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Parannuksia A-21978C syklisten peptidien johdannaisissa

ja niiden valmistuksessa tai niihin liitﬁyen

Tdmd keksintd koskee uusia syklisten peptidien
johdannaisia, joilla on antibioottivaikutus, sekd mene-
telmdd ndiden antibioottisten johdannaisten valmistami-
seksi puolisynteettisesti.

On olemassa huomattava tarve kehitt8d uusia
antibiootteja, koska on varsin mahdollista ja jatku-
vana uhkana, ettd patogeeniset mikro-organismit muo-
dostavat antibioottispesifisid, resistenttejd kantoja.
Erityisesti patogeenit, Jjotka kuuluvat grampositiivi-
siin sukuihin Staphylococcus ja Streptococcus, ovat usein
resistenttejd yleisesti kdytetyille antibiooteille kuten
penisilliinille ja erytromysiinille, ks. esim. W.O.Faye,
Principles of Medicinial Chemistry, s. 684-686 (1974).

Keksinndnmukaisesti on havaittu, ettd uudet
A-21978C syklisten peptidien johdannaiset ja niiden farma-
seuttisesti hyvdksyttdvit suolat ovat tehokkaita anti-
biootteja.

Ndmid uudet johdannaiset voidaan valmistaa anta-
malla A-21978C~ytimen, joka on valmistettu deasyloimalla
asianmukaisesti estetty A-21978C-kompleksi tai jokin sen
asianmukaisesti estetyistd yksittdisistd tekijdista
CO, Cl’ C2, C3, C4 tai CS’ reagoida halutun asyloimis-
aineen tai sen aktivoidun johdannaisen kanssa.

Keksinnbnmukaisesti on havaittu, ettd A-21978C

syklisten peptidien johdannaiset, jotka ovat kaava 1
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oleva substituoitu bentsoyyliryhmd, R2 on C, C,.-alkyyli;

8-"15
X on vety, kloori, bromi, jodi, nitro, Cl_C3—alkyyli,
hydroksi, Cl—C3—alkoksi tai Cl—C3—alkyylitio ja R1 on

vety tai aminonsuojaryhmi, sed niiden peptidien suolat

ovat kdyttoSkelpoisia, puolisy nteettisiid oakteerilddk-
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Tdssd pétenttijulkaisussa kdaytetddn seuraavia
lvhenteitd, joista useimmat ovat yleisesti tunnettuja
tekniikan tasolla:

Ala: alaniini

Asp: asparigiinihappo

Gly: glysiini

Kyn: kynureniini

Orn: ornitiini

Ser: seriini

Thr: treoniini

Trip: tryptofaani
t-BOC :tert.-butoksikarbonyyli

Cbz: bentsyylioksikarbonyyli
DMF: dimetyyliformamidi
THF: tetrahydrofuraani
HPLC: suuren suorituskyvyn nestekromatografia
NMR: lH ydinmagneettinen resonanssi
TLC: ohutkerroskromatografia
UV: ultravioletti
A-21978C antibiootit ovat keskendidn lidheisesti
sukua olevia, happamia peptidiantibiootteija.

A-21978C antibootit on kuvattu US-~patentissa
n:o 4 208 403, joka on liitetty t&h&n viitteenid. Kuten
US-patentissa 4 208,403 kuvataan A-21978 antiboottien
kompleksi muodostuu pdidkomponentista eli tekijidstd C,
joka itse muodostuu liheisesti sukua olevien tekij&i- 2n
kompleksista. A-21978 tekijid C, joka kutsutaan A-21978C-
kompleksiksi, muodostuu yksittdisistd tekijdistd Co’
C2, C3, C4 ja C5. Tekijat Cl, C2 ja C3 ovat p&&dtekijdita
ja tekijat Cor Cy ja Cg ovat pienempid tekijbita.
A-21978C-tekijtiden rakenne ilmenee kaavasta 2

Cl’



10

15

20

25

30

35

L—Asp
. N
7/
D-Ala Gy
4 ] D-Ser
L-Asp ¥
T 3MG
L—Orn ¥
X L-Kyn
Gly 0 7
\ 74
L-Thr
t
L-Asp
t
L-Asn
3
L-Trp
!
NH
i
RN

jossa 3MG on L-treo-3-metyyliglutamiinihappo ja RN on

m&érétty rasvahappo-osa. Tekijtiden md&drdtyt RN-ryhmét

ovat:

A-21978C-tekiji RN-o0sa

C 8-metyylidekanoyyli
10-metyyliundekanoyyli
10-metyylidodekanoyyli
C,g-alkanoyyli x
Clz—alkanoyyli x

QO 0O 0O 0O 0
v x> 0 W N+

Clz—alkanoyyli X

x el vield identifioitu

Jouduttaessa deasyloimaan peptidiantibiocotti on
ddrimmdisen vaikeaa tietdd, 1Oytyykd tdndn tarkoitukseen
sopiva entyymi. Substraattiantibiootin sisdltdessd sykli-
sen peptidiytimen t&llaisen entsyymin 18ytdminen on vie-

1dkin vaikeampaa. Koska entsyymit ovat erittdin spesifi-
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sid, erot peptidiosassa ja substraatin sivuketjussa
vaikuttavat deasyloinnin onnistumiseen. Lisaksi monet
mikro-organismit tuottavat lukuisia peptidaaseja, joiden
vaikutus kohdistuu peptidiosan eri kohtiin. Tdmd@ johtaa
usein vaikeasti kdsiteltd@viin tuoteseoksiin.

Entsyymin, jota kdytetd88n o —aminoryhmédn deasy-
loimiseksi rasvahapon sivuketjun tryptofaanista, muodostaa
heimoon Actinoplanaceae kuuluva mikro-organismi, mielui-
ten mikro-crganismi Actinoplanes utahensis NRRL 12052 tai
sen variantti. Deasylointi suoritetaan lis&d&m&11&8 mikro-
organismin viljelm&&n antibiootti, joka kuuluu ryhmadn
A-21978C-kompleksi. A-21978C tekijdt Co’ Cl' C2, C3, C
ja CS’ estetty A-21978C-kompleksi ja estetyt A-21978C
Eekijét Co’

4

Cl' C2, C3, C4 ja CS' Sanonnat "estetyt'
A-21978C~-tekij&dt" ja "estetty A-21978C-kompleksi" tarkoit-
tavat yksittdisid A-21978C-tekijoitd tai tekijdiden
seoksia (kompleksia), joissa aminosuojaryhmi sijaitsee
yksittdisen tekijin tai tekijdiden seoksen ornitiinin
d-aminoryhmissi. Substraattia sisdltidviid viljelmdd inku-
boidaan desyloinnin olennaiseen pddttymiseen saakka. N&in
saatu vastaava A-21978C syklinen peptidi erotetaan fermen-
tointiliemestd tekniikan tasolla tunnetuin menetelmin.
Ndissd entsymaattisissa deasyloinneissa saadaan

syklisid peptidejd, jotka ovat kaavaa 3

ﬁ THR'
SN ANVAN
=, [ 1)
LT L
C= ‘/ \'l/ \3/ ONHp
\ H 0 ! T g lj\:\.\ 9 /hH-—.
N NSNS N .
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jossa R' ja R® ovat toisistaan riippumatta vety tai amino-

suojaryhmd, sekd niiden suoloja.

Poistamalla asyyliosa A-12978C-kompleksista tai
A-12978C yksittdisistd tekijoista Co' Cl' C3, C4 Jja C5
saadaan kaavan 3 yhdiste, Jjossa R® ja R' ovat kumpikin
vety. Deasyloitu molekyyli on syklinen peptidi, joka on
yhteinen antibiocottien kaikissa A-21978C-tekijdisséd.
Yksinretkaisuuden vuoksi tdtd yhdistettd kutsutaan
A-21978C-ytimeksi. T&m8 yhdiste on myds esitettdvissd

kaavan 4 avulla.

