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i Micromonospora sagamiensis, Micromonospora ‘echinospora y

Jdnorgénicas y factores promotores del crecimiento ¥y se culti-

columna utilizando celulosa, Sephadex, alSmina y gel de sili-

- ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Este invencién se refiere a un derivado del antibid~-
tico XK~62-2 y mds especificamente al derivado identificado
como 1-N-(a-hidroxi-B-aminopropionil)-XK-62-2 y a la produc-

cién del mismo. En esta invencidn, el derivado puede encontral

L 2

se en la forma D,L o DL,
En pocas palabras, como se describe en lg solicitud
de patente estadcunidense ndmero de serie 364.058, el antibid

tico ¥K-62-2 se produce cultivando actinomicetes tales como

Micromonospora purpurea por los métodos habitualmente emnlen—

dos en el cultivo de actinomicetes. Més especificamente, las
cepas de los microorganismos antes mencionados, como

Micromonospora sagamiensis ATCC 21826, ATCC 21827, ATCC 21803

¥ ATCC 21949, son inoculadas en un medio liquido gue contie-
ne una fuente de carbono que puede utilizar el microorganismo,
tal como azicares, hidrocarburos, aleoholes, 4cidos orgdnicos

ete; fuentes nitrogenadas orgdnicas o inorginicas y sales

va a 25-40°C durante 2 a 12 dfas, hasta que se detecta una

actividad antibacteriana sustancial en el 1{guido de culiivo.
El aislamiento y la purificacién del XK-62-2 se realiza mediag;
te uha combinacién de técnicas de adsorcidn y desorcida de re-

sinas cambiadoras de ibn y ds carbén activo y cromatografis en

ce. De esta forma, puede obtenerse el XK-62-2 en forma de una
sal o en forma de base libre.

a El XK-62-2 es una sustancia bdsica y se obtiene en foy
ma de polvo blanco., El XK-62-2 resporde a la férmula moJecular

H41N507 y tiene un peso molecular de 463n Lz susiancia es
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totalmente soluble en agua y metanol, ligeramenie soluble eﬁ

etanol y acetona e insoluble en cloroformo, henceno, acetato

de etilo y n-hexeno.

COMPENDIO DE LA INVENCION
De acuerdo con esta invencidn, se produce un nuevo
compuesto antibacteriano modificando quimicamente el antibid-

tico XK-62-2 gue responde a la siguiente fémmula estructural:

4t 5"—————NHCH3

El derivado de XK~62-2 de esta invencidn presenta

una intensa actividad antibacteriana contra diversas bacte-
rias Gram-positivas y Gram-negativas y especialmente ejerce
una'aetividad_antibacteriana notablemente intensa contra las
bacterias que son resistentes a los conocidos antibidticos
aminoglicésidos incluidoé el XK-62-2. Por consiguiente, el
antibidtico de la invencién es dtil para limpiar y desinfec-
tar el material de vidrio de laboratorio de los instrumentos
quirdrgicos y tembién puede ser utilizado en combinacidn coﬁ
diversos jaﬁones con fines de esterilizacidén y'en la limpie~
za y esterilizacidén de salas de hospitales y Zonas utilizadas

.

para la preparacién de alimentos, Ademds, se espera que el de

t
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'para-1-N-(a—hi&roxi—B—aminopropioni})»XK—62—2 de férmula:

- | minar los grupos protectores sustitufdos de “forma conocida,

rivado sea eficaz para el trataniento de diversas infecciones
tales como las del tracto urinario y las infecciones respira-
torias, inducidas por diversas bacterias flogdgenzs, por ejem

plo Staphilococcus aureus, Sarcina lutea, Escherichia coli,

Pseudomonas zeruginosa y Proteus.

Méds especificamente, el nuevo derivado de XK-62-2 o
sus sales de adicidn de écidoé, 1o téxicas y farmécéuticamen-
te aceptables, se preparan introduciendo un grupo a-hidroxi»
f-aminopropionilo en el. grupo amino ligado 2l 4tomo de earbo-~| -
no de la posicidén 1 de XK-62-2. |

- Por lo tanto, de acuerdo con esta invencidn, se pre-

HO N
l— H
CH3

acilando el XK-62-2 con un agente acilante capaz de introdu-~
cir un grupo a-hidroxi-B-amino sustituido-propionilo en un gry

Po amino, para preparar un compuestc intermedio ¥y después eli '

5i se’'desea, el 1-N-(a-hidroxi-B-aminopropionil)-XK-62-2 pue-

de ser convertido después en sus sales de adicidn de Acidos,
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‘ forma D,L o DL.

no tdéxicas, por métodos convencionales.

Fn un método mds preferido, puede obtenerse un mayor
rendimiento del compuesto de la invencidén protegiendo los
grupos amino ligados g los dtomos de carbono de las posicio-
nes 2‘.y/o 6' del XK-62—2 con grupos protectores adecuados,
entes de la reaccidn de acilacién para introducir un grupo
a~hidroxi-B-amino sustitufdo-propionilio.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

I. Acilacién del XK-62-2

De acuerdo con esta invencidn, la base libre dei com~
puesto XK-62-2 se hace reaccionar con un agente ascilante, es
decir, un compuesto capaz de introducir un grupo a-hidroxi—§-
amino sustituido-propionilo donde por lo menos uno de los '
dtomos de hidrégeno del grupo P-amino ha sido sustitufdo por

unt grupo protector, en un disolvente adecuado, parz preparar

un compuesto intermedio con uno de los dfomos de hidrdgeno del

grupo amino ligado al 4dtomo de carbono en la posicidn 1 del
XK~-62-2 sustituido por dicho grupo acilo.

Como agente ascilante, puede utilizarse el 4cido a-hi-
droxi~B-amino sustitufdo-propidénico y sus derivados con capa-

eldad acllante., El agente acilante puede encontrarse en la

La reaccién se lleva a cabo en uno o mds disolventes
seleccionados, segin la naturaleza del agente acilante, entre
el grupo formado por fetrahidrofurano, dimetilformamida, dime
tilacetamida, alcoholes inferiores, dioxano, éter dimetflico
de etilenglicol, piridina y agua. Si es necesario, se afiade
wn agente deshidratante y/o condensante comé diciclohexilecar-
bodiimida. La temperatura de reaccién estd comprendida entre

-50° y +50°C, preferiblemente entre -20 y +20°C,




"10

18

20

25

30

Habitualmente, se emplean de 0,4 a 2,5 moles, prefe~
riblemente dé 0,7 a 1,5 moles, del agente acilante por cada
mol de XK-62-2. Cuando se vtilizZa una cantidad mayor, por.
ejemplo 5 moles del agente acilante o cuando la reaccidn se
lleva o cabo a temperatura elevada, por ejemplo 100°C, 1a
reaccidén puede transcurrir pero se reduce considerablemente
la selectividad de la posicidn en la cual se introduce el gru
po acilo o, si no, se degcompone el agente acilante., Por con
siguiente, el fendimiento del compdesto intermedio en la mes:
cla de reaccidn disminuye. ‘

Como grupo protector del agente acilante puede utili-
zarse cualquier grupo protector ficilmente eliminable, habi-
tualmente empleado en la sintesis de péptidos. Este grupo
protector y el correspondiente reactivo protector que puede
introducir el érupo protector estdn descritos en M. Bodanézky
y colaboradores: Peptide Synthesis, pdgs. 21-41 (1966) (thn
Wiley and Sons, Inc., Estados Unidos); ¥y be Kagpoor: Journal
of Pharmaceutical Sciences, vel. 59, nigs. 1-27 (1970).

