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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR DERIVADOS 3-ALQUENILO
DE RIFAMICINA SV.

Folbsilande: GRUPPO LEPETIT S.p.A., entidad italisna, residente en
Via Durando 38, MILAN, Italia.

La presepte invencidn se relaciona con un jroce-
dimiento para preparar nuevos derivados de rifamicina 3V.
Més particularmente, la invencién se relaciona con la pro-

duccidén de derivados 3~alquenilo de rifamicina SV, de fér-
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en la que R representa hidrégeno, alquilo o aril-alquilo in-
ferior, R1 representa hidrdgeno o acetilo, R2 representa hi-

drégeno, alquilo inferior o terc-butexicarbonilo, X represen-

te oxdgeno, imino, imino svatituide; oximino, oximino sustituf -

'do, hidrazono o un radical hidrazono sustituido.

- Los derivados imino o imino sustituido de £férmula I,
son practicamente bases de Schiff formadas por reaccién de los
compuestos de férmula I en la que X es oxigeno, con aminas
primari'as. Los derivados oximino son los productos de conden-
sacibén de los compuestos I en donde X es oxigeno, con hidro-

xilamina o hidroxilaminae O-sustituida. Los términos hidrazono

‘e hidrazono sustituido se refieren & los productos de reaccidn

de compuestos de férmula I en la que X es oxigeno con hidre-
zing o hidrezinas N-sustituidas. fn este §ltimo caso, los sus~
tituyentes del Atomo Jde nitrdgenc, meden formar también un
anillo heterociclico tal como, por ejemplo, piperagzine, mor-
folina, piperidina, heptametilenimina, octametilenimine,
3,8~diazabiciclo/3,2,1/~0ctano,

Tgualmente, debe entenderse que les correspondien-
tes compuestos heﬁxahidro de rifamicina estén incluidos en lé,
presente invencién., De acuerdo con un método general para lle-

var & cabo la invencién, 21 compuesto clave para la prepara-
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cién de la clase anterior de'suStancias eg unf 3-formilrifa-

| micina SV lé cugl se hace reaccionar oon un alguilidenfosfo-

rano o aralquilidenfosforano, adecuado, brjo las condiciones
que se conocen como 1a reaccién de Wittig. E1 siguiente escue-~
ma de reaccién,.en donde R, R1 ¥y R2 se definen como anterior-

mente, ilustran el procedimiento para preparar los compuestos

carbonilicos.
Me
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o |
OH OH N e
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y \ -\/ -~ { IC : o Sl pums
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O --«—-T-—- ' OH 0
Me O

Los disolventes de reaceidén para este procedimienio
gse eligen entre los disolventes orgénicos inertes, tales ccui.,
por ejemplo, tetrahidrofurano, acetato de etilo, dioxano, ben

ceno y cloroforo. Los intermediarios iluros se preparan a

‘| partir de halocetonas y de trifenilfosfina, de acuerdo con

el procedimiento descrito por Ranmirez et 8l., J. Org. Chem.

22, 41, (1957) 6 por H.J. Bestmen et al. Chem.Ber. 95, 1513
(1962).
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Otro método adecuado para preparar los’ compuestos
carbonilicos de férmule II, comprende une reaccién de conden—
sacién de 3-formilrifemicina SV o su derivado 25-desacetilo o
16, 17, 18, 19, 28, 29-hexshidro, con un aldehido o cetona Je
férmulas

CH,R,~CO-R

de acuerdo con el sigulente esguemas
Ve Me V

-~ WH
CHO + CHK,-CO-R —)
2m2 )
Mo Me
HO
Me} oH OH
fj: CH=CR,~-CO-R
o~ F
Me O

Ia reaceién se efectie ordinariamente en presﬂnéia
dé un catalizador bédsico, tal como, por ejemplo, hidréxidos
alcalinos, aminas, alcéxidos alcalinos o amidas de metales
alealinos. Un modo preferido pare ceslizar la condensacién
sigue esencialmente las mismas condiciones de reaceién que la

condensacién de Knoevensngel {Orz. Reactions Vol. 15, 204,

John Wiley 1967). En cste ciso, el catalizador basico se eli-

ge generalmente entre amonlscco ¢ aninas tales como piperidina,
piridina, dietilamina. Otros cetalizadores utilizados normel-
mente son el ameniace ¢ las sales de metalez alecalinos con

4dcidos orpAnicos, -,ales como acetato de amonio, de potasio o

[PPSR p—
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de sodio. Més perticularmente, la reaccién se efectie conve-

nientemente en tetrahidrofurano como disolvente, mediente reac-

cién de un derivado de 3-formilrifamicina SV con un aldehido

o cetona predeferminado, a una {emperature que oscila entr:

0 y 5¢C aproximadamente. Como catalizador se emplea una mezcla
de piperidina:écido acético 5:1.

