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Este invento se refiere a un procedimiento
para preparar derivados de diaminociclitoles que son
agentes antibacterianos.

En particular, este invenito se refiere a un
procedimiento para preparar derivados sustituidos en
1-N de 4,6-8i-(aminoglicosil)~1, 3-diaminociclitoles ac
tivos como agentes antibacterianos en los que el susti
tuyente en 1-N es un grupo aminohidroxiacilo, y salzs
de adicidén de 4cido no téxicas de dichos agentes.

En la patente de Bstados Unidos Ne 3,780.018
se describe un procedimiento por medio del cual se pre
paran 1=/ L=(=)-gamma-amino-alfa~hidroxibutiril/gen
temicina C, ¥ 2'=/I~(-)- -amino-alfa~hidroxibu
tiril/gentamicina C, haciendo reaccionar gentamicina
C,y con el éster activo bloqueado del 4eido I-(-)—-gam
ma~amino~hidroxibutirico seguido por desblogueo por mé
todos conocidos en la téenica y separacién de la mezcla
de reaccién por medios cromatogrificos. En la patente de
Estados Unidos N2 3.796.698 se describe un procedimien
to para la preparacién de 1=/ L-(-)-gamma-amino-alfa- |
~hidroxibutiri}7gentamicina 02 ¥ en la patente de Esta-

dos Unidos N2 3,796,699 se describe un procedimiento para
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la preparacién de 1=/ L-(-)- ~amino-alfa~hidroxibu
tiril7/gentamicina Cage

Los mievos agentes antibacterianos preparados
de acuerdo con el procedimiento de este invento tienen
propiedades sorprendentemente inesperadas. Generalmente,
estos nuevos compuestos son activos contra cepas bacte~
rianas y/o protozoarias. Ademis, son activos contra my
chas bacterias que han llegado a ser sustancialmente in
gsensibles a antibidticos no derivados de otros.

Especificamente, este invento se refiere a la
preparacién de derivedog sustituidos en 1-N de los 4,6~
~di~(aminoglicosil)-1, 3~diaminociclitoles: gentamici-
ns A, gentamicina B, gentamicina B1, gentamicing 01,
gentamicina C1a, gentamicing 02, gentamicina C2a’ gen
tamicina X2, sisomicina, verdacina, Antibiético G-418,
Antibidtico 66-40B, Antibidtico 66-40D, Antibiético
JI-204A, Antibiético JI~20B, y Antibidtico G~52, en los
que el sustituyente en 1-N es un miembro seleccivradd
del grupo que consiste en S-3-amino-2-hidroxipropio
nilo y S-4-amino-2-hidroxibutirilo con la condicidén
de que en el caso de la gentamicina 01, la gentamici

ng C, ¥y la gentamicina 02 el sustituyente en 1-N es

1a
S-3-amino-2-hidroxipropionilo, y de las sales de adi

cién de 4cido farmacéuticamente aceptables de los mis

mos.
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Un grupo preferido de compuestos de ami~
noglicosido de la clase anteriormente definida consiste
en derivados sustituidos en 1-N de los 4,6-di-(aminegli
cosil)-1,3~diaminociclitoles:gentamicina A, gentamicina
B, gentamicina Bﬂ' gentemicina X,, sisomicina, verdami
cina, Antibidtico G-418, Antibidtico 66~40B, Antibidti-
co 66-40D, Antibiético JI-204, Antibidtico JI-20B, ¥y
Antibibtico G-52, en donde el sustituyente en 1-N es un
miembro seleccionado del grupo que consiste en S-3-ami
no-2-hidroxipropionilo y S-4-amino-2~hidroxibutirilo, y
las sales de adicidn de dcido farmacéubicamente acepta-
bles de los mismos,

Otro gfupo preferido de compuestos con-
siste en derivados sustituidos en 1-N de los 4,6-di-(smi
noglicosil)-1,3-dianinoglicitoles:gentamicina B, genta
micina Bq, gentamicinag Gq, gentamicina C1a, sisomicina,
verdamicina y Antibidtico JI-20B, en los que el susti-
tyrente en 1-N es un miembro seleccionado del grupo -
que consiste en S-3-amino-~2-hidroxipropionilo y S-4-emi
no-2-hidroxibutirilo con.luicéndicién de que en el .cdso
de la gentemicina C1 N lﬁ"gentamicina Ciar eifsustitqul
te en 1-N es S-3-amino-2-hidroxipropionilo, y las sales
de adicion de dcido farmacéuticamente aceptables de los

mismos.

Un grupo especialmente pieferido ds com-

—4—
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.puestos consiste en derivados sustituidos en 1-I de

los 4,6-di~(aminoglicosil)-1,3-diaminociclitoles:genta~
micina B, gentamicina Bq, sisomicina y verdamicina, en
los que el sustitbuyente en-1-N es un miembro del grupo
que consiste en S-~%-amino-2-hidroxipropionilo y S-4-ami
no-2-hidroxibutirilo, y las sales de adicidn de dcido
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Dentro de este grupo de compuestos se pre
fieren los compuestos siguientes denominados: 1-W-(S-3-
-aﬁino—Z-hidroxibutiril)gentamicina B, 1-N-(8-3-amino-
~2-hidroxipropionil)gentamicina B, 1-N-(S8-4-amino-2~hi
droxibutiril)gentemicina B,, 1-N-(S-3-smino-2~kidmyiinre
pionil)sisomicina, 1-N-(S-3-amino-2~hidroxipropicnil)ver
damicina y las sales de adicién de &cido farmacéuticamen
te aceptables de los misnos.

Ios compuestos 1-N-(8-4-amino-2-hidroziby

tiril)gentamicina B, 1-N-(S-3-amino-2-hidroxipropionil)gen

‘tasicina B, 1-N-(S-3-amino<2-hidroxipropionil)sisomicins,

1ﬁg—(§¢3-amino-2-hidroxiprbpiohil)vérdamicina y las sa-
les de adicién de dcido farmuééuticamente aceptables de
los mismos representan un grupo espécialmente preferido
de: compuestos y los compuestos 1-N-(S-4-amino-2-hidroxi.
butiril)gentmicma B, 1-N-(S-3-amino~-2-hidroxipropio-

nil)gentamicina B'y las sales de adicién de dcido farma

céuticamente aceptables de los mismos son-los ris prefe

-5 -



ridos.
Los compuestos de este invento se definen
por las siguientes férmulas estructurales I, II y III,

en las que X es el sustituyente en 1-N tal como se ha

5 definido en lo que antecede.
NH, .
3' 5 NHX
(i 1
Y 0 OH
10 | 2
I

15
en donde Y es una funcidn aminoglicosilo seleccienada
del grupo que consiste en:
o . CH
CH , 3
20 A2 Come, |
5' }————0 o
g .
OH 0
(en 1-N-X- i (en 1-N-X-
HO BT gentamicina B) HO gentamicina B,)
OH oH
25
19-12-74,



CH3

CHBNH CI{2NH2
0
(en 1-N-X- )I
gentamicina C,] ) ___’ (en 1 'ITT—:F—
NE, gentamicina C, )
1‘TH2 .
CH5 CH3
NH, = wm,
0 0
(en 1-E-X- (en 1-H-X-
gentamicina C2) gentamicing C 28 )
.'NHQ :
. NE,
CH
CHZOH —_ I\TH2
—0 /"'"'"'0
NE (en 1--X
0 (en 112 o 4-F-X-
gentamicina Xg) verdsmicina)
Ni, - N,
CH2NH2 CHQNHQ
72 I
\ (en 1-N-X-~ ' s (en 1-N-X-
sisomicina) HO Antibidtico JI-204)
19-12-74, NHy NH,



2 _
v, _ CH,NHOT,
’ oH / S\
0 x| (1-5-X-
Antlbl°§1°°  Antibidtico G-52) y,
JI-20B
NH, . NE;
CHy
HO ——
L0
o )
(1-N-X-Antibidtico G-418)
HO
NH,

1-N-Z-Antibidtico 66-40D de la férmula II siguienwe

GHZNH.?, N'H2

/

OH

HO 0
NHECHz

19-12-74,
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Y 1-l-X-gentemicina A y 1-N-X-Antibiodtico 66-40B de la
férmula IIT siguiente:

NH,
NEX
- . N om, :ﬂ
TIT
NHOIE
HO
OH

.en donde Y' es

CHEOH

HO

—
&)H ,\L/ en 1-N-X-gentamicina A

NH,

19-12=74,
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e ¥ es

en 1-N-X-Antibidtico 66~40B.

