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Keksinndn kohteena on parannettu menetelmi rifamysiini S:n
3-halogeenijohdannaisten valmistamiseksi, erityisesti 3-jodi- ja
3-bromifamysiini S:n valmistamiseksi, joilla on kaava




65254

jossa X on jodi tai bromi, ja jotka ovat kdyttdkelpoisia v&lituot-
teina valmistettaessa 3-substituoituja terapeuttisesti aktiivisia
rifamysiineji, koska kinoniosassa oleva halogeeni on kemiallisesti
huomattavan reaktiivinen. Niiden kemiallinen reaktiivisuus on saman-
kaltainen kuin DE-hakemusjulkaisusta 2 548 128 tunnettujen 3-atsido-
rifamysiinien reaktiivisuus, mutta niiden etuna ndihin 3-atsidorifa-
mysiineihin verrattuna on, ettd niitd voidaan valmistaa paljon suu-
remmin saannoin tarvitsematta suorittaa hankalia puhdistuksia
silikageelipylviissi ja kdyttdd vaarallisia reagentteja, kuten
NaN3:a tai HN3:a.

3-halogeenirifamysiini § ja SV ovat tunnettuja; niiden valmis-
tusta kuvataan julkaisussa J. Am. Chem. Soc., 98: (1976) 22 s. 7065-
7066) . Tdssd tunnetussa menetelmdssi 3-jodirifamysiini S valmiste-
taan saattamalla yksi rifamysiini SV-mooli reagoimaan yhden moolin
kanssa kiintefssi tilassa olevaa alkuainejodia pyridiinin l&sndol-
lessa 25°C:ssa. Reaktiotuotetta k&sitellHdin sen jdlkeen kaliumferri-
syanidin vesiliuoksella ja se puhdistetaan silikageelii sis&ltdvilli
kromatografiapylvislls. Puhtaan 3-jodirifamysiini S:n saanto on 37%.

Samassa artikkelissa esitet#in myos menetelmi 3-bromirifamy-
siini S:n valmistamiseksi, jolloin yksi rifamysiini SV-mooli saate-
taan reagoimaan 1,8 moolin kanssa pyridiinivetybromidiperbromidia
etanolissa alhaisessa lédmp&tilassa. Reaktiotuote puhdistetaan kro-
matografisesti silikageelipylvddssi. Puhtaan 3-bromirifamysiini S:n
saanto on 30%.

DE-hakemusjulkaisussa 2 548 128 esitetyssd menetelmissi 3-
bromi-rifamysiini S:ien valmistamiseksi mooliekvivalenttiset madrat
bromia tai N-bromisukkiini-imidij ja rifamysiini S:43 saatetaan rea-
goimaan keskeniin dimetyylisulfoksidissa tai dimetyylisulfoksidin ja
jonkin toisen aproottisen dipolaarisen liuottimen seoksessa ympdris-
ton l&mpdtilassa noin pdivdn ajaksi. Reaktiotuotetta kdsitellddn
vedelld, jolloin saadaan raakatuotetta, joka puhdistetaan joko kdsit-
telemdlld siti dimetyylieetterin ja veden seoksella tai kromatogra-
fisesti silikageelipylvddl14. Puhtaan 3-bromirifamysiini S:n saanto
on 29-63% teoreettisesta.

3-jodirifamysiini S muunnetaan 3-jodirifamysiini SV:ksi kdsit-
telemdlld siti askorbiinihapolla 60% vetti sisiltivissi metanolissa.
3-bromirifamysiini S muutetaan 3-bromirifamysiini SV:ksi samalla

tavalla.
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Rifamysiini S:n ja SV:n 3-halogeenijohdannaiset ovat kdytto-
kelpoisia vdlituotteina valmistettaessa rifamysiini S:n ja SV:n
mikrobiologisesti aktiivisia johdannaisia. Tunnetuilla menetelmilli
saadaan kuitenkin 3-halogeenijohdannaisia vain pienin saannoin,
joten niiden teollinen hyvdksikdyttd ei ole ollut mahdollista.