Tos compuestos carbonilicos de £6mula IT pueden
hacerse reaccionar ulteriormente de acuerdo con los procedi-
mientos usvales, con aproximadamente una proporcién molecular
de una ahina primaria seleccionada o con hidroxilamings o con
un derivado de hidrezina. Beta reaccién de condensacién se
efectiia generalmente & femperatura amblente y mediante empleo
de tetrahidrofureno como disolvente preferido. Los compuestos
finales son -s6lidos coloreados que se descomponen tras la fu-—
gién y que pueden cristalizarse facllmente en acetato de etilo
0 en otros disolventes orgénicos, tales como metanol y etanol.
Dichos compuéstos son claramente solubles en acetonz, tetra-
hidrofurano, dioxeno y cloroformo.

Los compuestos de la invencidn poseen una elevada
actividad antibacterial que es particularmente notable contra

Streptococcus hemolytiocus y Diplococcus pneumoniae.

En ensayos representativos, se encontré que la con-
centracién minima inhibitoria contre estos microorganismos os
cilaba entre 0,002 y 0,0S/ug/ml, tal como se muesira en la

siguiente tabla I.
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Tabla I ot e
Concentraciones minima inhibitorias (/ug/hl) in vitro

Compuesto del Ejemplo 1 |2 3 | 4 5 6
Staphylococcus aureus 0,1 0,1 | 0,02 | 0,01 0,2 0,01
Staphylococous aureus 0,2 0,05 | 0,2 0,05 0,02 0,02
(con 20% de suero bobino) _ o
S. aureus Tour. 0,1 0,1 0,05 | 0,02 0,1 | 0,02
Streptococcus hemollticus| 0,005 /0,2 | 0,05 0,002 0,002 0,01
Streptococcus. faecalis 0,5 0,1 0,1 0,5 0,01
Diplococcus pneumoniae i0,095io,05 0,002 0,002 0,002 0,02
Proteus ' 100 50 50 l 50 100 100
E. coli 100 |10 50 150 100 100
Klebsiella pneumonize (100 100 | 100 {50 | 100 100
Pseud. sereata 1100 ‘100 |00 . 100 | 100 | 100
Myc.Tub.Hq Rre - %0,5 iu,a 10,5 % 0,1 1 1

Ia getivided antimicrobial viene acompaﬁﬁda con una baje
toxicidad. Otre caracteristica muy importante de los compuestos ob -
tenidos segin 12 invencién, reside en su actividﬁd de inhibicién
de polimerasaS’DﬁA que son caracteristicas de linfoblastos sangui-
neoé leucémicos en humanos y contre las tfansferasas (polimerasas)
nucleotid{licas, tipicas, de virus no utilizados por les células
normeles. A partir de los estudics sobre miembros representativos
de grupos de virus, se sabe que los mismos pueden transportar o
inducir en lgs células anfitrionas polimerasas como ung parte esen
cial de su eplicacidén. De este modo, existen virys tales como
picorna#irus 0 poliovirﬁs que inducen la polimerésa RNA dependien-—
te de RNA mientras que otros grupos, tales como virﬁs de leuce-
mia-garcome, trensportan una polimeraéa INA dependiente de RNA.

La pregencia y el papel muy importante de la polimerasa DNA de-
pendiente de RNA (transcriptasa inversa) en virﬁs RNA oncogéni-
cos, ha sido descubierta por D, Bltimore, Nature, 226, 1209

(1970) y por H.M. Temin et al., Nature, 226, 1211 (1970). E1 re-

ciente descubrimiento de la enzima de polimerasa DNA dependiente
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de RNA en virus tumorasles RNA de especies animales, hu sido

confirmado también por otros autores, tal y como se inidica,

por ajemplo, en los sigulentes documentos:

Green et al.: mecanismo de carcinogenisis por virus
tumorales RNA. Una polimerasa TNA dependiente de RNA en virus
de sarcome. Proc. Nat. Acad.Sei. USA’G7, 385-393, 1970.

Spiegelman et 8l.: caracterizacién de los productos
de polimerass DNA dirigidos s HNA en virus RNA encogénicos,
Nature, i.o_;xdon, 227, 563, 1970. | ’ .

Hetanaka et @l.: asctividad de polimerasa IDNA aso-
oiada gon los virus tumerales ENA. Proc. Nat. Aocad. Sei. USA,
67, 143, 1970.

. Scolnick et 8l.: afntesis de DNA por RNA contenien-
do virus tumoraies. Proc. Nat. Acad. Soi., USA, 67, 1034,
1970, | |

la implicacién de virus RNA en oiertos tumores, ha
sido apoyada tadbién por otros factores: se ha encontrado que
la trenseriptasa inversa estd §remnt@ en partioulas de leche
humana obtenida de mujeres con une historis familiar de ofn-
cer de mama y de personass imbricadss. (Scholn et al. Nature,
231, 97, 1971). Priori et 21. (Nature, New Blology, 232, 16,
1971) han aislado un virus denominado BESP-1, que contiene
transcriptasa inversa, de oélnlas dei fldi(_lo pleurel de un
nifio con linfoma y lo han desarrollado con éxito en cultivos

de tejidos,
Ia presencis on el céncsr de moms ht;mano de homélo~

gos RNA 2l virus tumora) RNA de mame de ratones, he sido de-

mostrada 8 través de lon experimentos de hibridacién molecu~

.lar de R. Axel et 2i. {Nature 235, 32, 1972).