NH,

Los antibiéticos (originales) no deriva-
dos (definidos por las férmulas estructurales anterio-
res I, IT y III, en las que X es hidrdgeno) son bien co
nocidos en la técnica excepto la gentamicing CEa‘ Ia
gentamicina G2a puede prepararse del siguiente modo:

Se disuelven 96 g de gentamicina base (pre

parada a partir de la sal sulfato obtenida por el méto-

- do del Ejemplo 4 de la patente de Estados Unidos -

3.091.572) en 400 ml de la . Pase-superior ‘que resulia

cusndo se mezclan en -la-relacidém en volumen de 1:2:1

 metapnol, clorcformo, e hidréxido aménico al 17%. Se afla

de un décimo de la solucidn a cada wno de los primeros
diez tubos en un extractor en contracorriente de 500
tubos de 80 ml. Se llenan todos los tubos, incluyendo
los diez primeros; hasta su capacidad total con la fa-
se inferior de la mezcla de disolventes &nteriormente

descrita. Se ajusta el depbsito de disolvente para que

-0 -



suministre 40 ml de fase superior al tubo wno (1) pcra
cada transferencia. Se ajusta el aparato para 500 trans
ferencias. Cuando se han completado las transferencias,
se toman nuestras de cada octavo tubo para cromatogra-
5 fia (enrduplioado) sobre papel de Schleicher y Schuell
Ne 589 utilizando la fase inferior de la mezcla de di-
solventes anteriomente descrita.- Se permite que los
cromatogramas se desarrollen dQurante aproximadamente 16
horas y luego se secan los papeles. Se coloca un papel

10 sobre una placa de agar sembrada con Staphylococcus zureus

F(A.T.C.C. 6538P), se rocia al duplicado con solucidn
de ninhidrina convencional y se calienta para que se Te
vele. Se incuba la placa de agar a 372C durante una no
che y se combina la solucidn de los tubos que contienen
15 el material que emigra analdgamente a la gentsmicina C1
(es decir, los tubos 290-360).
Se reemplazan los tubos 290-~-360 c¢on tu-
bos nuevos que contienen 40 ml de fase superior y 40
nl de fase inferior. Se reajusta el aparatbo para 2500
20 transferencias adicionalgs y se repite el método cromy
.- togréfico anteriormente realizado. Se combinan 163 tu-
bos 1-16 y se concentran a vacio para obtener 1,3 g de
gentamicina C2a’ que tiene las siguientes propiedades:
(a) Un peso molecular de 463 segin se dg
25 tqrmina por espectrometria de masas, -el cual es consis” -
19-12-74,
' -1 -
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tente con una férmula empirica de 020H44N507;

(b) uvna rotacidn éptica especifica medi-
ds. por la linea D del sodio a 262C de '+ 1149 + 52 en
agua y 0,3% de concentracidn; y

(c) vn espectro de resonancia magnética
proténjca (RMP) como sigue: RMP Kppm) (Dao):<f6,99
(3H, 4, J=6,5Hz, CH-CH;); 1,17 (3H, s, C-CH;); 2,47
(38, s, N-Cga); 2,51 (1H, 4, J=10,5Hz, H-3"); 3,75
(1H, q, J9=10,5, 4Hz, H-2"); 4,00 (1€, -d, J=12Hz, -

H-5"eq); 5,04 (1H, d, J=4Hz, B-1"); 5,13 (1H, 4,

J=3,5Hz, H=11'),

Ia irradiscién del grupo metilo secunda-
rio a(JB,gg ppm revela H-6' como un doblete (J=6,5 Hz)
a 65,81'ppm. .

Los Antibibticos 66-40B y 66-40D se pro-
ducen conjuntamente con la sisomicina, el principal

producto de fermentacidn de Micromonospora inyoensis

(descrito en la patente britdnica 4.274.518). Los-AnGi

‘bidticos 66-40B y 66-40D pﬁeden separarse del medio

‘de, fermentacion por aplicacién de técnicas de separa-

cién cromatogrifica especiasles tal como se describe en
la patente belga 811.370. ‘

E1 compuesto al que se hace alusidn en
la presente meﬁoria descriptiva con el nombre de genta

micina X, tembién es conocido en la técnica como genty

- 12 o
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micina X.

Los productos intermedios itiles en el pro-
cvedimiento de este invento son 4,6-di-(aminoglicosil)-
~1y 3-diaminociclitoles seleccionados del grupo que con

siste en gentamicina B, Antibidtico JI-204, Antibibtico

. 66~40B, Antibibtico 66-40D, y sisomicina, en los que el

grupo amino en posicidén 6' estd protegido, y las sales
de adicidn de 4cido de los mismos. Los grupos protecto
res del grupo amino tipicos son trifluoroacetilo y
t-butoxicarbonilo. Ilustrativos de tales productos in
termedios son 6'-H-trifluoroacetil—-gentamicina B, 6'~
~N-trifluoroacetil=Antibibdtico JI-204, 6'-N-triflucrg
acetil=Antibibtico 66-40B, y 6'=N~triflucroacetil—Anti
bibtico 66~40D, y 6'=~N~t-butoxicarbonil-sisomicirsz.

Otros productos intermedios valiosos son 6'-
~N-trifluorocacetil-gentamicina C1a’ ¥, ademds gentamri
cina 01 que tiene un grupo protector del grupo aming
en la posicidbn 2' o en las posiciones 2' y 3, y las sa
les de adicidn de dcido de tales compuestos,. Ilustrati
vos son 2'~N-trifluoroacetil-gentamicina C1 ¥ 2y 3-di~
~N-trifluorcacetil~gentamicina C,.

El procedimiento para la preparacidén de deri
vados sustituidos en 1-N de los 4,6-di-(aminoglicosil)-
-1, 3=diaminociclitoles: gentamicina 4, gentamicina B,

gentamicina B1, gentamicina C1, gentamicina C1a, genta

-13 -
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micina 02, gentamicina CZa’ gentamicing X2, sisomicina,
verdamicina, Antibiético G-418, Antibidético 66-40B,
Antibiético 66-40D, Antibidtico JI-20A, Antibidtico JI-
~20B y Antibidtico G-52, en los que el sustituyente en
1-N se ‘designa por X, que representa,
S-3-amino-2-hidroxipropionil o S-4-—amino-2-
~hidroxibutiril con la condicién de que, en
el caso de la gentamicina C1, la gentamicina
C1a’ Yy ia gentamicina 02, X es S-3~-amino-2~hi
droxipropionil;
y de las sales de adicién de 4cido farmacéuticamente
aceptables de los mismos; comprende tratar uno de los
446~di~(aminoglicosil)~1, 3=diaminociclitoles anterior—
mente mencionados que pueden tener grupos protectcres
de grupos amino en cualquier posicién distinta de ia po

sicidén 1; con un 4dcido de la férmla:

HO ~ X

en donde X' es un grupo tal como se ha definido ante-
riormente para X, y en donde el grupo ami-
no y/o el grupo hidroxi pueden estar prote
gidos,

en presencia de una carbodiimida, tal como diciclohexil

carbodiimida, 0 con un derivado reactivo del 4cido ante

- 14 -
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riormente citado, eliminar todos los grupos protecto-
res presentes en la molécula y aislar el derivado como
tal o como sal de adicidén de decido farmacéuticamente
aceptable,

Generalmente, se prefeire emplear aquellos com
puestoé de partida gue tengan un érupo 6'--CH2-~NH2 en for
ma de sus derivados protegidos en 6'=N. Ilustrativos de
estos grupos protectores preferidos son trifluoroacetilo
y t=butoxicarbonilo. lLa gentamicina C1 puede utilizarse
ventajosamente como derivado protegido en 2',3-di-N. La
gentgmicina A, la gentamicina B1, la gentamicing 02, gen
tamicina CZa’ la gentamicina Xz, la verdamicina, el Anti
bidtico G-418 y el Antibiético JI-20B y el Antibidésico
G~52 pueden emplearse en su forma protegida pero tanmbién
pueden emplearse ventajosamente en su forma libre.

En lg modificacién inventiva del procedimiento
de este invento la acilacién especifica del grupo amino
en la posicidén 1 en lugar de la acilacién gl azar se con
sigue utilizando un 4,6~di-(aminoglicosil)-1, 3-diaming
ciclitol que estéd parcialmente neutralizado por formacién
de una sal de adicidén de dcido.

La protonacién de un grupo amine proporciona
el mismo efecto éue la presencia de un grupo de blo=-
queo "gquimico usual". Sorprendentemente se ha descu~
bierto que el grupo amino en la posicién 1 de un 4,6-

di-(aminoglicosil)-1,3~-diaminociclitol es el dltimo que

- 15 =



se protona por adicién de acido o, si se trata la sal
de edicidn por é&cido con una bage, el primero que se
desprotona. Por consiguiente los "grupos de bloqueo"
(en la forma de.protoﬁes) pueden introducirse ficilmen~
5 te en la molécula afladiendo simplemente una cantidad
' deseada de égido al aminoglicosido o afladiendo una can-
tidad deseada de base a la sal de.adicién por &cido del
mismo. E1l procedimiento se aprovecha de estos descubri-~
mientos y proporciona por tanto un método conveniente
10 para la preparacién de derivados de 1-N-acilo de los
4,6~di-(aminoglicosil)-1,3~diaminociclitoles utilizando
compuestos de partida parcialmente neubralizados y por
consiguiente parcialmente bloqueados. ‘
Tal como se emplea en la presente memoria
15 descriptiva, la expresién "parcialmente neutrali.ado
por formacibén de una sal de adicidn de dcido" significa

que cada mol de 4,6-di-(aminoglicosil)-1,3-diaminoci-

clitol tiene asociado con-él menos del nimero.estequioné -~

 trico de moles de dcido que se -requiere para formar la
.20 = sal de adicién por édcido. Ademds, esta expresidn signi
fica que cada mol de 4,6-di-(aminoglicosil)-1,3-diani~
nociclitol tiene al ménos un mol de &cido asociado con
él.
Por ejemplo, wn equivalente de gentamici-
25. - na C,l que tiene cinco grupos amino requeriria cinco
19~12-74.
- 16 =
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equivalentes de dcido para formar la sal de adicidn por
dcido. El procedimiento inventivo se efectia sobre una
sal de adicidén de dcido de gentamicina Cd que tiene me-
nog de cinco equivalentes y al menos un equivalente de .
écido (por ejemplo 4,5, 4,0, 3,5, 3,0, 2,5, 2,0, 1,56
1,0 equivalentes ‘de acido). '