L-Asp
.7 N
D-Ala GJ y
2 - D—Ser
L-Asp J
) 3MG
L—0rn 4
o L-Kyn
Gly 0 7
N ¢
- L-Thr
t
L-Asp
4
L-Asn
?
L-Trp
1
MH2
4

jossa 3MG on L-treo-3-metyyliglutamiinihappo.

Kaavan 3 yhdisteet, joissa R® tai R' on muu kuin
vety, voidaan valmistaa deasyloimalla asianmukaisesti
estetyt antiboottiset A-21978C tekijét'Co, Cl’ C2, C3,
ja C4 Jja CS' Yksinkertaisuuden vuoksi nditd yhdisteitd
kutsutaan t&ssd estetyiksi A-21978C-ytimiksi. N&ma

estetyt yhdisteet ovat kiyttdkelpoisia vdlituotteita
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mddrdttyjen kaavan 1 peptidien saamiseksi, so. yhdisteiden,
joissa Rl on aminosuojaryhmd.

Kuten ammattimies havaitsee A-12978C-ydin ja es-
tetyt A21978C~ytimet voidaan saada joko vapaiden amiinien
tai happoadditioéuolojen muodossa. Joskin voidaan kayt-
tdd mitd tahansa sopivaa happoadditiosuolaa, suositelta-
via ovat farmaseuttisesti hyvdksyttdvdt suolat. "Farma-
seuttisesti hyvdksyttdvdt" suolat ovat suoloja, joita
voidaan kdyttdd tasalidmpdisten eldinten kemoterapiassa.

Menetelmd kaavan 3 A—21978C—ytimen valmistamisek-~-
si erilaisten mikro-organismien avulla on perusteelli-
sesti kuvattu samanaikaisesti jdtetyssd patenttihake-
muksessamme 83 17 48. Suositeltava deasylointientsyymi
A. utahensis NRRL 12052 on julkisesti saatavissa Agri-
cultural Research Culture Collection'ista (NRRL),
Northern Regional Research Center, U.S: Department of
Agriculture, 1815 North University St., Peoria, Illinois
USA saantinumerolla NRRL 12052. Td&mdn hakemusjulkaisun
valmistuksessa 1 kuvataan A-21978C-ytimen valmistusta
fermentoimalla, jolloin substraattina on A-21978C-komp-
leksi ja mikro-organismina Actinoplanes utahensis NRRL
12052.

Muut kaavan 3 A-21978C-ytimien valmistuksessa
kdyttokelpoiset Actinoplanaceae-viljelmdt ovat julkises~-
ti saatavissa Northern Regional Research Laboratorysta

seuraavilla saantinumeroilla:

Actinoplanes missouriensis NRRL 12053
Actinoplanes sp. NRRL 8122
Actionoplanes sp. NRRL 12065
Streptosporangium soseum

var. hollandensis NRRL 12064

Actinoplanaceae-heimon jokaisen mikro-organismi-
kannan desylointikyky on md&ritettdvissd seuraavan mene-
telmdn avulla. Sopiva elatusalusta inokuloidaan mikro-or-

ganismilla. Viljelmd&d inkuboidaan n. 28°C:ssa kaksi tai
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kolme vuorokautta pyOrivédssd ravistelulaitteessa.
Sitten viljelmd@&n lisdtd&dn jotakin substraattianti-
bicottia ja fermentointialustan pH pidetddn arvossa
n. 6,5.AViljelméss§ syntyvdd aktiivisuutta tarkkail-
laan Micrococcus luteus-mddrityksen avulla. Anti-
biocottiaktiivisuuden vdheneminen osoittaa, ettd
mikro—-organismi muodostaa tarvittavaa deasylointi-
entyymi#i. T&m& on kuitenkin varmistettava jonkun
seuraavista menetelmistd@ avulla: 1) HPLC-analyysi
koskemattoman ytimen toteamiseksi tai 2) uudelleen-
asylointi asianmukaisella sivuketjulla (esim. lauro-
yyli, n-dekanoyyli tai n-dodekanoyyli) aktiivisuuden
palauttamiseksi.

Kdsiteltdvand oleva keksintd® koskee uusia

“yhdisteitd, jotka saadaan asyloimalla A-12978C-ydin

(kaavan 3 yhdiste) yhdisteiksi, joiden kemiallinen

rakenne on kaavan 1 mukainen

P
- HCzC/ \ / I/ \I \
/

/‘\/\/\ 1o

N

8 T o/ q ;i:
HO/H-ﬂ Ha” |(\/‘\./\/\/—‘
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oleva substituoitu bentsoyyliryhmd; R2 on C,-C..=-alkyyli;

8 715
X on vety, kloori, bromi, jodi, nitro, Cl—C3—alkyyli,
hydroksi, C,-C,-alkoksi tai C,-C,-alkyylitio ja Rl on

1 73 1 73
vety tai aminosuojaryhmd, tai niiden suoloiksi.

Kuten ammattimies havaitsee substituoidussa bentso-
yyliryhmdssa, ?8— - funktioc ja —OR2 -funktio voivat
bentseenirenkaassa olla toistensa suhteen orto-, meta- tai
para-asemassa. N&iden ryhmien para-asema on suositeltava.
Substituentti X voi olla miss&d tahansa bentseenirenkaan
kohdassa, joka j&8& vapaaksi ndiltd kahdelta ryhmalti.

Tdssd kdytettynd sanonta "alkyyli" tarkoittaa
sekd suoria ettd haarautuneita hiilivetyketjuja.

Sanonta "aminosuojaryhmd" tarkoittaa tunnettua

_ aminosuojaryhmd&d, joka sopii yhteen A-12978C-molekyylin mui-

den funktioryhmieh kanssa. Aminosuojaryhmdt ovat mieluiten
sellaisia, jotka ovat helposti poistettavissa myBhemméssd
vaiheessa asyloidusta yhdisteestd. Esimerkkejd sopivista
suojaryhmistd 18ytyy teoksesta Theodora W. Greene,
"protective Groups in Organic Synthesis". John Wiley and
Sons, New York, 1981, luku 7. Erityisen suQsiteltavia
aminosu@jaryhmid ovat tert.-butoksikarbonyyli- ja bent-
syylioksikarbonyyliryhmit.

Tdssd keksinndssd suositeltavia radikaaleja R2
ovat havainnollistavat C,—-C,.-alkyyliradikaalit

8 715
a) -(CHzlnCHB, jossa n on kokonaisluku 7 - 14, ja

CH
b) —(CHz)réH%CHZ)SCH3, jossa r ja s ovat toisistaan
riippumatta kokonaisluku O - 12 silld edellytykselld, ettad
r+t ei voi olla suurempi kuin 12 eikd pienempi kuin 5.
Kaavan 1 yhdisteet pystyvdt muodostamaan suoloja,
jotka my&s muodostavat osan tdstd keksinnbstd. Tdllaisia
suoloja voidaan esim. kdyttdd yhdisteiden eristdmiseksi

ja puhdistamiseksi. Erityisen kéyttdkelpoisia ovat farma-

seuttisesti hyvdksyttdvadt alkalimetalli-, maa-alkalime-
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talli-, amiini- ja happoadditiosuolat.

Kaavan 1 yhdisteissd on esim. neljd vipaata kar-
boksyyliryhmd&d, jotka pystyvdt muodostamaan suoloja.
Siten ndiden karboksyyliryhmien osa-, seka- ja tdys-
suolat muodostavat osan tédstd keksinndstd. Ndiden suo-
lojen valmistukseséa on vdltettdvd pH-arvoja yli 10,
joissa yhdisteet ovat pysymdttomid.