Le posibilidad de un viyus de céncor de mama humano,




10.

15

20.

25.

30.

£10754 -

se confimé también por mieroscdpia'electrénica'de leche

humane (N.H. Sarker et al. Nature, 236, 103, 1972). Ia acti-
vidad de polimergsa INA dependiente de RNA y los virus de $i-
po particulas, han sido aislados también de células de rab-
domiosarcoma humenas (Mc Allister et al. Nature, New Biol.
235,3 1972). |

En la actualidad no existen drogas eficaces para el

tratamiento de enfermedades virales puesto que los virus y

células tienen requerimientos metabbélicos comines as{ como

idénticas treyectorias. Iae investigacién més prometedors en

_ la quemoterapia virel consiste claramente en el proyecto de

productos quimicos adecuados gue se ‘combinadn especificamente
con polimerasa de células virales o de céluias transformadas
en virus pero no con polimerasas de células anfitribnas,que
controlen la expresién de informacién genétice de los virus.
Los inhibidores especifibos de las enzimas de células virales
6 transformadas en virus y, en particular, los inhibidores de
polimerasas de virus tumorales RNA, pueden tener un papel im=
porteante & la hore de probar las drogas para 1a'terapia de

la leucemia y pare otras terspias cancerigenas. La activided

inhibitoria de los compuestos obtenidos segin la invencién,

| ha sido ensayade sobre polimerase DNA dependiente de RNA de

virus de sarcome de murina (endégeno) y la activided de poli-
merasa INA dependiente de RNA de enzimas purificadas. Ia in-

hibicién fué ensayada de mcuerdo con los métodos deseritos por
C. Gurgo et al., Nature, New Blology, 229, 111, 1971. El efec-
to de las diferentes concentracionsz de drogas sobre la acti-
vidad de la polimerasa, fué determinado a través de 1a incor-
poracidén de 3H—dTTP {(trifosfato de timina-deoxirribido tri-

tiado) en 1a fraccién insoluble. Un ejemplo tipico de los pro- |




5.

10.

15.

20.

25.

30.

ha descrito (Green et al., Proe. Nat. Acad. Sei. USA 67,
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cedimientos experimentales es el siguiente:

1) Aislémiento de virus y purificecidén de la polimerasa

virel
El virus se aisla y purifica de células de rata
trensformadas en virus de sarcome-de murine (aislamiento de
Moloney) y de células de retén transformadas en virus de sar-

coma de murina (aislamiento de Harvey) como anteriormente se

385-393, 1970, Rokutande et al., Nature, 227, 1026-1028,
1970). La polimerasa viral se purifiea 20-40 veces por incu~
bacidn de virus purificado con 0,5 % NP-40 (nonidet P-40) en
cloruro sdédico 0,1 .M, taxpén Tris 0,01 M (pH 7,6), EDTA 0,001 N,
durante 5 minutos & temperature smbiente, y centrifugacibén zo-
nal en gradientes de sucrosa 2l 15~30 % en 10 milimoles de tam
pén de fosfato sédico (pH 7,4), 2,5 milimoles de ecloruro. de
megnesio, 10 ;nilimoles de ditiotreitol y 5 4 de glicerol, du-
rente 24 horas, & 38.000 r.p.m. en un rotor Spinco SW41. Las
fracciones mAdximas de sctividad enzimdtice (13-17) de 22 frac-
clones recogides, son introducidas en un tanque y almacenadas

a ~-702C en glicerol &l 30 %.

Engayo de la polimerasa INA

"~ Se realiza la incubscidn de 1a enzima durante 1 hore
a 37¢C en 100 /u.l de mezcla de resccidén conteniendo 40 mili-
moles de tempén Tris (pH 8,0), 5 milimoles de ditiotreitol,
30 milimoles de cloruro sédico, 2,5 milimoles de cloruro de
megnesio, 0,1 milimoles de dAaTP, dGTP, 4ACTP y 10/u0:l. de
Sy-arrp (12-I8 Ci/mmol) tal y como describe Green et al. en
Proc. Nat, Acad. Sei, USA 67, 385-393, 1970. Le reaccién es .
terminada mediante la adicién de 150 /ul de &cido perclérico

1N¥. Como vehfculo se afinde INA de timo de ternera (100 /xg);
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el‘Prodﬁotd INA radioaectivo es pmeeéado en la forma descrita ) .

en los dos artieulos menclonados entexd.ormente. Ia actividad

| de la polimerasa DNA dependiente de RUA endégeno es medicn aea

pués de la adicién de 0,01 % I’N-:-40 a virus purificado 8l mis-
mov'tiemvpo que el ensayé. Ia actividad de polimerasa DNA de
polimerasa viral pumficada se mide con 2 /ug de poli d(A—T)
como patrén ¥y no WP—ILO. ‘