Keksinndn mukaiselle parannetulle menetelmidlle 3-jodi- ja 3-
bromirifamysiini S:n valmistamiseksi on tunnusomaista etti rifamy-
siini S saatetaan reagoimaan yhtd rifamysiini S-moolia kohden vihin-
tddn kahden ekvivalentin kanssa jodia tai bromia, kun lisni on halo-
geeniekvivalenttia kohden vihint#in yksi mooli pyridiini&d ja kun
ldsnd .on etanolia, metanolia tai dioksaania tai niiden vesiseosta
ldmpdtilassa, joka ei ylitd huoneen ldmp&tilaa.

Keksinnén mukaisella menetelmilli 3-jodi- ja 3-bromirifamysiini
S:48 saadaan hyvin suurin saannoin, jotka ovat suuruusluokkaa 85-96%
ja sitdkin korkeimpia, ja saatujen tuotteiden puhtausaste on niin
korkea, ettd niit4 voidaan kdyttdd sellaisenaan vilituotteina valmis-
tettaessa rifamysiini S:n ja SV:n mikrobiologisesti aktiivisia joh-
dannaisia tarvitsematta suorittaa lis&dpuhdistusta.

Keksinndn mukaisella menetelmilli valmistettu 3-jodi-~ ja 3-
bromirifamysiini S voidaan haluttaessa puhdistaa esimerkiksi kroma-
tografisesti silikageelipylvidssi tai kiteyttdmdlli sopivasta liuot-
timesta.

Keksinndén mukaisessa menetelmissi kdytettdvd halogeenimiiri
voi vaihdella halogeenista, ldmpdtilasta ja liuottimesta riippuen.

Halogeenin ollessa jodi saadaan tyydyttdvid tuloksia, kun
yhtd rifamysiini S:n moolia kohden kdytetddn 2-6 jodiekvivalenttia,
ja parhaimmat tulokset saadaan kdyttdm&llsd 4 jodiekvivalenttia.
Halogeenin ollessa bromi saadaan tyydyttdvis& tuloksia, kun yhti rifa-
mysiini S:n moolia kohden kdytettdvin 2-4 bromiekvivalenttia, ja
parhaimmat tulokset saadaan kolmella bromiekvivalentilla.

Edullinen pyridiinimiiri halogeeniekvivalenttia kohden on
bromin tapauksessa yksi mooli tai t#hin mddréddn ndhden hieman yli-
mddrin. Jodin tapauksessa edullinen pyridiinimdiri on 1-10 moolia.

Reaktioldmpstila midrdytyy kdytetyn halogeenin, reagenssien
painosuhteiden seki kdytetyn liuottimen tyypin ja mddrdn perusteel-
la. Jodin tapauksessa suositeltava ldmpdtila on noin huoneen ladmpd-

tila, kun taas bromin tapauksessa se on alueella -10...+1SOc,
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edullisesti noin OOC .

Keksinnén mukaisessa menetelmissi kdytettdvit liuottimet
ovat inerttejd, poolisia ja hydrofiilisid liuottimia. Jodin tapa-
uksessa edullisia liuottimia ovat metanoli, etanoli ja niiden
vesiseokset, ja bromin tapauksessa dioksaani, metanoli ja etanoli.
Reaktion pddtyttyd on vilttdmitdnti eliminoida vapaa halogeeni,
jodin tapauksessa riittis reaktioseoksen haihduttaminen kuiviin
joitakin kertoja niin, etty jodi sublimoituu.

Bromin tapauksessa on suositeltavaa kdsitelld reaktioseos
pelkistimelld alkuainebromin muuttamiseksi bromi-ioneiksi, jotka
on helppo poistaa pesumenetelmillj. Tdh&n tarkoitukseen sopivien
pelkistimien joukossa on joitakin (esim. alkalimetallitiosulfaatit
laimeina vesiliuoksina), jotka ainoastaan pelkistivit bromin ja
jdttdvdt muodostuneen 3-bromirifamysiini S:n muuttumattomaksi.
Toiset pelkistivit toisaalta (esim. askorbiinihappo, rikkidioksidi)
my8s 3-bromirifamysiini S:n 3-bromi-rifamysiini SV:ksi. Jalkimmii-
sessd tapauksessa on vilttimitdnti palauttaa S-muoto sopivilla
hapetuskédsittelyilli (esim. mangaanioksidilla, kaliumferrisyani-
dilla, ferrikloridilla, hopeaoksidilla jne).

Seuraavat esimerkit on annettu kyseisen keksinn®én kuvaile-
miseksi.

