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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UNA RIFAMICINA 3-SUSTITUIDA

("’ L . '
Sobicilante: GRIPPO LEPETIT S.p.A., entided italisna, residente en
Vie Durendo 38, MILAN, Italia. '
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La presente invencidn se relaciona con un procedi-
miento para preparar compusstos de rifemicina y, més particu
larmente, peara preparar rifemicires 3-sustituifdas de férmula
I y sus derivad_os 25-desacetilo y 16, 17, 18, 19, 28, 29~

5. hexahidro.
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en la que R representa hidrégeno, alquilo inferior, fe;ilo y
fenilalquile inferior; R1 Yy R2 representan conjuntemente una
cadena carbociclica que forma con el doble enlace de la mitad
imidazol adyacente un anilio ﬁencénico, un anillo bencénico
mono o poli-sustituido en el cual los sustituyehtes»se eligen
independiéntemente entre alquilo infgrior,“alcoxi,inferior,
halo, carboxi, carbalcoxi, sulfo, sulfemoilo, nitro, trifluor- |
metilo, carbamilo, mono y di-alquilo inferior-caerbamilo y

metilendioxi, un resto aromidtico polinuclear, fusionado, sus-

titufdo o insustituido, incluyendo 2~3 enillos condensados

de 5-6 Atomos de carbono cada uno.

| Tal como se émplean en esta Memoria, los radicales
"alquilo inférior“ y los radicales “"alcoxi inferior", estén
representados ordinariamente por cadenas alifdticas rectas o
ramificadas de 1 & 6 Atomos de carbono .

‘Bn los compuestos de rifamicina de férmula I, en
la que, y de acuerdo con la definieién antgrior, R1 y R2 re-
presentan conjuntamente cadenas carbociclicas que formesn un
"regto aroméitico polinuclear fusionado™, el sustituyente de
la posicién 3 estd representado ordinariamente por un anillo
imidazol condensado con una mitad naftaleno, acenafienc,

fluoreno, antraceno o fenantreno.
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ég:;s mitades aromdticas puedén contener tambLién
grupos sustituyentes, tales como oxo, hidroxi y sulfo.

E; procedimiento de 1a presente invencién para pre-
perar los compuestos de'férmula I, comprendé la reaccién de
3~formilrifemicina SV o su derivado 25—desacetilo o hexahidro,

ocon una orto-diamine aromdtica de fémmulas

AN |
ju S (11)

en la que R, Ry y R, se defiren como anteriormente.

Ta base de Schiff (III) obtenida, o su forma iso-
mérica de imidazolina, se oxida entonces para formar un’deri~
vado de imidazol de acuerdo con el siguiente esquems, el ocual

jlustra el caso en donde se utiliza,-como material de parti-

“da, 3—formilrifamicina SV. En el.caso de que la mitad rifami-

cine se haya transformado en la forma quinona &urante la eta~

pa de oxidecién, el lavado con solucidn de &cido escérbico u

‘6tros reactivos equivalentes, reduce la quinona a la correspon

diente hidroquinonas:

Me Me

1) oxidacién
2) deido ascérbico
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'Los agentes oxidentes mis adecuados, estén represen-

tados por aire, sales clpricas, éxido mercﬁrioo, dléxido de
mengeneso, nitrito de isoamilo, ferficianuro'potésico y tetra-
acetato de plomo.

En ciertos casos, puede que no sea necesario el

aislamiento de la base de Schiff o de la correspondiente imi-

dezolina isomérica, puesto que realizando 18 reaccibén entre
la diamina.aromética.y el derivado de 3-fbrmilrifamiéina sV
en presencia de aire u otros aceptorss de hidrégeno, puede
renuperarse directamente el compuedto. de imidazol final.

De acuerdo con un métodc preferido pare llevar a

‘cabo la invencién, se efiade, & tempsrature ambiente, una can-

tidad equimolecular de una orto-diamina seleccionada de fér-
mula I, a una solucién de 3~formilrifamicina SV;'Q su deri-’

vado 25-desacetilo o hexshidro. Le mezcla se mantiene & una

‘temperatura que’puede variar desde la temperatura amblente

hasta el punto de ebullicién del disolvente, hésta completar-~
se la reaccién,res decir, durante un periodo de tiempo -que

oscila entre 20 minutos y 3 horas, récuperéndose el compuesto

‘de reaccién mediante separacién del disolvente. El disolvente

preferido generalmente es tettahidrofurano pero pueden_utili-
zarse ventajosamente otros disolventes orgénicos, tales cdmo,
por ejemplo, dioxano o alcanoles inferiores. El producto bru-
to puede purificarse mediante oristalizaciédn o cromatografis
0, si el compuesto obtenido no se encuentra en la forma imi-
dazol, puede someterse como tal a la etapa de oxidacién.