Ensayoc con respecto a 13. inhi bicién por los derivados de

rifamicina B _ o _
Los derivadoq de nfam.z.cina se disuelven en dlmetll- ’

sulféxido (IMs0) a una concerrtrac:.én de 5 mg/ml ¥y se slmace-

nan a 42C. 1a inhibicién de la actividad de polimerasa DNA de-‘

pendiente de RNA endégeno es ensayada mediante le adicién de

2 /ul de derivado adecuadamente dilun.do en IMSO 6 2 /ul de IMSO ‘

B (contrpl) & la mezcla del ensayo adtes de 1a adieién & virus

roto que contiene 15#30/ug de proteina viral. La incubacién

enzindtica se realize durante 60 minutos a 37¢C. Ia inh:.bicién
de la enzime purificada se ensaya mediante pm—incubacidn de .
2/u.l de derivado’ 6 IMSO con 30/!11 de. enzime, (1 a 2/u de pro--
teina) Gurante 10 minutos & 372C; & continuecién se afiaden .
70 m1 de mezcla de sustrato y la mezcla.se incubs y procesa
adicionalmente en le forma anteriomente desecrifa.

En los ensayos repi-esentatiiros, los compuestos de la ‘
invencién, @ una concentracién de 2.~ 100 /ug/ml o menos, re-
ducen 1la incorporacidn de H3-dTTE & menos del 10 % en compa-
racién con 1o0s ensayos de control, _1.0 que demuesira clamﬁen—_ ]
te la in.hi“ﬁicién dei necenismo de caz‘cinoge.nésis medié.nte vi= - |
rus tumorales RNA de scuerdo con los puntos de vista bioqui- -
micos mis recientes. | ‘ A '

El efecto inhibitorio de las transcriptases inver-
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sas ha sido confirmado también»medi£ﬁ¥gmﬁﬁ‘ensayo sobre poli-
merasa de cirus de leucemia murina, Ia poiimerasa BNA de virus

de leucemin muring se prepare 8 partir de virus rotos TRITONW

X 100 tal y comb describe Gallo et al., Nature, New Biology,

232, 141 (1971). El virus, tanto del tipo Rauscher como del
tipo Moloney, se purifica previamente:medigﬁte congregacién
en 18 regién de 1,16 g/ml de un gradiente de densidad de su-
croga después de la centrifugadi&n inioial & baja velocidad

para eliminar los restos celulareﬁ y enlechando sobre suecrosa

al 60 % hesta sucrosa el 20 %. Le concentracién final de pre~

| paraclén del virus es de'_1011 particulas/hl. Como control o
| patrén se utilize RNVA 70S endégeno. Las concentraciones de 50

g/l o inferiores fueron eficaces & 1a hore de inhibir-la—

.Se obtuvieron resultados simiiarea empleando poli-

merasas de célules ‘tumorales de.origen humano. En este caso,

‘la ectivided inhibitoria fué estudiade también sobre polime-

rasas de células normales para caracterizar un efecto selec~

tivo. Ios derivados de rifamicina de fémmula I? representa-

| tivos, hen sido evaluados con respecto a sus efectos sobre

dos polimerasas INA purificadas aisladas de'(1) linfocitos
sangﬁiﬁeos normales humenos (estimulados con PHA) (2) una
linea de éélulas de. linfoblastos (derivada de un donador nor-
mal) y (3) linfoblastos sanguineos leucémicos, humesnos. Se
utilizaron controles o patroﬁes sintéti;os v/o naturales.

Un ejemplo +ipico del procedimiento experimental
es ei giguiente: ' |

Iinfoblastos sanguineos humanocs

Los linfoblastos leucémicos son alslados de la san~

gre periférica de pacientes con leucamia linfocitica aguda

S
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(ALB) mediante leucoforesis. Las céinlas-son lavadas y }vs
eritrocitos se separan mediante lisis hipoténica. Los linfo-
citos noxmales éon qbfenidos de la sangre periférica de dona-
dores senos después de le separacién de granulocitos mediante
cromatoggafia en columna de nylon. Estos fueron estimulados
con fiiohemaglutinina (PHA) durante 72 horas como se describe
anteriormente (Gallo et al. Nature, 228, 927, 1970, Gallb et
al. Sclence, 165, 400, 1968) con el fin de maxisizar la acti-
vidad de la polimérasa DEA, |
‘ Sin-emhargo, devido & los problemns logisticos pars
la obtencidén de cantidades suficientes de estas células, se
utiliza una linee de células de cultivo de tejido "normal"

humeno (1788) para éuministrar polimerasas INA menos purifi-

cadas durante parte de los estudlios de reconocimiento inicidl.'