Niissd mainittucmuU«nIOSkromatografia (TLC) on suoritettu
0,2 mm:n paksuisilla alumiinipohjaisilla 60 Fye4 —Silikageeli-
levyill¥d (Merck). Tuotteille annetut Rep~arvot viittaavat rifamy-
siini S:n Rf—arvoon.

ESIMERKKI 1

3-jodirifamysiini S:n valmistaminen

Liuotetaan 508 mg (4 mekv) jodia 8 ml:aan pyridiinig ( 99
mmoolia) samalla jdihdyttden ja sekoittaen. 5 minuutin kuluttua
lisdtddn 696 mg
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(1 mmooli) rifamysiini S:4d4. Sekoitetaan 40 minuuttia l&@mpstilas-
sa alle 15°C , minkd jdlkeen lisdtdd&n 200 ml kloroformia. Orgaaninen
kerros pestd&én kloorivetyhapon 0,l1-n vesiliuoksella ja sen j&lkeen
vedelld. Orgaaninen kerros kuivataan ja haihdutetaan kuiviin. Kloro-
formia lisdtddn ja liuos haihdutetaan j&dlleen kuiviin. Toimenpide tois-
tetaan useita kertoja jodin poistamiseksi. Kloroformiin liuotettu j&in-
ndés kdsitellddn n-heksaanilla, jolloin saostuu 840 mg raakatuotetta,
joka sisdltdd 700 mg 3-jodirifamysiini S:44 (saanto 85 % ). Raakatuote
voidaan kdytt&d suoraan v&dlituotteina lisireaktioissa. Tuote puhdiste-
taan liuottamalla se 3 ml:aan kloroformin ja metanolin 40/l-seosta
(tilavuus/tilavuus), joka sis&dlt3i 0,1 % (paino/tilavuus) oksaalihappoa
ja kuljettamalla se kromatografisen silikageelikolonnin (8 = 2,5 cm,
korkeus 20 cm) l&dpi. Eluointiaineena k&ytet&din samaa yll3d mainittua
liuvotinseosta.

Punaruskean tuotteen sis#dlt&vdt fraktiot, joilla on TLC:113

3-jodirifamysiini S:44 vastaava R _._-arvo = 0,6 (kloroformi 40/metanoli 1)

yhdistetddn, pestdln ensin happamaf?a liuoksella ja sen jdlkeen vedelld,
kuivataan lopuksi ja haihdutetaan kuiviin.

Saadaan 670 mg puhdasta 3-jodifamysiini S:44 (saanto 81,5 %).
ESIMERKKI 2

Lisdtddn koko ajan sekoittaen 508 mg (4 mekv) jodia 2 ml:aan

(25 mmoolia) pyridiini&d. 5 minuutin kuluttua lis&tiin 8 ml etanolia,
696 mg rifamysiini S:44 (1 mmooli) ja 3 ml vettd. Sekoitetaan 40 mi-
nuuttia huoneen l&mpdtilassa, mink3d jilkeen lis#tdin 300 ml kloroformia.

Kloroformiliuosta késitell&&n kuten esimerkissid 1, jolloin
saadaan 825 mg raakatuotetta, joka sisdltidid 757 mg 3-jodirifamysiini
S:d8d4 (saanto 92 % teoreettisesta arvosta).

Valmistus toistettiin kdyttHen etyyliasetaattia kloroformin
asemesta, jolloin saatiin edellisen kanssa kidyti#nnSllisesti katsoen
yhtdldinen tulos (saanto ja puhtausaste).

ESIMERKKI 3

Toimitaan kuten esimerkiss# 2. Reaktion pi&tyttyd lisit&din
kloroformin sijasta 10 ml metanolin ja veden 70/30-seosta (tilavuus/
tilavuys), joka sis#dlt&i 0,700 g askorbiinihappoa. Sekoitetaan 15 mi-
nuyttia ja konsentroidaan sen j&lkeen liuos vakuumissa noin kolman-
neksen alkuperdisestd tilavuudesta. Lis&itiin 100 ml etyyliasetaattia
ja liuos pestdin toistuvasti pyridiinin poistamiseksi. Liuos kuiva-
taan vedettdm&lld natriumsulfaatilla ja haihdutetaan kuiviin, jolloin
saadaan 840 mg tuotetta, joka sisiltai 740 mg 3-jodirifamysiini SV:ta
(saanto 90 %).