1a oxidecién se efectia preferiblemente en una mez-
cla de dcido acético y un hidrocarburo inferior clorado, em-—
pleando aproximadaménte una cantidad equimolecular de tetra-

acetato de plomo como agente oxidante, Ia reaccién se efectia




56

10,

15.

20.

25.

30.

3

4i0755 31075

a una temperatura comprendida entre -5 y. 102C y el producto

finel se recupera después de 1-3 horas aproximadamente. la so-
lucién se evapora hasta sequedad después de haber lavado la
capa orgénica con una solucién acuosa al 10 % de dcldo ascdr—
bico pare r_eduéir la forma quinénice de la rifemicina & su

correspondlente hidroquinona.

Como anteriormente se ha mencionado, en muchos casos
cuando la condensacién entre la diamina aromdtioa y el deri-
vado 3-formilrifemicina, o cuando la ‘elaboracién de_ los pro-
ductos de reaccidn se efectia en presencia de aire g tempefa-
tura embiente, el compuesto resultante no tiene porqué expe-
rimentar la etapa de ciclizacién oxidante y el lavado con
&cido ascérﬁico, puesto que se encuentre ya en la forma imi~
dazol final como en la férmula I.

Los nuevos compuestos son s61idos coloreados que
pueden cristaliza.rse en meta.nol, acetona, acetato de etilo,
tetrehidrofureno, dioxano o mézclas de los mismos. _

| En funcién del significado de R, y Ry, el compues-
to puede ser més o menos soluble en la meyorie de los disol=-
ventes orgénicos. Asf, por ejemplo, cuando R1 Y R, represen-
tan un anillo bencénico, los compuesfos son muy solubles en
acetato de etlilo, mientras gue cuendo los dos simbolos repre~
sentan une mitad eromética més pesada, es necesario un disol-
vente més potente, tal como, por e;jémplo, cloroformo o dimetil
formanida. ' |

Los compuestos de la invencién tienen una buena ac-
tividad antibecterial contre becterias Grem-positivas y Grem—
negativas., En. particular, mienbros representativos de la nue-

va clase de compuestbs, muestran una actividad notable conira

Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Streptococcus
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hemolyticus, Diplococcus pneumoniae y Mycobacterium tuberculo-

5ig Hy R o En estos casos, la concentracién minima inhibito-

ria oscila entre 0,001 y'0,05 /Jg/ml aproximadamente. Ia acti-

vidad se confimmé teambidn en presencia de fluidos bidlégices,

tal como suero bobino. Lés oompuestoé de esta 1nvenci:6ri exhi-_
ben también un btuen efecto inhibitorio contre cepas de Staphy-
lococcusvw resistente a la rifamicina, En experimentos :
representativos ;_g_v_j_._gr_p_ con los compuestos de los ejemplos

4, 5, 6 y 8, el crecimiento de una cepa de S'baplgylocogcus

sureus Tour, resistente & la rifamicina, fué inhibido por uhe -
concentracién que vscilaba entre 1 y 5 /ug/ml.
‘ Ia toxicidad de estos compuestos es inuy bé.;ja.

Otra caracteristica muy importante de los compues-
tos obterﬁdos segin le invencidén, reside en su actividad: de
inhibicién de polimerasas A que son caracteristicas de lin-
foblastos sanguineoa leucémicos eﬁ humanos y contra las trgng
ferasas (polimerasas) nucleotidilicas, tipicas, de virus no
ufiiizados por las célule.é normales. A partir de los estudios
gsobre miembros rebrésentativos de grupos de virus, se sabe q&e
los mismos pueden transportar o inducir en las céluj.as anfi-
triopas polimera;sas como unsg, part:e egencial de sﬁ aplicacién.

De este modo, existen virus tales como picormavirus o polio~

4 virus que inducen la polimerasa RNA dependiente de HNA mien-

- tras que otros grupos, tales como virus de lencemia-sarcoma,

transportan una polimerasa INA dependiente de RNA. Ia presen-
cia y el papel muy importante de la polimerasa DNA dependien-
te de RNA (transcriptasa inversa) en virus RNA oncogéhicos, '
ha sido descubierta por D. Baltimore, Nature, 226, 1209 (1970)
y por H.M. Temin et'al., Nature, 226, 1211 (1970). El recien~

fe descubrimiento de la enzima de polimerasa DNA dependiente
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de RNA en virus tumorales RNA de especies animales, ha sido

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

por ejemplo, en los siguientes documentos:

Green et al.: mecanismo de carcinogenisis por virus

tumorales HNA. Una polimerasa INA dependiente de RNA en virus

de sarcoma. Proc. Nat. Acad.Sci. USA 67, 385-393, 1970.