En el aspecto preferido de este procedi-

miento el compuesto de partida se neutraliza con (n-1)

.equivalentes ‘de &cido, siendo n el nlmero de grupos ami

no de la molécula. Asi, se neutralizan (n~1) grupos ami

no por formacidn de una sal de adicién de &cido. Sin em

bargo, se comprenderd que el procedimiento también pue
de efectuarse ventajosamente sobre compuestos de varti
da parcialmente neutralizados, en los que mds o0 menos
de (n-1) equivalentes ds dcido darén lugar a la forma-
cidn de la sal de adicidén de dcido dentro de los lini-
tes anteriormente dados. En térmifos de intervalos de
pE el procedimiento se efectiia en un intervalo de apro-
ximadamente 5,0 a 9,0, preferiblemente de 5,02 8,0. El-
intervalo mds preferido del medio de reeccidn es un pH
de 6,5 a 7,5, especialmente 6,8 a 7,2. |

La expresidn "sal de adicién.cu dcido”
abarca sales tales que pueden formarse entre el 4,6-di-

-(aminoglicosil)-1,3~-diaminociclitol bdsico y un dcido

- independientemente de que dicho.dcide‘pueda ser considg

- 17 =



10

20

24

19-12-74..

rado inorgénico u orgénico. Ilustrativos de los dcidos
abarcados por el término son sulfrico, clorhidrico,
fosférico, nitrico, acético, propibnico, succinico,
oxélico, ciclopropilcarboxilico, trimetilacético, ma~-
leico, benzoico, fenilacético, trifluoracético o simi-
lares. Si se desea emplear como material de partids una
sal de adicidn de &cido, en la que estén protonados
(n-1) grupos amino, este compuesto se produce ventajo-

samente in gsitu para lo cual se hace reaccionar una

sal de adicidn por acido con un equivelente de una ba-

se fuerte, por ejemplo trietilamina.

También es posible emplear compuesivs de
partida parcialmente.néutralizados gque tienen grupos
de blogqueo quimico. Sin embargo, generalmente esto no
¢s8 necesario. '

Tos agentes de acilacidn de hidroxisrino
empleados en el procedimiento de este invento se wntili
zan preferentemente en forma de derivados reactives,
por ejemplo en forma de ésteres activos, anhidridos,
azidas o derivados de imidazol. Ademds, se prefiere que
el grupo amino esté bloqueado en el agente de acilacidn
de hidroxismino. Asi, cuando el producto de hidroxiami-~
noacilo deseado es el derivado de iso-serinilo el agen=-

te de acilacidn pfeferido tomaria la forma de-

- 18 ~
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i
Ig - C - CH - CH,

[

OB NH-Bg

en la que la funcién carboxilo estd preferiblemente ac
tivada en forma de wn éster activo (grupo saliente Iz)

y el grupo amino estd bloqueado preferiblemente (grupo

de dlogueo Bg) por un grupo benciloxicarbenilo gue se eli
mina facilmente por hidrogenolisis o por un grupo t-bu-
toxicarbonilo o wn grupo trifluoroacetilo siendo el pri
mero eliminado convenientemente con dcido ¥y el segundo
con base.

Si se desean sales de adicidn de écidos
farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esbe
invento, pueden prepararse ajustando una solucidn acuo-
sa de dicho agente a un pH de 4,0 seguido por liofiilizg
cién. Las ssles producidas de este’modo son los equiva-~
lentes funcionales de la base nitrogenadaz libre. Ilus-
trativos de los &cidos que pueden emplearse paru ls for
macién de sales son sulfdrico, clorhidrico, fosidrico,
nitrico, acético, propidnico, succinico, oxélico o mz-—
leico.

Tal como se emplea en la presente umemnoria
descriptiva, las expresiones "grupo de blogueo” o "srupo

protector” se refieren a grupcs que hacen a Los grupos

- 19 =
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amino bloqueados 0 protegidos inertes para las manipu

laciones gquimicas deseadas subsiguientes, pero que pue
den eliminarse fdcilmente al final de la secuencia de

sintesis sin escindir el grupo N-aminohidroxiacilo de-
deseado.

Los grupos profeotores de los grupos ami-
no generalmente son conocidos en la técnica. Sin em—
gargo, para este invento estdn entre los preferidos los
siguientes grupos: trifluoroacetilo, 2,2,2-tricloro
etoxicarbonilo, ft~butoxicarbonilo, benciloxicarberilo
y 4-metoxi-benciloxicarbonilo. De los anteriores son
particularmente preferidos los grupos trifluoroacetilo,
t-butoxicarbonilo y benciloxicarbonilo.

En el procedimiento de bloqueo, el grupo
protector se emplea usualmente en forma de un deriveade
de imidazol 4cido, una azida de 4cido o como ésteres
activos tales como el etiltioltriflucroacetato, la azi
da de t—butoxicarbonilol la N~benciloxicarboniloxisug
cinimida, el carbonato de p-nitrofenilticloroetilo.
Por consiguiente, pueden describirse los grupos devblg
queo como defivados de un compuesto de Bglg en donde
Bg llega a ser el grupo de blogueo tal como una parte
de dcido de un éster activo y Lg es un grupo saliente

tal como un imidazol.
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Los giguientes ejemplos ilustran el invento.

Ejemplo 1

{e New ( S=4=amino—2-hidroxibutiril )sisomicina

A. Acido S-4-trifluorcacetamido-2-hidroxibuiirico

Se disuelven 5 g de 4cido S-4-benciloxi-
carbonilamino-2~hidroxibutirico en una mezcla de 80
de dioxano y 20 ml de agua., Se afiaden 200 mg de palacio
sobre carbén al 30% y se hidrogena a temperatura ambien
te y 3,4 atmésferas duqante 3 horas. Se gepara el cata-
lizador por filtracibén y se concentra el filtrado hasta
un residuo g vaclo. Se seca el residuo a alto vaclo du
rante 72 horas. El residuo seco se disuelve con agita-
cibén en 30 ml de anhidrido trifluorocacético frifo. Se
agita la solucién durante 3 horas a temperatura ambien
te ¥y luego se concentra a vacio hasta un residuo. Se

tritura el residuo con benceno y se obtiene un sélido

-2 -



gris que se aisla por filtracidn, se lava con benceno
¥ se seca para dar el producto de esta ebapa.

B. N{8-4-trifluoroacetamido~2-hidroxibutiriloxi)suc-

cinimida

5 Se disuelven 20 milimoles del producto de
la etapa A en 50 ml de acetato de etilo, se afiaden 2,31
g de N-hidroxisuccinimida con agitacién y se enfria la
solucién resultante en un bufio de hielo. Se afiaden 2 la
solucién 4,3 g de diciclohexilcarbodiimida y se agita

10 la mezcla de réaccién durante 3 horas a temperaturc am-

‘ biente. Se filtra para separar el precipitado y se con-
centra el filtrado hasta sequedad con lo cual se obtie~
ne el producto del epigrafe que se seca a alto vacio v
se emplea en la etapa D.

15 C. 51 -N-Trifluoroacetilsisonicina

Se disuelven 20 g de sisomicina en 1,2 1i
. . .tros de metanol anhidro y se aflade gota a gota.una solu
' cién de 6 ml de tioltrifluorocacetato de.etilo en 60 ml
de metanol durante un periodo de 3 horas con agitacién.
.20 Se deja que la reaccién.prosigavdurante 18 horas a tem~
peratura ambiente y el disolvente se separa a vacio pa
ra der un residuo de 23,8 g del producto de aproxinzda~—
mente 95% de pureza que tiene las propiedades fisicoqui
micas siguientes:.datos de la masa eépectral: n/e 543 M+,

-25 otros picos definitos a m/e 413, 395, 385, 362, 223 v
19-12-74,
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126.
RN (60MHz, D,0) Cf3,37 doblete, J=2Hz, H-1'; 5,12 do-
blete, J=4Hz, H-1"; 4,96 singlete ancho, H-4'; 2,57,

- singlete, N-CH;; 1,26 singlete, C—CH3.

é‘)

D. 41-N-(8-4-amino~2-hidroxibutiril)sisomicina

Se disuelven 814 mg (1,5 milimoles) de 6'~
—Ertrifluoroacetilsisomicina.en 12 ml de metanol acuoso
al 50% y se afiade gota a gota con agitacién una solu-
cién de 1,5 milimoles del producto de la etaps B disuel
to en 3 ml de dimetilformamida, La mezcla resultante se
agita a temperatura ambiente durante 18 horas y se concen
tra a vacio hasta obtener uﬁ residuo. Se disuelve ¢l re
siduo en 10 ml de hidréxido de amonio concentrado y se
deja reposar durante 2 horas (para separar los grupos
trifluoroacetilo). Se evapora el disolvente para oblener
el producto del epigrafe como residuo. Se cromatograrlia
el residuo en ima columa de gel de silice enpleands la
fase inferior de un sistema disolvente de cloroformo:me

tanol:hidréxido de amonio (2:1:1) como eluyente. Se reu

. nen las fracciones que contienen el producte del epipgra

fe y se concentra hasta obtener un residuo que se disuel
ve en agua y liofiliza para obtener un sdlido. blanco
amorfo,

De forma similar a la descrita antes se tra

——

ta cada uno de los antibidticos siguientes con tioltri-
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fluoroacetato de etilo en metanol: genbamicina an,
gentamicina B, Antibibtico JI-20A, Antibidtico 66-40B
¥ Antibidtico 66-40D. ‘

A Se aislan los productos resultantes de for
ma similar a la descrita en la etapa C para obtener,
respectivamente: 6‘-Ertrifluoroacetil-gent;micina Chas
6'-N-trifluoroacetil-gentamicina B, 6'-N-trifluoroace-
til-Antibidtico JI-208, 5'-N-trifluorocacetil-Antibidti
co 66-40B, y 6'-N-trifluoroacetil-Antibiotico 66-40D.