® 65254

Tuotetta voidaan kidyttHi liséreaktioihin: Vastaayasti 3-jodi-
rifamysiini S:ksi muuttamiseksi tuote liuotetaan orgaaniseen liuotti-
meen, hapetetaan mangaanidioksidilla ja puhdistetaan edellisessi esimer-
kissd kuvatulla tavalla.

ESIMERKKI 4

Lis&t&dn -5°C:ssa 2,39 g (30 mekv) bromia koko ajan sekoite-

taen 2,37 g:aan (30 mmoolia) pPyridiini&. 5 minuutin kuluttua lisitiin

150 ml etanolia ja 6.96 g (10 mmoolia) rifamysiini S:i44.
Sekoitetaan 15 minuuttia lampétilassa —10...0°C,
minkd j3dlkeen reaktio keskeytetddn 1isiimil13 300 ml etyyliasetaattia
ja pesemilli orgaanista kerrosta toistuvasti natriumtiosulfaatin 0,1-n
liuoksella kunnes bromi on tdydelliseati Pelkistynyt, ja sen jilkeen
laimealla happamalla liuoksella pyridiinin poistamiseksi ja lopuksi
vedelld. Orgaaninen kerros kuivataan ja haihdutetaan kuiviin.
3-bromirifamysiini § liuotetaan kloroformiin ja saostetaan
n-heksaanilla.
Saadaan 7,82 g raakatuotetta, joka sisHltd4 7,410 g 3-bromiri-
famysiini S:44 (saanto 95 %).
Raakatuotetta voidaan kiyttis suoraan vdlituotteena lis&reakti-
oissa.
Tuote voidaan puhdistaa Pylviskromatografisesti silikageelilli.
Analoginen tulos saadaan kdyttdmi114 etyyliasetaatin sijasta
kloroformia liuottimena.
ESIMERKKI 5 ,
Toimitaan kuten esimerkissi 4. Reaktio keskeytetdsn lis&imilli
5,28 g (30 mmoolia) askorbiinihappoa liuotettuna 100 ml:aan 30 % vettd
sisdltidyd4 metanolia (tilavuus/tilavuus). Liuosta sekoitetaan 10 minuut-
tia ja konsentraidaan vakuumissa kolmannekseen alkuperdisesti tila-~

vuudestaan. J44nnSs laimennetaan etyyliasetaatilla ja orgaaninen faasi
pestddn kloorivetyhapon 0, }-n vesiliuoksella ja sen jilkeen vedells,
kuivataan ja haihdutetaan kuiviin ja j44%nn8s liuotetaan kloroformiin ja
siihen lisit&&n 3,5 g (40 mmoolia) mangaanidioksidia (valmistettu
Rosenkrantzin menetelmin mukaisesti).

Sekoitetaan 15 minuuttia, mink3d j4lkeen dioksidi suodatetaan
pois ja orgaaninen faasi pestdédn kloorivetyhapon O,Fn vesiliuoksella
ja sen jilkeen vedelld, kuivataan ja haihdutetaan kuiviin. J3innSs
liuvotetaan kloroformiin ja saostetaan n-heksaanilla.
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3-bromirifamysiini S:n saanto ja puhtausaste on yht&l4isii esimerkissi
4 saatujen kanssa.
ESIMERKKI 6

Toimimalla kuten esimerkissi 5, mutta kdyttdm&llsd reaktioliuot-

timena etanolia metanolin sijasta, saatiin 95 % saanto.
ESIMERKKI 7
Toimimalla kuten esimerkissi 5, mutta kdyttdmdlli reaktioliuot-

timena dioksaania metanolin sijasta, saatiin 85-90 % saanto.
ESIMERKKI 8
Toimitaan kuten esimerkissi#d 5. Reaktio keskeytetddn lisddmills

rikkidioksidin kyllistettyd metanoliliuosta mddrd, joka riittidi pelkisti-
mddn vield ldsnid olevan bromin ja samalla pelkistimiin 3-bromirifamysii-
ni S:n 3-bromirifamysiini SV:ksi, Sekoitusta jatketaan 10 minuuttia.
Jatketaan esimerkissd 5 kuvatulla tavalla, jolloin saadaan p&iiasialli-
sesti sama tulos.
ESIMERKKI 9

