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josma X . klooria, bromia tai Jodia, Ja nBiden yhdisteiden farmaseutti-
2N AT .,‘(4_\
~_\sesti hyvsksyttaw,z suolojg.—«m AN TL o

n keksitty, ettd kaavaa I vaataavat uudet halogeenijohdannaiset ja niiden
;é armaseuttisesti hyviksyttivit suolat tehoavat bakteeteihin ja alkueléimiin.

3*-‘%
g ‘gg )Sen vuokei niitd veidaan ki#yttii bakteerien Jja alkuelinten torjunta~-aineina.
TEsavagIvastaavia wusia lm.lvgeeni:)ohdannaisia Ja niiﬂ:on« farmageuttivesti
- hyvBkeyt$dvil suoloia valnistataan kekainnbn mk&iaggti men@jmlmﬁlla,/ joka on
tunnettu siitd, ettd siini hnlhgingﬁa&n vastaavalla ta.valla, ka.ava;i Twmm
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Pvaﬂ%aaﬁtﬁ yhdlsteen suolaa Jja haluttaessa saatu kaavag I waﬂtaauzféidiste
muutetaan farmaseuttlsqstl hyvaksyttavéksi suolakseen.

Kaava;“ll-gggiﬁg;éen yhdisteiden suolojen halogenointi suoritetaan tunne-
tuin halogenointimenetelmin. Tdlldin kfytetdin esimerkiksi N-bromi- tai’
N-kloorimeripihkehappo-imidid halogenoidussa orgaanisessa liuottimessa kuten
esim. kloroformissa, tetrakloorimetaanissa tai metyleenikloridissa. Tamin
reaktion edellyttémd tarkoituksenmukainen ldmpdtila on huoneen limpdtilan
Jja resktioseoksen kiehumispisteen v&811114, jolloin reaktioaika vaihtelee
vastaavasti, esimerkiksi noin 12 tunnista huoneen ldmpdtilassa noin 10 minuut-
tiin - noin 2 tuntiin kiehumisldmpdtilessa. Er&dssi tolsessa suoritusmuodos-
sa kdytetdin bromia, esim. Jossakin edelld mainitussa halogenoidussa liuot—
timessa tai rikkihiilessd, tal klooria, esimerkiksi tetrskloorimetaanissa.
Tarkoituksenmukainen lamp&tila on ndissd reaktioissa valilld noin -10%¢-
+1098 ja reaktiosika noin 1-6 tuntia. Jodiointi suoritetasn esimerkiksi
kayttamglld jodimonokloridia, esim. jdietikassa suunnilleen huoneen lémpdti-
lassa noin 15 minuutin - noin 2 tunnin kuluessa, tai kdyttémdlld jodia orgaa-
nisessa eméksess#d, kuten esim. morfoliinissa, suunnilleen huoneen lémpéﬁilassa
noin 5-T vuorokauden kuluessa.

Keksinnéq mukaisessa menetelmésséd kidyttdkelpoisia 1l&htdyhdisteita, so.
kaav%;\II g%ﬁtgzgleﬂ yhdisteiden suoloja, voidaasn saada tuottamalla kiymistie-
té kaavaa II vastaavaa yhdistettd ja muuttamalla tidmd sen jadlkeen suolaksi.
Mainittua kaavaa II vastaavaa yhdistettd tuottava mikro-organismi kuuluu
Streptomycessukuun ja sitd on eristetty Hyde Park'ista, Massachusetts, Mb\
18ydetystd maandytteestd. Tydnimelld X-537 tunnetuksi tehdyn mk.u;gtrtuufiwx‘dgwém
pakastekuivattuja niytteitd on ta.lletettuna@'oﬁcﬂ)rganlsmlkokoelmgs“s“ United
States Department oz;fgﬁéculture, Northern Utlllzatlon Research anddfi

eoria, Illinois, USA, numero 0jt:l.,peen ollessa

Development Divisio
T Sk

NRRL 3382. NRRL on luovuttanut t&té talletettua( tuurl@;ylelson kiyttoon.
Suorittamalla kéyttaminen mainitun mikro-organismin avulla saadaan anti-

bioottia, joka on téhdn asti identifioitu nlmella/Antlblotlkum)X 53TA

o ande e X- 537 A (2)
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‘ C-(Lasalocid A) %ﬁimgf yhdistegd Ahalysoinﬂﬁgd/@ﬁkaiaea$§ﬁgen todettiin vastas

