KUULUTUSJULKAISU
(8] 1) UTLAGGNINGSSKRIFT 61685

C (45) fatentt! ayinctty 10 29 1332
Patent meddelat

51 Kv.lk?/lnt.CI.g C 07 C 91/14
(C3))

SUOMI—-FINLAND (21) Patenttihakemus — Patentanskning T50L05
(22) Hakemispiivi — Ans8kningsdag 14.02.75
(FI) (23) Alkupsivi — Gittighetsdag 1L.02.75
(41) Tullut julkiseksi — Blivit offentlig 16.08.75

Patentti- ja relflsterihallitus (44) Nihtiviksipanon ju kuul.julkalsun pym. —
Patent- och registerstyrelsen Ansdkan utlagd och utl.skriften publicerad 31.05.82

(32)(33)(31) Prydecty etuoikeus —Begird prioritet 15 .02 .7
Ranska-Frankrike (FR) 705110

(71) CANOFI, LO, avenue George V, 75008 Paris, Ranska-Frankrike (FR)

) André Cier, Neuilly-sur-Seine, Stephan Gero, Ablon, Alain Olesker,
Gif-sur-Yvette, Jean Leboul, Gif-sur-Yvette, Ranska-Frankrike(FR)

{(TL) Oy Borenius & Co Ab

(54) Antibioottien mikrobiologisessa valmistuksessa kdyttdkelpoinen
1p-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-sykloheksaanidioli - Vid mikrobio-
logisk framstdllning av antibiotika anvéndbar 1D-(1,3,5/2)-1,5-
-diamino-2,3~cyklohexandiol '

Tdmd keksintd® kohdistuu uuteen 1D-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-syklo-

heksaanidicliin ja menetelmddn sen valmistamiseksi.

Keksinndén kohteena olevaa, antibiocottien mikrobiologisessa valmistuk-
sessa kdyttdkelpoista sykloheksaanidiolijohdannaista esittdd yleinen
kaava:
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Tdmd&n keksinndn piiriin kuuluvat myds kaavan I mukaisen diaminosykli-
tolin happoadditiosuolat. N&dmd happoadditiosuolat veivat olla joko
yksinkertaisia (mono-) t.s. muodostettu yhdestd diaminosyklitoli- Jja
yhdestd happomolekyylistd, tai kaksinkertaisia (di-) t.s. muodostettu
yhdestd molekyylistd diaminosyklitolia ja kahdesta molekyylistd& happoa.
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Téssd selityksessd on kdytetty nimistdi, joka on esitetty aikakausi-

lehcdessd Eur. J. Biochem. 9, 1, (1968) "Recommended Rules by the

-+~-2.A.C. - I.U.B. Tentative Cyclitol Nomenclature

1"

Sules

]

~aivan I mukainen vhcdiste voidaan valmistaa kuumentamalla sopivassa
vdliaineessa kuten NyN-dimetyyliformamidissa tai heksametyylifosfori-
triamidissa ja alkalimetalliatsidin, esim.

natriumatsidin, l&dsn&-
ollessa kaavan:

(IL)

mukaista yhdistetté, jossa R, merkitsee Njy-ryhmdd, silloin kun R,
merkitsee vetyatomia tai R1 merkitsee vetyatomia, silloin, kun R

merkitsee alkaani sulfonyvlioksiryhm&d4, kuten esim. metaanlsulfonyyli—

oksiryhmdd tai areenisulfonyylioksiryhm&s, kuten esim. p-tolueenisulfo-
nyylioksi- tai p-bromibentseenisulfonyylioksiryhm&d ja Ry merkitsee
alkaanisulfonyyliryhmis, kuten esim. metaanisulfonyyliryhmdd tai

areenisulfonyyliryhmdd, kuten p-tolueenisulfonyyli- tai p-bromibentseeni-
sulfonyyliryhm&d, jolloin saadaan kaavan