La Pabla I dada a coutinuacidn contiene ejemplos de
los grupocs protectores preferidos y ée los correspondientes

reactivos,
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Grupo protector

TABLA I

Reactivo protector

2

0
R .
SHpe 0=
R

s
HyC~0-0-C-
I

i
CH;~0-C-
0
I
C ol ~0-C

33-CH2—C-

R

Ry

R

Ry

2

' 2:2é%§£>"0H2“0"E“0

0
{

H,C~C-0-C-N

3 3

CH3

0
CHB»O—CAX

02H5-0~C~X

I
Ry~CH,~C-X

l
Ry~CH,~C~0H

oF

0

f>__

N

<<§§i>;—sF—-OH
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TABLA T (continuacidn)

Grupo protector . Rezctive protector
: Q

R 0 , 0N,
- o %5@

7

,
En los grupcs y en los reactivos protectores indica-

dos en la Tabla I anterior, R1 v 32 pueden ser igugles ¢ di--
ferentes y representan H, OH, Noz, €1, Br, I, grupos alquilg
de 1 a S-Qtomos de carbono o grupos alcoxi de 1 a 5 Atomos
de carbono; R3 es H, F; C1, Br, I o un grupo alguilo de 1 a 5
dtomos de carbono y X es C1, Br o I.

Como derivados de dcido a~hidroxi-pB-amino sustitufdo-
proﬁidnico que tienen la capacidad de aciiar ¥ que se ubili-
zan como agente acilante, podemos mencionar los haluros de
4dcido, azida de 4cido, anh{dridos mixtos y ésteres reactivos.
Estos derivados se utilizan Eabitualmente en la sintesis de
péptidos. Se describen ejemplos de estos derivados en M, Bo-
danszky y colaboradores: Synthesis, pdg. 453 (1972) y en
M. Boéanszky ¥y colaboradores: Peptide Synthesis, végs. T5-
135 (1966) (John Wiley and Sons, Inc., Estados Unidos).

Como derivados preferidos, son apropiados los gque tie-
nen una estructura con el grupo hidroxi del grupo carboxi del
dcido a-hidroxi-fB-amino sustitufdo-propidnico sustitufdo por

uno de los siguientes grupos:

0 .
(=N -0 N02 $ -0 NOE ’

S
0 O N
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"jo=hidroxi-B-carbobenzoxiamino~propidnico con N-hidroxisuccini-

!
—O.

2
@

¢1, Br, I, -N, o R,0000-, donde R, es un grupo alquilo de 1 =

3 4
7 &dtomos dé carbono o un grupo fenilo, Especialmente preferie-
dos son los derivados con una estructura cmyo'grupo CH esatd

3 0
sustituido con N

o
>

Asi, se proponen diversos agentes acilantes. Entre

ellos, se recomienda como el mds preferido el ésier de N-hidrd-
xisuccinimida del 4cido a~hidroxi-S-carbobenzoxiamino-propid-

nico de férmula: 0

Y
@cxiz-o-L-NH-CHZ—CH-c[-M N

0

Bste agente acilante se prepara por reaccidn de deido

mida, en presencia de un agente deshidratante y condensante,
por ejemplo diciclehexilcarbodiimida., El agente acilante pre-~
parado de esta forma,., naturalmente, puede ser aislado de lg
mezcla de reaccidn y después puede reaccionar con el XK-62-2
0 bien la mezcla de reaccidén puede reaccionar directemente
con el XK-62-2 sin aislar el agente acilante.

Debe entenderse que los derivades de écido a-hidroxi-
B-amino sustituldo-propidénico donde el grupo hidroxi del gru-—

po carboxi estd sustifuldo con otros grupos distintos del des-|
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crito anteriormente, pueden ser preparados de forma conoci~

- 10 -

da y son-acéptables para la reaccién de la invencidn,

-+ El compuesto intermedio asi preparado puede ser aisla-
do de la mezcla de reaccidn, purificado y utilizado como mg-
terial de partida pafa la rezcecidn posterior. Sin.embargo,

se prefiere que, una vez completada la reaccidn, la mezcla de
reaccidn se utilice como material de vartida para la reaccidn
posterior, sinlpurificacidn. Este dltimo método es ventajoso
porque simplifica las etapas y aumenta el rendimiento de re—
cuperacién.

Si es nécesario, el compuesto intermedio puede ser fé-
cilmente aislado y purificado-por métodos convencionales, por
ejemplo por cromatografia en columna empleando adsorbentes ta
les como resinas cambiadoras, gel de silice, aldmina y celulo-
sa o cromatografia en capa fina empleando gel de silice, ald-
mina y celulosa. '

II. Eliminacidn del crupo protector

El grupo protecior del grupo amino conienide en el‘
compuests intermedio preparado en la etapa I anterior es des-~
pués eliminado para preparar el 1~N-(a-hidroxi—B¥amino—propio—
nil)-XK-62-2, -

Lz eliminacidn del grupo protector puede efectuarse
por métodos convencionales, Por ejemplo, cuando los grupos Pro]
tectores formen un grupo ftaloilo, le eliminacién se realiza
con hidrazina; cuando el grupo protector es un grupo carbome-
toxi o carboetoxi, la eliminacidn se realizag con hidrdéxido bi-
rico; cuando el grupo protector es un grupo terc-butoxicarbo-
nile, la eliminacidn se realiza con 4cido férmico o Zecido tri—
fluoracético; cuando el grupo protector és un grupc tritilo,

la eliminacidn se realiza con deido acético o dcido +rifluore
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-talizador metdlico, seleccionado entre paladio, platino, ro-

-1

acédtico; cuapdo.el grupo protector eé un grupo ortonitrofenil)
svlfenilo, la eliminacién se realiza con dcido acético o deil
do clorhidrico; y cuando el grupo protector es un grupo clo-
roacetilo, la eliminacién se realiza con 3-nitropiridin-2- ]
tiona [;itada por K..Undheim ¥y colaboradores: Journal of the
Chemical Society, Perkin Trensactions, Parte I, pdg. 829
(1973)J. |