" van rakennetta 6~ § 7(R)=[5(S)~etyFii=5- ~(5(R)~etyylitetrahydro~5-hydroksi-6
(s)-metyyli-zﬁ-pyran-z(n)-yy11)-tetrahydro-3(s)~metyy11«2(s)furyy111-4(s)-
hydroksi-3(R), 5(S)-dimetyyli-~ 6-oksononyy11; -2,3-kresotiinihappo, so. yhdis-

tettd, jonka kaava on Tﬂ W X M m_-,@

HIIHBC | 3 X | - l“ _ %Hg
| Benilonihs b -eotibinit -

Kiymisessl muodostuu myds Antibiotikun Lasalocid A:ﬂ isomeeria, so. kaavaa
II vastaavaa yhdistettd T e T e '

;lonka kemiallinen nimitys on
6- { 7(R)-[5(8)~etyyli-5-(5(S)-etyylietrahydro-5- (1~(R)ahydrokaietyyli)-
furan—2(R)-yyli)-tetrahydro-}(s)-metyyli 2(S)-furyy11]-4(s)nhydroksi-B(R),-
5(S)—dinetyyli-6-okaonyylis -2 B-kreuotiinihappo. Viimemainitusta yhdisteestd
/ k&ytetﬁﬁn my&s nimitystﬁ Iso-lamalocid A. in _m,\w«hdn 'A' (7)
Yhdistettd Iso-laealocid A voidaan va.lmistaa k&yttﬁnﬁlla sopivaa elatuaai-

netta, jossa on Streptouyces X-537:§é‘, ilmstéiduissa pinnanalaie-olosuhteissa,
jolloin kﬁmislinoksen pH-—arvo siifdetddn suunnilleen neutraalia reaktiota vas-
taavaksi, 80. BHlille noin 6,5-7,5. Kiytettivd elatusliuos sisiltik typpi-

l&hteen , kuten esim. hiivaa tai hiivavalmistetta, maissi;]a-uhetta, papujaunhoa

\‘\

tai vastaavaa, lihinnd soijapapujauhetta; suoloja kuten esim. kaliumfosfaattia,
kalsiumkarbonaattia ja hivenalkuaineita,hiilihydraattil&hteen esim. sokeria,



melassis tai vastaavaa ainetta lédhinnd tirkkelysti ja kasvie~ tai eliinras-
vaa tai 6ljyd, kuten esim. soijapapudljyi tai paistindljyd hiililZhteinid jJa
vaahtoutumisen estoaineina. Edyttédminen suoritetaan normaalia hieman korkeam-
masse lidmpdtilassa, so. vdlilld noin 25 - 3500; ty6 suoritetaan liZhinnZ noin
3l°Czsaa. Noin 4-9 vuorokaunden iditysajan jélkeen kiymisliuos suodatetzan

ja antibiootti otetaan talteen uuttamalla,

Kiymisen paityttyd Iao-laaalocidwéhp eristimiseen ja puhdistamiseen voi-
daan kﬁyttaa useita menetelmid. é;pi;ia menetelmid ovat: uwuttaminen liunotti-
milla kuten esim. intermittoiva wuttaminen tai uuttaminem "neste-neste'-
vastavirtajakonenetelnalié;xéanoin kuin mybskin geelipermeaatiokromatograa-
finen jakomenetelmi vedettSmlssid systeemissi.

Iso-lasalocid A:n suoloja voidaan valmistaa tavanomaisip sinfinsd tunnetuin
menetelnigj‘;:in:;;iksi kiiytttim8118 l8htS8aineena antibieoetin vapaata
happoa, esim, pesemiilld liuoksessa elevaa vapaata happos sopivalla emikselld
tai sepivalls suolella. Tihin tarkeitukseen sopivia emdksiid ovat gsim. alks-
limetalliemlikset kuten esim. natriumbydroksidi, kaliumhydrokaidi tai
vagtaavats maa-alkaﬁgnetalliouikaet kuten kalsiumhydroksidi, bariumhydrok-
sidi tai mmt veastaavat hydroksidit ja smmoniumhydroksidi. Alkalimetalli- ja
masa-alkalimetallisuoloja, joita veidaan kiyttéi keksinmin mukaisten farma-~
seuttisesti hyvidksyttiivien suolojen valmistamiseen, ovat esim, karbonaatit,
vepykarbonaatit ja sulfaatit.