Spiegelman et al.: caracterizacién de los productos
de polimerasa DNA dirigidos & RNA en virus RNA encogénicos,
Nature, London, 227, 563, 1970. _

7 Hatasake et 8l.: sctividad de polimerass DNA 880-
ciade con los virus tumoreles HNA. Proc. Nat. Acad. Sei. USA,
67, 143, 1970.

Scolnick et al.: sintesis de DNA por RNA contenien-
do virus tumorales. Proc. Nat. Acad. Sei., USA, 67, 1034,
1970, |

' I8 implicacién de virus HNA en ciertos tumores, ha
sido apoyads tambiép por otros factores: se ha encontrado que
la transériptasa inversa eatd presente en partiou;as de leche
hﬁmané obtenida de mujeres con una historia femiliar de oédn-
cer de mama y de personas imbricadas. (Scholn et al. Nature,
231, 97, 1971). Priord et al. (Nature, New Biology, 232, 16,
1971) han aislado un virus denominado ESP-1, que contiene
transeriptasa inversa, de células del fluiqo pleural de un
nifio con iinfoma ¥ lo hen desarrollado con éxito en cultivos
de tejidos.

Ia presencia en el céncer de mam@ humano de homélo-
gquRNA al virus tumorel RNA de mems de ratones, ha gido de-
mostrada a través de los experimentos de hibridacién molecu~
lar de R. Axel et al. (Nature 235, 32, 1972).

Ia posibilidad de un virus de céncer de meme humano,

¢
H
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se confirmé también por mieroscopia electrénica de leche

‘humena (N.H. Sarker et al. Nature, 236, 103, i972). La acti-

vidad de polimerasa DNA dependiente de RNA y los virus de ti-
po particulas, hén sido aislados *ambién de células de rab-
domiosarcome humenas (Mc Allister et al. Nature, New Biol.
235,3 1972).

En la actualidad no existen drogas eficaces para el
tratamiento de enfermedades viraled puesto que los virué y
células tienen requerimientos metabélicos comines asi como
idéniticas trayectorias. Ia investigacién més pPromefedora en.
la quemoterapia virel consiste claramente er el proyecto .de
productos quimicos adecuados que se combinan especificamente
con polimerasa de células firales o de células transformadas
en virus pero no con polimerasas de células anfitrionaé que

controlan la expresién de informecién genética de los virus.

Los inhibidores especificos de las enzimas de células vireles

o transformadas en virus y, en partiocular, los inhibidores

~de polimerasas de virus tumorales RNA; pueden tener un papel

importente a la hora de probar las drogas pera la terapie de
la leucemia y para otras terapias cancerigenasi Ia actividad
inhibitoria de los compuestos obtenidos segin la ihvencién,
ha sido ensayadea sobrs polimerase DNA dependiente de RNA de
virus de sarcome de murina ¥y la agctividad de poiimerasa INA
dependiente de RNA de enzimes purificadas. La inhibicién fué
ensayada de acuerdo con los métodos desoritos por C. Gurgo
et al., Nature, New Blology, 229, 111, 1971. Ei afecto de
las diferentes concentraciones de drozas sobre la activided
de la polimerasa,'fué determinado & través de la incorporacién
de SH-ATTP (trifosfato de timina-deoxiribosido tritiado) en

la fraccién insoluble. Un ejemplo tipico de los- procedimien—
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08 experimentales es el siguientes

1) Aislemiento de virus y purif_:;caéién de la polimerasa virel

‘El virus se aisle y purifica de células de rate
transformadas en virus de sarcoma de murina (aislsmiento de
Moloney) (células T8A1) y de célulds de ratén transfomadas
en virus de sarcome de murina (aislamiento de Harvey) (célu--
las MEH) como anteriormente se ha descrito (Green et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 67, 385-393, 1970, Rokutande et al.,
Nature, 227, 10é6-1028, 1970). La polimerasa virel se purifi-
ca 20~40 veces nor incubacidén de virus purificédo con 0,5 %
NP-40 (nonidet P-40) en cloruro sédico 0,1 M, tampén Tris
0,01 M (pH 7,6), EDTA 0,001 M, durante 5 minutos & temperatu-
ra ambiente, y centrifugacién zonel en gradientes de sucrosa
al 15=-30 %.en 10 milimoles de tampdn de fosfato sbédico (pH
7,4), 2,5 milimoles de cloruro, de magnesio, 10 milimoles de
ditiotreitol y 5 % de glicerol, durante 24 horas, a 38.000
r.p.m. en un rotor Spinco SWA1., Las fracciones méximas de ac—
tividad enzimétioa (13-17) de 22 fracciones recogidas, son

introducidas en un farnque y almacenadas a -702C en glicerol

1 al 30 %.