Se someten los productos intermedios de
St~-N~trifluorocacetil anteriores al procedimiento de la
‘etapa D y se obtienen con ello los productos siguien-
tes: 1-ﬂ}(§74—amino~2—hidroxibutiril)gentamicina B,
1-N-(8-4~amino-2-hidroxibutiril)Antibidtico JI-20a,
1-N~(8-4~amino~2-hidroxibutiril)intibidtico 66-40B, ¥y
1-N-(S~4-amino~2-hidroxivutiril)intibidtice 66-42T.

.De forms andloga, pér sustitucidn ée 1ma

cantidad equivalente del adcido S-4-benciloxicarbecnilz -

mino~2-hidroxibutirico por.el-dcido S-3-benciloxisarboni

lo-2-hidroxipropidnico, y siguiendo el procedimiento
de este ejemplo, fueron preparados los compuestos si-
gulentes: .

1-N-{S~3-anino~-2-hidroxipropionil)sisomicina, ZTh;?%e

+ 1392 (C, 0,3 en agua). Andlisis calculado para

O, 0gHG. 1/2 HyCOy5 C ="47,74; H = 7,665 N = 14,85;

- 24 -
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Encontrado C = 47,39; H = 7,143 N = 15,16 RMP., 100 liHz
0,0 J 1,22 (8), O-Me, 2,60 (5) H-Me 4,22 (Q), J = 4Ha,
7,585 5,09 (), By Tqu ou = 4,0 Hs; 5,34 (a),

Bivs 340 00
1-N~(S~-3~amino~2~hidroxipropionil)gentanicina Gy
RIP 100 ¥H,, D,05 41,22 C-le; 2,59 N-Ve; [« 720
115,42 (C, 0,3 en agua); 5,09 H-1", J1",2" = 4Hz, 5,17
B, 3
022H4409N6.H20.002; C=45,01; H=7,39; N=13,70; Encon-

= Z2Hz

o~

1 o1 = 3,58z. Andlisis calculado para
?

trado C=44,98; H=7,81; N=13,68%.

1-N-(8-3~emino-2-hidroxipropionil)gentamicina B, RMP
100 Mz, D20 + DCl; (S'l,’lB C-le (8); 2,77 N-te (8);

§ 4,35 (Q), J=4,5, 8,0; B, § 5,01 (@), Tge,p0 = 0
Haj B=1", 5,45 (&), Tqu g = 3,5 Ha.
1=N-(S-F~amino-2~hidroxipropionil)antibidtico JI-204,
1-f{~(S-3-amino~2-hidroxipropionil)antibidtico ¢6-40B, ¥y
4-N-(S-3~amino~2-hidroxipropionil)antibibtico 66-42D.

Ejemplo 2
4-N-(S-4-amino-2-hidroxibutiril)sisomicins

Se disuelven 1,6 g de 6'-N~trifluoroace-
tilsisomicina (preparado como se describe en el Ejen-
plo 1, etapa C) en wra mezcla qne“consisfe en spua (10
ml) y metanol (5 ml). Se afiade wa solucidn de H-(8-4-

~ftalinido-2-hidroxibutiriloxi)succinimida (3 milimoles)

- en dimetiltormemida’ (3 ml). Ie mezcla se sgitz a btempe-
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ratura ambiente durante 3 horas. Se evapora a vacio el
disolvente, se disuelve el residuo en eténol (15 ml) y
ge afladen hidrato de hidrszina (0,3 g). Ia solucién se
celienta a reflujo durante 3 horas y luego se evapora a
vacio la solucidén hasta obtener um residuo. Se cromato-
grafia el residuo sobre gel de silice (50 é) empleando
la fase inferior de un sistema disolvente de clorofor-
mo:metanol :hidrdxido de amonioc concentrado (2:1:1) como

eluyente. Se controlan las fracciones por CCD y se reu-

nen las fracciones que contienen el componente princi-

pal puro con movilidad menor gue la sisomicina., Rendi-
niento 250 mg.
Ejemplo 3

A=-N-(S-4-anino-2-hidroxibutiril)mentamicina B8

A, 6 1-N-t~butoxicarbonilsgentamicina B

Se disuelve 1 g de gentemicina B en 30
ml de metanol acuoso al 50% Yy se eﬁfria a 52C. Se widsade
gota a gota con agitacién 0,297 g de azida de t~butexi
carbonil seguido por 0,186 ml de trietilamina y se sgita
la solucidén resultante durante 18 horas. La mezcla de

reaccidn se evapora a vacio hasta obtener un residuvo y

se cromatografia el residuo sobre 100 g de gel de sili-
ce empleando la fase inferior de un sistema de disolven
te de cloroformo:metanol:hidréxido de amonio concentra-

do 2:1:1 como eluyente. Se recogen fracciones de 2 ml y
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se controla el efluente de la columna por CCD. Se con-
binen les fracciones que contienen materiales simila-
res (fracciones 180-230) y se evapora para obbener 0,830
g de 6'~E¢Erbu$oxicafbonil—gentamicina B que tiene lus
constantes fisicas siguientes: RIP (GOMHz,‘ D,0) c(ﬂ,eq
(3H,8, ‘0—215), 1,42 (9H,s,0(é_1_i2)5), 2,57 (34, s, N-ClLy),
5,2 (1H, d, J=4,5Hz, H-1") 5,23 (1H, 4, J=3,0 Hz, I-11)
T, €alculado para 024H46H4012.002.H20; C = 46,57;

He 7,51 ¥ = 8,69%; Encontrado C = 46,80; H = 7,82;

N = 8,547 Zf&;7§6 + 1242 (C, 1 en metanol).

B, j:N~(S—4~amino—2-hidroxibutiril)—6'~N~t~butoxicq£7

bonil-rentamicing B,

Se disuelven 0,582 g de 6'-N-i~butoxicar
bonil-gentanicina B en 25 nl de metanol:sgua (1:3). Se
afiade gota a gota con agitacidn una solucidn de 0,334 g
de H-(S-4-carbobenciloxismino~2-hidroxibutiriloxi)sucei
nimida en 5 ml de dimetilformamida. Lz mezcla de reac-
citn se agita a 59C durante 5 horas y luego se evapomu
& vacio hasta sequedad, El residuo se cromatografia so-
bre 60 g de gel de silice emplezndo la fase inferior de
un sistema de disolvente de cloroformo:metanol:hidrd:ido
de amonio 2:1:1 como eluyente. Se recogen fracciones de
3 ml y se controla su contenido por CCD. Se combinzn
las fracciones 1éO~255 ¥y se evapora hasts obtener un

residuo de 0,280 g que emigra en forma de una mancha
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fnica en CCD, Se disuvelve el residuo en 8 ml de metenol
v 10 m1l de apgua y se hidrogena a 3,7 atmbsferas sobre 60

ng de catalizadorde paladio al 5% sobre carbdén vegetal.

Se gepara el catalizador por.filtracidén, se evapora el

filtrado hasta obtener un residuo y se cromatografia so

" bre 20 g de gel de silice empleando la fase inferior de

wn sistema disolvente de cloroformo:metanol:hidrdxido
de amonio 1:1:1 como eluyente. Se combinan les fraccio-
nes 79-127 (2 nl cada wna) que consisten en 1-N-(S-4-ami

no-2~hidroxibutiril)—6}~§r§rbutoxicarbonil—gentamicina

‘B. Rendimiento 86 mg. R ch,aq (32, s, C~CH,), 1,43

—2
(%H, s, c"'(%);)o 2,51 (3H, s, N"CH3>1 5,08 (1H, a,

Ju4Bz, H-1"), 5,25 (1H, d, J=3,5 Hz, H-1') PPN,

C, A-N-(S~4-amino-2-hidroxibutiril)rentsmicina b,

86 disuelve el producto de la etapa B en
0,5 ml de acido trifluoroacético y después de 5 minutos
ge afladen 30 ml de éter etilico. Se forma un precipita~
do del compuesto de este Ejemplo en forma de su sal i
fluoroacetato y se recupera por filtracidn. E1 precipi-
tado se disuelve en agua y se pasa la soluciédn a’través
de wna columna de resina de cambio iénico bdsica en for
ma de ion hidréxido para convertir la sal de adicién
dcido en la base libre. Se liofiliza el efluente de la
columna para obtener el compuesto de este Ejemplo en

forma de un sdélido blanco smorfo. Rendimiento 72 ng.
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R D50 100 MHz: cl;,ﬂ4 C-metilo (8), 2,45 (8) N-metilo,
5,04 (&), B-1", Jyu pu=t,0 Bz; 5,30 (4), B-1'y Iy, o
=3 ,5Hz.

De forma similar, por sustitucion de una
cantidad equivalente de otros antibidticos de aminoglico
sido~aminociclitol, tales como gentamicina C, , o Anti-
bibdtico JI-20A, y por el procedimiento siguiente de la
etapa A, pueden prepararse los compuestos siguientes:
6'-E:gybutoxicarbonilgentgmicina Cpar ¥ 6'-H-%-buboxi-
carbonil~Antibidtico JI~204.

