestillation af methanol.

Forbindelsen (6) kan ogsd acyleres 1 3"—sti11ingen ved
hjzlp af et tilsvarende aliphatisk carboxylsyrehalogenid.
Acyleringen udfores ved omsatning med tilsvarende alipha-
tisk carboxylsyrehalogenid i narvarelse af tertizr organisk
amin i et indifferent organisk oplesningsmiddel under op-
varmning. Eksempler pd indifferente organiske oplesnings-
midler er acetone, methylethylketon, ethylacetat, dime-
thoxyethan, tetrahydrofuran, dioxan, dichlorethan, benzen
eller toluen. Eksempler pd tertizre organiske aminer er py-
ridinforbindelser sdsom pyridin, picolin eller collidin,
men de @vrige kendte tertizre organiske aminer sdsom tri-
ethylamin, dimethylanilin, diethylanilin, N-methylpiperi-
din, N-methylmorpholin, quinolin, isoquinolin eller triben-
zylamin kan benyttes selektivt. Tilsvarende carboxylsyre-
halogenider er aliphatiske C2_6—carboxylsyrehalogenider sa-
som acetylchlorid, propionylchlorid, butyrylchlorid, isobu-
tyrylchlorid, valerylchlorid, isovalerylchlorid eller hex-

anoylchlorid,
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Opvarmningstemperaturen kan vare 50-120°C. Reaktionstiden
kan variere afh@ngende af reaktionstemperaturen, og da pro-
cessens fremadskriden kan kontrolleres ved tyndtlagschroma-
tografi pd silicagel, kan afslutningen bestemmes inden for

omrddet 1-150 timer.

Den opndede forbindelse (8) kan isoleres pd samme made som

forbindelse (7).

Derefter fijernes beskyttelsesgrupperne i stillingerne 2!
og 4"' i forbindelsen (8) til opndelse af forbindelsen
(1d). Denne fjernelse kan udferes ved den samme
fjernelsesreaktion for beskyttelsesgrupperne som ved for-
bindelse (7) ovenfor. Forbindelsen (1d) kan fas ved
isolation og rensning som beskrevet nedenfor fra produktet

efter fjernelse af methanol.

Isolation af den egnskede forbindelse (1) kan udfegres ved
kendt isolation og rensning af macrolidantibiotika, £.eks.
inddampning, ekstraktion, vaskning, overfering og krystal-
lisation samt chromatografi under anvendelse af
silicagel, aktivt aluminiumoxid eller adsorbent sasom ad-

sorbent harpiks.

I tabel I er anfort de minimale- inhiberende
koncentrationer (MIC) pa mikroorganismer for en af
forbindelserne fremstillet ved fremgangsmaden ifelge
opfindelsen. Det fremgdr, at forbindelsen (1) er effektiv

mod macrolidresistente A-gruppemikroorganismer.

Nedenstdende eksempler illustrerer fremstillingen af for-

bindelserne (1) ved fremgangsmdden ifslge opfindelsen.

Rf-vaerdierne i eksemplerne er mdlt ved felgende tyndtlags-

chromatografi:

Baerer: Silicagel 60 (Merck Co.)
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_8_
Fremkalder:
A: n-hexan: acetone: benzen: ethylacetat: methanol,
30:10:25:20:10

B: benzen: acetone, 3:1

C: benzen: acetone, 4:1

10
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25

30

35

MIC pg/ml

Forsegsorgani

orbindeise

sme

Staph.aureus

Staph. aureus

Staph. aureus
Staph. aureus
Staph. aureus
Staph. aureus

ATCC6538P

MS353
MS353A0%
0l1le6*
0119%
0127%*

Strept. pyogenes N.Y.5

Strept. pyogenes 1022%

Ac: acetyl, Bu: butyryl.

Forbi 1 -
ggﬁgéﬁggegei?ngﬁfgﬁgglsen

Kontrol
4"-stilling Bu H Bu
J-stilling pc - 1 H

0,8 0,8 0,8

1,6 1,6 3,1
50 >100 50
25 3100 25
100 100 50
100 >100 100

0,2 0,2 0,2
25 D100 12,5

* Erythromycin-, oleandomycin- og l6-led-macrolidresistente

stammer af kliniske isolater (macrolidresistente A-gruppe-

stammer).
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Eksempel 1
3,3''-diacetyl-4''-butyryltylosin

Eddikesyreanhydrid (8,5 ml) settes til tylosin (10 g)
oplest i ter acetone (50 ml) og omreres i 4 timer ved stue-
temperatur. Reaktionsblandingen haldes i vand (200 ml),
indstilles til pH 9,5 ved tilsatning af ammoniakvand og
ekstraheres 2 gange med chloroform (200 ml). Ekstrakten
teorres ved tilsatning af vandfrit magnesiumsulfat og terres
i vakuum til opndelse af 2'-acetyltylosin (10,2 g). Tyndt-
lagschromatografi: RE =0,12, RfC = 0,06 (tylosin: RfA

B
= 0,20, RfB = 0,01, RfC = 0,01).

Tert pyridin (8,05 ml) og acetylchlorid (6,4 ml) sattes til
ovennavnte stof (10 g) oplest i ter acetone (50 ml) og
omrgres i 150 min. ved 45°C. Reaktionsblandingen haldes i
vand (200 ml), indstilles til pH 9,5 ved tilsztning af
ammoniakvand, og udfzldningen filtreres til opndelse af
3,2', 4'', 4'''-tetraacetyltylosin (8,44 g). Tyndtlags-
chromatografi: RfB = 0,40, RfC = 0,22. '

Smgrsyreanhydrid (1 ml) sattes til ovennavnte stof (2,0 g)
oplest i tert pyridin (10 ml) og omreres i 4 dage ved
100°C. Reaktionsblandingen haldes i vand (50 ml),
indstilles til pH 9,5 ved tilsztning af ammoniakvand og
ekstraheres med chloroform (50 ml). Ekstrakten vaskes 2
gange med 0,1 N HCl (50 ml) og 1 gang med fortyndet ammo-
niakvand, torres med vandfrit magnesiumsulfat og terres 1
vakuum til opnaelse af rat 3,2, 3'', A4'''-tetra-
acetyl-4''-butyryl-tylosin. Tyndtlagschromatografi: RfB
= 0,81, RfC = 0,66.