OH
N3

(VI)

mukainen 1D—(1,3,5/2)-1,5—diatsido-2,3-sykloheksaanidioli. Tdmg
diatsidi.hydrogenoidaan sitten liuottimessa, kuten metanoclissa, etano-
lissa, isopropanolissa tai heksametyylifosforitriamidissa ja Raney-
nikkeli-, platinaoksidi- tai palladiumhiilikatalysaattorin l4sndollessa,
jolloin saadaan kaavan I mukaista diaminosyklitolia, jota vield voidaan

kdsitelld sopivalla hapolla, kuten kloorivetyhapolla tai rikkihapolla
hapopoadditiosuolan saamiseksi.
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Xaavan II mukaisia yhdisteitd voidaan saada kédsittelemidlld liuottimesnsa,

esim. pyridiinissd, kaavan:

OH

mukaista epoksidia, missd R, ja R2 merkitsevdt samaa kuin kaavassa II,

kaavan:

R,=-C1l (IV)

mukaisella kloridilla, missid R3 merkitsee samaa kuin kaavassa II,

jolloin saadaan kaavan:

(V)

muxainen epoksidi, missi R, R2 ja R3 merkitsevdt samaa kuin kaavassa

IT.

Tdten saatua kaavan V mukaista yhdistettd kdsitellddn sitten hapolla
kuumentamalla esim. rikkihapon vesiliuoksessa, jolloin saacaan halutiu

kaavan II mukainen yhdiste.

Kaavan IIT mukaisista yhdisteistd ovat tunnettuja 1L-2,3-anhydro-5-0-
tosyyli-1,2,3,5/0-sykloheksaanitetroli ja 1L-2,3-anhydro-(1,2,3/5)-5-
atsido-1,2,3-sykloheksaanitrioli, jotka on tarkemmin kuvattu DE-hakemus-

julkaisussa 2.352.061, julkaistu 16.5.7974.

Muita kaavan III mukaisia yhdisteitd voidaan valmistaa samalla menetel-
mallé, Joka on esitetty edelld mainituissa patenttijulkaisuissa kahden

ecdelld mainitun kaavan II johdannaisen valmistuksessa.
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Kaavan I mukainen diaminosyklitoli ja sen suolat ovat hyvin hyddylligié
vElituotteita valmistettaessa sindnsd tunnetulla tavalla aineita, Joilla
on antibakteerisia ominaisuuksia. Yhdisteet ovat erityisen arvokkaita
sen johdosta, ettd diaminosyklitoli sisdltdd kemiallisessa rakenteessaan
amino- ja hydroksiryhmien steerisen jé&rjestyksen, joka on analoginen,
mutta kuitenkin erilainen kuin luonnon diaminosyklitoleissa, jotka

sisdltyvdt hybrimysiinisarjan antibiocottien molekyylirakenteeseen.

US-patenttijulkaisusta 3.669.838 on tunnettua, ettd mikro-organismeista,
joiden tiedetddn muodostavan aminosyklitolialaryhm&n, kuten neomysiini-
tai paromysiiniryhmdn, sisdltdvid antibiootteja, voidaan muodostaa mu-
tantteja, joilta puuttuu kyky biosyntetisoida aminosyklitolialaryhmd.
T4118in antibioottia ei voi muodostua. T&llaiset mutantit kuitenkin
pystyvdt kdyttimiin hyvdkseen sopivaa aminosyklitolimolekyyli&, Jjos sel-
lainen lis&tddn ravinneliuokseen, ja ndin antibiootti voi muodostua.
US-patenttijulkaisussa 3.669.838 esitetddn streptamiini ja 2-epistrepta-

miini tdllaisina sopivina aminosyklitoleina.

