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(54) Fremgangsmide t1l fremstilling af

alfa-6-desoxy=-5-hydroxytetracyclin.

Opfindelsen angdr en fremgangsméde til fremstilling af a-6-desoxy-
5-hydroxytetracyclin ved reduktion af 6-methylen-5-hydroxytetra-
cyclin eller hydrochloridsaltet deraf i nmrver af en katalysator.

Reaktionen af 6-methylentetracycliner, lla-halogen-6-methylen-
tetracycliner, syreadditionssalte deraf og polyvalent-metalsalt-
komplekser deraf med hydrogen i nzrver af en heterogen zdelmetal-
katalysator til fremstilling af de tilsvarende epimere a- 0g B-6-
desoxyetracycliner er beskrevet i beskrivelsen til USA patent nr.
3 200.149. Anvendelsen af en forgiftet mdelmetalkatalysator til
opnéelse af den samme omdannelse, men med en forggelseil forholdet
mellem a- og B-6-desoxytetracyclin er angivet i beskrivelsen til
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USA patent nr. 3 444 198, I beskrivelsen til USA patent nr.

2 984 .686 er beskrevet anvendelsen af katalytisk reduktion

under anvendelse af hydrogen og en zdelmetalkatalysator til op-
néelseraf kun lla-dehalogenering af lla-halogen-6-methylentetra-
cycliner. Desuden er reduktion af lla-halogen-6-methylentetracycli-
ner, salte og komplekser deraf i nsrver af en xdelmetalkatalysator
under anvendelse af hydraziner som hydrogenkilde rapporteret i
beskrivelsen til vesttysk patent nr. 2 131.944, I beskrivelsen

til britisk patent nr. 1 296 340 er beskrevet anvendelsen af
Raney-nikkel og Raney-cobalt som katalysatorer for s&danne reduk-
tioner.

Rhodiumhalogenidkomplekser indeholdende tertizre phosphin-

eller arsin-ligander, deres fremstilling og anvendelse som homo-
gene hydrogeneringskatalysatorer er beskrevet i beskrivelsen til
USA patent nr. 3 639 439, udstedt den 1. februar 1972. Opleselige
komplekser af platingruppemetaller, iszr af rhodium, som indehol-
der et halogenid og en tertimr phosphin, arsin, stibin eller amin,
deres fremstilling og anvendelse som hydrogeneringskatalysatorer
er ogsd angivet i beskrivelsen til de britiske patenter nr.

1 138 601 (offentliggjort den 1. Jjanuar 1969); 1 219 763 (offent-
liggjort den 20. januar 1971); 1 121.642 (offentliggjort den 31.
juli 1968) og 1.121 643 (offentliggjort den 31. Juli 1968) og i
beskrivelserne til USA patenterne nr. 3 489.786 (udstedt den 13.
januar 1970) og 3 459 780 (udstedt den 5. august 1969). S&danne
katalysatorer er rapporteret at give en forbedret fremgangsmide
til hydrogering af umzttede organiske forbindelser, iszr alkener,
sammenlighet med anvendelsen af heterogene katalysatorer.

I DE offentliggerelsesskrift nr., 2 308 227, offentliggjort den 30.
august 1973, er beskrevet fremstillingen af a-6-desoxytetracycli-
ner ved homogen katalytisk  hydrogenering under anvendelse af
tris-(triphenylphosphin)chlororhodium som katalysator. Katalysato-
ren kan ifeglge angivelserne fremstilles i forvejen eller kan frem-
stilles direkte i reaktionsmediet ved at oplgse rhodiumtrichlorid
i mediet i nzrver af mellem 1 og 3 molsre zkvivalenter triphenyl-
phosphin.

T beskrivelsen til USA patent nr. 3 692 864, udstedt den 19. sep-~
tember 1972, er angivet hydrogeneringen af ummttede organiske mole-
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kyler under anvendelse af homogene metalkomplekser af Jerntri-
ade-typen (nikkel, cobalt, jern) med tertimre phosphiner. Typisk
for de beskrevne komplekser er chloro-tris-(triphenylphosphin)-
cobalt(I).