De forma similar, al someter el ultimo
de los compuestos anteriores a los procedimientos de
las etapas B y C, pueden prepararse 1~N-(S-4~-amino-2-hi.
droxibutiril)sntibidtico JI-204.

De forma andloga, por sustitucidn de unz
cantidad equivalente de ﬁ—(§y4~carbobenciloiiamino-2~
~hidroxibutiriloxi)suecinimida por Ef(§¢3-carbobencilg
xiemino~2-hidroxipropioniloxi)succininida en la ehaps
B, por reaccidén de 6'-N-t-butoxicarbonil-antibidticos con
el Wltimo compuesto citado y sometiendo los productos
asl obtenidos al procedimiento de la etapa C, se pucden
preparar los siguientes compuestoes: 4—Lr(§~5-amino~2-
hidroxipropionil)gentamicina B, 1-N-(S-3-amino~2~hidro
xipropionil)gentamicina C, ¥ 1-¥-(8-3-smino-2-hidroxi

propionil)embtibidtico JI-204.
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Ejemplo 4

1-N~(S~3~amino~2-hidroxipronionil )gentamicina Cq
ol —,

A, 4=~N-(S~Z-carbobenciloxiamino-2-hidroxinronionil)-

~21-%-3i ~N=trifluoroacetileentamicina C,

2 Se disuelven 0,84 g de 2',3-di-N-trifluo-

roacetil-gentamicina C,1 en 40 ml de tet;ahidrofurano Yy
se afiade gota a gota con agitacidén wna solucién de 1,19
g de N-(S-3-carbobenciloxismino-2-hidroxipropioniloxi)-.
aucéinimida en 24 ml de tetrahidrofurano. Ia mezcla de
10 '~ rescelén se agita durante 24 horas y luego se evapora
hasta obtener un residuo. El residuo se cromatografia
sobre gel de silice empleando la fase inferior de wn
slstema de diéolvente cloroformo:metanol:hidréxido de
emonio concentrado: agua (2:1:0,2:0,8) V/V como eluyen
15 te. Se controla el éromatograma por CCD y se corbinan
las fraceiones que contienen produptos similares para
obtener el producto principal de la reaccidn que tiene
las constantes sigulentes: P. de F. 125¢-13190C, [f&;7§69
© = +93e (CH;0H) Anal: Calc. (para dihidrato) :C=47,47; " -
20 . H=5,20; N=9,2%% Encontrads: G=47,85; H=6,67; N=9,086.

B, 1-N~(S-3-carbobenciloxiamino-2-hidroxipropionil)-

~gentamicina C4q

Se disuelven 0,55 g del producto de la
etapa A en 55 ml de metanol Y se¢ afiaden con agitacidn 25

: 25 ... ml de hidréxido de amonio concentirado. Se agita durante
16-12-74,
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3 ddas, en cuyo momento la CCD sobre placas de gel de
silice que emplea como revelador la fase inferior de
una mezela 1:1:1 del sistems disolvente cloroformo:meta
nol:hidrdéxido de smonio concentrado indica la separa--
cibén sustancialmente complets de los grupos’ de bloqueo -
de trifluoroacetilo. Ia sélucién se evspora ; vacio has
ta sequedad. Rendimiento 0,2 g3 P. de F. 1092~112¢2C, ;
[ 7552 w4 730 (H,0). '

C. 1-N=(8-3-znino-2-hidroxivronionil rentamicina C,l

Se disuelven 0,153 g del residuo de la

.etapa B en 8 ml de &cido acético y se aflade 0,05 g del

catalizador paladio sobre carbono al 10%. ILa solucién se

hidrogena a 4,0 atmésferasy a 250C hasta que la CCD (em

pleando el sistema disolvente usado en la etapa B) indi

ca la conversidn completa al producto del epigraie,
(por ejemplo 16 ho¥as —p 3 dias). Se separa vl cats
lizador por filtracidén y la solucidn se evapora s vacic
hasta obtener un residuo. Se cromatografia el residuo
sobre 7 gramos de gel de silice empleando como eluyente
la fase inferior de una mezcla de cloroformo:meternol-hi
dréxido de amonio 2;1:17 Ia columna se controla emplean
do CCD, se combinan los materizles similares y se obtie
nen con ello el producto de este Zjewplo. Rendinmiento
112 mg. P. de F. 1092-119eC, ZT&;?%GQ = +98e (H,0) Anal.
Cale: (monohidrato) C=49,47; H=8,65; N=14,427 Incoa-
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trado: C=49,24; H=8,53; N=14,10.
’ Ejemplo 5

1-N-(S~4-anino~2-hidroxibutiril )verdsnicina.

A 1-N-(S-4-ftalimido-2~-hidroxibutiril )verdamicine

Se disuelven 4,61 g de verdamicina en 50
nl de wna solucibn metanol:agué (1:3) y se enfria a
OQ~590; Se afiade gota a gota con.agitacién una soluciédn
de 3,81 g de Ey(§r4-ftalimido-2-hidroxibutiriloxi)suéq;

nimida en 20 ml de dimetilformamida a la solucidn de an

tibidtico. Se agita durante 16 horas adicionales y lue~-

g0 se concentra a vacio hasta obtener wa residuo. .fg
cromatografia al residuo sobre una columna de gel de
silice de 250 g empleando como elﬁyente la fase inie-
rior de una mezcls de cloroformo:metanol:hidréxido de‘
amonio concentrado 2:1:1. El eluato se controla por

CCD y se combinan las fracciones que contienen matzria-

. les similares. Se evaporan las fracciones combinadas

que contienen el producto principal para obtener con
ello la 1-N-(S-4~ftalimido-2-hidroxibutiril)verdemici-
na, y un isémero de la misma. : )

B. 1-N-(S~4-amino-2-hidroxibutiril)verdanicina

Se disuelven 4,0 g del producto de la
etapa anterior en 35 ml de etanol y se aifiade 1,0 g de
hidrato de hidrazina. Ia solucidn se lleva a reflujo du

rante 3 horas, y luego se evapora a vacio hasta seque-
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dad. Bl residuo se cromatografia sobre 160 g de gel de

silice, eluyendo con la fase inferior de una mezclz de
cloroformo:metanol:hidréxido de amonio concentrado
1:1:1 (V/V). Se combinan y evaporan las fracciones que
contienen el componente principal de la reaccidén como
se demuestra por CCD para obtener el compuesto de este
Ejemplo como un sélido blanco amorio.

De forma similar, se someten al procedi-
miento descrito en este Ejemplo los antibibtices si-

wientes: gentamicine A, gentamicina B,, gentamicina
g 19

'OZa’ gentamicina X,, Antibidtico G-418, Antibidtico

JI-20B, y Antibdidtico G-52.

Los productos resultantes ée eislan de
la forma descrita para obtener respectivamente: 4-N-
-(§74-amino—2—hidroxibut;ril)gentamicina by 1-N-(S-4-
-amino-2-hidroxibutiril)gentamicinag Bq, 1-N-(S-4-amino-
~2-hidroxibutiril)gentamicina C, , 1-N-(S-4~emino-2-hi
droxibutiril)gentamicina X,, 1-N-(S-4-amino-2-hidroexi-
butiril)antibidtico G-418, 1-N-(S-4~amino-2-hidroxibuti
ril)antibiético JI-20B, y 1-N-(S-4~amino-2-hidroxibiti
riljantibidtico G-52.

De- forma andloga, por sustitucién de una
cantidad equivalente del H-(S-ftalimido~2-hidroxibuti-
riloxi)succinimida por N-(S-ftalimido~-2-hidroxipropioni

loxi)succinimida y siguiendo el procedimicnto descrito.
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en este Ejemplo, se pueden preparar los derivados de
4ﬁﬁr(§f5-amino—2-hidroxipropionil) de los antibidticos
antericres. Por consiguiente, empleando N-(S-3-ftalimi
dq-2—hidr0xipropioniloxi)succinimida en la etapa A, se
someten al procedimiento de este Ejemplo los antibidti-
cos sipuientes: verdamicina, gentamicina A; gentemicina
Bq, gentamicina 02, gentamicina C2a’ gentamicina Xé,.Ag
tibidtico G-418, Antibidtico JI-20B, y Antibidtico G-52.