Kaavan 1 yhdisteiden edustavia ja sopivia alkali-
metalli- ja maa—-alkalimetallisuoloja ovat natruum-.
kalium-, litium-, cesium-, rubidium-, barium-, kalsium-
ja magnesiumsuolat. Kaavan 1 yhdisteiden sopivia amiini-
suocoloja ovat ammonium- ja primaariset, sekundaariset ja
tertiaariset Cl—C4—alkyyliammonium— ja hydroksi—Cz—C4—
alkyyliammoniusuolat. Havainnollistavia amiinisuoloja
ovat sellaiset, jotka muodostuvat kaavan 1 yhdisteen
reagoidessa ammoniumhydroksidin, metvyliamiinin, sek.-bu-
tyyliamiinin, isopropyyliamiinin, dietyyliamiini, di-iso-
propyyliamiinin, sykloheksyyliamiinin, etanoliamiinin,
trietyyliamiinin tai 3-amino-l-propanolin kanssa.

Kaavan 1 yhdisteiden alkalimetalli- Jja maa-alkali-
metallikationisuolat valmistetaan tavanomaisten kationisuo-
lojen valmistusmenetelmien avulla. Esim. kaavan 1 yhdis-
teen vapaa happomuoto liuotetaan sopivaan liuottimeen
kuten ldmpim8dn metanoliin tai etanoliin ja sitten lisd-
tddn liuos, joka sisdltdd stoikiometrisen m&&ran haluttua
epdorgaanista emdstd vesipitoisessa metanolissa. Ndin
muodostunut suola voidaan eristdd rutiinimenetelmien esim.
suodattamalla tai haihduttamalla liuotin.

Orgaanisten amiinien kanssa muodostuvat suolat voi-
daan valmistaa samalla tavoin. Voidaan esim. lisdtd kaa-
sun tai nesteen muodossa oleva amiini kaavan 1 yhdisteen
liuvokseen sopivassa liuottimessa kuten metanolissa.
Liuotin ja amiinin ylim&&rd voidaan poistaa haihdutta-
malla.

Tdmdn keksinndn yhdisteissd on myds vapaita amino-
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ryhmid ja siten ne voivat muodostaa happoadditiosuoloja,
jotka myos muodostavat osan tdstd keksinndstd. Kaavan 1
vhdisteiden edqustavia ja sopivia happoadditiosuoloja ovat
suolat, jotka muodostavat vakioreaktioiden avulla sekid
orgaanisten ettd epdrogaanisten happojen kuten kloorivety-,
rikki-,fosfori-, etikka-, meripihka-, sitruuna-, maito-,
maleiini-, fumaari-, palmitiini-, kooli-, vwamoiini-,

lima-, D-glutamiini-, d-kamferi-, glutaari-, glykoli~-,

ftaali-~, viini-, lauriini-, steariini-, salisyyli-,

metaanisulfoni-, bentseenisulfoni-, sorbiini-, pikriini-,

bentsoe- tai kanelihapon kanssa.
Kaavan 1 yhdisteet valmistetaan asyloimalla kaavan
3 yhdiste menetelmin, joita tavallisesti k&dytetd&n amidi~
sidoksen muodostamiseksi. Yleensd asylointi suoritetaan
antamalla valitun yhdisteen reagoida substituoidun bentsoe-
hapon aktivoidun johdannaisen (kaava 5) kanssa, Jjoka vastaa
haluttua asyyliryhmdd (R)

(X ja R2 merkitsevdt kuten yl1ld).

Kaavan 5 havainnollistavia yhdisteitd ovat:
p- (n-oktyylioksi) -bentsoehappo, p-{(n-dekyylioksi)
bentsoehappo, p-(n-dodekyylioksi)-bentsoehappo,
p- (n-pentadekyylioksi)bentsoehappo, m-kloori-p-
(n-dodekyylioksi)bentsoehappo, p-kloori-m-(n-dekyyli-
oksi)bentsoehappo, m-(n~dodekyylioksi)-p-metyyli-
betsoehappo, m-metoksi-p-(n-oktyylioksi)bentsoehappo
ja m-hydroksi-p- (n-pentyylioksi) -bentsoehappo.

Sanonta "aktivoitu johdannainen" tarkoittaa johdan-



10

15

20

25

30

35

12

naista, joka tekee asylointiaineen karboksyylifunktion
reaktiokykyiseksi kytkeytymddn primaarisen aminoryhmdn
kanssa amidisidokseksi, joka yhdistdd sivuketjun yti-
meen. Ammattimies tuntee sopivia aktivoituja johdan-
naisia, niiden valmistusmenetelmid ja niiden k&ytdn
primaarisen amiinin asylointiaineina. Suositeltavia
aktivoituja johdannaisia ovat

a) happohalogenidi (esim. happokloridi), b) happo-
anhydridi (esim. alkoksimuurahaishappoanhydridi tai
aryylioksimuurahaishappoanhydridi) tai c¢) aktivoitu
esteri (esim. 2,4,5-trikloorifenyyliesteri, N-hydroksi-
bentstriatsoliesteri tai N-hydroksisuksiini-imidiesteri).
Muita menetelmid karboksyylifunktion aktivoimiseksi on

karboksyylihapon ja karbonyyli-imidin (esim. N,N'-disyklo-

'heksyylikarbodi—imidin tai N,N'-di-isopropyylikarbodi-imi-

din) reaktio reaktiokykyiseksi v&dlituotteeksi, jota pysy-
miéttOmyytensd vuoksi ei eristetd. Tdllainen reaktio
primaarisen amiinin kanssa suoritetaan in situ.
Amattimies havaitsee, ettd kaavan 1 yhdisteet
Valmistetaan kdyttden selektiivisid asylointimenetelmid
ja aminosuojaryhmien avulla. Kun lihtBaineena on kaavan 3
vhdiste, jossa R' ja R® ovat vety, asyloituminen voi
tapahtua sekd tryptofaanin ;h—aminoryhméssé ettd orini-

tiinin <5—aminoryhméssé ja saadaan N -diasyyli-

Trp’NOrn
johdannaisia. Johdannaisten saamiseksi, joiden trypto-
faanin A ~aminoryhmd on monoasyloitu, on siis suositelta-
vaa asyloida kaavan 3 yhdiste, jossa ornitiinin $-amino-
ryhmd (R®-asemassa) on estetty aminosuojaryhmdlli.
Tdllaiset ldhtbaineet saadaan mieluiten estidmidlli
A-21978C-tekijd tédssd asemassa ennen deasylointia.
A-21978C-ytimen kolmesta vapaasta aminoryhmdstd kynure-
niinin aromaattinen aminoryhmd@ (R'-asema kaavassa 3) on
vdhiten reaktiokykyinen. Niinpd asylointi kaavan 1 R-ase-
massa ei tavallisesti edellytid kynureniinin aminoryhmin
estamistd.

Kaavan 1 yhdisteiden valmistusmenetelmdt ilmenevdt
pddpiirteittdin kaaviosta I. Tdssid kaaviossa kdytetddn
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seuraavia symboleja:
/%/ = A-21978C:n t&hde

Z
It

tryptofaanin AA-aminoryhmd

Nz = ornitiinin &-aminoryhmi

NK = kynureniinin aromaattinen aminoryhmd
R = kaavan 1 mddritellyt subtituentit

RN = luonnontekijdn asyyliryhmd

B = aminosuojaryhmna

Asyyli = asvlointivaihe

Deasyyli = deasylointivaihe

Esto = asyvlointi aminosuojaryhmdlld

Eston poisto = aminosuojarvhmdn poisto

Kaavoissa I A-12978C:n NTrD—monoasyylijohdannaiset

_ovat yleistd kaavaa 3.