 En wiz realizacidn preferida, el grupo protector del
compuesto intermedio es un grupo benciloxicarbonile y la eli-

minacién se realiza por hidrogenolisis en presencisz de un ca-

dio y niquel Raney, preferiblemente»cqtalizador de paladic so
bre un soporte'de carbén éctivo, en por lo menos un disol-
vente seleccionado entre el grupo formado por agua, fHetrahi-
drofurano, dimétilacetamida, dimetilformamida, alcoholes infe+
riores, dioxano, éter dimetilico de etilenglicol y)b pirigi-
na, preferibléemente ura mezcla de agua y metanol (1:1); en
presencia de una pequefia cantidad de dcido clorhidrico, ééido
bromhidrico, dcido yodhi{drico o .4cide acético, preferiblemen-
te dcido acético, y a la temperatura ambiente y presién atmos-
férica, '

El 1-N-({a-hidroxi-f-aminopropionil )-XK~62~2 asi prepa-
rado es aislado de la mezcla de reaccidén y purificado de for-
ma, conocida. Por ejemplo,tel compuesto se alsla y purifica '
por cromatografia en columna'utilizando un adsorbente tal co~
mo resinas cambiadoras de ién, gel de sflice, alimina, celulo-
éa, Sephadex, etc, ¢ cromatografia en carpa fina empleando gel
de silice, altmina, celulosa, ete. .

Si. se desea, el 1-N-(a-hidroxi-B-amincprepionil)-XK-624

preparado de acuerdo con lo anterior puede ser convertido en
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m3lico, citrico, mandélico, tartidrico, ascdrbico, ete,

- 12 -

sales de adicidén de dcidos, no téxicas y farmacéuticaﬁente
aceptables (monosales, disales, trisales, tetrasales o pen-
tasales), por métodos convencionales tales como la interaccidn
de un mol del compuesto con 1 a 5 moles de un &cido no téxi-
co y farmacéuticamente aceptable. En esta invencién, los dei-
dos no téxicos son los 4cidos inorgdnicos tales como clorhi-
drico, bromhidrico, yodnidrico, sulfirico, fosférico, carké-

nico, ete, y los dcidos orgdnicos como acético, fumédrico,

Aunque el método anterior cumple los objetivos de la
inveﬁcidn, se ha encontrado gque por blogueo de grﬁpcs amino
espeéificos del XK-62-2, puede aumentarse el rendimiento de
compueste de la invencién, . _

Como ya se ha mencionado, ol compuesto de la invencidn
se prepara introduciendo un grupo a-~-hidroxi-B-zminopropioni-
1o en el grupo amino unido al Ztomc de carbono de la pogicién
1 del XK;62—2. Se ha encontraﬁo que entre los grupos amino gue
posee el XK-62-2, el grﬁpo amino ligado al dtcmo de carbono
de la posicidn 2' es més reactivo que el ligado al Atomo de
carbono de la pésicidn 1.,?or consigﬁiente,.es preferible pro-
teger el grupo amino ligado al dfomo de carbono de la posicidn
2' antes de la regccidén de acilacién para introducir el grupo
o-hidroxi-p-aminopropionilo, También se ha enconbradc que,
aungue el grupo zmino ligado al dtomo de carbono en la posi-
cidn 3 es menos reactivo que el ligado al 4tomo de carbono’ en
la posicién 1, se vuelve mucho mencs reactivo cuandio el dtomo
de hidrdgeno unido al Atomo de nitrdgeno del grupo amino ligén
do al 4tomo de carbono de la pesicidn 6' es sustituido por
un grupo protector., Ademds, se ha encontrado gue el grupo ami-

. .
no ligado al 4tomo de carbono en la posicidn 3" es mucho menos
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| duce una mezclg de un compuesto en el que estd protegido el

lgeno del grupc amino ligado al dtomo de carbono de la posicién

- 13

reacfivo que el ligado al dltomo de carbono en la posiéién 1;
Por consiguiente, es conveniente que ambos grupos amino liga-
dos a los 4tomos de carbono en las posiciones 2' y 6 seén
prbtegidqs antes de la reaccidn de acilacidn.

Pricticamente, cuando se intenta la proteccidén del grut

po amino ligado al 4tomo de carbono en la posicidh 2', se pro-

grupo amino ligado al dtomo de carbono en la posicidn 2%, un
compuesto en el que estdn protegidos los grupos amine ligadcs
a los. éfomos de carbon§ en las posiciones 2V y &' y un com-
puesto en el que estd proteéido el grupo amino 1iga§o al 4to-
mo de carbono en la posicidn 6. .

A. Proteccidn de los grupos amino lizados a los dtomoz de car-

bono en las posiciones 2' y/o 61

El-XK~62-2 se hace reaccionar con un reactivo protectox
del amino, en un disolvente adecuado, para preparar por lo ﬁe—
nos uno de los compuestos siguientes: un compuesto con una es
tructura en la que estd sustitufdo el dtomo dé hidrégenc unido
al dtomo de nitrégeno del grupc metilamino ligado al dtemo de
carbono de la posicidn 6' del XK~62-2 (compuesto intermedio
IIA); un compuesto con una estructura en la gque ésté sustitul-
do por lo menos vno de los 4tomos de hidrdgeno del grupo ami-
no ligado al 4dtomo de carbono ée la posicidn 2' del XK-62-2
(compuesto intermedio IIB); y un compuesto coﬁ ung estructura
en la que estd sustitufdo el 4tomo de hidrégeno unido al Ato-
mo de nitrdégeno del grupo métilamino ligado al dtomo de carbo-|.

no de la posicidén 6' y por lo menos uno de los atomos de hidrd
y NG 2

2' del XK-62-2 (compuesto intermedio IIC). Habitualmente, es-

L
tos compuestos intermedios se obtienen en forma de mezcla.

|
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Lé reacéién del XK—62-2 con el reactivo protecfor del
amino se 1leva é cabo bajo 1as condiciones habituzlmente em-
pleadas en los métodos convencionales de proteceidn de los
grupos amino, tal como se ha descrito anteriormente., B gene-
ral, se utilizan de 0,5 g 4,5 moles del reactivo protector
por cada mol de XK~-62-2, Ia ¥eacci6n se efectda entre -50°C
y +50°C. '

En este ééso, no es conveniente utilizar ung cantidad

mayor del reactivo protector o efectuar la reaceidn a tempe~
raturé elevads éorqueg bajo estas condicicnes, el giupo bro—
tector tambidn gs introduecido én el grupo amino ligado al 4io-
mo de carbono dé{la posicidn 1. Con objeto de proteger selecti
vamente solo 1os:grupos amino iigados a los 4tomos de carbono
de las posicioﬁés 2 y/o 6', se recomienda el uso de 0,7 a
2,6 woles del agenite protector por czda mol de XK-62-2 y efec—
tuar la reac¢idn a una temperatura comprendida enire -20° y
20°¢, ' , .
- El disolvente para la reaccidn puede ser por lo menos
wno seleccionado-entre el grupo;formado por.tetrahidrofurano,
dimetilacefamida,,dimetilfofmamida, a2lcoholes infariores, dio-
xano, éter dimetdlico de etilené;icol, piriding y/o agua.