Ensayo de 12 polimerssa INA

Se realiza la incubacidén de la enzime durante 1 hore

' a 372C en 100/u1 de mezcla de reaccién conteniendo 40 mili-

moles de tampén Tris (pH 8,0), 5 milimoles de ditiotreitol,
30 milimoles de cloruro sédico, 2,5 milimoles de cloruro de
megnesio, 0,1 milimoles de dATP, dGTP, dCTP y 1o/ac1 de

- 3y_amrp (12-18 0i/mmol) te2l y como describe Green et al. en

Proc. Nat. Acad. Sci, USA 67, 385-393, 1970. Ia reaccién es
terminada mediante la adicién de 150/u1 de &cldo perclérico
1N. Como vehiculo se ‘afiade INA de timo de ternera (100/ug);
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el producto DNA radioéctivo es procesado en la forma desorifa-
en los dos articulos mencionados anterlormente. ILa activided
de la polimerasa DNA dependiente de RNA endégeno es medida des
pués de la adicién de 0,01 # PN-40 & virus purificado a8l mia-
mo tiempo qpe el ensayo; La.actividad de ﬁolimefasa DNA de
polimerasa virel purificeda se mide oon 2 ug de poli d(A-T)
como patrén y no NP-40. ‘

Ensayo con respecto & la inhibielén por los derivedos de

rifamicina ,
Los derivedos de rifamicina se disuelven en dimetil-

sulféxido (IMSO) a una concentracién de 5 mg/ml y se almace-

‘| nan & 40C. Ia inhibicién de la actividad de polimaraSa_DEA‘@e-x

pendiente de RNA endéggno'es ensayada medianﬁegla’adidién de

21 d6 derivado adecuadamente diluido en IMSO 6 24l de IMSO

(contrnl) 2 la mezcla del ensayo antes de 12 adicién.e virus

roto que contiene 15-3Q/ug de proteina viral La ineubaci6n

enzimética se reali?a durente 60 minutos a 37¢C. la inhibicién

de la enzima purificade se ‘engays mediante pre-incubacién.de
2/ul>de derivado 6 DMSQ'oon 301 de enz;ma‘(1va“2)u Qeip;o—"
teina) durente 10 minutos & 372C; & continuacién se efiaden
70/ul de mezcla de sustrato y la mezcla ae incuba y procesa
ddicionalmente en la forme anteriormente descrite.

En los ensayos representativos, los compuestos de la
invencién, & una concentracién de 2 - ioo/ugyhl ¢ menos, re-
ducen 1a incorporacién de HO-ATTP & menos del 10 % en comps~
raci6n con los ensayos de control, lo que demuestra claramen-
te la inhibieién del mecanismo de carcinogenesis mediante vi-
rus tumorales RNA de acuerdo con los puntos de vista bloqui-
micos m4s recientes. . .

El efecto inhibitordo de las transeriptasas inver-
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 3as ha sido confirmado tembién mediante un ensayo sobre poli-
merase de cirus de leucemia muiina; La polimerasa RNA de virus
.de’léucemia murina se prepare & partir de virus rotos TRITON
X 100 tal y como describe Gallo et al., Nafure, NeW‘Biology,
232, 141 (1971). El'virus, tanto del tipo Ranscher como del
tipo Moloney, se purifice previamente mediante congregaocidén

en 1a regién de 1,16 g/ml de un gradiente de densidad de su-
crosa después de la centrifugecidén iﬁicial a baja veloecidad
para eliminar los restos celulares y enlechando sobre sucross
al 60 % hasta sucrosa al 20 %. Ie concentracién final de pre-
paracién del virus es de 1011 particulas/ml. Como control o
patrén se utiliza RNA 708 endégeno. Las concentraciones de 50
as/ml o inferiores fueron eficaces a 1a hore de inhibir la
epzima,

“ | Se oﬁtuvieron resultados similares empleando poli-

' merasab de células tumorales de origen humano. En eate caso,

‘la sctividad inhibitoria fué estudiade también sobre polime-

rasas de células nommales para caracferizgr un efecfo selec-

| tivo. Ios derivados de rifamicina de férmula I, representa-

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

dos polimerssas DNA purificadas aisladas de (I) linfooitos
aanguineoé normales humanos (estimulados con PHA) (2)4una
linea de células de linfoblastos (derivada de un donador nor-
mal) y (3)'11nfpb1astos sanguineos leucémicos, humanos. Se.
ufiliZarnn controles o patrones sintéticos y/o naturales.