Kaavio I: NTEE—monoasyyli-A21978C—johdannaisten valmistus

‘ N_H N_HR
H_HR AT
Ly deasyvli 1 asvyli, (1
[F]—H M, 7y ) N 0'2 o 0%
“H N H N H
- K'e 2 2 3 K'z
1
= esto 7N
\\\\ eston voistc
N
="' N_HR N_H M_HR
TN d r /T e
easyyl asyvli a
(*]——NOHB -—-————>-/ l[*]‘——NOHB -__—_.9 [*]___NOHB
“W.H NH N H
4 Ka 5 K'z 6 K=

Aktiiviesterimenetelmd on suositeltava menetelmd
kaavan 1 yhdisteiden valmistamiseksi. Suositeltavinta on
kdyttdd asylointiaineena halutun sivuketjuhapon (kaava 5)
2,4,5—trikloorifenyyliésterié. Tdssd menetelmdssd annetaan
aktiiviesterin ylimd&rdn reagoida ytimen kanssa huoneen-
lampdtilassa inertissd orgaanisessa liuottimessa kuten
DMF:ssd. THF:ssd, dietyylieetterissd tai dikloorimetaa-
nissa. Reaktioaika ei ole kriittinen, mutta aika n. 24 -

n. 120 tuntia on suositeltava. Reaktion pdittyessid liuotin
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poistetaan ja jddnnds puhdistetaan kromatografian, esim.
kiinteisfaasi-HPLC:n avulla, jossa stationaarisena faasina

kdytetddn silikageeli-C, -kddnteisfaasihartsia ja liuotin-

18
systeemind seosta HZO-CH OH-CH,CN.

2,4,S—trikloorifeiyyliegterit valmistetaan kdsitte-
lemdlld sivuketjuhappoa (kaava 5) 2,4,5-trikloorifenolilla
kvtkemisaineen kuten N,N'-disykloheksyylikarbodi-imidin
lédsndollessa. Muut menetelmdt aktiiviesterien valmistami-

seksi ovat ammattimiehelle ilmeisid.

Kaavan 5 substituoidut hapot Jja niiden aktivoidut
johdannaiset ovat joko tunnettuja yhdisteitd tai ne voi-
daan valmistaa tunnetuista yhdisteistd entuudestaan tun-

nettujen menetelmien avulla. Alkoksibentsoehapot voidaan

. valmistaa mukavasti asianmukaisesta hydroksibentsoehaposta

antamalla aisanmukaisen alkyylihalogenidin reagoida asian-
mukaisen hydroksibentsoehapon dinatriumsuclan kanssa.
Kuvatuissa menetelmissd ldhtSaineina kdytetyt hydroksi-
bentsoehapot ja niiden substituoidut johdannaiset ovat
joko tunnettuja yhdisteitd tai ne voidaan valmistaa ta-
vanomaisin menetelmin.

Kdytettdessd tdmidn keksinndn 2-12978C syklistd pep-
tidid bakteeril&ddkkeinid se voidaan antaa joko suun kautta
tai parenteraalisesti. Kuten ammattimies havaitsee A-12978C-
yhdistettd annetaan tavallisesti farmaseuttisesti thék—
syttdvdn kantajan tai laimentimen kera.

Yhdisteitd voidaan antaa ruiskuttamalla laskimoon tai
lihakseen steriilin vesiliuoksen tai -suspension muodossa,
johon haluttaessa voidaan lisdtd erilaisia tavallisia farma-
seuttisesti hyvaksyttdvia sdildntd-, puskuroimis-, liuotus-
tal suspendoimisaineita. Voidaan lis&td muita lisdaineita
kuten ruokasuolaa tai glukoosia liuosten tekemiseksi iso-
tonisiksi. T&llaisten lisdaineiden mddrdt ja luonne ovat
ilmeisid ammattimiehelle.

Suun kautta yhdisteitd voidaan antaa farmaseutti-
sesti hyvdksyttdvien kantajien tai lisdaineiden kera
kapselien, tablettien tai jauheiden muodossa. Tdllaisten
kantajien tai lis&aineiden md8r&t ja luonne ovat ilmeisii
ammattimiehelle.
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A-21978C-yhdisteen annostus riippuu erilaisista
sekoista kuten‘kéytettévésté,yhdisteesté ja hoidetta-
van infektion luonteesta ja vakavuudesta. Ammattimies
havaitsee, ettd asianmukaisen annostuksen tai anto-

vksikkdjen perustana voidaan kdyttdd MIC~ ja ED.,—arvoja,

50
saatavissa olevia myrkyllissyysarvoja sekd farmakokineet-
tisid tietoja ja potilaaseen tai isé&ntdeldimeen ja infek-
toivaan mikro-organismiin liittyvid tietoja.

Seuraavat ei-rajoittavat esimerkit antavat tarkemman
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kuvan keksinndsti.

Valmistus 1

A-21978C-ytimen valmistus
A. Actinoplanes utahensiksen fermentointi
Valmistettiin ja kasvatettiin Actinoplanes uta-

hensiksen perusviljelmd8 agarivinocalustalla. Vinoalustan

valmistuksessa kdytettiin jotakin seuraavista elatusaineista:

Elatusaine A

Aineosa : Maara
esikypsytettyjd kaurajauhoja 60,0 g
hiivaa 2,5 g
K,HPO, . . 1,049
Czapekin kivenndisperusliuosta 5,0 ml
agaria 25,0 g
deinonisoitua vettd g.s. 1 litraksi

Ennen autoklavointia pH on n. 5.9. pH s&3detd&n arvoon

7,2 NaOH:1la, autoklavoinnin jdlkeen pH on n. 6,7.

* Czapekin kivenndisperusliuoksen koostumus on seuraava:
Aineocsa ) Md&ra

FeSO4. 7H20 (livotettuna)

2 ml:aan vdkevadd HCl:44) 2 g

KC1 100 g

: o

MgS0, . 7H, _ 100 g

deionisoitua vettd g.s. 1 litraksi



10

15

20

25

30

16

Elatusaine B

deioniscitua vettd

x NpZ-BAmine A, Humko Sheffield Chemical, Lyndhurst, NJ.

Aineosa - M3ard
perunadekstriinia 5,0 g
hiivauutetta 0,5 g
kaseiinin entysmaattista hydrolysaattiax 3,0 g
hdr&nlihauutetta 0,5 g
glukoosia 12,5 g
maissitdrkkelysta 5,0 g
lihapeptonia 5,0 g
raakamelassia 2,5 g
MgSO4.7H20 0,25 g
CaCo, 1,0 g
"Czapeksin kivenndisperusliuosta 2,0 ml
agaria 20,0 g

g.s. 1 litraksi

Vinoalusta inokuloitiin Actinoplanes utahensis

NRRL 12052:11a ja inokuloitua wvinocalustaa inkuboitiin

30°C:ssa n. 8-10 crk, Noin puolelle vinoalustakasvus-

toista inokuloitiin 50 ml kasvuelatusainetta, jonka
koostumus oli:

Aineosa M&idrd
esikypsytettyjd kaurajauhoja 20,0 g
sakkaroosia 20,0 g
hiivaa 2,5 g
Distiller's Dried Grain'ia® 5,0 g
KZHPO4 1,0 g
Czapekin kivenndisperusliuosta 5,0 ml

deinonisoitua vettd

g.s. 1 litraksi

pH s&ddetddn arvoon 7,4 NaOH:1la, autoklavoinnin jdlkeen

PH on n. 6,8.

* National Distillers Products Co., 99 Park Ave., New York,
NY.
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Inokuloitu kasvulatusaine inkuboitiin 250 ml
laajasuisessa erlenmeyerkolvissa 30°C:ssa n. 72 tuntia
pydrivdssd rasvaistelulaitteessa, jonka kaaren halkaisija
oli 5,2 cm, 250 kierr/min.

Tatd8 inkuboitua kasvuelatusainetta voidaan suo-
raan k8yttdd toisen vaiheen kasvuelatusaineen inokuloimi-
seksi, Vaihtoehtoisesti ja mieluummin se varastoidaan
myShempdd k&dyttdd varten nestetypen hdyryfaasissa. Vil-
jelm&d valmistetaan t#dllaista varastointia varten usei-
hin pieniin pulloihin seuraavasti: Jokaiseen pulloon 1li-
sdttiin 2 ml inkuboitua kasvuelatusainetta 2 ja ml gly-
seroli-laktoosiliuosta (yksityiskohdat 16ytyvdt artik-
kelista W.A. Dailey ja C.E. Higgens, "Preservation and

Storaga of Microorganisms in the Gas Phase of Liquid

" Nitrogen", Gryobil, 10, 364-367 (1973)). Preparoidut sus-

pensiot varastoidaan nestetvpen héyryfaasissa.