Methanol mettet med ammoniak (10 ml) sattes til dette ra-
produkt oplest i methanol og omreres 3 timer wunder is-
afkeling. Reaktionsblandingen haldes i vand (100 ml) og
ekstraheres med chloroform (100 ml). Ekstrakten terres ved

tilsetning af vandfrit magnesiumsulfat og terres i wvakuum.
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Resten opleses i methanol (50 ml), tilbagesvales i 17 timer
og torres i vakuum til opnaelse af rat
3,3''-diacetyl-4"'"'-butyryltylosin, som renses ved
silicagelsejlechromatografi under eluering med benzen og
acetone (10:1), hvorved man f&r den rensede forbindelse

(1,2 g). Tyndtlagschromatografi: RFA = 0,73.

Eksempel 2
3,3'"'-diacetyl-4"''-isovaleryltylosin

I eksempel 1 erstattes smorsyreanhydrid med isovaleriane-
syreanhydrid, hvorved man far 3,3''-diacetyl-4'"'-isovale-

ryltylosin. Tyndtlagschromatografi: RfA =0,76.

Eksempel 3
3,3''", 4''-triacetyltylosin

Eddikesyreanhydrid (0,5 ml) sattes til 3,2', 4'', 4'' ' —te-
traacetyltylosin £fra eksempel 1 oplest i tert pyridin (5
ml) og omreres 2 dage ved 100°C. Reaktionsblandingen hzldes
i vand (30 ml), indstilles til en pH-vardi pa 9,5 ved til-
setning af ammoniakvand og ekstraheres med chloroform (30
ml). Ekstrakten torres ved hjelp af vandfrit magnesium-
sulfat og terres til sidst i vakuum. Resten oplegses i
methanol (10 ml) og tilszttes methanol mattet med ammoniak
(5 ml), hvorpd man omrgrer 3 timer under isafkeling.
Reaktionsblandingen haldes i vand (100 ml) og ekstraheres
med chloroform (100 ml). Ekstrakten terres ved tilsatning
af vandfrit magnesiumsulfat, hvorpd der foretages en tor-
ring i vakuum. Resten opleses i methanol (30 ml), tilbage-
svales i 17 timer og terres i vakuum til opndelse af rat

3,3''", 4''-triacetyltylosin.

Denne forbindelse renses ved chromatografi pd silicagel-
sejle under eluering med en blanding af benzen og acetone i

forholdet 7:1, hvorved man far den rene forbindelse

(700 mg).
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Tyndtlagschromatografi: RfA = 0,54

Masse:

982

(M 60),

922,

753, 563,

391,

372,

174,

DK 15607 1B

169.
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Patentkravw

Fremgangsmade til fremstilling af 3, 3",4"-triacyltylosinde-

rivater med formlen(1l)

hvor Rl betegner en lavmolekylar alkanoylgruppe, Al og A2
er grupper, hvor den ene er R2 og den anden er R3, og R2 og
Ry
deraf, k end e tegnet ved, at man omsatter et 2'-a-

er alkanoylgrupper med 2-6 carbonatomer, eller salte

cyltylosin med formlen(5)
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(5]
HiCO  OCH,

hvor R5 betegner alkanoyl med 2-6 carbonatomer, og R6
betegner hydrogen, alkanoyl med 2-6 carbonatomer eller lav-
molekylert halogenalkanoyl, med tilsvarende aliphatiske
carboxylsyrehalogenider i narvarelse af en tertier organisk
amin i et indifferent organisk oplesningsmiddel il

opndelse af en forbindelse med formlen(6)

Hy  CHO R0 necHy), oM

0 0 0 —("s* o,
0 0,
0R, CH, 3
H.C
0
RO
77 CH3 [6]
1,00 OCH,

hvor R7 betegner alkanoyl med 2-6 carbonatomer eller lav-
molekylart halogenalkanoyl, og Rl' R2 og R5 har samme be-
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_14._

tydning som ovenfor, hvorpd man 3"-acylerer ved en af folg-
ende fremgangsmader, hvor man

(a) enten omsatter forbindelsen med formlen(6)med et til-
svarende aliphatisk carboxylsyreanhydrid under opvarmning i
nerverelse af base til opndelse af en forbindelse med form-
len(7)

CH, CHO

/

0 0 0 ("¢ -or,
0 0
ORl : CH3 CH3
HoC
0
k70 CH,4
H,CO  OCH, [7]

hvor Rl’ R2, R 37 R5 og R7 har samme betydning som
ovenfor, eller

(b) man omsatter forbindelsen med formlen (6)med et tilsva-
rende aliphatisk carboxylsyrehalogenid under opvarmning i
nezrverelse af en tertier amin i et indifferent organisk op-

losningsmiddel til opndelse af en forbindelse med formlen(8)
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Ui o0 R weeH),  oR,

/

0 0 —("s* o,
0 0
OR, CHs s
(8]

hvor Rl’ R2, R3, R5 og R7 har samme betydning som ovenfor,
hvorefter man behandler forbindelsen med formlen (7) eller
forbindelsen med formlen(8)med en methanol- eller ethanol-
oplesning af ammoniak, hvorpd man behandler i methanol un-

der opvarmning.
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