Talrige publikationer angiver, at homogen katalyse er en lovende
metode til hydrogeneringsreaktioner, herunder regiospecifikke,
sélektive og asymmetriske reduktioner. Knowles et al., Chemn.
Commun., side 1445 (1968), Horner et al., Angew. Chem., Int. Ed.
7, 942 (1968) og belgisk patentskrift nr. 766 960, offentliggjort
den 10. november 1971, rapporterer anvendelsen af komplekser

af monovalent rhodium med optisk aktive tertisr-phosphinligander
som homogene katalysatorer til opndelse af asymmetrisk katalytisk
hydrogenering. Nylige publikationer som giver en ret omfattende
gennemgang af teknikken, er fslgende: Harmon et al., Chem. Rev.,
7%, 21-52 (1973); Knowles et al., Chem. Commun., side 10 (1972);
Grubbs et al., J. Am. Chem. Soc., 93, 3062 (1971); Kagan et al.,
J. Am. Chem. Soc., 94, 6429 (1972); og "Homogeneous Catalytisis,
Industrial Applications and Implications," Vol. 70, Advances in
Chemistry Series, udgivet af the American Chemical Society,
Washington, D.C. (1968); "Aspects of Homogeneous Catalysis" Vol.
I, side 5-75 (1970), regigeret af R. Ugo og udgivet af Carlo Man-
fredi, Milano, Italien; og Vol'Pin et al., Russian Chemical Reviews,
38, 273-289 (1969).

Homogen katalytisk hydrogenering af exocycliske methylengrupper
i methylencyclohexaner (Augustine et al., Ann. N.Y. Sci., 158,
482-91 /19697); coronopilin (Ruesch et al., Tetrahedron, 25,
807-11 /I9697); og i et mellemprodukt ved stereoselektiv total-
syntese af seychellen (Piers et al., Chem. Communs. 1069-70
/19697) under anvendelse af tris-(triphenylphosphin)chlororhodium
som katalysator er rapporteret.

AMle de ovenst8ende publikationer henviser til en teknik, der
frembringer reduktion af et substrat ved anvendelse af hydrogen-
gas i merver af en eller anden reduktionskatalysator. '

Fichteman et al., J. Org. Chem. 33, 1281 (1968) og Taylor et al.,
J. Org. Chem., 37, 3913 (1972) rapporterer anvendelsen af cobalt-
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hydrocarbonyl, HCo(CO)3 eller HCo(CO)h, som et stof, der er i
stand til at reducere alkener eller aromatiske substrater, idet
cobalthydrocarbonylet dannes ved reduktion af dicobaltoctacarbonyl
under anvendelse af hydrogengas ved forhesjede temperaturer.

Det .har nu ifelge opfindelsen vist sig, at a-6-desoxy-5-hydroxy-
tetracyclin, som har formlen '

H_ OH N(CH3),

og hydrochloridadditionssalte deraf let kan fremstilles ved at
bringe 6-methylen-5-hydroxytetracyclin med formlen

i kontakt med dicobaltoctacarbonyl, triphenylphosphin og saltsyre
i et molsrt forhold mellem 6-methylen-5-hydroxytetracyclin/di-
cobaltoctacarbonyl/triphenylphosphin/saltsyre pd 1,0:1,0:0,1-0,2:
1,5-3,5 i et reaktionsoplgsningsmiddel og under en inert atmosfzre
ved en reaktionstemperatur p&d 80-115 °C. Séfremt 6-methylen-5-hy-
droxytetracyclin-hydrochlorid anvendes som udgangsmateriale, beteg-
ner "1,5-3,5 mol saltsyre" summen af HC1 fré hydrochloridet og til-

sat saltsyre.

I overensstemmelse hermed er fremgangsmidden ifglge opfindelsen
ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del anfeorte.
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Fuldstendigt uventet ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen er

den lette reduktion af den exocycliske dobbeltbinding i 6-methylen-
tetracyclinen uden behov for hydrogengas hverken til reaktionen
selv eller til dannelse af reaktionsreagenserne, sdvel som den er-
kendelse, at tetracyclinmolekylet ikke edelmgges eller indgdr
irreversible komplekser med reagenserne 002(00)8, saltsyre og/
eller triphenylphosphin.