Inokuloitiin 1 mi:lla n&in valmistettua varastoitua
suspensiota 50 ml ensimmdisen vaiheen kasvuelatusainetta
(koostumus y11ld). Inkuloitu ensimmdisen vaiheen kasvu-
elatusaine inkuboitiin kuten ylld on kuvattu.

Suuremman inokulaattitilavuuden saamiseksi inokuloi-
tiin 10 ml:1la inkuboitua ensimmd@isen vaiheen kasvuelatus-
ainetta 400 ml toisen vaiheen kasvuelatusainetta, jonka
koostumus oli sama kuin ensimmdisen vaiheen kasvuelatus-
aineella. Toisen vaiheen kasvuelatusaine inkuboitiin kah-
den litran laajasuiseésa erlenmeyerkolvissa 30°C:ssa
n. 48 tuntia py8rividssid ravistelulaitteessa, jonka
kaaren halkaisija 10 5,2 cm, 250 kierr/min.

Inkuloitiin 80 ml:1la yl1l& kuvatulla tavalla val-
mistettua inkuboitua toisen vaiheen kasvuelatusainetta
10 litraa steriilid tuotantoelatusainetta, jona k&dytet-
tiin joitakin seuraavista:

Elatusaine I

Aineosa Maard (g/1)

maapdhkindjauhoa 10,0
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liukenevaa lihapeptonia
sakkaroosia

KH2P04

K2HPO4
MgS0,, . 7H,0
vesijohtovettd

g.s.

5,0
20,0
0,5
1,2
0,25
1 litraksi

Autoklavoimalla steriloinnin jdlkeen 45 minuuttia
121°¢ n. 1,1-1,3 kg/cm® oH on n. 6.9.

Elatusaine II

Alineosa

sakkaroosia

peptonia

"K,HPO

275
KCl
MgS0, . 7H,0

FeSO4.7H20

deionisoitua vettid

g.s.

Madrsd (g/l1)

30,0

5,0

1,0

0,5

0,5

0,002

1 litraksi

pH sdddetddn arvoon 7,0 HCl:11d, autoklavoinnin jdlkeen

ph on n. 7,0.

Elatusaine III

Aineosa

glukoosia

NH4Cl

NaZSO4

ZnCl
MgCl
FeCl
MnCl
CuCl
CacCo

3

X
KH2P04

vesijohtovettd

.6H.,O
.6H,0
.4H,0O
.2H,0

NN W DN
NN

a.s.

Midrd (g/1)

20,0
3,0
2,0
0,019
0,304
0,062
0,035
0,005,
6,0
0,67
1 litraksi

*steriloitu erikseen ja lisdtty aspetisesti. Lopullinen

PH n. 6.6.
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Inokuloitua tuotantoelatusainetta fermentoitiin
14 litran fermentointiastiassa n. 30°C:ssa n. 66 tuntia.
Fermentointielatusainetta sekoitettiin tavanomaisilla
sekoittimilla n. 600 kierr/min ja ilmastettiin steriililld
ilmalla. T&lld tavoin ylldpidettiin liuenneen hapen pi-
toisuus joka vlitti n. 30 %:1la ilmakyll&dstvksen normaali-
paineessa.

B. A-21978c:n deasylointi

A. utahensista fermentoitiin osassa A kuvatulla
tavalla kdyttden vinoalustaa A ja tuotantoelatusainetta I
ja inkuboiden tuotantoelatusainetta n. 67 tuntia. Fermen-
tointielatusaineeseen lis&dttiin 100 g epidpuhdasta A-21978C-
kompleksia, joka oli valmistettu US-patentissa 4 208 403
kuvatulla tavalla.

A-21978C-kompleksin desylointia tarkkailtiin
mddrittdm8lld Micrococcus luteuksen suhteen. Fermentoinnin
annettiin jatkua deasyloinnin pd&dttymiseen saakka.
Pddttymisen merkkind oli aktiivisuuden loppuminen M. lute-
uksen suhteen n. 24 tunnin kuluttua.

C. A-21978C-ytimen erist&dminen

Osassa B kuvatulla tavalla saatu koko fermentointi-
liemi (20 litraa) suodatettiin suodatusapuaineen kera
(Hyflo Super-Cel, Johns Manville Corp.). Myseelikakku’
heitettiin pois. N&in saatu suodos valutettiin pylv&idn l&pi,
jossa oli 1,5 litraa HP-20 hartsia (DIAION High Porous
Polymer, HP-Series, Mitsubishi Chemical Industries Limited,
Tokio, Japani). N&in saatu effluentti heitettiin pois.
Sitten pylvdstd pestiin 10 litralla deionisoitua vettd suo-
datetun liemen t&hteiden poistamiseksi. Tdmd pesuvesi hei-
tettiin pois. Sitten pylvds eluoitiin veden ja asetoni-
triilin seoksilla (95:5, 9:1 ja 4:1, kutakin 10 litraa)
ja otettiin talteen 1 litran fraktioita.

Eluointia tarkkailtiin paperikromatografisesti.
Liuvotinsysteemind kdytettiin n-bitanolin, pyridiinin,

etikkahapon ja veden seosta (15:10:3:12) ja vhdisteet



10

15

20

25

30

35

20

tunnistettiin UV-fluorenssilld. Tdssd systeemissd
A-21978C-tekijdiden Rf—arvo oli n.0,56 ja A-21978C-
ytimen Rf—arvo n. 0,32. Tuote voidaan myds todentaa
analyyttisen HPLC:n avulla kdyttéden silikageeli/cleza
ja liuvotinsysteemid vesi-metanoli (3:1), jossa on 0,1 %
ammoniumasetaattia. Ydin tunnistetaan UV-tarkkaimella
kohdassa 254 nm:

Ydintd sis&dltadvdt fraktiot yhdistettiin, konsen-
troitiin vakuumissa asetonitriilin poistamiseksi, kylma-
kuivattiin ja saatiin 40,6 g puolipuhdasta A-21978C-ydinti.

D.A-21978C-ytimen puhdistus

Liuvotettiin 15 g puolipuhdasta, osassa C kuvatulla
tavalla saatua A-21978C-ydintid 75 ml"aan veden, metanolin
ja asetonitriilin seosta (82,10:8), jossa oli 0,2 ¢ etikka-
happoa ja 0,8 % pyridiini&d. T&md liuos pumpattiin 4,7 x
192 cm pylvédseen, jossa oli 3,33 litraa silikageeli/C
(Quantum LP-1, Quantum Industries, 341 Kaplan Drive,
Fairfieltd, N.J. 07006) . Pylvds kehitettiin samalla liuotin-
systeemilld. Otettiin talteen fraktioita, joiden tila-

18:8.

vuus oli 350 ml. Erottumista tarkkailtiin UV-tarkkaimella
kohdassa 280 m. Ydintd sisdltidvdt fraktiot yhdistettiin,
konsentroitiin vakuumissa liuottimien poistamiseksi,
kylmdkuivattiin ja saatiin 5,2 g puhdistettua A-21978C-ydin-
ti. '
E.A-21978C-ytimen tunnusarvot
A-21978C-ytimen tunnusarvot olivat:
a) Muoto: valkoinen, amorfi kiintoaine, joka fluoresoi
lyhytaaltoisen UV-valon alla.
b) Empiirinen kaava: C62H83Nl7025
c) Molekyylipaino: 1465
d) Liukoisuus: liukenee veteen
e) IR-absorptiospektrin (KBr) absorptiomaksimit kohdissa
3300-(leved), 3042 (heikko),.2909 (heikko), L655_(voi-
makas), 1530 (voimakas), 1451 (heikko), 1399 (keskinker-
tainen), 1222 (keskinkertainen), 1165 (heikko), 1063
(heikko) ja 758 (keskinkertainen-heikko) cm—l.

f) UV-absorptiospektrin (metanoli) maksimit kohdassa 223 nm
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(£=41 482) ja 260 nm = (€. = 8678).

g) Elektrometrinen titraus 66 %:ssa dimetyyliformamidi-
vesiliuoksessa osoitti neljad titrautuvaa ryhmd&d, joiden
pKa—arvot olivat n. 5,2, 6,7, 8,5 ja 11,1 (alku-pH 6,12).