Como reactivo protector del amino, puederutilizarse
cualguisra de los reactivos Protectores capaces de introducir
grupos protectores ficilmente eliminables que Son habitualmen-
te smpleados en la sintesis de péptidos. Los reactivos protec-
téres preferidos son compuestos indicados en la Tabla I ante-
rior, : .

Los compu9§tos intermedios IIa, IIB y 1IC del XK-62-2
pueden ser utilizados pare la Teaccidn posterior tal como es-

t4n, sin aislamiento ni purificacién. Sin embargo, si se de-

3
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sea, los compuestos intermedios pueden ser aislados y purifi~

lacilante por cada mol del compuesto IIA, IIB y IIC, Cuando se

- 15~

cados- por métodos convencionales.

B. Acilacién del grupo amino ligado al dtomo de carbono en la

' posicidn 1

Por lo menos uno de los compuestos intermedios IIA,

IIB y 1IC preparados en la anterior etapa A se hace reaccional

con un agente acilante, es decir, 4cido c~hidroxi-f-amino sus-
titufdo~propidnico o derivados dei mismo con capacidad péra
acilar, en.-un disolvente adecuado, para preparar por lo menos
uno dé los compuestos intermedios IIIA con una estruciurs en
la que uno de los 4tomos de hidrdgeno del grupo amiho ligado
sl 4tomo de carbono en la posicidn 1- del compuesto intermedio
IIA estd sustitufdo por un grupo a-hidroxi-B-amino sustituiadm
propionilo; un compuesto intermedio IIIB con una gst;uctura
en la que uno de los dtomos de hidrégeno del grupo amino liga+t
do al 4tomo de carbono en la posicién 1 del compuesto interme
dio IIB estd sustitufdo por un grupo a-hidroxi-B-aminoe sus-
titufdo-propionilo; y un compuesto intermedio IIIC con wuna
estructura en la que uno de los dtomos de hidrégeno del grupo
amino ligado al 4tomo de cafbono en la posicién 1 del compues-
to intermedio IIC estd sustitufdo por un grupo a-hidroxi-S-
amino sustituido-propionilo. .

- Ia etapa de acilacién y la de aislamiento de los com-
puestos intermedios IIIA, IIIB y IIIC puede ser llevada a ca-
bo de la manera descrita en la etapa de acilacién I de
XK~62-2, descrita anteriormente, a exXcepcién de que se ubili-

zan 0,5-1,5 moles, preferiblemente 0,7-1,2 moles, del agente

emplea una cantidad mayor, por ejemplo 3 moles del agente aci-—

.
lante o cuando la reaccidén se lleva a cabo a temperatura ele—
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‘vada, por ejemplo 100°C, puede transcurrir la reaccidn pero '
se reduceilé selectividad de la posicién en la cuzl se intro
duce un grupo o-hidroxi-B-amino sustiiufdo-propionile o bien
se descompone el agente acilante. Por consiguiente, @isminu-~
Yen los rendimientos de produccién de los compuestos inter-
medios IITIA, IIIB y IIIC. |

C. Eliminacién del grupo protector

la eliminacidn de los grupcs proteciores de les com—
puestos as! preparzdos IIIA, IIIB y ITIC para preparar el

1~N-(a-hidroxi-B-aminopropionil)éXK—62—2 ge 1lleva a cabo en 14

compuesios resultantes en sales de adicidn de 4cidos no t6xi-
c0s se realiza por métodos conccidos en 1la técnica.

| Los producfos obtenidos por eliminacidn del grupo
protector deé los compuestos intermedios presentan las mismas
caracteristicas en el espectro RX ; espectro de absorcidn
infrarrojo, punto de fusién, fotacién especifica, andlisis
elemental y CIM contra diversas hecteriss. Baséndose en esfos
datos, los productos son identificados como 1-N~(-a~hidroxi -
B~aminoprogionil)-YK-g2-2,

El 1—N—(auhidroxi»B-aminopropionil)-XK%62-2 de esta
invencidén presenta excelente actividad antibacterianas. Es eg-
pecialmente notable el hecho de qQue &l compuesto ejerce una
intensa actividad antibacteriana contra variedades de

Escherichia coli con factores R que indican resistencia a los

antibidticos aminoglicdsides conocidos,

La Tabla II ilustra el espectrc antibacteriano de la ‘
kaﬁamicina A; gentamicing C1a, ZK-62-2 y las’formas Dy.L y
DL del 1—N—(quhidroxi-B—aminopropionil)-X -62-2 contra diver-

sas bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, determinadas
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por el método de dilucidn en dgar aka 8,0.

Comparando la concentracidn minima de inhibicidn mos-
trada en la Tabla II, es evidente que el compuesto de esta .
invencién posee una intensa actividad antibacteriana. Es ca-

racteristico que el compuesto presente una intensa actividad

antibacteriana especialmente contra Escherichia coli KY 8327

y 8348, _
En la Tabla II, Escherichia coli KY 8327 y KY 8348 pro-

ducen Trespectivamenie . goentamionmw
cin-adeniliransferasa y gentamicin-acetiltransferasa Tipe I,
intracelularmente. Ia ﬁrimera bacteria inactiva a las kenzmi~
cinas y gentamicinas ﬁor adenilacidn y la Wltima inactiva a
las gentamicinas por acetilacidn.’