En lige s& uventet erkendelse, som giver fremgangsméden ifglge
opfindelsen kommerciel interesse, er reduktionens sterkt specifikke
natur, som medfgrer en nesten udelukkende dannelse af antibioti-
cummet a~6~desox y5-hydroxytetracyclin fremfor den tilsvarende

B-epimer.

Reduktionen ved fremgangsméden ifelge opfindelsen kan belyses
ved det felgende reaktionsskema:

&~6—desoxy~5— B-G’desoxz—E-
hydroxytetra- hydrgxyte ra=
cyclin cyclin

Reaktionen udferes i et reaktionsoplesningsmiddel., Det foretrsk-
kes at oplesningsmidlet er af en sddan art, at alle reaktanterne
holdes i oplesning under processens reaktionsbetingelser. Til

dette formdl foretrzkkes det at anvende et oplesningsmiddel til
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oplesning af dicobaltoctacarbonylet og hydrochloridet af 6-me-
thylen—S-hydroxy—tetracyclinen. Et meget praktisk oplesningsmiddel

£il dette formadl er en blanding af et flydende aromatisk oplesnings-
middel, sasom benzen, toluen eller xylen, og et aprotisk, sterkt
polart oplesningsmiddel, sasom dimethylformamid, dimethylaceta-
mid eller hexamethylenphosphoramid. De aromatiske oplgsningsmid-
ler tjener som udmzrkede midler +il at holde cobaltcarbonylet i
oplesning, og de polare aprotiske oplesningsmidler spiller en lig-
nende rolle for 6—methy1en-5—hydroxy-tetracyclinen, triphenylphos-
phinet og mineralsyren. Nar disse oplosningsmidler anvendes ved
fremgangsmaden ifelge opfindelsen, foretrzkkes det kun at anvende
en minimal m@ngde af oplesningsmidlerne til netop at solubilisere
de anvendte reaktanter. Anvendelse af forholdsvis sterre mangder

af oplegsningsmidler vil, som en fagmand let vil indse, fore til
lezngere reaktionstider og tillade nedbrydning af enten reaktanterne

eller de dannede produkter.

De foretrukne oplgsningsmidler for fremgangsméden ifelge opfindel-
sen er benzen/dimethylformamid og benzen/dimethylacetamid.

Som tidligere nzvnt skal atmosfzren og reaktionsoverfladen vsre
af inert art, s& den ikke reagerer i nogen betydelig grad med
hverken udgangsreagenserne eller produkterne. S&danne gasser som
oxygen, luft.eller carbondioxid har en mgrkbar skadelig virkning
p& den heldige dannelse af de eonskede produkter. I overensstemmel-
se hermed udger sddanne gasser som nitrogen, argon eller helium
egnede atmosfxrer, idet de foretrukne er nitrogen og argon.

Selv om det temperaturomrdde, inden for hvilket denne reduktions-
proces kan udferes, er relativt bredt, nemlig 80-115°C, har en
overskridelse af disse granser en skadelig virkning p& reaktionens
resultat. Reaktionstemperaturer p& under 70°C feorer til meget
langsom reduktion og ofte til en ufuldstendig reaktion, selv efter
lzngere reaktionstider, medens reaktionstemperaturer paé over
115°C fordrsager udstrakt nedbrydning af det gnskede a-6-desoxy-
5-hydroxytetracyclinprodukt. Den foretrukne reaktionstemperatur,
som tillader tilfredsstillende dannelse af det gnskede produkt
uden udstrakt nedbrydning af produktet, er fra omkring 90 til
omkring 95°C.
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Som en fagmand let vil indse, afhenger reaktionstiderne af et

antal reaktionsvariable, herunder temperatur, udgangsreagensernes
iboende reaktivitet og reaktanternes koncentration i oplesningsme-
diet. Ved kun at anvende tilstrzkkeligt oplesningsmiddel til at
oplese alle udgangsreagenserne, som tidligere omtalt, og anvendelse
af et temperaturomréde p& 90-95°C fuldferes reaktionen ved frem-
gangsmaden ifelge opfindelsen pd omkring 4 timer.