" Valmistus 2

A-21978C-ytimen vaihtoehtoinen valmistus

A-21978C-ydin valmistettiin valmituksen 1 mene-
telmdn mukaan, jonka osassa B tehtiin erditd muutoksia.
A. utahensis-viljelmdd inkuboitiin aluksi n. 48 tuntia,

substraattina oli 50 g puolipuhdasta A-21978C-kompleksia

ja substraatin lisddmisen jdlkeen inkuboitiin n. 16 tuntia.

Liemestd saatu suodos valutettiin pylvddn ldpi, jossa
oli 3,1 litraa HP-20 hartsia. Pylvdstd pestiin 10 tila-
vuudella vettd ja sitten se eluoitiin veden ja asetoni-
triilin seoksella (95:5). Eluoitumista tarkkailtiin
kuten valmistuksessa 1. Kun oli otettu talteen 24 litraa
eluointiliuokseksi vaihdettiin veden ja asetonitriilin
seos (9:1). Ydintd sisdltdvidt fraktiot eluoitiin t&dlld
livottimella. N&md fraktiot yhdistettiin, konsentroitiin
vakuumissa asetonitriilin poistamiseksi, kylmdkuivattiin
ja saatiin 24,3 g puolipuhdasta A-21978C-ydinti.

Liuvotettiin 24,3 g t&ti puolipuhdasta A-21978C-
ydintd 400 ml:aan vettd. Liuos pumpattiin 4,7 x 192 cm
terdspylvdidseen, jossa oli 3,33 litraa silikageeli
(Quantum LP—l)/Cl8:a preparoituna veden, metanolin ja
asetonitriilin seokseen (8:1:1), jossa oli 0,2 % etikka-
happoa ja 0,8 % pyridiini&d. Pylvds kehitettiin samalla
livottimella paineessa n. 140 kg/cm2 ja otettiin talteen
350 ml:an fraktioita. Eluoitumista tarkkailtiin UV:1la
kohdassa 280 nm. Ydinti sisdltdvit fraktiot yvhdistettiin,
konsentroitiin vakuumissa liuottimien poistamiseksi,
kylmdkuivattiin ja saatiin 14 g erittdin puhdasta
A-21978C-ydintd.

" Valmistus 3

N -t-BOC-A-21978C-tekij&iden C, ja C, valmistus
Orn 2 3

10 g A-21978C~-tekijbiden C2 ja C3seosta, joka oli



10

15

20

25

30

35

22

valmistettu US-patentissa 4 208 403 kuvatulla tavalla,
liuotettiin 50 ml:aan vettd ultraddnikdsittelvn avulla
(200 mg/ml). Liuoksen pH s&dddettiin arvosta 4,05 arvoon
9,5 3,6 Ml:1la 5-n NaOH:ta. Lis&ttiin 3,0 ml di-tert.-bu-
tyylidikarbonaattia ja reaktioseosta sekoitettiin kaksi
tuntia huoneenldmp&tilassa. Reaktioseoksen pH pidettiin
arvossa 9,5 lisddmidlld kdsin 5-n NaOH:ta (6,5 ml kahdessa
tunnissa).

Reaktiota tarkkailtiin ajoittain TLC:n avulla kdvt-

tden silikageelid ja liuotinsysteemid CH,CN-H.O (7:3 ja

3 2

8:2). Tunnistaminen suoritettiin UV:11la.
Noin kymmenen minuutin kuluttua reaktioliuos sameni
nopeasti ja emdksen kulutus kasvoi. Kolmenkymmenen minuutin

kuluttua samenemisnopeuden kasvu ja emidksen kulutusnopeus

"kd&ntyivdt laskuun, mik# osoitti reaktion piittyneen.

Reaktiota jatkettiin kuitenkin vield 90 minuuttia tdydellisen
reaktion varmistamiseksi. Kaksituntisen reaktion pddtyttyd
reaktioaines kylm&kuivattiin vdlittdmdsti ja saatiin 12,7 g

NOrn—t—BOC—A—21978—tekljhlta C2 ja C

Samojen menetelmien avulla sugritettiin kaksi reak-
tiota 10 g:1la ja yksi reaktio 30 g:lla. Kaikissa tapauksissa
reaktioaika oli vain 40 minuuttia. Kahdessa 10 g:n kokeessa
saatiin vastaavasti 11,9 g ja 12,1 g tuotetta. 30 g:n reak-
tiossa saatiin 35,4 g tuotetta.

Valmistus 4
A—21978C—N0rn—t-BOC—ytimen valmistus
A.A. utahensiksen fermentointi

2. utahensista fermentoitiin valmistukseen 1 osassa
A kuvatulla tavalla kdyttden vinoalustaa A ja tuotanto-
elatusainetta I ja inkuboiden tuotantoelatusainetta n. 66 tun-
tia.

B. N n—t—BOC—kompleksin deasylointi

Or

A—21978—N0rn—t—BOC—kompleksi (1185 g epdpuhdasta

substraattia, joka sis&dlsi n, 176 g A-21978C-kompleksia)

lisdttiin fermentointielatusaineeseen. Deasylointi suori-
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tettiin valmistuksen 1 osassa B kuvatulla tavalla.
HPLC:n mukaan deasylointi pddttyi n. 24 tunnissa.

C. A—21978C—N0rn~t~BOC—ytimen eristdminen

100 litraa osassa B saatua fermentointilienté
suodatettiin suodatusapuaineen avulla (Hyflo Super-cel).
Suodos valutettiin pylvd&dn l&dpi, jossa oli 7,5 litraa
HP—-20 hartsia (DIAION) ja pylvdstd pestiin 38 litralla
vettd. Eluoitumista tarkkailtiin silikageeli/cls—
HPCL:11& ja tunnistaminen tapahtui UV:1la kohdassa 254 nm.
Pesuveteen eluoitui hieman ydintd. Sitten ydin eluoi-
tiin veden ja asetonitriilin sekoksilla seuraavasti:
(95:5) - 40 litraa, (9:1) - 40 litraa ja (85:15) -
100 litraa. Ydintd sis&dltdvéat fraktiot yhdistettiin,
konsentroitiin vakuumissa liuottimen poistamiseksi,
kylmdkuivattiin ja saatiin 298,5 g puolipuhdasta
A—21978C—N0rn—t—BOC-ydinté.

D.A—21978C—N0rn—t-BOC—ytimen puhdistus

30 g puolipuhdasta osassa C kuvatulla tavalla
saatua A—21978C-NOrn-t—BOC-ydinté liuotettiin 75 ml:aan
veden ja asetonitriilin seosta (9:1), jossa oli 0,2 %
etikkahappoa ja 0,8 % oyridiini&. T&md liuos valutettiin
4,7 x 192 cm terdspylvddn l&pi, jossa oli 3,33 litraa
silikageeli (Quantum LP—l)/ClS:a, ja tasavainotettiin
samassa liuotinsysteemiss&d. Pylvds kehitettiin paineessa
veden, asetonitriilin ja metanolin seoksella (80:15:5),
jossa oli 0,2 % etikkahappoa ja 0,8 % pyridiini#d. Otettiin
talteen 350 ml:n fraktioita ja tuote tunnistettiin UV:1la
kohdassa 280 nm. Tuotetta sisdltdvdt fraktiot yhdistettiin,
konsentroitiin vakuumissa liuottimien poistamiseksi,
kylmdkuivattiin ja saatiin 18,4 g puhdasta A—21978C—N0rn—
t-BOC-ydintd.