Ademds, los egpectros antibacterianocs del 1—N—(a-hidro~
xi-P-aminopropionil )-XE~62-2 (en las formas D,L y DI) en com-
paracién con la kanamicina A, complejo de gentamicina @

(01, Cig ¥ 02) y XK-62-2, medido por el método de dilucidn
en égar a pH 7,2 estdn indicados en la ahla III dadsa a con~

tinuacidn,
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1 ' : ABIA Iy
! . Especiro antibacterizne (n‘,ont':e‘-:)"srz,r':‘i.qinf ;-1,§,ma de
oy ~.—‘-~."’:_"“_
5 Cepas Kanamicina A Géntam‘,cina1 a
Pseudomonas aeruginosa BVH 1 ' 5,2 0,{3
- - i
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 0,021 0,&04
Bacillus subtilis n? 40707 0,021 0,004 .
. Proteus vulgaris ATCC 6897 0,16 0,033
10 : )
Shigella sonnei ATCC 9290 - 0,16 0,33
Salmonella typhosa ATCC 9992 . 0,08 0,016
Kiebsiella pnewnoniae ATCC 10031 0,042 0,016
Escherichia coli ATCC 26 - : 0,16 0,P33
s | Escherichia ooli KY 8327 ' 1,04 2,08
Escherichia coli KY 8348 L | 0,041 1304
i
!
'
20 i
25
50 i
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oneentrazida rhima de inhibicidn, meg/ml)

1-H-{ c~-hidroxi-f-aminopro-
pionil )—XK=62-2

icine A Gentajcina,, XK-62-2 Torma D. Forma L Forma DL
—_—

2 0,13 0;52 2,08 1,04 1,04
021 0,004 0,008 0,004 0,604 0,065
021 . 0,004 0,004  .0,004 0,004 0,008
t6 0,033 0,033 0,033 0,033 0,033
16 0,33 ° 0,033 0,008 0,008 0,016
28 0,016 - 0,008 0,004 0,004 0,004
M2 0,016 . 0,004 0,004 0;004 0,033
i€ 0,33 0,016 0,004 0,004 0,008
M 2%08 ' 1,04 0,004 0,004 0,004
241 1304 1,04 0,004 0,004 0,004

JRP:. SN
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TABLA TII

Ezpectro antibacteriano (concentracidn sfnima

Cepas

Complejo de

Staphylococcus aureus éOQ P

Staphylococeus aureus Smith

Bacillug subtilis ATCC 6633

Sarcina lutea ATCC 9341

Egcherichia

coli T-2

Escherichia

coli T-5

Escherichia

coli KY 8327

Eschexrichia

coli KY 83212

Egcherichia

coli KY 83483

Egcherichia

coli KY 8349% .

Pseudomanas

aerﬁginosa BWH 1

Pseudomonas

aeruginosa KY 85105

Tgeudomonas

aeruginosa KY 85116

Pgeudomonas

aeruginosa XY 85127

Paeudcmonas

aeruginosa KY 85168

Providencia

SP. 1649

Klebsiella pneumoniaze n® 8045

Proteus mirabilis 1287

Proteus vulgaris 6897

Proteus rettgeri KY 4288

Proteus morganii KY 4298

1: produce gentamicin-adeniliransferasa

3: produce gentamicin-acetiltransferasa

Tipo I

g W

e ea

produce kanamicin-acetiliranst
produce neomicin-~kana m¢c*v—fosfotr3n0¢c—
rasa Tipo I y Tipo II ¥ streotomJCIPufoa

fotranzferasa

GentamicinaC
Kanamlcma A (01, Gy, y02)
0,2 . <0,05
0,2 <0,05
0,2 <0,05
6525 0,2
1,56 0,4
1,56 0,4
50 12,5
100‘ 6;25_
0,76 3,12
>100, : 0,2
12,5 0,4
100 3,12 .
100 50
~12,5 0,4
>100 3,12
> 100 50
0,4 0,2
6425 _ 1,56
3,12 0,78
0,78 0,76
© 1,56 0,78;
2: produce 'fem'a.mcnw-ade

..

O o

fotransferasa ﬂixpg I

,3.‘

produce neomlcagg—kanam
1 i

3
proﬁace gentamigiin..zce

¥

cin~fosfo bransffraug T

}
probablemenié I
produce gentani@in.ace

z

POOR
O.UAI.ITY
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TABLA -IIT ) ,
o antibacieriéno (concentracidn *r:u,inima de inhibicién, meg/ml)
Coimplejo de -N-(a-hidroxi-B-aminopro~
GentamicinaC pionil )-XK-62-2
Kanammrxa A (01, Gy, yCZ) XK=62-2 Forma 1) Forma L Forma DL
0,2 <0,05 0,1 0,05 0,05 0,1
0,2 - <0,05 <0,05 - - 0,05
0,2 <0,05 <0,05 0,05 0,05 0,1
6,25 0,2 0,4 . - - 04
1,56 0,4 0,4 0,2 - 0,4
1,56 0,4 0,4 - - 0,4 -
50 12,5 12,5 0,2 0,2 0,4
100 6,25 3,12 0,2 0,4 0,2
0,78 - 3,12 12,5 0,2 . 0;2 0,2 .
>100, 0,2 0,4 0,2 0,2 0,2
"12,'5' 0,4 0,78 1,56 1,56 1,56‘"'
100, 3,12 1,56 3,92 3,12 3,12
N 100 50 100 3,12 3,12 3,12
~12,5 054 0,78 1,56 0,78 0,78
>100 ‘ 3,12 3,12 - S 3,12
> 100 50 100 6,25 6,25 12,5
0,4 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2
6,25 1356 0,78 3,12 - 312 3,12
3,12 0,78 0,78 0,78 1,56 3,12
0,78 0,78 0,4 - - 0,78
1,56 0, 78. 0,4 = - 0,78
srasa 2: produce frenm.mlczm—-acanilfransferasa ¥ neomicin-kanamicin-fos-
' fotransferasa TJ;PQ TI -
:rasa 4: produce neomic kansmicin~fosfotransferasa Tipo I
B ' ii :
rasa H produce ffe'l’caf'tlc.sm— 508 11‘cransferasa Tlpo I ¥ neomicin~kanami-
ytrangFfo- cin~fosfo trans? gBrasﬂ'_LlpO I
ilein-fos 8: probablemente ]?l‘“oduce kanamlcln—acetlltransferasa.
9: produce gen“‘amlflz.ln-ace“l,lltransferasa Tipo II.

POOR
QUALITY
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XK-62-2 y 2'-N,§'-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2

‘de dimetilformemida acuosa al 50 %. A la solucién se aiiade go-

_2Q -

Los engimas anteriores son producidos intracelularmente
¥, ccn los -enzimas, las bacterias inactivan a los antibid-
ticos, |

En la Tabla III se observa que el 1-N~(a—hidroxi-ﬁ-ami»
nopropionil)-XX-62-2 de esta invencidn posee una activiéad
antibacteriana muy intensa frente a d{versas'bacterias que
rresentan resistencia por lo menos a uno de los antibidticos
de gentamicina y al XX-62-2, que producen gentamicin-adenil-
transferasa y/o geﬁtamicin—acetiltransferasa Tipo I y Tipo I
intracelularmente, inactivando con ello a los antibidticos de
gentamicina y gl XK-62-2,

Ia puesta en préctica de ciertas realizaciones especifi-
cas de esta invencidn e. 1trada por los siguientes ejem-
plos represen@ativos. En . eﬁemplos, se émplea la forma-
DL del agente acilante. '

' EJEMPLO 1.