Xirjallisuudessa esitetyistd tuloksista ilmenee kuitenkin, ettd ei ole
mahdollista etukdteen tietdd, tuleeko tietty aminosyklitoli liittymdén
antibioottiin edelld esitetyn biokonversiotekniikan mukaisesti vai ei.
Monessa tapauksessa nimittdin tdllainen valmistusmenetelm& on todettu
tehottomaksi, eikd sitd ndin ollen voida pitdd yleisend menetelménd
tuolisynteettisten tai tdysin synteettisten antibiocottien valmistamiseksi.
Zsimerkikei julkaisussa "The Journal of Antibiotics", Veol. XXVI, No 10,
T. 537...561 (1973) on selitys kokeista, joita on suoritettu 29:114 eri
aminosyklitolilla ndiden liittémiseksi antibioottiin US-patenttijulkai-
sun 3.669.838 esitt&m&dlli tavalla. N&istd 29 aminosyklitolista todettiin
aincastaan streptamiinin ja 2-epistreptamiinin liittyvdn tdhdn tarkoi-

tukseen kédytettyjen mutanttien eli Streptomyces fradiaen, Streptomyces

rimosus forma paromycinys'n Jja Streptomyces kanamycetius'n 2-deoksi-

streptamiini-negatiivisten (D )-mutanttien avulla.

Samaten on todettu, etteivdt DE-hakemusjulkaisun 2.352.061 mukaiset
diaminosyklitolit liity antibioottiin, kun kdytetddn edelld mainittuja
D -mutantteja.
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N&Zin ollen on aivan yll&ttidvidd, ettd tdm#n keksinndén mukainen diamino-
syklitoli ja sen suolat voidaan 1liittdd antibiocotteihin kdyttdmdlld
US-patenttijulkaisussa 3.669.838 selitettyd menetelmdd.

Seuraava esimerkki valaisee keksintdd:

Esimerkki
1D-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-sykloheksaanidiolin valmistus

A. 1D-(1,3,5/2)-1,5-diatsido-2,3-sykloheksaanidioli (kaava VI)

a. 1L-2,3-anhydro-1,5-di-O-tosyyli-1,2,3,5/0-sykloheksaani-
tetroli (kaava V)

4 g tosyylikloridia (p-tolueenisulfonyylikloridia) liuotettuna 25 ml:aan
pyridiinid lisdttiin O °C:n ldmp&tilassa tipoittain 4% g:n 1L-2,3-
anhydro-5-0-tosyyli-1,2,3,5/0-sykloheksaanitetrolia liuokseen 20 ml:ssa
pyridiinid. Reaktioseoksen annettiin seistd 20 tuntia O OC:ssa ja
kaadettiin sitten jd&n pd&lle. Seosta uutettiin useita kertoja kloro-
formilla ja kloroformiuutteet pestiin vedelld. VedettSmdn ratrium-
sulfaatin p&4lli kuivaamisen ja kloroformin ja pyridiinin haihduttami-
sen jdlkeen erottui valkoinen vaahto, josta saatiin metanolista kiteyt-
tdmisen jdlkeen 4,3 g kiteitd. Saatu tuote pestiin kolme kertaa

10 ml:11a metanolia.

Tdlld tavoin saatiin etyyliasetaatista uudelleenkiteyttdmisen avulla
analyysipuhtaita 1L-2,3-anhydro-1,5-di-0~-tosyyli-1,2,3,5/0-syklo-
heksaanitetrolikiteitd. Sp. 143,5...145 °C.

/-g7§5 = + 34° (c = 1,93, kloroformista).

Metanolista kiteyttdmisen jdlkeen emdliuosta k&siteltiin huoneenldmmdssd
6 ml:1lla natriummetylaattiliuosta, joka oli valmistettu 2 g:sta natriu-
mia 75 ml:ssa metanolia. Muutamien minuuttien kuluttua saostul kiteitéd.

Seoksen annettiin seistd vield tunnin ja suodatettiin sitten.

Td11l4 tavoin saatiin vield 1,3 g haluttua ditosylaattia, mikd vastaa
lopullisesti 5,6 g 1L-2,3-anhydro-1,5-di-0O-tosyyli-1,2,3,5/0-syklo-
heksaanitetrolia.