A.21978C—N0rn~t—BOC-ytimen tunnusarvot olivat:
a) Muoto: valkoinen, amorfi kiintocaine, joka fluoresoi
lyhytaaltoisen UV-valon alla.
b) Empiirinen kaava: C67H91Nl7027
c) Molekyylipaino: .1565
d) Liukoisuus: liukenee veteen
e) IR-absorptiospektrin (KBr) absorptiomaksimit kohdissa

3345 (leved), 3065 (heikko, 2975 (heikko), 2936 (heikko) ,
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n. 1710 (olkapdd), 1660 (voimakas), 1530 (voimakas),
1452 (heikko), 1395 (keskinkertainen), 1368 (heikko),
1341 (heikko), 1250 (keskinkertainen), 1228 (keskin-
kertainen), 1166 (keskinkertainen-heikko) ja 1063
(heikko) cm-l. f) UV-absorptiospektrin (90 %:isessa eta-
nolissa) maksimit kohdissa 220 nm (§ = 42 000) ja 260 nm
( & = 10 600].
gl HPLC~retentioaika = 6 min 4,6 x 300 mm silikageeli
/Clg-pylvééssé, liuotin HZO/CH3CN/CH30H (80:15:5),
jossa oli 0,2 % NH4OAc virtausnopeudella 2 ml/min,
UV-tunnistus.
Valmistus 5

A-21978C—N0rn—t—BOC-ytimen vaihtoehtoinen puhdistus

10,8 g puolipuhdasta valmistuksen 4 osassa C kuva-
tulla tavalla saatua A-2197SC—NOrn—t—BOC—ydinté livotet-
tiin veteen ja valutettiin pylvdidn 1lidpi, jossa oli 80 ml
Amberlite IRA-68 hartsia (Rohm & Haas, Philadelphia.

PA, asetaattisykli). Pylvidstd pestiin vedélld ja eluoitiin

virtausnopeudella 5 ml/min per&dkkdin 1080 ml:1la 0O,05-n
etikkahappoa, 840 ml:1la O,l-n etikkahappooa ja 3120 ml:lla
0,2-n etikkahappoa ja otettiin talteen 120 ml:n fraktioita.
Pylvdstd tarkkailtiin analyyttisen HPLC:n avulla kdyttden
silikageeli/ClS:a ja systeemid vesi-asetonitriili-metanoli
(80:15:5), jossa oli 0,2 % ammoniumasetaattia. Tuote tunnis-
tettiin UV:1la kohdassa 254 nm. Tuotetta sisiltidvit fraktiot
yhdistettiin, liuoksen pH s&d&dettiin arvoon 5,8 pyridiinilli
ja muodostunut liuos konsentroitiin vakuumissa tilavuuteen
n. 200 ml. Konsentraattiin lisidttiin vettd ja muodostunut
liuos konsentroitiin uudelleen pyridiinin poistamiseksi.
Tdmd konsentraatti kylmdkuivattiin ja saatiin 3,46 g puh-

dasta A-21978—N0rn-t-BOC—ydinta.

Esimerkki L

-p- (n-dodekyylioksi)bentsoyyli~N n—t—BOC—A—12978C—yti—

N
Trp
men valmistus

Or

Liuosta, jossa oli 0,9 g 2,4,5~trikloorifenyyli-p-
(n-dodekyylioksi)bentsoaattia ja 0,9 g A-21978C-t-BOC-ydin-
td 400 ml:ssa vedetdntid dimetyyliformamidia, sekoitettiin

120 tuntia huoneenlédmp&tilassa typpisuojassa. Liuotin pois-
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tettiin haihduttamalla vakuumissa. Jddnnéstd ja seosta,
jossa oli 400 ml dietyylieetterid ja 400 ml kloroformia,
sekoitettiin kaksi tuntia, Tuote eristettiin suodatta-
malla, kuivattiin ja saatiin 0,962 g Vaalenafuskeata
jauhetta, Osa t&std aineksesta (0,78 g) liuotettiin

200 ml:aan metanolia ja puhdistettiin preparatiivisen
HPLC:n avulla kdyttden "Prep LC/System 500"-vksikkOa
(Waters Associates, Inc., Milford MA) ja Prep Pak-SOO/Cl8-
pylvastd (Waters Associates) stationaarisena faasina.
Pylvdstd kdytettiin isokriittisesti liuotinsysteemind
vesi-metanoli-asetonitriili (+:1:2). Otettiin talteen
250 ml:n fraktioita (1 fraktio/min). Haluttu yhdiste
euluoitui fraktioissa 2-6.

Fraktiot yhdistettiin TLC:n perusteella (kd&dnteis-
faasi/ClS—silikageeli, kehitettiin veden, metanoclin ja
asetonitriilin seoksella (3:3:4) ja toteaminen suoritettiin
van Urkin sumutuksella). Yhdistettyjen fraktioiden bio-
autografia, jossa kdytettiin silikageeli-TLC:t&d, asetoni-
triilin, asetonin ja veden seosta (2:2:1) liuottimena
ja Staphylococcus aureusta toteamisorganismina, ositti,
ettd tuote muodostui yhdestd bioaktiivisesta komponentista.
Tdstd tuotteesta saatiin 0,421 g NTrp—p—(n—dodekyylioksi)

bentsoyyli-N n—t—BOC—A-21978C—ydinté.

Or
Esimerkki 2

N -p- (n-dodekyylioksi)bentsoyyli-A-21978C-ytimen valmistus

Trp
Liuotettiin 230 mg NT

Orn—t—BOC—A—21978C—ydinta 5 ml:aan trifluorietikkahappoa.

jossa oli 2 % anisolia, ja sekoitettiin viisi minuuttia

rp—p—(n—dodekyylioksi)bentso—
yyli-N

0°C:ssa. Liuos konsentroitiin vakuumissa 6ljyksi ja ©6ljyéa
hierrettiin 100 ml:ssa EtZO:ta. Kiintoaines eristettiin,
kuivattiin ilmassa ja otettiin 10 ml:aan vettd. Tdmdn liuok-
sen pH sdddettiin arvosta 3,25 arvoon 7 lisd&mdlla pyri-
diinid. Muodostunut liuos kylmidkuivattiin ja saatiin 179 mg
valkosta amorfia NTrp—p—(n—dodekyylioksi)bentsoyyli—A—
12978C-ydintd. Silikageeli-TCL:ssd tidmidn yhdisteen Rf—arvo

0li n. 0,78, jolloin liuotinsysteeminid oli asetonitriili-



10

26

asetoni-vesi (2:2:1) ja toteaminen suoritettiin van Urkin
sumutuksella.

Esimerkki 3

Kaavan 1 yhdisteiden antibakteerinen teho voidaan
osoitta in vitro. Tulokset erdiden kaavan 1 edustavien
yvhdisteiden antibakteeritestauksesta, jossa kdytettiin
agarimalja-kiekko-diffuusioon perustuvia vakiomenetelmida.
ilmenevdt taulukosta I. Taulukossa I aktiivisuus on il-
maistu testiyhdisteen aiheuttaman mikro-organismin kasvun
estona, Jjonka mittana on estorenkaan halkaisija milli-

metreind.
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Tulokset kaavan 1 edustavan yhdisteen anti-
bakteeritestauksesta, jossa kédytettiin agarilaimennus-
vakiomenetelmdd, ilmenevdt taulukosta II. Taulukossa II
aktiivisuus on ilmaistu minimiestokonsentraationa
(MIC), joka on yhdisteen pienin konsentraatio, Jjoka

pysyy estedmddn mikro-organismin kasvun.
Taulukko IT

NTrD—p—(n—dodekyylioksi)bentsyyli-Af21978C:n antibioottiteho

Testiorganismi MIC-arvot®
Staphylococcus aureus X1.1 1

" vy 1

" " x400° 2

" " S13E 1
Staphylococcus epidermis EPIL

" " EPI2
Streptococcus pyogenes C203 0,25

. " pneumoniae Park I 0,015
" ryhmd D X66 2
" " 9960 1

R Yire mikrogrammaa/ml

Ppensilliiniresistentti kanta

cMetisilliiniresistentti kanta

Kaavan 1 edustavalla A-21978C sykliselld peptidilld on
in vivo osoittautunut olevan antibakteeriteho kokeellisiin
bakteeri~infektioihin. Hiirille, jotka salirastivat tyypil-
ligid infektioita, annettiin kaksi annosta testiyhdistettd
ja havaittu aktiivisuus mitattiin EDSO—arvona (tehoannos
mg/kg, joka suojaa 50 %:a koe-eldimistd, ks. Warren Wick
et al., J, Bacteriol. 81, 233-235 (1961)) . Havaitut EDSO—arvot

ilmenevdt taulukosta III.
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Taulukko III