Produccidn de 6'-N~carbobenzoxi~XK-62-2, 2¢-N-carbobenzoxi—

Se disuelven 4,00 g (8,65 milimoles) de XK~62-2 en 92 ml

1)

ta a gota una solucidn de 3,23 g (12,9 milimoles) de N-bencilt
oxicarboniloxisuccininida en 70 ml de dimetilformamida, con
agitacidén, mientras se mantiene la temperatura entre 0° ¥ 5°0.
Ia adicidn es completa 95:3 horas. la mezcla se deja en repo-
80 entre O y 5°C durante la noche. Por cromatografia en capa
fina de gel de sflice (revelador: isopropancl/amoniaco zcuoso
bbncentrado/cloroformo 4:1:1, reactivo colorente: ninhidyins),
se confirma la presencia de XK-62-2 que no ha reaccionado ade-
mds de 6'~N-carbebenzoxi-XK-62-2 (Rf: 0,71), 2'-N-carbobenzo--

Xi-XK~62-2 (Rf: 0,62) y 2'~l,6'~N-dicarbobenzoxi-XKk-62-2
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(r£: 0,88).
' EJENPIO 2

* Produccidn de 2'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-XK-62-2
T En este ejemplo, la mezcla de reaccién obtenida en el
Ejemplo 1 anterior se concentra a presidén reducida. Al residug
resultante se afiaden 70 m; de agua ¥ 50 ml de acetato de eti~-
lo y la mezcla resultante se agita fuertemente. Después la mz
cla se deja en.reposo para separarla en dos capas {capa acuo
sa y capa de acatato de etilo). La capa 2cuosa se extrae dos.
veces con 30 ml de acetate de efilo. Ia capa de acetato de
etilo y los extractos se combinan, se secan con sulfato sédi-
co anhidro Y se evaporan a seguedad. Como resultado de ello
se obtienen 2,24 g de 2'-N,6'~N-dicarbobenzoxi-XK-62-2 en for-
ma de sélido emorfo de color amarillo palido. Réndimiénto:
35,1 %. Ia mugéfra asi obtenida puede ser directamenie emples
da como material de partida para la reaccidn subsiguiente.
Sin eibargo, si se desea, el -producto puede sexr purificado adg
mis por cromztografia en columna de gel de silice (revelador:
isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/cloroforme 4:1:1). _
El gndlisis del 2‘—N,6'—ﬁ—dicarbobenzoxiéKK;62~2 revela lo
siguiente:
‘\.Punto de fusién: 93-95°C
Rotacidn especifica: [&]%8 = +S1,6° (9 = 0,12, metanol).
Espectro de absorcidﬁ infrarrojo (XBr) (cm'1) [Fig.4]:
3800-3000, 2950, 1700, 1540, 1456, 1403, 1310, 1250, 1160,
1050, 1010, 960, 738, 700, €05,
Espectro de resonancia magnética nuclegr (en metanol~d4)
6 (en ppm & e 'TMS) [Fig. 1): 1,13 (3H, singlete), 2,62 (3H,
singlete), 3,01 (3H, singlete), 5,30-4,90 (6H, ancho, single-
te), 7,43 (5H, single%e), 7,47 (5H, singlete);
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Lo

Ané.lisi'_s elemental para C36H55N5 1 2.%1-1 O:

Caloulade ¢ C, 58,105 H, 7,29; N, 9,46 %

‘Fneontrado: C, 58,023 H, 7,51; N, 9,70 %
EJEMPLO

Pmdﬁccidn de 6'-N-carbobenzoxi-XK~562-2

Fn este ejemplo, la capa acuosa obtenida después de la
extyraccidn con acetato de etilo en el Ejemplo 2 se concentra
hasta unos 15 ml bajo presidn redu;:ida. El concentrado resul--
tante se carga en una coluxﬁha con un diZmetro de 2,5 cm, re-
lleno con 200 ml de una reé;ﬁ.na cambiadora‘de ién, Amberlite
GG-50 (fofnia aménica) (Prodticto de Rohm and Haas Co., Estados
Unidc;.)) Ixa columna se 1ava oon 200-ml de agua Después se rea
liza la elucldn con a.monlaco acuoso 0,1N y el eluato se reco-
ge en porcione_s de 10 ml, qu eluye el 6'—N—carbobenzox1‘—XK-— .
62-2 en  las fraceiones iﬁimé. 48-65.7Es’cas fracciones se
combinan ¥. concentra.n 2 sequeda.d bajo presién ‘reducida, Se
obtienen 1 23 g de un sdlldo amorfo 1ncoloro. Rendimiento:
23,1 % Ina nuestra asi obtenida puede ser emp'i eada directamen
te como ma‘bemal de parhda para lz reaccién subsiguiente, Sin
embargo, ‘si- se desea, el pro_duc'bo puede ser purificado méds po:
el tratamiento antes descrito con una resina cambiadora de

ién. _
.' El andlisis del 6'-N-carbo*benzoxi-XK—-62-2 revela 1o si-
Punto:de fusidn: 108-110%¢
Rotaﬁidn especificas [a]18 = 127,8° (¢ = 0,094, metanol).
Es pect"o de abso*‘cn,én 1nfrarrcgo (KBI'9 cn 1) [Pig. 5]
3700—3000, 2930, 1690, 1630, 1596, 1480, 1452, 1402, 1250,
1143, 1096, 1050, 1020, 830, 768, 750, 697, 3%, 550,

Espeetro de resonancia magnética nucleall;"(en metanol—d4)

POOR
QUALITY
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[3700~3100, 2930, 1702, 1530, 1451, 1310, 1255, 1141, 1053,

15 (em pomae mus) [Pig. 3]s 1,13 (3, singlete), 2,42 (3H, sin-

~23 -

& (en ppn de THS) [Fig. 2J: 1,16 (3H, singlete), 2,61 (3H, 513
élete), 3501 (3H, Singlete)y 5930—4y90 (4H5 multiplete)) 7,47
(5H, singlete).

-

Andlisis elemental para Coglly 7509 H 01

Calculado : C, 54,77; H, 7,84; N, 11,13 %

Encontrado: C, 54,91; H, 7,93; N, 10,90 %
EJENPLO 4

;Produccidn de 2'-N-carhobenzoxi-XK-62--2
7 Después de la elucidn del 6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 en
el Ejemplo 3, se eluye el 2'-~N-carbobenzoxi-XX-62-2 en las
fraéciqhes néms. 78~97. Estas frgéciones se combinan y concen-+
tran é sequedad bajo presién reducida para obtener 1,43 g de
2'-N—cérbobenzoxi-XK>62-2 en forma de sélidé amorf& incoloro.
Rendimiento: 26,7 % ia muestra asi obtenida'puede ser direc—
tamenté utilizada cbmb,material de partida para la reaccién
subsiguiente. Sin embargo, si se desea, el producto puede ser
.purificado més por tratamiento con-una resina cambiadora de
idn en la fbrma-descrifa en ei‘Ejemplo 3.-
El andlisis del 2'-N-carbobenzoxi-X¥-62-2 purificade re—
vela 1o'siguiente:‘
~ Punto de fusidn: 107-170°C
7;39tacién especificas [}3%5 = +87,806 (¢ = 0,10, agua).
Espectro de absorcién infrarrojo (XBr) (em™T) (rig. 6J:

1021, 9607 735, _697, 604.