Los compuestos de interés fueron estudiados entonces més deta~ ..

lledamente con las enzimas més purificadas de los linfocitos

sanguineos normales y leucémicos. Estas células de cultivo

‘de tejidos fueron obtenidas de Assovisted Biomedio System,

Ine.
Preparados de polimerase DNA

Ia polimerasa DNA celular se extracta y purifica'

de linfocitos sanguineos nomales {estimulados con FHA) y lin-

focitos sanguineos leucémicos y célunlas linfoidas .(1788), me~
diante homogeneizacién en tampén hipoténico seguido por Pri-

ton X 100 y/o elevada extraceién con sales del pellet extrali-

sosomel. Después de la centrifugacién diferencial, los extrac~

tog celularesrson parificados adicionaimente mediante celulo-

sa DEAD, fosfocelulosia y crometogratia en columns. Sephadex

G 200.
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Ensayos con polimerasa IDNA

‘ Los ensayos con polimerasa DNA se raaliian en un vo-=
ldqen final de 100/u1. Ia mezcla de ensayo contiene tampén de
Pris-HC1l, pH 8,3, 50 mmoles; MgAc, 6,0 mmoles; ditiotreitol,
8,0 mmoles; NaCl, 60 mmoles. El ajuste del velor pH se reall-

78 después de la adicién de los inhibidores los cuales se di-

suelven previamente en dimetilsulféxidﬂ (TMS0).. la concentra-—
cién final de IMSO es da 0,5 % y todas las muestras de con-
trol incluyen esta cantldad de IMSC. Se utiliza en el ensayo
una ooncentrééién de enzimn que cataliza'ﬁha'incofporacién

de aproximadamente 1,0 pwol/nora. I enzlma es pre-incubada,
en la mayor parte.ds los waéoa, durante 5 minutos, con el
inhibidor. ILa reaccién se inicia entonces mediante 1a adicién
de control o patrﬁn de o bien INA sintétioo (poli d(AT),
Miles Lab.) o bien de hibrido de DNA.RNA (oligo aT.poli rd),
a8 5/ugfhl o controles natureles: DNA de esperma de selmén

‘activo & 50 ug/ml ¥ RNA virel 70S endégeno; 10 MOL de (3H-me~

t11)-~TTP (New England Nuoleér, 18,6 mCi/yumol, liofilizado
¥y redisuelto en HC1 0,01 M justo antes de su utilizacién) y
dATP (8 x 10~ M, con control sintético) o los ires trifos-

| fatos de deoxinucieéxido (8 x 10™2M con reacciones de control

de RNA o DNA). BEn alguﬁos experimentos, no se realizé la pre-~
incubseibén de la enzima con inhibidor. En estos casos, -las
reacciones son iniciadas mediante 1a adicién de la enzima a
la mezcle de reaccién complete que incluye el inhibidor. Se -
extraen muestras al comienzo de la incubecidn y despﬁés de

30 minutos se termnine mediante la adicifén de 2 ml de pirofos-
fato sédico 0,08 M Yy se preeipita en dcido tricloroacdtico
frio al 12,5‘% (TCA) con WA de levadura (400 ug) como vehicu-

lo. Los productos son rucosidos sovre un filtro de miliporas,
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ge lavan extensivamente con TCA al 5 % ¥ 1m dq una mezcla
DMBO-etanol—N301 0 1 M (0,5:70:29, 5), se secan y se recuen- |
tan en 2 ml de BBS3 (Beckmen) y 10 wl de 1liquifluor (New
England Nuclesr) en un contador de escintilacién de l{quidos
Packard, ©

Se averigud que las concentraciones cémprendidaa
entre 5 i ZQ/ug/hl pfovocaban una inhibicién del 50 ¢ de la
polimerasa leucémica con un control o patrén de DNA sintético.
La reaccién controlads mediante un control de RNA- sintético
(poli rA.rU) fue incluso més susceptible.

Los experimentos representativos reslizedos con un
control naturel sobre polimerasa de células normeles y tumo-
rales demostraron una ausceptibilidad'éuperior de 1las enzimge
tumorales con respecto ﬁ los compuestos del ensayo.

Otras caracteristicas biolégicas exhibides por los
nuevos derivados de rifamicina, incluyen la inhibicién de for-

mecidén de focos en célules de ratén, de rate y humenas medisn-

-te la cepa de Moloney y Kirsten de virus de ‘sarcoms de murinaj

inhibicién selectiva de la produceién de virns por las célu-
les de ratén ya transformadas; deteccién de células reversi-
bles empleando los sistemas celulares del ratén y de ia rata,

no productores, transformados en virus de sarcoma de murina.

| Los compuestos de hidrazina de la presente inwenoién_han con-

firmado ademés su toxicided selectiva con respecto a las célu~
las transformadas en virus de ratén, rata y de origen humano,
cuando serensayaron con respecto a la oapacidad de formecién
de colonias.

En los estadios rqalizados rara determinar el efecq~
to de los compuestos para inkibir la.formecién de focos me-

diante el virns de sarcoma Moloney sobre cultivos de tejidos
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BALB/3T3, se utiliza el siguiente procedimiento.