Los productos resultantes se alslan de la

forma descrita en este Ejemplo para obtener, respectiva
k] —

mente, 1-N-(S-~3-amino-2-hidroxipropionil)verdamicina,
1-N-(8-3~-amino-2-hidroxipropionil)gentamicina A, 1-N-
~(S-3-amino-2~hidroxipropionil)gentamicina By, 1-N-(S-
~3-gmino~2-hidroxipropionil )gentamicina Cs, 1-H-(S-3~
-amino-2-hidroxipropionil)gentamicina Cp,, 1-¥-(S-3-ami
no-2~hidroxipropionil)gentanmicina X,, 1-N-(8-3-aminc-2-
~hidroxipropionil)antibidtico G—#ﬂé, 1-N~-(8-3-anino-2~
~hidroxipropionil)antibidtico JI-20B, y 4-N-(8-%-ecmino-
-2-hidroxipropionil)antibiético G-52. - -

Ljemplo 6

1. N-(S-3-t-butoxicarbonilamino~-2~hidroxipropioniloxi)-
succinimida

A, Acido S¥3~t—butoxica;bonilamino—2—hidroxivroniénin

co

Se disuelven 8,0 g del dcido S~3-carboben
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ciloxiamino-2-hidroxipropidnico en 110 ml de dioxano-
~agua (4:1). Se afiaden 200 mg de catalizador de paladio
sobre carbono y se hidrogena a 3,4 atmdsferas durante 3
horas. El catalizador se separa por filtracidn y se eva
pora el filtrado hasta obtener wun residuo que compren-
de deido S~3-amino-2-hidroxipropidnico. EL dcido se di-
suelve en metanol (40 ml) y trietilamina (8,5 mlj, se
enfria la solucidn en un bafio de hielo y se afiade 1a
azida de t-butoxicarbonilo (4,76 g). Ia mezcla se deja
reposar toda la noche con calentamiento gradual hasta
la temperatura ambiente. Se evapora la mayor parte del
metanol, se diluye con agua y acidifica con acido c¢lor-
hidrico diluido hasta pH 3. La mezcla mcuosa se extrae
variag veces con acetato de etilo, se combinan y secan
los extractos de acetato de etilo y se evaporan a vacio
hasta obtener un residuo. El residuo se recristalizu

en scetato de etilo-hexano para dar el compuesto del epi
grafe de este Ejemplo, Rendimiento 3,5 g. P."de F. 92 ~
949, [Th;?%sg; + 14,9, (¢ = 0,68, Hy0), calculado nara

. 08H N05 requiere: C = 46,825‘H'= 7,373 N = 6,837, Ln-

15 ]
contrado C = 46,81; H = 7,61; N

6,63%.

.B. N-(S-3-t-butoxicarbonilapino-2-hidrosinrovionilo-

xi)succininida ] .

Se -disuelven 2,3 g del &cido S-3-%t-bubo-

- xicarbonilanino~-2-hidroxipropidnico en uns mezcla de g
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trahidrofurano (25 ml) y zcetato de etilo (60 ml). Se
afiaden con agitacidbn 1,42 g de N—hidroxisucciniﬁida, se
guido de wna solucidén de diciclohexil-carbodiimida
(2,51 g) en acetato de etilo (10 ml). La mezcla se deja
con agitacidén durante 416 horas y luego se separan por
filtracidén los sbélidos precipitados. El filtrado se evg,
pora-para obtener el producto de este Ejemplo., Rendi-
miento 3,56 gz.

De forma similar se sustituyé una canti-
dad equivalente del &cido B-3-carbobenciloxiemino-2-hidro
xipropidnico por el dcido S-4~carbobenciloxismino~2-hi-
droxibutirico en la etapa A. Este dcido se somete al pro
cedinmiento de este Pjemplo y se obtiene N-(S-4~d-busoui
carbonilamino~2-hidroxibutiriloxi)succininida.

2. 2',3-di-N-trifluorcacetil-gentamicina Cq

A, 2'-N-trifluoroacetil-gentamicina Cq

' Se disuelven 1,7 g de gentamicina (},1 en
20 ml de metanol, la mezcla se enfria a 42C y se siiaden:
con agitacién 0,46 ml (0,563 g) de tioltrifluorcacetato
de etilo. Ia reaccidn se deja que continue durante 2 ho
ras y se concentra la solucién a yacio hasta obtener
residuec. Se cromatografia el producto sobre 80 g e mel
de silice G empleando como eluyente en la fase inferior
de una mezcla de cloroformo:metanol:ague:hidrdxido and-

nico en la proporcién en volumen de ‘10:5:4:1. Se coabi~
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nan las fracciones que contienen el componente princi-
pal y se concentran para obtener 1,4 g del compuesto
del epigrafe, P. de F. 108-1112C, th;7§6g + 1282
(¢=0,3%, H;0). Andlisis para 025H42N508F3.}I20 requiere

5 C = 46,69%%. H = 7,50%; N = 11,84%; T = 9,63%; Encontra
do: C = 46,66(; H = 7,65%; N = 11,60%; F = 9,24%,
B, ,2*,5~di-N-trifiuoroacetilrgentamicina Cq

Se disuélven 0,66 g del producto de la
 etapa A en 10 nl de metanol, la mezcla se enfria a 42C
10 v se aflade 0,148 ml (0,182 g) de tioltrifluoroacetato
‘de etilo disuelto en 3 ml de metanol. ILa mezcla de reag
cién se agita durante aproximadamente 16 horas y s¢ con
'centra a vacio hasta obtener un residuo. Tl producte se
cromatografia en 30 g de gel de silice como se ha descri
15 to en la etapa A. La columna se controla por cromatogrza
fiz en capa delgada, ¥y se combinar las fracciones epro-
.piadas y se concentran para obtener 0,32 g del compues~
to del epigrafe, P. de F. 121-1292C, /[ w 7°% = 121¢
(¢ = 0,37 Hao). Andlisis para 025H44N509F6 requizre

20 . C = 44,843 H = 6,17%; N = 10,46%. Encontrado: C = 44,045
H = 6,35%; N = 10,175,
C. Alternativamente, las etapas 24 y 2B de este

Ejemplo pueden combinarse como sigue: se disuelven 4,95
g de gentamicina Cq en 100 ml de metanol a aproximademen

25 te 250C y se afaden gota a gota con agitacidn 4,05 g de

AG-12-74.
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tloltrifluorozcetato de etilo, Se continuz la agita-
cién toda la noche, la mezcla se concentra & vacio has-
ta obtener un residuo y se cromatografia como se descri
be en la etapa 2B para obtener el compuesto del epigra-
fe de la etapa 2B.

Ejemplo 7

1-N-(S-4-amino~2-hidroxibutiril)gentamicina

Cia

A. 1-N-(S-4-benciloxicarbonilsmino-2-hidroxihusi-~

ril)gentanicina Cqg

Se disuelven 2,8 g (4 milimoles) de sul-

fato de gentamicina C, en 70 ml de agua -y se afiaden 15

a
nl de metanol. Se afiaden 0,56 ml (4 milimoles) de trie-
tilamina ﬁ se agita durante 10 minutos. Se afiade gota a
gota con agitacitn una solucién que contiene 4 milimo-
les de N~(3~4-benciloxicarbonilamino-2-hidroxibutirilo
xi)succinimide en 20 ml de dimetilformemids enhidra a

la solucién del zntibidtico. La mezcla se agita dursnte
toda la noche (16 horas) a temperatura ambiente. Is cro
mztografia en capa delgada de la mezcla de resccidn vnor
CCD en gel de silice emplesndo la fase inferior de wn
sistema de disolvente que consiste en cloroformo:metanol:
hidréxido de amonio (1:1:1) muestra la presencia de wma
pluralidad de componentes secundsrios y un componente

principel. Ls mezcla de reaccidn se concentra & vacio
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hasta obtener un residvuo y el residuo se tritura con
metanol para obtener 3,2 g de sd6lidos blancos que con-
tienen todos los componentes previamente observados por
cromatografia.

Se cromatografian 150 mz del producto so-
bre 50 g de gel de si;ice empleando la fase inferior de
un sistema de disolvente que consiste en cloroformo:meta
nol:hidréxido de amonio (2:1:1). Se reunen las fraccio-
nes que contienen el cowmponente principal y se liofili-
zan para dar 1 ~N-(§74-benciloxicérbonilamino—E-hidroxi—
butiril)gentamicina an. Rendimiento 70 mg., ROV (DPO)

d 115 (38, s, C-CHz); 2,49 (3H, s, NCHy); 4,10 (1H, dd,
J=8,0, 4,0 Hz,cadena lateral H~2); 7,36 (5H, m, fenilo).

B, 1-N-(S-4-amino-2-hidroxibutiril)zentsmicina Cqy

Se disuelve el producto de la etapa A en
wa mezcla que consiste en 12 ml dq netanol y 3 ml Ade
aguz, se afiaden 20 mg de paladio sobre carbono al 100 y
se hidrogena a 4,0 atmdésferas a la temperatura ambien-
te. Después de 3 horas la reaccidén es esencialmente conm
pleta. Bl catalizador se separa por filtracidn y el fil
trado se liofiliza y se obtienen 46 mg de 1-N-(S-4-amino-
-Z-hidroxibutiril)gentanicina O, . RN (D,50) o 1,17 (34,

7255) 2,48 (3H, s, NCH,), 4,22 (1H, 44, J=9,5Hz,
4,0 Hz, cadena lateral CHOH) 5,04 (2H, m, H-1', y H—ﬂ“)
datos del Espectro de Masas: (M*HQO) n/e 532,
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Ejemplo 8

4-ﬁ}(§f4-amino-2—hidroxibutiril)gentamicina B

A. 4-N-(S-4-benciloxicarbonilamino—2~hidroxibutipril)~

pentamicina B

Se disuelven 3,39 g de sulfato de gentami
cina B en 48,4 ml de agua y se diluyen con 25,7 ml de
metanol. Se afiaden gota & gota con agitacidn 0,7 ml de
trietilamina. Se disuelven 1,67 g de N-(S-4-benciloxicar
bonilamin0a2~hid;oxibutiriloxi)succinimida en dimetil-

formamida y la solucién se aflade gota a gota con agita-

¢ién a la solucidn de asntibidtico. ILa solucién resulbtan

te se agita a temperatura ambiente durante 18 horas y
luego se concentra a vacio hasta obtener un residuo. El
residuo se disuelve con agitécién en agua y se-trata con
una solucidn de-hidréxido de bario diluida, hasta que el
pH se eleva a aproximadamente 8,0. Se separa el sulfato
de bario precipitado por filtracién empleando m coadyu
vante de filtracidén. El precipitado se ia#a con agua,

se juntan los filtrados y se lava y concentre a ¥acio
hasta sequedad. El residuo se cromatografia en una co-
luma que contiene 600 g de gel de silice empleando co-~
mo eluyente la fase inferior de un sistema de disolven~-
te que consiste en cloroformo:metanol:hidréxido de smo-
nio (1:1:1). Se¢ reune el material que se eluye inmedia-

tamente antes de la gentamicina B ¥ se concentran les
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fracciones reunidas hasta sequedad y con lo cual se ob-
tiene 1-H~-(S-4-benciloxicarbonilamino-2-hidroxibutiril)-
~-gentamicina B en forme de un sélido amorfo. Rendimiento
. 0,2 BN (D0):-d1,27 (3H, s, 0-GH;);5 2,51 (3H, s,
5 NCH;); 5,08 (M, 4, J=4Hz); 5,25 (1E, 4, J=3,50z).