Kokcnaissaanto: 90%.
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) 1L-1,5~-di-0-tosyyli-1,2,5/3-sykloheksaanitetroli (kaava II)

Fulloon, jossa oli 3,2 g 1L-2,3-anhydro—1,5—di—0—tosyyli—1,2,3,5/0-
sykloheksaanitetrolia, joka oli valmistettu edelld kerrotulla tavalla
ja liuotettuna 10 ml:aan 1,2-dimetoksietaania, lisdttiin 50 ml 1,5 N

rikkihapon vesiliuosta.

Reaktioseosta lamm1tet+11n palautusjddhdyttimen alla 150 minuuttia ja
j&&hdytettiin 0 ©c: een, kun oli syntynyt sekcittumaton faasi. Seos
neutraloitiin natriumbikarbonaatin vesiliuoksella ja uutettiin sitten
etyyliasetaatilla. Orgaaninen faasi pestiin vedelld ja kuivattiin
vedettémén natriumsulfaatin pddlld. Liuottimen haihduttamisen jélkeen
saatiin valkea vaahto, josta saatiin kloroformista kiteyttdmisen
jdlkeen 3,1 g 1L- 1,5-di-0-tosyyli-1,2,5/3- sykloheksaanltetrolla (saanto:

20%). Analyysipuhdas tuote suli 121...123 °C:ssa uudelleenkiteytyksen
jédlkeen.

{_a_7gs= +10° (¢ = 1, etanolista)

c) 1D-(1,3,5/2)—1,5—diatsido—2,3-sykloheksaanidioli (kaava VI)

Seokseen, jossa oli 2,6 g natriumatsidia 50 ml:ssa N,N-dimetyyliforma-
midia, lis&ttiin 4,5 g 1L-1,5-di-0O-tosyyli-1,2,5/3~ ~sykloheksaanitetro-
lia, joka oli valmistettu edelld kuvatulla tavalla.

Saatua mustaa liuosta l&mmitettiin palautusjddhdyttimen alla 2 tuntia,
kaadettiin j&44veteen ja uutettiin sitten etyyliasetaatilla. Orgaani-
ner faasi pestiin vedell4, kuivattiin vedettdmdn natriumsulfaatin
P&&lld ja liuotin haihdutettiin pois. T&114 tavoin erottui 1,92 g
mustaa &61jyd, joka oli hyvin jucksevaa ja sen vdri poistettiin osittain
etanclissa luuhiilen avulla.

Tdlld tavoin saatiin 1,2 g 1D- (1,3,5 /2)-1,5-diatsido-2,3- -sykloheksaani-
diolia beige-viristen kiteiden muodossa kahden perdkkdisen uudelleen-
kiteytyksen j&lkeen kloroformi/petrolieetteriseoksesta. Tdmd vastaa
60%:n saantoa. Sp. 62...63,5 °c.

[_a_7§5= 2° 21 (c = 1, metanolista)
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B. 1D-(1,3,5/2)—1,5—diatsido-2,3-§ykloheksaanidioli (kaava VI)

a) 1L—2,3-anhydro—5—atsido-1—O—tosyyli—1,2,3/5-sykloheksaanitrioli

(kaava V)

Liuokseen, jossa oli 125 mg 1L—2,3—anhydro-(1,2,3/5)—5-atsido—1,2,3—
sykloheksaanitriolia 3 ml:ssa pyridiinid ja joka oli valmiiksi jddhdy-
tetty, lisdttiin 280 mg tosyylikloridia. Reaktion kulkua seurattiin
chutkerroskromatografian avulla kdyttdm&lld 50/50 etyyliasetaatti/
petrolieetterisecsta ja ultravioletti-ilmaisua. 12 tunnin kuluttua
reaktio oli pddttynyt ja suoritettiin uutto kloroformin avulla. T&118in
saatiin 192 mg hyvin paksujuoksuista kirkasta 8ljy&, joka sitten puhdis-

tettiin chutkerroskromatografian avulla.