Espectro de resonancia magnética nuclear (en metanol-d4)=

glete), 2,60 (3H, singlete), 5,13 (4H, singlete ancho), 7,43
(SHQ Singlete).
2H20:

Aﬁalisis elementalk para ?28H47N509’
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ltato de etilo. A la solucidn se afiaden 0,86 g (4,2 milimoles)

- lparada se elimina por filtracidn, El filtrado resultante se

- 24 ~

Calculado : C, 53,08; H, 8,06; N, 11,06 %
Encontrado: C, 53,31; H, 8,16; N, 10,93 %
EJEMPIO 5

Produccién de dster de N-hidroxisuccinimida del 4cido o-hidro-

xi=B=-carbobenzoxiaminopropidnico

Se disuelven 1,0 g (4,2 milimoles) de dcido a~hidroxi-f-
carbobenzoxiaminopropidnico Eel compuesto estd descrito en
The Carbohydrate Research, Vol. 28, pdgs. 263-280_(1973j] y

0,48 g (4,2 milimoles) de N-hidroxisuccinimida en 35 ml de ace

de diciclokexilcarbodiimida, con agitacidén, mientras se man-
tiene la temperatura a 0-5°¢, Iz mezcla se deja en reposo a

la misma temperatura durante la noche, Ia diciclohexilurea se-

concentra a presidén reducida para separar el acetato de etilo,

Asi se obtienen 1,30 g de éster de N-hidroxisuccinimida del

imateria olecsa transparente e incolora. Rendimiento: 92,0 %.

IEl producto asi ébitenido puede ser ubilizado tal como estd

deido a—hidroxi-ﬁ—carbobenzoxiaminopropidnico en formz de una

ara la-resccién subsiguiente. Sin embarpo, si es necesario,
El producto puede ser purificadc mas por-cfomatografia en colw
na y otros méiodos conocidos.
El andlisis del producto purificado revela lo siguiente:
Espectro‘de'absbrcién‘infrarrojo (pelicula 1iquidas, cm"1)
3700-3100, 2950, 1816, 1780, 1700, 1520, 1320, 1170, 1070, 992
530-500,

blete), 4,64 (1H, multiplete), 5,11 (2H, ‘singlete), 5,82 (1H,
lsriplete, J = 3,0 Hz), 7,33 (5H, singlete). ' '

Espectro de resonancig magnética nuclear {@ deuteriocloro+

Fformo) & (en ppm de THS): 2,77 (4H, singlete), 3,67 (2H, multid

v
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_fia en columna de gél de éilice de la misms formz que en el
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Mndlisis elemental para C1SH16ﬁ207’

Caleulado : C, 53,57; H, 4,76; N, 8,33 %

Encontrado: C, 53,42; H, 4,65; N, 8,39 %
EJENPLO 6 |

Produccidén de 1-N--{a-hidroxi-B-carbtobenzoxiaminopropionil)-

21-N, 6'-N-dicarbobenzoxiXK-62-2

...8e disuelven 740 mg (1,0 milimoles) de 2'-N,&'~N-dicarbo-

)

benzoxi-XK-62-2 en 20 ml de dimetilformamida agcucsa al 50 %,
A la solucidén se afiade gota a gota una solucidn de 403 mg
(1,2 milimoles) de éster de N-hidroxisuccinimida del Zecido
a-hidroxi-B~carbobenzoxiaminopropidnico en 15 ml de dimetil-
formaﬁida, con agitacidn, mientras se mantiene la témperatura
entre ~-5° y 0°C. Iz adicién es completa en una hora. Después
la mezela.se deja reaccionar dvrante la noche. Por cromatogra
fia en capa fina de gel de silice (bajo las mismas condicio-~
nes gue en el Ejemplo 1), se detecta la presencia de ﬁna pe-
guefia cantidad.de subproductos y de 2!'-N,6'-N-dicarbobenzoxi-
XK-62-2 que no.ha reaccionado ademds de 1~ﬁ~(a~hidroxi-3-car-
bobenzoxiéminopropionil5—2'-N,6‘-N~dicarbobenzoxi«XK;62;2
(Bf: 0,95). Ia mezela de reaccidn se concentra a presidn reduq
cida para obtener un ;gsiduo.ligeramente arerillento, El resi
duo se utiliza para la reaccién subsiguients sin purificacidn.

Si se desea, el producto puede ser purificado por cromatogra-

Ejemplo 1.
EJEMPLO 7

Produccién de 1-N-(a-hidroxi-P-carbobenzoxiaminopropionil)--2'

H~ecarbobenzoxi-XK-62-2

Se disuelven 633 mg (1,0 milimoles) de 2'-N-carbobenzo-

xi-XK~62-2 en 20 ml de dimetilformamida acvosa al 50 %, A la
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fProducecidn de 1-N-( a~hidroxi-f-carbobenzoxiaminopropionil)-6"*-

B-carbobenci1oxiaminopro§i6nico en 15 ml de dimetilformamida,

’ pa fina de gel de silice (bajo las mismas condiciones gue en

26

solucidn se afiade gota a gota wna sglucién de 403 mg (1,2 mi-
limoles) de éster de N-hidroxisuccinimida del deido a-hidro-
xi~f~carbobenzoxiaminopropidnice en 15 ml de dimetilformemi-~
dé, con agitacidn, mientras se mantiene la temperatura entre
5% y 0°C. Ia adicién es completa en una hora, Después la mez
cla se deja reaccionar durante la noche. Por cromatografia en
_capa fina del gel de silice (ﬁajd las mismas condiciones gque
en el Ejemplo 1), se detecta la presencia fe una' pequelia can
tidad de subproductos y' 2'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 que no hz
reagcionado ademds de 1-N-(o-hidroxi~f-carbobenzoxiaminopropig
nil)-2'-N-carbobenzoxi-XK-62~2 (Rf: 0,83). Ia mezcla de reasc-
ci§n'se concentra a fresidn reducida para cbtener un residuo
ligeramente amarillento. El residuo se utiliza para la reac-
eién subsiguiente sin purificacidén. 51 se deseaz, el producto
puede ser purificado por cromatografia en columns de gel de
silice de la misma manera que en el Ejemplo 1,