Kaavaa I vastaavien yhdisteiden Ja nijiden farmaseuttisesti hyviksytti-
vien suelojen vaikutusta valaisevat seuraavat bromiyhdisteen, so. kaavaa I
vastaavan yhdisteen, jessa X vastaa bremia, vaikutusarvet erfiiti grampesitii-
visia bakteereja vastaan: '

Bacillue sp. E (ATCC nso 27. 859)

Bacukkus sp. TA (ATCC n:o 27. 860)
Bacillua megaterium (ATCC n:o 8. 011)
Bacillus sabtilis (FRRL n:o 558)
Staphylecoccus aureus (ATCC mi:0 6.538 p)
Sarcins putea (APCC nio 9. 341)
Actinomyces cellulosae (ATCC nio 3. 313)

Bromijohdannaisenzsuhteellista antibicottista vaikutusta Bacillus sp.
TA:ta vastaan in vitro puhtaaseen antibioottiin Laaalocid A verrattuna
tutkittiin agar-diffuusiomenetelmiin avullsa reikﬁlevyill&. Bromijohdannainen
oaoittautuiLfgggiggigwﬂxhan verrattuna suhteellisesti 75 presenttia tehok-
kaammaksi. Toisaalta Iso-lasalocid A:n bromijehdanmaisen myrkyllisyye hiiriin
néhden on merkittdvideti vihdisempi, koska LD 50-arvo on > 2000 mg/kg po.,
Lasalocid A:n vastaavan arvon ollessa moin 150 mg/kg po. '




: Keksinndén mukaisella menetelmilld valmistetuilla iso-lasalocidin 5-
| \ halogeenijohdannaisilla sekd tunnetuilla yhdisteilld (iso-lasaloéia; lasalocid Jja
I sen 5-halogeenijohdannaiset) suoritettiin vertailevia terapeuttisia kokeita uusien

yhdisteiden terapeuttisen tehon osoittamiseksi.

kot .
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CO,H

h
( Las@locid ja sen 5-Halogeenijohdannaiset
’E \ Yhdisteiden antimikrobiaalinen vaikutus in vitro (MIC mg/ml) médritettiin
~—~ggardiffuusiomenetelmills. Tulokset on esitetty tauluk01si? A Ja B. Taulukossa A

f? keksinndn mukaisella menetelm#lld valmistettuja yhdisteith CN7X = Cl, Br, I)
‘MH

oWl
} on verraituafﬁdlsteeseen I/X = H ja taulukossa B yhdisteisiin III/X =Cl, Br, T,

!f
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Mikro—organismi (\¥1q> mg/ml

I/¥X=¢1 TI/X=Br I/X =1 I/X = H

Staphylococcus aureus 6,25 3,13 6,25 12,5
Sarcina lutea 0,79 0,39 0,79 6,25
Baeillus megaterium 0,09 0,39 0,39 1,57
Bacillus sp. E 0,09 0,79 0,39 1,27
Bacillus subtilis 1,57 0,79 0,79 1,57
Bacillus sp. TA 0,79 1,57 0,79 3,13
Mycobacterium phlei 12,5 6,25 12,5 6,25
Actinomyces cellulosae 6,25 12,5 12,5 25,0
ﬁ—
ladnme 1L ? _ 1
B. Vertailu yhdisteisiin II/X = Cl, Br.I Vu;\bdxﬂ&
e /\ o
Mikrdorganismi MIC, mg/ml

T/X=C1 I/X=Br = D/X=T ' TIII/X=¢i III/X=Br III/X=I

Sarcina lutea. 0,8 0,4 0,8 1,6 1,6 1,6
Bacillus 0,1 0,k
megaterium

Bacillus sp. B 0,1 0,4




Kaavan I mukaiset yhdisteet, jotka eivdt ole 5-asemassa halogeeniatomilla

substituoituja, ovat tunnettuja seuraavasta julkaisusta: Am. Chem. Soc.

Abstract of Papers, 167th ACS National Meeting, Los Angéles, California, March
A 31-April 5, 1974 (MEDI-50). Kaavan IIT mukaiset yhdisteet (Lasalocid A ja sen

S5-asemassa halogeenigtomilla substituoidut johdannaiset) ovat tunnettuja esim.
suomalaisesta patenttijulkaisusta 52 582. Kaavan I mukaiset uudet yhdisteet ovat
yllattden osoittautuneet antibakteeriselta aktiivisuudeltaan huomattavasti
tunnettuja yhdisteitd tehokkaammiksi useita patogeenisia mikro-organismeja vas-—
taan, kuten Staphylococcus aureaus, Sarcina lutea, Bacillus megaterium, Bacillus
sp. E, Bacillus subtilis, Bacillus sp. TA, Mycobacterium phlei ja Actinomyces
1lulosae.

Esimerkki 2,

Iso-lasalocid A:n jodijohdannaisen natriumsuolan valmistus.