Tdlld tavoin saatiin 1L—2,3-anhydro-5-atsido-1-O—tosyyli—1,2,3/5—syklo-

heksaanidiolia.
[Ta_7%% + 35° (0 = 1,28, kloroformista)

Analyysi: C13HTSOHSN3

C% H% N% S%
Laskettu 50,47 4,89 13,58 10,37
Mitattu 50,26 4,90 13,33 10,39

b) 1L—5—atsido-1-O-tosyyli-1,2/3,5—sykloheksaanitrioli (kaava II)

Liuckseen, jossa oli 150 mg edelld selostetulla tavalla valmistettua
1L-2,3-anhydro-5-atsido-1—O-tosyyli-1,2,3/5-sykloheksaanitriolia

2 ml:ssa 1,2 dimetoksietaania, lis&ttiin 2 ml 1,5 N rikkihapon vesi-
liuosta. Reaktioseosta ldmmitettiin palautusjddhdyttimen alla 150
minuuttia ja reaktion kulkua seurattiin ohutkerroskreomatografian avulla
kdyttémdlld liuottimena 7/3 etyyliasetaatti/petrolieetteri-seosta.

Seos j&dhdytettiin sitten 0 °C:een ja neutraloitiin natriumbikarbonaatin
vesiliuoksella. T&mén jdlkeen seosta uutettiin etyyliasetaatilla,
jolloin saatiin 102 mg 8ljymdistd tuotetta, josta ohutkerroskromato~-
grafialla saatiin ndkyville useita likatahroja.

Télld tavoin valmistettiin 1L-5-atsido—1—O—tosyyli-1,2/3,5—Syk10heksaaﬂi‘
triolia 64%:n saannolla.
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Kahden hydroksyyliryhmdn l&sndolo varmistettiin tuotteen N.M.R-speltrin
avulla deuteroimisen j&lkeen.

c¢) 1D-(1,3,5/2)-1,5-diatsido-2,3-sykloheksaanidioli (kaava I)

Seckseen, jossa oli 50 mg natriumatsidia ja 2 ml N,N-dimetyyliformami-
dia, lis&ttiin edelli selostetulla tavalla valmistettua 1L-5-atsido-
1-/-tosyyli-1,2/3,5-sykloheksaanitriolia. Reaktioseosta limmitettiin

2 tuntia palautusjd&hdyttimen alla ja saatu liuos kaadettiin j&Ziseen
veteen. Seosta uutettiin etyyliasetaatilla ja orgaaninen faasi pestiin
vedelld ja kuivattiin vedettdmdn natriumsulfaatin p&&114. Liuotin
haihdutettiin pois osatyhj8ss4 ja saatiin erottumaan 30 mg ruskeata
8ljyd, josta poistettiin v&ri luuhiilen avulla ja haluttu tuote saatiin
kiteyttdm&lld kloroformi/petrolieetteri-seoksesta.

Tdlléd tavoin saatiin 23 mg 1D~(1,3,5/2)-1,5-diatsido-2,3-sykloheksaani-
diolia 61,5...63,5 OC:ssa sulavina kiteini.

[-a_7é5= 2° 21 (c = 1,36, metanolista).

C. 1D-(1,3,5/2)—1,5—diamino-2,3-sykloheksaanidioli—dihydrokloridi
(kaava I)

Liuokseen,jossa oli 0,49 g edelld kuvatulla tavalla valmistettua
1D—(1,3,5/2)-1,5—diatsido-2,3-sykloheksaanidiolia 25 ml:ssa etanolia,
lisdttiin 2 ml Raney-nikkelid (t.s. hienojakoista nikkelikatalysaatto- -
ria, joka on saatu liuottamalla alkalin avulla alumiini nikkeli-
alumiinilejeeringistd).