Un ejemplo tiplco del procedimiento experimentalr
es el slguiente: |

Linfoblagtos sanguineos humsnosg

Los linfoblastos leucémicos son aislados de la san-~

&re periférica de pacientes con leucomia linfooitica aguda
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(ALL) mediante leucoforesis. Lag éélﬁlas son lavedas y los

eritrocitos se separan mediante lisis hipofénicd, Losilinfo-~
citos normales son obtenidos de la sangre periyféi'ic'sa de dona-

dores sanos después de la separacién de granuldcifds'mediante

cromatografia en columna de nylon. Estos fueron-eétimdlados

con f£itohemsglutinina (FHA) durante 72 hoves como se describe
anteriormente (Gallo et al. Nature, 228, 927, 1970,»Ga110 et
al. Science, 165, 400, 1968) con el fin dé maximiéaf le acti-
vidad de la polimerasa DNA. V | | ‘ |

Sin embargo, debido a los problemas logisticos pare
la obtenclén de cantidades suficientes dé egtas células, se
utiliza una linea de células de cultivo de'tejido “normal"
humeno (1788) para suministrer polimerasas INA ménos purifi-

cadas durante parte de los estudios de. récpnocimiento'-inioial.‘

Los c’ompuestoé de int'erés fueron estudiados entonces més deta-

1ladamente con lag enzimas més purificadas de los linfocitos
sanguineos normeles y leucémicos. Estas células de cultivo

de tejidos fueron obtenidas de Associsted Blomedio System,

- Inc.

Preparados de polimerasa DNA

Y8 polimerasa DNA celular se extracta y purifica
de linfocitos sanguineos nomales (estimulados con PHA) y 1lin-
focitos sanguineos leucémicos y células linfoidas (1788), me< 7
dia.ﬁte homogeneizacién en tampén hipoténico seguido por Tri-
ton X 100 y/o elevada extraceién con sales del pellet extreli-

sosomal. Después de la centrifugacidn diferenocidl, los extrac-

403 celulares son purificados adicionalmente mediente celulo=-

sa DEAD, fosfocelulosa y cromatografis en columna Sephadex

G 200.
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Enseyos con polimerasa INA

Los ensayos con polimerasa DNA se realizan en un vo-
ldmen final de 100 /ul Ia mezela de ehsayo contiene .i;ampdn de
Tris-HOl, pH 8,3, 50 mmoles; MgAo, 6,0 mmoles; ditiotreitol,
8,0 mmoles; NaCl, 60 mmoles. ELl ajuste del valor pH se reali-

| za después de la adicién de los inhibidores los cuales se di-

suelven previamente en dimetiloulféxido (IMSO) . Ia concentre-
cién final de IMSO es de 0,5 % y todas las muestras de con-
trol incluyen esta cantidad de IMSO. Se utiliza en el énsayo
una concentracién de enzima que cataliga @a incorporaciiﬁn.
de aproximadamente 1,0 pmol/hora, le énzime es pre-incubada,
en la mayor parte de los casos, durante 5 minutos, con el
inhibidor. Ia reacclén se inicia entonces mediante la adicidn
de control o patrén de o bien INA sintético (poli d(AT),
Miles Lab.) o bien de hibrido de DNAJRNA (oligo dTepoli rA),
ab /J.g/ml 0 confroles natuxales:‘ DNA de esperma de salmén
aoctivo & 50 /ug/ml y RNA viral 708 endbgeno; 10 /uci de (3H-me-

| $11)-FTP (New England Nuclesr, 18,6 mCi/ /umol, liofilizado
¥ redisuelto en HCl 0,01 M justo antes de su utilizaecién) y I

daATP (8 x 10~ M, con control sintético) o los tres trifos-
fatos de deoxinucledxido (8 x 10-5M con reacciones de control
de RNA o DNA). En algunos experimentos, no se realizé la pre~
incubacién de la enzima con inhibidor. En estos casos, las
reacciones soﬁ iniciadas mediante la adioién do la enzima &
la mezcla de reaccién complets que incluye el inhibidor. Se
extreéen muestras al comienzo de la incubacién y después de

30 minutos se termine mediante la adicién de 2 ml de pirofos-

- fato sbdico 0,08 M y se precipita en dcido tricloroacético

frio al 12,5 ¢ (TCA) con RNA de levadurs (4oo/ug) como vehicu-

lo. Los productos son recogidos sobre un filtro de miliporas,
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se laven extensivamente con TCA al 5 % y 1 ml de una mezcla

DMSO-etanol-NaCl 0,1 M (0,5:70:29,5), se secar y se recuen-
tan en 2 ml de BBSS (Beckmaen) y 10 ml derliQuifluor (New
England Nucleer) en un contador de escintilacién de 1liquidos
Packard, ‘

Se averigué que las concentracibnes.ébmprendidas

entre 5 y 1Q/ug/ml provocaban una inhibioién del 50 % de la

| polimerasa leucémica con un control o patrén de DNA sintético.