-3¢ desarrollan o crecen cliltivos celulares ABLB/373

suero bobino fetal. Los recuentos de. células se efectlan con

sina-EDTA y dilucién en el medio de crecimiento. Como homoge-—
nato tumorel se emplee virus de sarcom2 de murina Moloney.
Este dltimo se pasa cuatro veces por una linea embrio-celular

de ratén, de paso elevadc, derivado de Swiss, y se ensaya con

respecto & las unidades de formacién de focos en oédlulas

BALB/3T3. En la realizacién de los estudios, se utilizae una

modificacidén del método descrito por Hartley y Rowe, Proc.
Nat. Acad. Soi. 55, 780 (1966). En el presente trebajo, los
metraces son sembrados con ‘1-2 X 106_, células en 25 ml de medio

de crecimiento y se incuba a 372C durente 24 horas. Después

de la separecién de fluidos, el virus, en un nimero predeter-
minado de unidades formadores de focos, se introduce en 0,5 ml |
de medio de crecimiento y se deja adsor‘per sobre la monocapa

de células, durante 90 minutos, & 379C. Después de este perio-
do de adsoﬁién, ge afiade una cantidad predetemminada, .nomal-

mente como una gema de dogis de 5 a 10 /u.g/ml, aproximadamente,

en dimetilsulféxido a una concentrseién de 1 mg/ml) y se treng

porta en 25 ml de medio de crecimiento, y los cultivos se de-
vuelven &l incubador. Como control, se afiade, a un cultivo se-
parado, dimetilsulféxido solo en el medio de ‘crecimiento. De g
pués de 3 diams de inoculacién, los cultivos son cambiados de

fluidos y se " recuentan, en el séptimo dila, los focos de células!

transformadas,
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En egte mismo método, se estudia el virus o5 tomatim

tis vesicuiar, serotipo de New Jersey. Los métodos empleados
para crecer y ensayar este virus Han sido descritos por Hackett
et al., Virology, 31, 114 (1967).

. Estas propiedades indican que dichos compuestos po=-

| seen una actividad inhibitoria eficaz sobre los tumofes indu-

cidos por virus en animales.

Para ilustrar uns forma de realizacién de le inven-
eién, se proporciona a continuacién la prepéracién de los si-
gulentes compuestos.

EJEMPLO 1
J=(3-ox0-1-butenil)-rifamicina SV

. A una solucién de 10 g de Acetonilidentrifenilfos-
forano en 600 ml de tetrahidrofureno, se afiaden 7,2 g de 3=
formilrifamicina SV y la mezcla se refluye durante 3:horas.
DespuéS'derconcentracién a un pequefio volﬁﬁen, gse afiaden 300
ml de acetato de etilo y la solucién orgéinica se lava con agua.
acidica (pH = 2) y entonces con agua..El residuo ‘obtenido des- ‘
pués de la eveporacién de la solueién orgénica seca;'se crig-
taliza dos veces en acetato de etilo. Rendimiento, 60 %.

El s6lido no tiens un punto de fusién bien definido. Se des-
compone lentamente entre 200 y 2902C.

Las bandas de absorcién U.V. visibles més signifi-
cativas, son las siguientes:

A mex (mpm) - 485 340 262

5} . 160,5 231,5  386,5
Andlisis:
Celculado pare c41H51N013 ¢,64,30; H, 6,713 N, 1,83;

Encontrado ¢,63,62; H, 6,61; N, 1,30
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© - HJEMPLO 2
3-(3-fenilhidrazono-1-butenil)-rifgmicina Sy

A una solucién de 1,5 g del compuesto del ejemplo
anterior en 50 ml de tetrahidrofurano, se afiade, a temperatu~

re ambiente, bajo agltacién, 220 mg de femilhidrezina. Después

| de 2 horas, se recoge en un filtro el sélido precipitado y se

cristaliza en acetato de etilo. Rendimiento, 60 %. El sélido
se degcompone tras celentarlo por encime de 2102C.

A mex (mm) 475 360

gl % 181,9  379,9

Anélisis:

Calculado pare Gy Hs N.0,, ¢, 65,955 Hy 6,715 N, 4,913

Encontrado ¢, 65,40; H, 6,58; N, 4,35.

BJENPLO 3
3=(3-fenetiloximino—1-butenil)-rifamicina SV

El campuesto se prepara en la forma descrita en el

ejemplo anterior empleando O-fenetilhidroxilamina en lugar de
hidrazina. Rendimiento, 87 #. P.f. 168-173¢C con descomposi~-

' cién.
A max (mm) 478 337 262
E} ?m, 136,5 339,4  349,5
Andlisis:
Caloulado pare C,gHc N0, ¢, 66,50; H, 6,83; N, 3,16;
Encontrado ¢, 65,23; H, 6,81; N, 3,28.

BEJEMPLO 4
3-(3-benciloximino-1-utenil)-rifamicina SV

A una solucién de 800 mg del compuesto del ejemplo 1

en 40 m1 de tetrahidrofurasno, se afiaden 160 mg de hidrocloruro

de O-bencilhidroxilamina y 2 ml.-de piridina. Después de 60

minutos, la solueién se concentra hasta sequedad y el residuo

s st -
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se dlsuelve en acetato de etilo. Ia solucién orgénica se lava
con agua 'y se evapora entonces in vacuo. El resfduo, cristali-
zado en acetato de etilo, funde a 183~190°0 con descomposicién.

Rendimiento, 60 %.