Reaktioseosta pelkistettiin vedyn avulla 5§ tuntia. Sitten erotettiin
xatalysaattori pois suodattamalla Celiten 1ld&pi ("Celite" on rekisterdity
“avaramerkki kaupalliselle piimaatuotteelle) ja pestiin useita kertoija
secksella, jossa oli 50 osaa metanolia ja 50 osaa vettd. Hydrattu

liuvos ja pesunesteet yhdistettiin ja haihdutettiin kuiviin. T&114
tavoin saatiin 0,33 g 1D-(1,3,5/2)~1,5~-diamino-2,3-sykloheksaanidiolia
heikosti violetinviérisend vaahtona. T&md4 vaahto j4i homogeeniseksi
ohutkerroskromatograafisessa analyysissi selluloosalla, kun kdytettiin
liuottimena seosta, jossa oli 2 osaa pyridiinid + 1 osa ammoniakki-

liuosta + 2 osaa etanolia + 1 osa vetti.
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Tédten saadut 0,33 g diamiinia otettiin 5 ml:aan absoluuttista metanco-

lia ja 3,5 ml:aan metanoli/10%-kloorivetyhappoliuosta.

. .. . . . o] . w2
Liuoksen annettiin seistd 12 tuntia 0 “C:ssa, mink& Jd&lkeen muodostuneet

kiteet erotettiin linkoamalla.
Tdlld tavalla saatiin 0,2 g 1D-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-sykloheksaani-

diolin dihydroklioridia hygroskooppisina kiteind metanoli/eetteriseockses-
ta kiteyttdmisen jdlkeen. Sp. 230...232 °C.
/70 725 =+ 3,5° £ 1 (¢ = 1,17, vedests)

Eri emdliuosten metanoli/eetteriseoksista kiteyttdmisen jilkeen saatiin
erotetuksi vield noin 0,25 g haluttua dihydrokloridia.

Kokonaissaanto: 90%.
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Patenttivaatimukset

1. Aminosyklitoli, joka lis&t#ddn ravintoalustaan valmistettaessa mikro-
biclogisesti aminosyklitoli-rakenneyksikén sisdltdvii antibiootteja,

tunnettu siitd, ettd aminosyklitoli on kaavan

OH

(I

mukainen 1D-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-sykloheksaanidioli tai sen happo-
additiosuola.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen aminosyklitoli, tunne t t u
siitd, etti se on 1D-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-sykloheksaanidiolidihyd-
rokloridia.

3. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen aminosyklitolin ja sen
happoadditiosuolan valmistamiseksi, t unne t t u siitid, ettd diat-

sidi, jonka kaava on

OCH

(VI)

hydrogenoidaan liuottimessa Raney-nikkelin, platinaocksidin tai palla-
diumhiilen ldsn#ollessa halutun diaminosyklitolin saamiseksi ja halut-
taessa valmistetaan diaminosyklitolin happoadditiosuolaa k&sittelemdlld
sopivalla mddrdlld orgaanista tai epiorgaanista happoa.
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Patentkrav

1. Aminocyklitol, som tills&dtts i ndringssubstratet vid mikrobiologisk
framstdllning av antibiotika som innehdller aminocyklitol-enheten,
kdnnetecknad dirav, att aminocyklitolen utgérs av
1D-(1,3,5/2)-1,5-diamino-2,3-cyklohexandiol med formeln

OH

(I

eller dess syraadditionssalt.

2. Aminocyklitol enligt patentkravet 15 k&nnetecknad dirav,
att det &r 1D—(1,3,5/2)~1,5—diamino-2,3-cyklohexandioldihydroklorid.

3. Térfarande fdr framstdllning av aminocyklitolen eller dess syra-
additionssalt enligt patentkravet 1, k &nne t e c k nat dirav,

att man hydrogenerar en diazid med formeln

CH
N

H (VI)

i ett 18sningsmedel i nirvaro av Raneys nickel, platinaoxid eller
palladiumkol f&r att erhdlla den &nskade diaminocyklitolen, som om s&
onskas kan behandlas med en ldmplig mé&ngd av en organisk eller en
oorganisk syra f8r att &stadkomma ett syraadditionssalt av denna di-

aminocyklitol.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 3 669 838 (C 12 g 9/00).
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