Ia reaccién controlade mediante un control de RNA sintético

 (poli rA.rU) fue incluso mis susceptible.

Los experimenios representativos realizados con un
control natural sobre polimerasa de células normales y tumo-
rales demostraron una susceptibilidad superior de las énéimas .
tumoreles con respecto a los pompuéstos-dél ensayo.

Ofras caracterfsticas bio;bgicas'gxhibidaa por los
nuevos derivados de rifamicina, incluyen la inhibicién de for-
macién de focos en células de ratén, de rata y humenas medign-
te la cepa de Moloney y Kirsten de virue de sarcoma de murina;
inhibicién éeleotiva de la produccién de virus por las célu-

las de ratén ya transformedas; deteceién de células reversi-

| bles empleando los sistemas celulares del ratén y de la rata,

no productores, transformados en virus de sarcoma de murina.

Los compuestos de hidrazina de la presente invencién han con~

firmado ademds su toxicidad selectiva. con respecto a las célué

las transformadas en virus de ratén, rate y de origen humano,

cuando se ensayaron con respecto a la capacidad de formacién.

"de colonias,

En los estudios realizados para determinar el efeo-

to de los compuestos para inhibir la formaecién de focos me-

diante el virus de sarcoms Moloney sobre cultivos de tejidos
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BALB/313, se utiliza el siguiente procedimiénto.

""410755

Se desarrollan o crecen cultivos celulares BALB/3T3

 9n metreces de pldstico de 250 ml en un medio Pe crecimiento

consistente en medio esencial minimo de Eagle con 10 % de
suero bobino fetal. Los recuentos de células se efectian con
un contador Coulter después de suspender las células con trip-—
gina-EDTA y dilucién en el medio de crecimiento, Como homoge- V
nato tumoral se emples virus de sercoma de murina Moloney.
Este wWltimo se paga cuatro veces por una linea embrio-celuler
de raidn, de paso elevado, derivsdo de Swiss;.y ge ensayas oon
respecto a las unidedes de formmeién de focos en oélulas
BALB/373. En la reslizacién de los estudios, se utilize una
modificacién del método descrito por Hartley y Rowe, Proc.
Net. Acad. Sei., 55, 780 (1966). BEn el presente trabajo, los

| matraces son semhrados con 1-2 x 105 células en 25 ml de medio

' de crecimiento y se incubs & 379C durante 24 horas. Después '

de la geparacién de fluidos, el virus, en un nimero predeter-
minado de unidades formadoras de focos, se introduce en 0,5 ml

de medio de ocrecimiento y se deja adsorber sobre ls monocaps

| de células, durante 90 minutos, a 374C, Después.de este perio~

do de edsorcién, se afiade una centidad predeterminada, normal-

mente como uns gema de dosis de 5 a 1Q/ug/ml, aproximadamente,

‘de un compuesto de rifamicina (previamente disuelto en dimetil-

sulféxidp a una concent:acién de 1 mg/ml) y.se tfansporfa.en

25 ml de medio de crecimiento, y los cultivos se devuelven al
incubador, Como control, se afiade, a un cultivo separado, di- .
petilsulféxido solo en el medio de orecimiento. Después de 3 .
d{as de inoculacién, los cultivos son cambiados de fluidos y

se recuentan, en el séptimo dia, los focos de células trans-

formadas,
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En este mismo método, se estudia el virus de esto-
matifis Qesicﬁlar, serotipb de New Jersey. Los ﬁétodos emplea-
dos para crecer y ensayar este virus han sido descritoes por
Hackett et al., Virology, 31, 114 (1967).

Estas propiedades indican que dichos compueétos PO~
seen una actividad inhibitoria efleez sobre los tumores indu- -
cldos por virus en animales. |

Para ilustrar una forma de realizacién de la inven-
cién, se proporciona a continuacién la preparacién de los gi-
guientes compuesﬁos.

EJEMPLO 1

3-(2-bencimidazolil)-rifamicina SV , ‘

' Una solucién de 2,7 g de 3-formilrifamicina SV y
0,33 g de o-fenilendiamina, -en 30 ml de tetrahidrofurano, se
mantiene, duianteﬁ30 ninutos, bajo agitacién a 0-52C, DeSpuéS'
de la evaporacién del disolvente, el sélido se utiliza como
tal para 1a.éiguiente etapa. Una muestra pura; cristalizada
en metanol, funde a 252-255¢C. Rendimiento, 80 %. Se disuelve
1 g de la baée Schi}f ési obtenida en una mezcla de 10 mi de
deido éeético'y.2o ml de tetracloruro de carboho.y, después

| de enfriar en un bafio de hielo, se afiaden a la misma 0,5 g

de tetraacetato de plomo. Después de 2 horas a 0-52C, la mez--
e¢la se diluye con tetracloruro de carbono y se lava con una
golucidn acuosa al 10 % de:dcido ascérbico. |