Et nedvendigt trak ved fremgangsmadden er anvendelsen af hydroééﬂ;
chlorid. 6-Methylen—5—hydroxytetracyclin—udgangématerialet kan
tilsattes som den frie base, og saltsyren sattes separat til re-
aktionsblandingen, eller alternativt kan udgangstetracyclinen til-
s@ttes som hydrochloridsaltet, og yderligere saltsyre tils=zttes.

P4 grund af udgangs-tetracyclinens ringe opbevaringsstabilitet som
den frie base og hvdrochloridsaltets stabilitet og let tilgzngelig-
hed foretrazkkes det sidstnavnte som udgangsmateriale. Under reak-
tionsbetingelser, hvor der kun anvendes 1 mol eller zkvivalent salt-
syre, dannes den onskede &-6-desoxy-5-hydroxy-tetracyclin som hy-
drochloridsaltet, men ikke i optimalt udbytte eller renhed. Der
anvendes derfor mere end en molar eller zkvivalent m@ngde syre

pr. mol 6-methylen-5-hydroxy-tetracyclin, og for at opna dette
sztter man yderligere syre til reaktionsblandingen. Eftersom A6—
desoxy-5-hydroxytetracyclinproduktet ikke er stabilt under fremgangs-
madens reaktionsbetingelser i narver af en for hej syrekoncentrati-
on, md der ikke anvendes mere end 3,5 zkvivalenter syre pr. mol
tetracyclin, og det foretrakkes, at den anvendte maengde saltsyre

er 1,5-2 zkvivalenter pr. mol tetracyclin-udgangsmateriale.

Eksperimentelt er det ofte hensigtsmessigt at sztte saltsyren til
en oplegsning af det kommercielt tilgmngelige 6-methylen-5-hydroxy-
tetracyclin-hydrochlorid oplest i et polert aprotisk oplesnings-
middel, indtil det enskede indhold af syre er naet.

Et andet af udgangsreagenserne, som indvirker sterkt péd produkt-
dannelsen ved fremgangsmédden ifglge opfindelsen, er triphenyl- '
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phosphin. Andre phosphiner, herunder trialkyl-, tricycloalkyl- -
0og substituerede triphenylphosphiner, er blevet anvendt, men
uden det heldige resultat, som opnds med triphenylphosphin. End-
videre har den anvendte mengde af dette reagens en merkbar ind-
flydelse p& forholdet mellem a-6-desoxy-5-hydroxy-tetracyclin,
- det foretrukne produkt af fremgangsmdden, og g-G-desoxy—S—hydroxy—
tetracyclin. Et forhold p& 0,1-0,2 akvivalenter triphenylphosphin
pr. mol 6-methylen-5-hydroxy-tetracyclin er anvendeligt til opndelse
af et gunstigt forhold mellem d- og p-6-desoxy-5-hydroxytetracyc-
linprodukterne med et foretrukkent forhold pa 0,1 zkvivalent tri-

phenylphosphin pr. mol tetracyclin-udgangsmateriale.

Hvad angdr mengden af dicobaltoctacarbonyl, som anvendes ved
fremgangsmaden ifslge opfindelsen, har det vist sig, at anvendel-
se af sé& meget'som 2-5 gkvivalenter pr. mol 6-methylen-5-hydroxy-
tetracyclin ikke medferer nogen fordel fremfor 1 zkvivalent med
hensyn til den totale reduktion sdvel som til forholdet mellem

d- og B—6-désoxy—5-hydroxytetracyclin i produktet. Anvendelse af
fra mindre end 1 zkvivalent til s& lidt som 0,1 zkvivalent medferer
en stadig stzrre'reduktion i den totale mzngde dannede produkter.
Af okonomiske grunde anvendes 1 zkvivalent dicobaltoctacarbonyl pr.

mol tetracyclin-udgangsmateriale.

Den rekkefglge, hvori reaktanterne kombineres ved fremgangsméden
ifeglge opfindelsen, er ikke kritisk, selv om der opnds lidt
hejere reduktionsudbytter ved at anvende en procedure, hvor re-
aktanterne dicobaltoctacarbonyl, triphenylphosphin, saltsyre og
det aprotiske polzre oplgsningsmiddel omrgres ved 85°C i omkring

10 minutter for tilsztningen af 6-methylen-5-hydroxy-tetracyclinet
eller hydrochloridsaltet deraf.