Liuos, joka sisdlsi 1,8 g iso-lasalocid A:n natriumsuolaa 50 ml:ssa
jédetikan ja kloroformin seosta, késiteltiin 980 mg:1la jodimonokloridia (juuri
tislattu 97-99°C:ssa kiehuva fraktio). Jodimonokloridi sekoitettiin 5 ml:aan
etikkahappoa, ja téméd lisdttiin reaktioseckseen hitaasti 15 minuutin kuluessa.
Odotettiin 15 minuuttia, minkd jAlkeen vettd (100 ml) lis&ttiin hitaasti ja

seos uutettiin eetterillé. Liuctinkerros erotettiin ja pestiin natriumbisulfiitin,
natriumbikarbonaatin ja natriumkarbonaatin vesiliuoksilla, Liuotin kuivattiin
(NaQSOh). Liuosta konsentroitaessa tuote kiteytyi, ja se erotettiin suodattamalla.
Uudelleen kiteytettdessé etyyliasetaatista saatiin iso-lasalocidin jodijohdannaisen
natriumsuola (C3h HS, I Na08) valkoisina kiteini, sp. 189—19100,5LD = -145,5°
(0,99 %, CH013
Esimerkki 3.

). Tuote sisiltdd noin 25 % korkeampaa homologiaﬂ(C35H5uI Na 08).

Iso-lasalocid A:n kloorijohdannaisen natriumsuolan valmistus.

Kylm#in liuokseen (noin BOC), Jjoka sisélsi 6,12 g iso-lasalocid A:n natrium-
suolas 50 ml:ssa kloroformin ja hiilitetrakloridin (3 ml) seosta, lisdttiin
hitaasti 34 ml hiilitetrakloridia, joka oli kyllédstetty 10 millimoolilla kloori-
kaasua. Reaktion annettiin jatkua puoli tuntia, mink&d jédlkeen liuos suodatettiin
ja suodos késiteltiin kyllistetylli Na2003:n vesiliuoksella. Liuotinkerros kuivat-—
tiin Naesou:lla Ja konsentroitiin pieneen tilavuuteen, t#h#n lis#dttiin heksaania,
Jolloin saatiin kiteinen tuote. Témi kiteytettiin uudelleen metyleenikloridi/
eetteristd ja asetoni/heksaanista. Iso-lasabacid A:n kloorijohdannaisen natrium-
suola (C3h H.52 C1l Na08) saadsan valkoisina kiteind, SP. 183_18hOC,QLD = -60,77

(0,99 %, CHCl,). Tuote sisdlti# noin 25 % korkeampaa homologia C35H5hNa 08C1.

3
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Patentkrav:

1. Forfarande fér framstidllning av halogenderivat med den allmiinna

formeln - e

‘vari X betecknmar klor, brom eller jod, och farmaceutiskt férdragbara salter
av dessa féreningar, kdannet ecknat dirav, att man underkastar

ett aalf av en forening med forme;n'

| .  ?_::i};;  . "?i i-¥ L ll”‘ .,“ . : S _”é—

_:ben motsvarande halogenerzng och, ifall bnakvart, 6verf“r en erhéllen forening'
med formeln Iiett farmaceutiakt férdragbart salt darav. ,

i © 2. Férfarande enligt patentkravet 1, k & n n e t ecknat darav,

att man utfér halogeneringen genom behandling med N-brom- eller N-klorsuccin=-

imid eller med brom, klor, jod eller jodmonoklorid i ett lémpligt 1osninga-

. medel,
3+ Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2,'k g n-n et e c_k nat
ddrav, att man underkastar saltet av fireningen med formeln II en bromering.

750967
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4, Farfarénde f6r framstédllning av prepéiat med verkning mot bakte-
rier och protozoer, k innetecknat didrav, att man blandar ett ha=-

logenderivat med dén,allmﬁnna formeln

'Qéﬂs CHy
]

co.

CHy  %r3.

vari X ﬁetydér kloi, brom éller Jod, eller ett féimaceutiekt fardréghaxt salt
déirav som verksam bestdndsdel med f&r terapeutisk adminiéstration lampliga,
giftria, inerta, i och fér sig i dyliks preparat vanliga fasta och flytande

bédrare och/eller excipienter.
Se Preparat med verkan mot bakterier och protozoer, kdidnneteck-

n at darav, att det inneh&ller ett bhalogenderivat med den allménna formeln

'-c02H  ‘,

vari X betyder klor, brom eller Jod, eller ett farmaceutiakt férdragbart
salt dérav i blandning med en bhrare. ' '

752967
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6. Halogenderivat med den allminna formeln

eoH ' He CH
- G0 cHy CH3 GaMs 33

HO

vari X Betydaf klor;bbrom eller Jod, dch;faiﬁa;;ﬁtiekt fSrdiaébaia salt av
dessa fdreningar. <
7. Féreningen med formel I i patentkravet 6, ¥ari X betyder brom, jém-

te farmaceutiskt férdragbara salt av demna firening.

B e T D
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