)\ Punto-de inflexién

mex (m/u) 470 336 258 a 230

B % 154,68 338 391

Andlisis:

Calculado para 048H,8h2 13 C,66,19; H, 6,74; N, 3,22

Encontredo ¢,65,08; H, 6,61; N, 2,67
BJEMPLO 5

—[_4(4ﬂnet11- —piperazinil)imino-{-butenil7-rifamicina SV

El compuesto ue prepara de acuerdo con el mismo pro- '

cedimiento del ejemplo 2, empleando {-8mino-4-metilpiperazina
en lugar de fenilhidrazina. Rendimiénto,'GS %. P.f. 1602C

con descomposicidn,

A mex (m o 480 338 261 271

] % | 31,6 369,1 295,8  136,8
Andlisis:

Calculedo pare C,cHe,N, 0, C 64,025 H, 7,243 N, 6,49
Encontrado C 64,123 H, 7!24; N, 5,78
| EJEMPIO 6 |

3-( (% ~formil-vinil)-rifamicina SV

Se suspende 1 g de 3~formilrifamicina SV en 70 ml
de tetrahidrofurano y se afiade una mezcla de 1 ml de piperi-
dine y O,zvml'de dcido acético tras enfriar en un bafio de hie-
lo & 0-52C. Después de la adicidén de 0,2 ml de acetaldehido,
la mezcla se agite durante 2 horas y se concentra entonces a
un pequeffo volimen bajo vecio. El residuo se diluye con ace-—

tato de etilo y la solucién se lava con agua acidica. Ia fase

orgdnica se evapora y el residuo se eromatografis a través de
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100 g de gel de silice tamponado a ﬁH 6, eluyendo con cloro- -

formoiacetona 111, Rendimiento, 250 mg del producto del titu-
lo. P.f. > 20000 con descomposicidn.

| A mex (mm) 500 385
5 76 410
Anélisis:
Calculado pare 040'H49N013 ¢, 63,90; H, 6,57; N, 1,86;
Encontrado ¢, 63,463 H, 6,685 N, 1,77.
EJEMPLO 7 |

3-/3~(4-metil=-1-piperezinil)imino-1-propanil/-rifamicina SV

Este compuesto se prepara a partir de 3—(/3~formil~
vinil)-rifamicina SV y 1-emino-4-metilpiperszina, de acuerdo
con el procedimiento del ejemplo 2. P.f. > 2002C con descom~

posicién.
7\ ma.x (m/u) 485 384 260
BP0 164 426 ATT
| Anélisis: ' 7
Calculado para 040H62N4o12 ¢,63,66; H, 7,125 N, 6,60;
Encontrado ' ¢,64,60; H, 6,643 N, 5,91.
EJEMPLO 8

3=/3-0%0-2~(tarc~butoxicarbonil)-1-butenil/-rifamicina SV

El compuesto se prepars por reaccifén de 3-formil-
rifamicine SV y acetoacetatoc de terc-butilo, de acuerdo con

las condiciones del ejemplo 6. P.f. 140-1452C.

7\ max (m/u) 475 370 . 280
5 90,4 01,5  511,3
Andlisis:

Calculado para 046H59N015 ¢, 63,80; H, 6,87; N, 1,62;

Encontredo = . ¢, 63,91; H, 6,90;- N, 1,72.

:
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Los compugstos déscritos en los ejemﬁlos anterio-—
res se proporcionan solo con fines ilustrativos, debiéndose
entender que otros compuestos comprendidos dentro del signi-
ficado de la férmula genérica I son también Gtiles pal.:a la
finalidad que acaba de explicarse, Por ejemplo, las rifamici-.
nas de férmula I, o sus derivados .25-desacetilo y hexahidro,
en donde R, R2 y X tienen los siguienteé 8ignificados, pueden

prepararse de acuerdo con los métodos deseritos anteriormen-

te.
R V R, _. X
| 1| g =N-C It
| | i ol N
i | i _'-‘N-l\?ll—NO )
H i -, =N-N  Ym
; AN
, CH,
| o
" H , =N=N i
N
. Ch
i 3
il . I =N~Nil- (CH ) -(:6 5
i i P aNeN(eLn
| (€519,
H
no ’ H o —N-Nﬂ--——J L.}
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R R X
H H | =NO-( CH,)7=CH,
CHy H =N-NHCH,
(CHy H %N—NH-—<\// \'ff";y—-crrj
. : BN
CHy H =N-NH-CHp"~ <«,._
j =
CHy i =N-N(CH;)
CH, H NeNH— N
CHy H =N-NH©— S0,CHF,
- . 7N ‘
cH, H ..N-NH@—sochJ
50,~CH,
cH, i =No-@
CH, H =N--0-CH(C3H,) ,
| CH, | H =N=0=CH( 06H5) 2
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R i R2 X
O H. " N4 " D
ZH 5 N
—CHg H =N--NH~— / "T>~NO"2
I‘IO2
0y o (o),
CH N
had 5 H ‘ zN—NH
| e |
4
--02}[5 H =N-—NH—-CH2-GH:=CH-C 6H5
, ; EEN
=C,H5 . H : =N‘IAI\_“_ JNH'
, ‘ CH3
~CH5 | H . =N-NH N~CH,~CHg
0H3