Ved udforskning af omfanget af de reaktionsvariable ved frem-
gangsméden ifglge opfindelsen er det yderst tidskravende at
prove reaktionsblandingen ved isolering og identifikation af
reduktionsprodukterne, og derfor anvendes ofte tidsbesparende
preovninger, sisom tyndtlagschromatografi og hejtryksveskechroma-
tografi. '

Efter fuldfeorelse af reaktionen eksisterer o-6-desoxy-5-hydroxy-
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tetracyclin-produktet i reaktionsblandingen som hydrochlorid-
additionssaltet. Hvad angdr isolering af a-6-desoxy-5-hydroxy-
tetracyclinen fra reaktionsblandingen foretrzkkes det, at blan~
dingen filtreres, og det aromatiske oplegsningsmiddel fjernes un-
der formindsket tryk. Den resterende oplesning i polsrt oplesnings-
middel filtreres derp& og behandles med mettet vandig oplesning

af sulfosalicylsyre. Den efterfglgende tilsmtning af vand udfelder
sulfosalicylaterne af reduktionsprodukterne sével som af eventuelt
ureduceret 6-methylen-5-hydroxy-tetracyclin. Yderligere rensning

udfores ved omkrystallisation fra methanol/vand.

De foretrukne reaktionsbetingelser for reduktionen af 6-methylen-
5-hydroxytetracyclin til a-6-desoxy-5-hydroxytetracyclin bestér

i at bringe den ovennzvnte tetracyclin, dicobaltoctacarbonyl og
triphenylphosphin i molforholdet 1,0:1,0:0,1 i kontakt med salt-
syre i et oplesningsmiddel bestdende af benzen/dimethylacetamid
eller benzen/dimethylformamid i en inert atmosfere af nitrogen
eller argon ved en reaktionstemperatur pd 90-95°C.

Tetracyclinernes kemi og deres anvendelse som antibiotica til
behandling af forskellige mikrobielle infektioner er velkendt

og dokumenteret i udstrakt grad i den medicinske litteratur.
Meget af baggrunden for disse midler, herunder a-b-desoxy-5-
hydroxytetracyclin, og hvordan de anvendes som terapeutiske mid-
ler, er gennemgdet af R.K. Blackwood, Encyclopedia of Chemical
Technology, 20, 1-33 (1969). M&ling af tilstedevzrelsen af A-iso-
meren og den tilstedeverende mengde er derfor det eneste krav
til dokumentation for fremgangsmadens effektivitet.

De folgende eksempler tjener til nzrmere at belyse fremgangsmaden

ifelge opfindelsen.

EKSEMPEL 1

Til 27,5 mg (0,1 m mol) triphenylphosphin i 25 ml tert benzen
indeholdt i en lukket tre-halset kolbe under en nitrogenatmos-
fore ssttes ved hjelp af en kanyle igennem en gummiveg, som dek-
ker hals8bningen, 342 mg (1,0 m mol) dicobaltoctacarbonyl i 10 ml
af det samme oplesningsmiddel. Efter omrering i 30 minutter ved
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stuetemperatur blev 399 mg (1,0 m mol) 6-methylen-5-hydroxytetra-
cyclin i 40 ml dimethylformamid og indeholdende 54 mg (1,5 m mol)
hydrogenchlorid sprgjtet ind i reaktionskolben, og den resulterende
oplssning blev opvarmet til 70°C i 18 timer.

En preve af reaktionsblandingen udtages og chromatograferes pé

en silicagelplade, som i forvejen er blevet behandlet med en
sprejtning med 0,005 N natriumacetat, 0,002 N ethylendiamin-tetra-
eddikesyre indstillet til pH 6 med eddikesyre og derpd terret

ved 110°C natten over.

Chromatografien, som udferes i et stigende system af 95% tetra-
hydrofuran og 5% vand, udvikles i ammoniak, hvorved A, 6-desoxy-
5-hydroxytetracyclin viser sig som en gul plet under en 366 mm
ultravioletlampe. Resultaterne angiver et forhold mellem o-6-
desoxy- og B-6-desoxy-5-hydroxytetracyclin pd 5:1.