Lisdtd4n koko ajan sekoittaen 9,6 g (60 mmoolia) bromia ja
4,90 g (60 mmoolia) pyridiinid 27,8 g:aan (40 mmoolia) rifamysiini S:3§,
Joka on suspentoitu 600 ml:aan etanolia. Reaktioldmpdtila pidetiin

-10°¢c : ssa . Reagenssit liukenevat vihitellen ja suspensiosta tulee kir-
kas liuos. 30 minuutin kuluttua lis&tdsdn 20 g askorbiinihappoa.
3-bromirifamysiini S:n ja ylimd&rdisen bromin pelkistymisen pddtyttyad
lisdtddn 2500 ml etyyliasetaattia ja liuos pestddn monta kertaa vedells.
Sen jdlkeen orgaaninen faasi kdsitellddn 300 ml:1la ferrikloridin 30 %
vesiliuosta (paino/paino). Kun 3-bromirifamysiini SV:n hapettuminen
3-bromirifamysiini S:ksi on pddttynyt, erotetaan faasit ja etyyliase~
taattiliuos pestiin toistuvasti, kunnes se on neutraali, kuivataan ja
haihdutetaan kuiviin, J4#nnds kiteytet3¥n 60 ml:sta glykolimonoetyyli~
eetteri/vesi-seosta (4/1).

Saadaan 26,5 g t4t4 kiteistH tuotetta (saanto 85,5 %) . Kiteyt-
tdminen voidaan suorittaa my8s etyyliasetaatista.
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Patenttivaatimukset

1. Parannettu menetelm¥ 3-jodi- ja 3-bromirifamysiini S:n
valmistamiseksi, joilla on kaava

jossa X on jodi tai'bromi, t unnet t u siitd, ettd rifamysiini
S saatetaan reagoimaan yht4 rifamysiini S-moolia kohden vihint&in
kahden ekvivalentin kanssa jodia tai bromia, kun lisni on halogeeni-
ekvivalenttia kohden vihintiin yksi mooli pyridiini# ja kun l#sni

on etanolia, metanolia tai dioksaania tai niiden vesiseosta lampd-
tilassa, joka ei ylitid huoneen ldmpdétilaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd siini kiytetiin yhtd rifamysiini S-moolia kohden 2-6
ekvivalenttia jodia ja 1-10 moolia pyridiini¥d jodiekvivalenttia
kohden ja ettd l&mpstila on suunnilleen huoneen ldmpétila.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd yhtd rifamysiini S-moolia kohden kdytetddn 4 ekvivalent-
tia jodia.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd yhtd rifamysiini S-moolia kohden kdytetddn 2-4 ekviva-
lenttia bromia, ja yksi mooli tai hieman ylimddrin pyridiinii
bromiekvivalenttia kohden ja etti l&mpdtila on alueella -10...+15°C,
edullisesti noin 0°C.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t un net tu
siitd, ettd yhtd rifamysiini S-moolia kohden kdytetddn kolme ekvi-
valenttia bromia.
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Patentkrav

1. Forbdttrat fdrfarande f&r framstdllning av 3-jod- och

3-bromrifamysin S med formeln

OCH

('L

|
b

vari X dr jod eller brom, k S nnetecknat darav, att
rifamycin S bringas att reagera med minst tvad ekvivalenter av
jod eller brom per mol rifamycin S i nirvaro av minst en mol
pyridin per halogenekvivalent och i nirvaro av etanol, metanol
eller dioxan eller en blandning dirav med vatten vid en tempera-
tur ej 8ver rumstemperatur.

2. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k Enne t e c k -
n a t ddrav, att vid det anvinds 2-6 ekvivalenter jod per mol
rifamycin S och 1-10 mol pyridin per ekvivalent jod och att
temperaturen dr omkring rumstemperatur.

3. Fdrfarande enligt patentkravet 2, k inneteck -
n a t ddrav, att 4 ekvivalenter jod anvinds per mol rimafycin S.

4. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k inne t e c k -
n a t ddrav, att 2-4 ekvivalenter brom anvinds per mol i rifa-
mycin S och en mol eller ett litt Bverskott av pyridin anvénds
per ekvivalent brom och att temperaturen ligger inom omr&det
-10... +15°C, foretrddesvis omkring 0°c.

5. Fdérfarande enligt patentkravet 4, k S nnetec k -
n a t ddrav, att tre ekvivalenter brom anvinds per mol rifamysin

S.
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