B. 4l —(8-2t-gmino—-2-hidroxibutiril )gentemicina B.

Se disuelve el producto de.la etapa A en
wne mezcla gque consiste en 200 ml de agua y 8 ml de meta
nol. Se hidrogens el producto en presencia de 60 mg de

10 ‘paladio sobre carbono al 5% a 3,4 atmbsferas y a la tem
peratura ambiente durante 5 horas. El catalizador se se
para por filtracidén a través de wn coadyuvante de fil-
tracién. Se lavh la almobadilla de filtracidn con agua
¥ los filtrados se reunen y lavan. Los filtrados reuni

15 dos se concentran y lavan @ vacio hasta sequedad. Tl re
siduo se cromatografia sobre una columna de gel de sili
ce que contiene 10 g de gel de‘silice empleando como
eluyente una solucidén que consiste en c¢loroformo:meta-
nol:hidréxido de amonio (1:2:1)., Las fracciones que con.

20 tienen la mayor parte del componente polar se reunen, con
cenbran y liofilizan para dar 1ﬂﬂ-(g—#-amino-a—hidroxi—
butiril)gentamicina B. Rendimiento 12 mg.

De forma similar, se trata una cantidad equi
valente de los siéuientes antibidticos de 4,6-di~(aming

- 26.. glicosil)aminociclitol pard este procedimiento: gentumi

19-12~7%.
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¢ina G’I’ gentamicina Coy gen‘cémicina c2a’ gentamicina
4, gentaﬁicina X5, Antibiético G-418, Antibidtico
JI-20A, Antibidtico JI-20B, y gentamicina B’l'
Los productos respectivos se aislan en la
forma descrita en este Ea;emplo y se obtienen asi los si
guientes: 1—-_I_\T_-(§-4-émino-2-hidroxibuti:cil)gﬁentamicina
Cs» 1-N-(S~-4~amino-2~hidroxibutiril)gentanicina C,,
1-N-(8-4-smino-2-hidroxibupiril)gentamicina Cp , 1-N-.
-(S-4~amino-2-hidroxibutiril)gentamicina 4, 1-N-(S-4-

-amino-2-hidroxibutiril)gentamicina b O 1-N-(S-l-amino~-

. ~2-hidroxibutiril)antibidtico G-418, 1—y_—(§-4-am;no-2-

-hidroxibutiril)antibidtico JI-204, 1-N-(S-4-amino~2-hi
droxibutiril)antibidtico JI-20B, y 4-N-(S~-4-amino-2-hi-
droxibutiril}gentgmicina B, |

De forma analoga, por sustitucién de una

cantidad equivalente de l\T_—(_S_’-ll-sbenciloxicarboni];a)u;iino—

| ~2~hidroxibutiril)succinimida por ;N_—(ﬁ-}-bencilo”xfcgrb_g_

nilemino-2~hidroxipropionil)succinimida, y por brdta-

.m;ento de los antibiétj.cosentes~mencionados par'a; este- .

procedimiento, pueden obtenerse.los ‘productos siguien~
tes: 1-N-(S~3~amino-2~hidroxipropionil)gentamicina Cps
1-N-(8-3-amino-2-hidroxipropionil)gentanicina Cpy 1-H-
-(_S_—E-—amino—é—hidroxipropionil)gen’camicina Coys 1-H-

~(8~3-amino-2-hidroxipropionil)gentamicina X5, 1-N-(8-

.,rﬁ-amino-’a-hid.roxipfﬁ_‘qp ionil)gentamicina A, .1-N- (S~5-ami: °
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no-2-hidroxipropionil)-antibidtico G-418, 1-N-(S-3-zmi-
no-2-hidroxipropionil)antibidtico JI-208, 4-N~-(S-3-ami-
no-2—hidroxipro§ionil)antibiético JI-20B, y 1-H-(S-3-omi
no-2-hidroxipropionil)gentemicina B,.

Ejemplo 9

1-N-(S-4—~anino-2-hidroxibutiril)verdanicina

A, .1—N-(S-4—ftalimid0n2—hidroxibutiril)verdamicina

Se disuelven 5,00 g de sulfato de verdami

‘¢ina en 50 ml de agus y se afaden 25 ml de metanol. Se

afiaden 0,50 ml de trietilamina y se agitan durante 10

‘minutos. Se ailade gota a gota con agitacidn unma solu~

cién que contiene 2,5 g de N-(S-4-ftalimido-2-hidrcxibu
tiriloxi)suceinimida en 10 nl de dimetilformamida. Ia
mezcla se aglibta toda la.noche a temperatura ambienrte y
luego se concentra a vacio hasta obtener wn residuo. El
residud se cromatograffa sobre 160 g de gel de silice,

eluyendo con la fase inferior de una meszocla de disolven

. .te de cloroformo:metanol:hidréxido de amonio concentra-

B

“do (1:1:1). ®e combinan y evaporan las fracciones que

.. contienen el componente principal de la reaccién (deter

minado por CCD en placas de gel de silice) y se obtiene
con ello el compvesto de este Ejemplo como un sdlido
blanco amorfo.

B. 1-N-(S-4-amino-2-hidroxibutiril ))verdemicina

. Be disuelve el producto de la etapa A en
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40 ml de etanol y se afaden 0,2 g de hidrato de hidra-
zina. Ia solucidén se lleva a reflujo durante 3 horas, ¥
luego se evaporé a vacio basta sequedad. Bl residuo se

cromatografia sobre 160 g de gel de smllce, e1u3endose

con la fase inferior de una mezcla de disolvente de clo '

roformo:metanol:hidrdxido de amonio concentrado €¢1:1:1).
Se comblnan ¥y evaporan. 1as frac01ones que contiénen el
cOmpcnente principal de la reaccidn (detenmxnado por

COD en'placas de gel de silice) y se obtiene con ello

.el compuesto de este Ejemplo como wn s6lido blanco amor

.fo.

De forma similar, se somete a este proce~

dimiento una cantidad equivalente de los entibidbicos

siguientes: sisomicina, Antibidtico G-52, Antibidhico
66-40B, y Antibidtico 66-40D, '
Los productos respectivos se aislan en la

forma descrita y sSe obbtienen con'ello los s1gu1entee~

. 1-N-(8-4~amino~2~hidroxibutiril)sisomicina -N—(S«#— .

~amino~-2-hidroxibutiril)antibidtico G-52, ’]-—N—-(S—l#-amn.—

no)-2-hidroxibutiril)antiviético 66-40B, ¥ 1-N-(S—4-ami ‘
no~2-hidroxibutiril)antibidtico 66-40D.

De forma andloga, por sustitucién de una

cantidad equivalente de N~(S-4-ftalimido~-2-hidroxibuti-

riloxi)succinimida por N-(S-3~ftalimido~2-hidroxipropigo

.niloxi)succinimiaa, y por tratamiento de los antibidti-
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cos antes menbionados pare este procedimiento puedenvog
tenerse los productos siguientes: 1=N-(S-3-amino-2-hi-
droxipropionil)sisomicina, 1-N-(S~-3-amino-2-hidroxipro
pionil)antibiético G-52, 1=~N-(S-3-amino~2-hidroxipropio
nil)antibiético 66-40B, y 1-N-(S-3~amino-2-hidroxipro-
pilonil)antibiético 66-40D.