La fase orgénice se seca y se concentra‘entonces
hagta sequedad. El residuo s6lido se cristaliza en acetona
o metanol. P.f. 189-1932C (descomposicién). Rendimiento, 40 %

/N mex (mm) 325 460

£l %
1 cm. 322,5 ’ 174‘,4‘




 EJEMPLO 2
depacetil-3~(2-bencimidazolil

-y famicing SV
, Une ‘solucién de 5 g de 25~desacetll-3~formilrifeni-
eina SV y 0,7 g de o-fenilendiemina, en 100 ml de tetrahidro-

5. fureno, se mantiene bajo agltacién, durente 2 horas, a temps=
ratura ambiente, en un recipiente ablerto.
Mediante evaporacién del disolvente, se obtiene un
producto bruto el caal, después de 18 cristallizacién en mete-
n:Ol, fu.nde a8 195:-19690. Rendimientﬁ, 2,5 g‘
10. 7\max (m/u) 326 462
2l &
E1 o, 351 191
EJEMPIOS 3 - 8 »
De acuerdo con el procedimiento descrito en el ejem-
pio anterior, y empleando 108 compuestos de partida apropiados
15. o-diamipa-y 3—fbrmilrifamicina 8V, se obtienen las siguientes
rifamicinas SV 3-sustituides.
Sustituyente en
Biom. | pmine de pertide |la posicibn 3 |P.f. o¢ | Amex | p 1%
No. : ds lae rifemici- ma 1 cm,
ne SV
3 3,4~toluen- 5-metil-2-ben- A 464 165,5
diamine cimidezolil~ 1367 328 31644
4 4,5-dimetil—o 5,6~dimetil=2~ 465 149
~fenilendiamina |bencimidezolil- |180 332 296,3
5 -4 ,5=-acenaften- 4,5~-dihidro~TH '
diamina -acenaft/f,5-d4/ 1220 485 | 140,4
imidazol~8~11 desc. 360 246, 1
6 4~cloro-o~fenilen|5-cloro-2-ben- |{215-6 465 16641
diemina cimidazolil desc. 328 326
7 2, 3~fluoren— 1,9-dihidro- _
diamina fluoreno/Z, 3-d7 {200 485 132,5
imidezol=-2-i1" |desc. 356 348,1
8 1,2~diamino- 6,11-dioxo-an-
entraguinona tra/1,2-d/imi- [230 ,
' dazol-2-i1 desc. 429 176
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“BJEMPLO 9

' f32(1H~9=6xb-f1uorehqé§,3-g7imidazol—2-il)—mifamiciﬁa'éfz

’ ' 86 hierve durante 3 horas,:una solucidn de 4,2'g'de
2,3;diaminéfiuoren-9—ona ¥y 14 g de 3~formilrifemiocing en 260
ml de tetrahidrofureno. Después de enfriar, elisélido preci-
pitado gse recupers por filtracién. P.f. 2302C con descompo-
sicién.

Rendimiento, 12,5 g.

;\ mex (m/u) 470 310 256
Ejl Zm - 139,2 357,1 388,3
EJEMPLO 10

3=(5-carboxi-2-bencimidazolil)-rifamicina SV o
Bl compuesto del titulo se obtiene siguiendo el

procedimiento del ejemplo 10, pero utilizando 4cido 3,4-diami-~
nobenzéico en lugar de 1a 2, 3—diaminofluoren—9-ona. P.f. 215¢C

oon desoomposicién.

/\max (m/u) - 462 328
E] Ao 161 310,1

Los datos microsneliticos de los compuestos desori-

l! . .
tos en los ejemplos estén de mcuerdo con los valores tericos.-

De acuerdo'con el procedimliento desérito en los éjem

plos anteriores, se separan las siguientes rifamioinas SV 3-

sustituidas, o sus correspondientes derivados 25-desacetilo o

hexahidro: ,

Amina de partida Sustituyente en la posicién 3
. de la rifamicina SV

4enitro-o-fenilendiamina 5~nitro—z—bencimidazolilo

4~dimetilearbamil-o-fenilen- 5-dimetilearbamil-2-bencimi-
diamine dazolilo

4~butil-o-fenilendiamina - hebutil~-2-bencimidazolilo
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t 4-pentil-o-fenilendiamine
| 3-nitro-o-fenilendiamine

| 4~bromo-o-fenilendiamina

4-fluoro—-o~fenilendiamina

435—dicloro-o-feni1éndiamina

4,5-dimetoxi~o-fenilendiamina
4,5-dietoxi-o-fenilendiamine

4,5-metilendioxi—o-fenilen-
diamina

4,5~dinitro-o~fenilendiamina
4~gulfamoil~o-fenilendiamina
N~etil-o~fenilendiamina