' R R X
"CZHB H =NO-geranilo
_( CH2)4~'CH3 =N—NH-02H5 .
~(CH,) 4 ~CHy =N-N( CHZ-CHQQH) 2
: 'Ifoz
~(CHp) 4 ~CHy H ' =}-NH m«'(m‘\\« No,,
s
i
: | T N\
~(CH,) 4 <CH H =N-NH _ CFy
-(CH,), ~CHy H =N-OH
~(CHp)4-CH3 H " =N-0-CoHy |
_ 7 N\
~(cH,) 4~cg3 H =N~0~CH,~CH,~0 “>
SN
""( cHz) 6'-*CH3 H «'-—‘N-N\\_ ‘-_“/'NH
~(CH,) g=CH, " =0
_ cm
3
~(Clip) 6-CHy H a-(0n) 39
CHy
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i 3
| N
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‘II_~CH _OH
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_ NNH 7 N\
04y = NH«\?_:>>~SOQCF3

- e N\
CH, ~C5Hy =N--NH \~.~;,—/>— NO,,
J

NO

- ¥ N -
CH3 ~03h7 ""A'g N‘\ ]

"'CH3 -C 3H7 ] ='~N"0—CH2-'G = CH

-0H3 -03H7 =N-0~CH~COOH |
CH(CH3)2

~CH, 4o =CHy =0

| . O3ty

oo

—C3H7 ! —GH3 ; =N4N;\ ’:N@CH2~C6H5
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!
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~(CH, ) ,~C H -C.H,, ! =N-N’
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~(CH,) 4~CHy ~CH ; =0
""(CH2)4_'-CH3 ~CH3 ='-'N~NHCHZ—CH2’-© )
CHy
( ’ :
- cnz) 4-0;{3 -CHy =.-N-Nw”/NH
CHy
-( CH,) 4~CH 3 ~CHj =N-o-cga-CH2~c 0O0H
~(CH,) 4~CHy ~CHj =N~NH©« SO,F
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R ! Ry X
li :
| %
—(cu2)4-cn3 ! ~Cil, SN N H
@ ch
| /
CH3 CH3

' CH
i 3

- - ~Cll =N~-N N-Clf =& \§ CF
(cn2)4 cu3 city X L <::;;:>» F,

(W1
3

- - ~CH. l =N-NHC It
(cu2)4 cu3 CH, ! |4

Deserita suficientemerte 1o naturaleza del invento,

" asl como la manera de realizarse en la ;réctica, debe hacer—
se cénstar-que las disposiciones anteriormente indicadas son

susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alte-

ren su principio fundamental. También se hace constar que el

invento corresponde a una solicitud de patente presentada en

Italia con el n? 19524 A/72 de 19 de enero de 1972, acogién-

dose por lo tanto & los beneficios que conceden los Convenios

[N



Interngcionales. en vigor,. siendo lo 'que constituye 1a csencia
.del.-referido invento por lo que se solicita Patente de Inven-—
eién por 20 afios: en-"Espaﬁa, sobre:: PROCEDIMEENTO .PARA PREPARAR
DERTIVADOS 3-ALQUENILO DE RIFAMICINA SV; caracterizdndose por
5 lo giguiente:

1.~ Procedimiento para preparar derivados 3-alqueni-

lo de rifemicina 3V, de férmula general
HO Me Me

\\’J\B&\%9
RN 1

o ¥
MeO—M“/\ﬁ OH OHN" ™ yq-
YA A

|
- CH=0R2-(T-R

e

0
Y
en la que R representa hidrbgeno, alquilo o aril-alquilo in-
10. ferior, R1 fepresenta hidrégeno o acetilo, R2 represent2 hi-
drégeno, alquilo inferior o terc-butoxicarbonilo, X represen—
ta ox{geno, imino, imino sustituido,_oximiho, oximino susti-
tuido, 4hidrazono y radicales hidrazoﬁo sustituidos, y los de-
rivados 16; 17, 18, 19, 28, 29-hexahidro de los mismos; carac-—
15, terizado porque compfénde hacer réaccionar‘3—formilrifami§ina
SV o sa derivado 25-desacetilo 6 16, 17, 18, 19, 28, 29-hexa-

hidro, con un derivado carbonilico de férmulac
Z:GR2—00~R

en la que % es H2 6 (06H5)3P, teniendo R y H2 el 51gn1flcado
20. indicado anteriormente y, cuando se desea que X sea imino

sustituf{do, oximino, hidrazono o hidrazono sustituido, se

cionado entre aminzs primarias, hidrazinas e hidroxilaminas,

G

trata el derivado carbonflico obtenido con un compuesio selec—

——— oo =

2.- Procedimiento para preparar derivados 3-alqueni- '
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lo de rifamicina SV, tal y cormo queda sustancialmente descrito

en la presente Memorie.

por una sola cara.

Esta Memoria consta de 31 hojas escritas & méquina

vadrids 48 ENE 97
GRUPPO LEPETIT S.p.A.

1, GOMEZ ACEBO Y MU
p o Flrmadon L Gaota Fornbn
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