Los compuestos de este invento son agentes
antibacterianos de amplio espectro que exhiben ventajo
semente actividad contra michos organismos, y que son
resistentes a sus precursores no sustituidos en 1-N.
As{, los compuestos de este invento pueden emplearse so
los o en combinacidn con otros agentes antibidticoé.par
ra impedir el desarrollo o reducir el mimero de bacte-
rias en diversos aembientes. Los compuestos de este inven
to son més activda contra muchos oéganismos que inécti—
van los antibiéticos originales por acetilacién del,gng
po 3-amino y/o por adenilacién del grupo 2"-hidroxilb.
Asi, los compuestos de este invento tienen el pot;neial
de llegar a ser agentes antibacterianos y pueden em-
plearse para 1os mismos usos que sus antibiéticos (ori
ginales) no derivados de otros, por ejemplo pueden em
plearse como liguido de enjuague bacteriostdtico para ma
teriales de vidrio de hospitales, instrumentos quirdrgi
cos, tubos de Dbaflo o para limpiar zonas en donde estén

alojados los animales de laboratorio, o0 similares.
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Ademds de su utilidad como agentes anti-
bacterianos, los compuestos de este invento se usan co
mo intermedios en la preparacién de una nueva clase de
compuestos que- poseen tgmbién-ac‘cividad antibacteriana

5. inesperadamente mejorada. Ia prueba de este utilidad
puede encontrarse en la patente "belg;a No 818.431. Con-
prendidos en esta patente estén ios 4,6-3i~(aminoglico

- §11)~1,3-diaminociclitoles sustituidos en 4- en -donde
el sustituyente en 1-N es, entre otros, §_—4-—am:i.no—2-hi—-'

10 . droxibutilo o §~3~smino-2~hidroxipropilo. Bstos cbmpue_s_
tos pueden obtenerse por reduccidén de los compuesios del
presente invento de acuerdo con procedimientos tipicos.
Ios agentes ae re'duccién preferidos son los h:‘.d-;:uifps ¥
10s borohidruros de esluminio. -

15 En general, la dOSificécién administrada
de los compuestos de este invento dependeri de Q-a.‘ ‘gdad

P et

¥ .del peso de la especie de animeles que han de 5,;.1:. tra
tados, del modo de sdministracién, y del tipo ‘y:gz,:elve-
dad de la infeccidn bacteriena que ha de ser 9v;’ft;at&a o
20 - reducida. En general, la dosificacidn de los deriviados
de los 4,6-di-(aminoglicosil)~1,3~diaminociclitoles en
pleados para combatir una infeccién bacteriana seri si
nilar a los requisitos de dosificacién de los correspon
dientes 4,6-di-(aminoglicosil)-1,3~disminociclitoles no
25 sustituidos en 1-N.

19-12-74.,



Los compuestos de este invento pueden ad-
minisbrafse por.via oral. También ﬁueden aplicarse por
via tépica en f&rma de ungiientos, tanto hidrdéfilos como
hidréfobos, en forma de locliones que pueden ser acuosas,

5 1o acuosas o del tipo emulsién o en forma de cremas. Ex
cipientes farmacéuticos Gtiles en la preparacién de ta-
les formulaciones incluirdn, por ejemplo, sustancias ta

. les como agua, aceites, grasas, poliéstefes, polioles ¥y
similares.

10 Para la administracién bor via oral de
.los compuestos de este invento pueden ser formulados en
forma de tabletas, cdpsulas, elixires o simiiare;wo inclu
‘so pueden meZclarse con piensos para animales.‘Es en eg
tas formas de dosificacidn en las que los ageﬁtéé anti~-

15 bacterianos son mids eficaces para el tratamiento de in-
fecciones bacterianas del tracto gastrointestingi;‘las
cuales infecciones causan diarrea. o

. En generél los preparados para vié”tépica

o contendrén desde apfoximadamente 0,1 a aproximadamente .

20. - 3,0 g de los compuestos del invento por 100 g de unglien -
to, cremas o lociénm. Lés preparados para via tépica se
aplican de forma usual moderadamente & lesiones, alrede
dor de 2 a 5 veces al dia.

Los agentés antibacterianos de este inven

25- . to pueden utilizarse en forma liguida teles como solu~- »
19-12-74,
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ciones, suspensiones y similares para empleo dtico y
éptico y pueden también administrarse parenteralmente
por inyeccién intramuscular. La solucidn o la suspen-
sifén inyectable se administrard generalmente en canti
5 dades de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 15 mg
de agente antibacteriano por kilégramo de peso corpo-
ral por dia dividida en aproximadamente 2 a 4 dosis. Ia
dosis precisa depende de la fase y gravedad de la in-
feccidn, la susceptibilided de los organismos infec-
10 - ciosos al agente antibacteriano y las ceracterisiicas
individuales de la especie animal que ha de ser trata-

da.

15 o'.,
REIVINDICACIONES
20
Los puntos de invencién propia y mieva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencién en Espafia, son los que se recogen'en
25 las reivindicaciones siguientes:

29.8.76 - 48 -
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18,- Procedimiento para la preparacién de deri
vados de diaminociclitoles, concretamente derivados sus-
tituidos en 1-N de los 4,6-di=(aminoglicosil)-1, 3~diamino
ciclitoles gentamicina A, gentamicina B, gentamicina Bl
gentamicing Cl’ gentamicina Cla' gentamicina 02, genta—
micing c2a’ genbamicina X5 sisomicina, verdamicina, An-
tibiético G-418, Antibiético 66-40B, Antibiético 66~40D,
Antibidtico JI-20A, Antibidtico JI-20B y Antibidtico G-52,
en donde el sustituyente en 1-N se designa por X, que re
presentat S-3-amino-2-hidroxipropionilo o S~4-amino-2-
=hidroxibutirilo con la condicién de que, en el caso de
le gentamicina C;, gentamicina C,, ¥ gentamicina J,, X
88 S-3-amino~2«hidroxipropionileo; y de sus sales de adi

cién de dcidos farmacéuticamente aceptables; que conw

~ prende tratar uno de los 4,G-di-(aﬁinoglicosil)—i;3~di§

minociclitoles antes mencionados que pueden tener-gfupos
protectores del grupo amino en cualquier posicién Ajs-

tinta de la posicién 1 con un dcido de la férmla

HO - X!
en donde X es un grupo como se ha definido para X ante-
riormente, en donde el grupo amino y/o0 el grupo hidroxi

pueden estar protegidos, en presencia de una carbodiimi

da, 0 con un dexrivado reactivo de dicho dcido anterior,
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eliminar todos los grupos protectores presentes en la
moléeula y aislar el derivado como tal o como una sal
de.adicidén de 4cido farmacéuticamente aceptable.,

28 ,~ Procedimiento segin la reivindicacién 18,
en donde se emplea uno de los 4,6-di-(aminoglicosil)-
-1, 3~diaminociclitoles sifiientes: gentamicina A, gen-
tamicina B, gentamicina B1, gentamicina 01, gentamicina
C1a’ gentamicing CZa’ gentamicing X2, sisomicina, verda
micina, Antibiético G-418, Antibiético 66~40B, Aptibid—
tico 66-40D, Antibidtico JI-204, Antibidtico JI-20B y
Antibibtico G52, ,

32 ,- Procedimiento segin las reivindicéciones
12 6 28, on donde se emplea uno de 10s 4,6-di-(aminogli
cosil)—~1, 3~diaminociclitoles siguientes: gentamiéiﬁé 4,
gemtamicina B, gentamicina B, gentamicina Cp,, zentami
cina X,, siscmicina, verdamicina, Antibidtico G;ETB, an
tibiético 66~40B, Antibiético 66-40D, Antibidtic;;JI—ZOA.
Antibidtico JI-20B, y Aptibi6tico G=52.

48 ,— Procedimiento segin las reivindicaciones
12 6 28, en donde como uno de los compuestos de partida
de 4,6-di=-(aminoglicosil)~-1, 3=diaminociclitol se emplea
gentamicina C1a,'gentamicina B, Antibiético JI-204, An
tibibtico 66~40B, Antibidtico 66-40D y sisomicina que
tiene un grupo protector del grupo 6'=amino,

&,.~ Procedimiento segin le reivindicacidn 48,

- 50 =
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en donde el grupo protector del grupo amino es tri-
fluoroacetilo o t-butoxicarbonilo.

68 ,~ Procedimiento segin las reivindicacio-
nes 1&¢ 6 28, en donde la gentamicina 01 que tiene gru
pos protectores del grupo amino en posiciones 2' y 3 se
emplea como compuesto de partida de 4,6-di-(aminoglico
8il)-1, 3-diaminociclitol.

78 .,~ Procedimiento segin la reivindicacién 68,
en donde los grupos protectores del grupo amino son tri
fluoroacetilo.

88 .~ Procedimiento segin la reivindiecacién 18,
en donde como uno de los compuestos de partida de 4,6-
~di-(aminoglicosil )~1, 3=diaminociclitol se emplea gen-
tamicina A, gentamicina B1, gentamicina 02, gentamicina
C,,s gentamicina X,s verdamicina, Antibidtico G-413, An
tibiético JI-20B y Antibidtico G-52 que tienen grupos
amino libres.

.- Procedimiento segin una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 38, en donde el 4,6-di-(aminocgli
cosil )~1, 3=diaminociclitol se neutraliza parcialmente por
formacién de una sal de adicién de 4cido.

108 .~ Procedimiento segin la reivindicacidén 92,
en donde el compuesto de partida de 4,6-di-(aminoglico
sil)-1, 3-diaminociclitol se neutraliza con (n-1) equiva

lentes de dcido, siendo n el mimero de grupos amino de

- 5]



la molécula.

112 .~ Procedimiento segin una cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 108, en donde como agente de
acilacién se emplea un derivado reactivo del 4cido

5 HO=X', -

128,~ Procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 118, en donde el derivado reacti
vo del 4cido OH-X' es un éster, una azida, un derivado
de imidazol o el anhidrido.

10" 132,~ Procedimiento segin una cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 128, en donde el derivado reagc
tivo del dcido HO-X' es el éster de N-hidroxisucciaimi
dilo.

148 .~ Procedimiento segin cualguiera de las

15 reivindicaciones 12 a 132, en donde X' es S-3-amiao-2-
~hidroxipropionilo o S-4~amino~-2-hidroxibutiriloc que
tiene un grupo protector del grupo amino.

158 .= Procedimiento para la preparacidén de de
rivados de diaminociclitoles.

20 Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de cincuenta y tres hojas
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escritas a miquina por una sola cara.
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