N1-meti1-4—trifluormetil-o-
fenllendiamina

N1ometil~4,5-dimetoxi—o-fe—
nilendiamina ’

N—bencil-o-fepilendiamina

_N-fenil-o-fenilendiamina
‘Bster et{lico del deido 3 4-

diaminobenzéico
Acido 2-~cloro-4, 5-diamino-

~bencenosu1f6nico ‘
9, 10-fenantrendiemina
'1,2qnaftaiendiamina

Acido 1, 2-diamino—4~naftalen-
sulfénico

Acido 1,2-diamino-4-fenantren

sulfénico

smsmmmami

o 1073

-pentg)~2~b clmidazuiilo
4hnitr0-2—benciﬁidazolilo
5-bromo~2-bencimidazolilo
5-fluoro-2-bencimidazolile ’
5;6~dicloro—z-hencimidazolilo

5, 6~dimetoxi-2~-bencimidazolilo

5,6~dietoxi-2-bencimidazolilo

5,6~metilendioxi-~2-bencimida~
zolllo

5, 6=dind tro~2~bencimidazolilo
5-gulfamoil -2-bencimidazolilo

1~01il-2-bencimidazolilo

1-me til-5~trifluormetil-2~
bencimidazolilo

{-metil-5,6-dimetoxi-2~benci-
midazolilo

r.1-bencil-2-bencimidazolilo

1-fenil-2-bencimidazolilo
5—carﬁetdxi—szencimidazolilo
6~cloro-5—su1fo-2—bencimida-‘
zolilo , :
fenantro/9, 10-d/imidazol-2~ilo
nafto/T,2-d/imidazol~2~-110

5~gulfo-nafto/T, 2-37/1imi dazol-
~2=1ilo

5~su1fo-fenanfro[ Ty2-d/imida~
- z0l-2-ilo

-
.

Descrita suficientemente la natureleza del invento,

asi como la menere de realizarse en 18 préctica, debe hacerse

constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-—

ceptibles de modificaciones de detalle en ocuanto no alteren su .
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p;g'incipi'q..'fundamental; Tembién se hace .constar que el invento
corresponde & una solicitud de patente presentada en Italia
con el ne 19525 A/72 de :19 de enero de 1972, acogiéndose por.
‘| 1o tanto a los beneficios que conceden los Convenios Intermi~
cionales en vigor, siendo lo que consfituye.la esencia del re-
ferido invento por lo que se solicita Patente de-Invencién por’ |
20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UNA RIFA_:
MICINA 3-SUSTITUIDA; caracterizdndose por 1o siguiente'

1.~ Procedimiento para preparar une rifamicina 3-sug

| titufda, de fHrmule generalhe Yo

HO. I |
MeCOO Mo o)
MwmemwAm

en la que R representa hidrégeno, slquilo inferior, fenilo y.
» fenilalquilo inferior; R1 Yy 1?2 representan cbnjuntamente uné
cadeng carbociclica que forma con el doble enlace de 1¢ mitad
imidezol edyacente un anillo bencénico, un anillc bencénico
mono- o poli-sustituidd en el cual los sustifuyentes se eligen
independientementé entre alquilo inferior, alecoxi iﬁferior,
halo, carboxi, carbalooxi, sulfo, sulfamoilo, nitro, trifluor-
metilo, carbamilo, mono y di-alquilo inferior-cerbamilo y
metilendioxi, un resto aromdtico polinueclear, fusionado, sus-
tituido o insustitufdo, incluyendo 2-3 anillos condensados

de 5-6 dtomos de carbono cada unoj y sus derivados 25-de g~
acetilo y 16, 17, 18, 19, 28, 29-hexahidro; caracterizado

porque comprende condensar 3-formilrifamiecine, o sus derive-

dos 25-desacetilo 6 16, 17, 18, 19, 28, 29-hexshidro, con unae

U
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en 1 que R, R; ¥ R, se definen como anterlommente, y tratar

el compuesto obtenido con un azceptor de hidrégeno seleccione-
do del grupo consistente en air‘é, gseles clprieas, 6xido mer-
cirico, diéxido de manganeso, nitrito de isoamilo, ferri-
cianuro potésico y tetreacetato de plomo y, cuando el deriva-
do obtenido se encuentra en foma quinénica, se reduce ésta
a la correspondiente hidroquinona con dcido ascérbico.

2.- Procedimiento pare preparar una rifamicine
3-sustituide, tal y como queda sustancialmente descrito en
lé, presente‘Memoria.

Este Memoria consta de 21'h6jas escritas a méquina

por una sola cara,

 Madrdd, 18 ENE. 1973
GRUPPO LEPETIT S.p.A.
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