Resten af reaktionsblandingen filtreres, og benzenet fjernes
under formindsket tryk. Den resterende grenne oplegsning filtre-
res, og filtratet behandles feorst med 2 ml af en 10% vandig oples-
ning af sulfosalicylsyre efterfulgt af 6 ml vand. Den resulteren-
de opslemning filtreres efter omrgring i 10 minutter, og det
faste stof vaskes med vand og terres.

Det faste stof opleses i en minimal mzngde vand og anbringes pa
en hojtryksveskechromatografisejle pakket med en kvaternsr-ammo-
nium-substitueret methacrylatpolymer overtrukket med 1% pé en
bazrer med kontrolleret overfladeporssitet (USA patentskrifter nr.
3 485 658 og 3 505 785). Produktet elueres med en puffer af 0,005 N
natriumacetat og 0,002 N ethylendiamin-tetraeddikesyre, indstillet
til pH 5,8 med eddikesyre, under et tryk p& 11,7 MPa. En ultra-
violet monitor (254 mm) ved sejleudgangen miler tetracyclinet i
eluatet. Ultravioletmdlingen registreres pd sin side med en
"Varian A-25" skriver. Malingerne angiver, at udbyttet af a-6-
desoxy- og B-6-desoxy-5-hydroxytetracyclin er 35-40%, hvoraf

83% er den gnskede oa-epimer og 17% B-epimeren.

' EKSEMPEL 2

Til 27,5 mg (0,104 m mol) triphenylphosphin i 5 ml benzen under



11
145877

en nitrogenatmosfere szttes 180 mg (0,52 m mol) dicobaltoctacar-
bonyl i 5 ml af det samme oplesningsmiddel, 250 mg 0,52 m mol 6-me-
thylen-5-hydroxytetracyclin-hydrochlorid i 5 ml dimethylformamid og
18 mg (0,50 m mol) hydrogenchlorid i 1 ml dimethylformamid, og den
resulterende reaktionsblanding opvarmes til 85o C i 3,0 timer. Hgj-
tryksveskechromatografi viser, at der ikke er noget resterende te-
tracyclin-udgangsmateriale, men at reduktionen er fuldstzndig.

Reaktionsblandingen afkeles til stuetemperatur og oparbejdes som be-
skrevet i eksempel 1. Sulfosalicylsyresaltene, 260 mg, bestar af 98%
a-6-desoxy-5-hydroxytetracyclin, De rd sulfosalicylsyresalte omdannes
til hydrochloridsaltene ved tilsztning til methanol/vand indeholden-
de hydrogenchlorid. Yderligere omkrystallisation fra methanol/vand
giver rent a-6-desoxy-5-hydroxytetracyclin-hydrochlorid.

Patentkrav:

1. Fremgangsmdde til fremstilling af o-6-desoxy-5-hydroxytetra-
cyclin ved reduktion af 6-methylen-5-hydroxytetracyclin eller
hydrochloridsaltet deraf i nzrver af katalysator, k en d e~
tegnet ved, at 6~methylen-5-hydroxytetracyclin eller hy-
drochloridsaltet deraf bringes i kontakt med dicobaltoctacarbonyl,
triphenylphosphin og HC1 i et molforhold mellem 6-methylen-5-hydro-
xytetracyclin, dicobaltoctacarbonyl, triphenylphosphin og HCLl pa
1,0:1,0:0,1-0,2:1,5-3,5 1 et oplosningsmiddel for reaktanterne og
under en inert atmosfxre ved en reaktionstemperatur pd 80-115o C.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kendetegnet ved, at
temperaturen er 90-95° c.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1 eller 2, k endetegnet ved,
at molforholdene er 1,0:1,0:0,1:1,5.

4, Fremgangsmédde ifglge ethvert af kravene 1-3, k endetegnet
ved, at oplesningsmidlet bestdr af benzen/dimethylformamid eller

benzen/dimethylacetamid.

5. Fremgangsmade ifglge ethvert af kravene 1-4, kendetegnet
ved, at den inerte atmosfsre er nitrogen eller argon.

Fremdragne publikationer:
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