NTrp—p—(n—dodekyylioksi)bentsoyyli—A-2l978C:n teho

in vitro

Kaavan 1 yhdistea

5
R Staphylococcus Streptococcus
aureus pyogenes
Thon alle Thon alle Suun kautta
NTrp—p—(n—dodekyylioksi)—
10 bentsyyli 3,35 0,31 yli 200
“apl oy
bmg/kg X 2
15

Annettaessa hiiren laskimoon NTrp-p-(n—dodekyylioksi) bentso-
vyli-A-12978C:n akuutti toksisuus oli ilmaistuna LDSO—arvona 67,5 mg/kg.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd A-21978C syklisen peptidin johdan=-

naisen valmistamiseksi, joka on kaavaa (1)

ﬁ Tm
° CHa ¢ ¢
hOeC/H \ / I/ \ / \ﬁ
L
C=6 0/ \i/ \ﬂ/ CONH2
”;>“ " 0 b g H / 9 2—%
1o v Hae e L’.\ /N\ Y \V/ Ny
=0 ‘O=o/ Ho g T s \
'/ \\«'H Oz=H ’ T
= / v \oﬂ l
AN : H
o——o T‘r’.a H o H= l_q1
2T He ] . . b
Rk \/\/\T/J\'/\/\/
[
HHOzC/
i Y
jossa R on kaavaa
7™\,
jl_%_ ﬁfA}Rz

oleva substituoitu bentsoyyliryhmi, jossa R2 on C8-Cls-
alkyyli; X on vety, kloori, bromi, jodi, nitro, Cl—C3—al-



10

15

20

25

30

31

kyyli, hydroksi, Cl—CB—alkoksi tai Cl—C3—alkyylitio ja
Rl on vety tai aminosuojaryhmd, tai sen farmaseuttisesti
hyvdksyttdvdn suolan valmistamiseksi, t un ne t tu

siitd, ettd annetaan A-21978C-ytimen, joka on kaavaa (3)

. CHs /N / N\,
oy Y R
R Y
/\/ NN con,
O=e l * /
.——‘\ H b T . lr?l\.\o ? H2
.\ ¢ / N )
e RS O SN
=0 O=e 6 _1 I

s Do
Sy e
H32C F_N\\‘//\\ﬁq//‘\\T//N\\-/// NN\
SR
o

{w

tai sen asianmukaisesti suojatun johdannaisen, jossa R’
ja R® ovat toisistaan riippumatta vety tai aminosuoja-
ryhmd, tai sen farmaseuttisesti hyvdksvttivdn suolan rea-
goida asylointiaineen kanssa, joka on kaavaa (5)

e 7
HO\.—;— ’*::*—O“Rz

tai sen aktivioidun johdannaisen kanssa, jossa kaavassa
X ja RZ merkitsevdt kuten yll.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunne t tu siité, ettd R2 on C,.-C.,,—-alkvyli ja

10 "13
sen suol oja.
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3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd Rz-o—von dodekyvlioksi ja
sen suoloja.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen mene-
telmd, t unne t t u siitd, ettd X on vety ja sen
suoloja.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnet tusiitd, ettd R2—O— on p-(n-dodekyyli-
oksi)ja X on vety ja sen suoloja.

6. Patenttivaatimuksenl, 2 tai 3 mukainen mene-
telmd, t unnettu siitd, ettd X on kloori, bromi
tai jodi ja niiden suoloja.

7. Patenttivaatimuksen 1, 2, 3 tai 5 mukainen

menetelmd, t un ne t tu siitd, ettd Rl on amino-

ryhmd ja sen suoloja.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd,
tunnettusiitd, ettd aminosuojaryhmd on tert.
~butoksikarbonyyli ja sen suoloja.

9. Kaavaa (1) oleva A-21978C-johdannainen tai sen
farmaseuttisesti hyvdksyttdvd suola valmistettuina

jonkun patenttivaatimuksen 1-8 menetelmdn mukaan.
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Patentkrav:

1. Forfarande f8r framstdllning av ett cykliskt
A—21978C—peptiddefivat med formeln (1)

ﬁ NHz=

L

c// \\‘// YANVAN
HOz { I ﬂ
/a\ N\ /
// \\V// \\\ T <§ONH2
H 9 P A=
HO//H—N<i ol . L/ N /N\ J \w/ \T// \\
— =«// " ﬂ B /N
.// \\NH OzH ” I
. / , / 4
] © A
O=o// \\o=O

o—:>4 Cha H nﬁ<{
[~ 9
°

i

roa /\/’\/\/\/\/

5 l T 5
HOzC/

1

—!

vari R dr en substituerad bensoylgrupp med formeln

f_;_ 1o

H
\Xx

.2 Tl . . .
vari R” &r C8 C15 alkyl; X dr vate,

Cl-C3—alkyl, hydroxi, C —C3—alkoxi eller C

1

klor, brom, jod, nitro,

l—C3—alkylt10;

och R” &r vdte eller en aminoskyddande grupp; eller av ett

farmaceutiskt godtagbart salt d&rav,

kd&nneteck -
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n at ddrav, att det omfattar reagerande av A-213978C-

kdrnan med formeln (3)

/C‘ONH

%? {H2
HO/H_,< | HC/\ 1 \E)K/ N4 i
, 0=0 02H$ I S \\
./

{w

eller ett lémpligt_skyddat derivat ddrav, vari R' och R°
cbercende av varandra &r vdte eller en aminoskyddande
grupp, eller av ett farmaceutiskt godtagbart salt darav,

med ett acyleringsmedel med formeln (5)

eller ett aktiverat derivat ddrav, vari X och R2 dr som

ovan definierats.
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2. rorfarande enligt patentkravet 1, kd@anne-
t ecknat darav, att R2 ar ClO-Cl3—alkyl och salt
darav.

3. rForfarande enligt patentkravet 2, k d nn e -

t ecknat ddrav, att R2~O— dr dodecyloxi och dess
salt.

4. F6rfarande enligt patentkravet 1, 2 eller 3,

k dnnetecknat dirav, att X d&r vdte och salter-
na dérav.

5. Forfarande enligt patentkravet 2, k @& n n e -

t ecknat darav, att RZ—O— dr p-(n-dodecyloxi) oéh
X &8r vite och dess salt.

6. Forfarande enligt patentkravet 1, 2 eller 3,
kdnnetecknat ddrav, att X valts bland klor,
brom eller jod, och salterna ddrav.

7. Forfarande enligt patentkravet 1, 2, 3 eller 5,
kd&nnetecknat diarav, att Rl dr en aminoskyddan-
de grupp och salten d&rav.

. 8. F6rfarande enligt patentkravet 7, k & nn e -
t ecknat ddrav, att den aminoskyddande gruppen ar
tert.-butoxikarbonyl och salten d&rav.

9. A-21978C-derivat med formeln (1) eller ett far-
maceutiskt godtagbart salt ddrav, ndrhelst de framstdllts

genom ett fdrfarande enligt ndgot av patentkraven 1-8.
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