EJEMPLO 8

- N~carbobenzoxi~XK-62-2

Se disuelven 615 mg- (1,0 milimoles) de 6'-N-carbobenzoxi-
XK-62-2 en 20 ml de dimetilformamida acuosa al 50 %. A la so-
lucién se afiade gote a gote una solucidén de 403 mg (1,2 mili-

moles) de éster de N-hidroxisuccinimida del dcido a~hidroxiw

con agitaciép, mientras se mantiene la temperatura entre 50
Yy 0°C. Ia adicidn es completa en una hora. Después la mezcla

se deja reaccionar durante la noche. Por cromatografia en ca-

el Ejemplo 1), se detecta la presencia de una pequeiia cantidad

de subproductos y 6'-N-carbobenzoxi-XK-62-2 que no ha reaccio-
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6'-N-carbobenzoxi~XK-62-2 (Rf: 0,87). Ia mezcla de reaccién

'se concentra a presién reducida para obtener un residuo lige-

dcido acético y la mezcla se somete a hidrogenolosis en vre~

{lice (revelador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/clo-

‘| roformo 2:1:1, reactivo colorante:.ninhidrina), se confirma

i (formg aménica). La columna se lava con 200 ml de agua y des-

~27 -
nado ademds de 1-N—(a—hidroxi-BécarbobenéoxiaminOpropionil)-

ramente amarillento. EL residuo se utiliza para la reaccién
subsiguignte éin purifiéécién. S5i se desea, el producto pue-
de ser.purificado por tratamignfo con una, resina cambiadora
de idn en la forma descrita en el Ejemplo 3.

| EJEMPLO 9

_.Produceidén de 1-N-(a-hidroxi-P-aminopropionil)-XK-62-2

El residuo obtenido en el Ejemplo 6 conteniendo 1-N-(a-
hidroxi-B~carbobenzoxiaminopropionil)-2!-N, 6 '~N-dicarbobenzo—
xi~XEK=62-~2 como componente principal se disuelve en 20 nl de

metanol acuoso al 20 %. A la solucién se afiaden. 1,0 ml de

sqnéia de 120 mg de catzlizador de paladio al 5 % en carbdn
activo, a la temperatura ambiente-y a la presién atmosférica,

durante & horas. Por cromatografia en cape fina de gel de si-

la presencia de 1—N-(a—hidroxi4B;aminopropionil)wXK—6é~2 (Rf:
6,42) como componente principal;'gus isémeros de posicidn y

una pequefia cantidad ée XE=62-2 (debido al 2'-N,6'~N-dicarbo-
benzoxi-XK-62~2 que no ha reaccionado en el Ejemplo 6), El

catalizador se separa por filtracién y el filirado se concen-
tra a presidn reducida. El residuo se disuelve despuds en.TOnﬂ
de agua y la solucién se carga en una columns (didmetro: 1,5

cm) de 70 ml de resina cambiadora de ién, Amberlite CG-50

pués se hace pasar a través de la columa amenizco acuoso 0, 2N

para recuperar XK-62-2 (58 mg). Ia elucién se realiza con amo-
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niaco acuoso 0,4N mientras se controlan los componentés por
cromatograf;a en capa fina. las fracciones que contienen 1-N-
(a-hidroxi-~B-aminopropionil)-XK-62-2 (Rf: 0,42) como tnico
compongnte se combinan y evaporan a sequedad bajo presidn re-
ducida péra obtenef 371 mg de un sélido amorfo incoloro. Ren-—
dimiento: 58,1 % a partir de 21N, 6! -N-dicarbobenzoxi-XK-62-2,
El andlisis del producto revela lo siguiente:
Punto de fusién: 149-152°C (descompone a 160°C).
Rotacidn especificas [i];a = +91,50 (¢ = 0,106, agua).
Espectro de absorcidn infrarrojo (XBr, cm'1) [Fig. 7):
3800-3000, 2930, 1650, 1570, 1480, 1385, 1330, 1110, 052,
1020, 813. ' . -
Andlisis elemental para 023H46N609.H2003.%H203
Calculado : C, 45,07; H, 7,98; N, 13,14 #
Encontrado: C, 45,213 H, 7,713 N, 13,32 %
| EJENPIO 10
Produccidén de 1-N~(c-hidroxi-B-aminopropionil)-AK~62~2

El residuo obtenido en el Ejemplo 7 coateniendo 1~N-(a-

hidroxi-f-carbobenzoxiaminopropionil)-2¢-N-~carbobenzoxi-XK~62-2

como compenente principal se disuelve en 20 ml de metanol acug]
80 al 20 %, A la solucidén se afiaden 1,0 ml de 4cido acético y
la mezcla se somete z hidrogenolisis en presencia de 110 ng

de catalizador de paladio al 5 % en carbdn activo, a la temnpe-
ratura ambiente y a la presidn aimosférica, durante 6 horas.
Una vez completada la reaccidn, la mezcla de reaccidn se tra-
ta de la forma descrita en el Ejemplb 9 para obtener 397 mg

de 1~N-(a—hidroxi-5~éminopropionil)—XK962—2. Rendimiento: 62;ﬁ

la partir de 21-N-carbobenzoxi~XK-62-2,

T
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EJEMPLO 11

Produccidén de 1-N-~{o~hidroxi~B-aminovropionil)-XK~62-2

El reéiduo obtenido en el Ejemplo 8 conteniendo 1-Ne({a-
hidroxi-B-carbobenzoxiaminoprepionil)-6'~N-carbobenzoxi-
XK—62;2 Eomo compbnente principal se disuelve en 20 ml de-
metanol acuoso al 20 %. A la solucidn se afiaden 1,0 ml de
dcido acético y la mezcla se somete a hidrogenolisis en pre—
sencia de 110 mg de catalizador de paladioc al 5 % en carbdn
activo, a_la temperatura ambiente y a la presidn atmosférica
durante 6 horas. Una vez completada la reaccidn, la mezcla
de reaccién se trate de la mismz forma gque en €l Ejemplo 9
para: obtener 243 mg de 1-N-(a-hidroxi-f-aminopropionil)-

~

XK-62-2, Rendimiento: 38,1 % a partir de 6 ' -N-carhobenzoxi-

EJEMPIO 12
Produccidn de monosulfato de f=N=-(a-hidroxi-P-aminopropio-

nil) -XK~62-2

Se disuelven 6,39 g (10 milimoles) de 1-H-{a~hidroxi-B=-
aminopropionil)-XK-62-2 en 20 ml de agué, A la solucidn se‘
afinde una solucidn de 0,98‘g'(10 milimoles) de 4cido sulfdri=-
co en 5,0 ml de agua; con enfriamiento. A1 cabo de 30 minutos)
se afiade e%anol frio a la solucidén hasta que la precipitacién
es completa, El precipitado blanco se sepafa por filtracidn
para obtener el monosulfato de 1-N-{a~hidroxi-f-aminopropio-
nil)-XK-62-2. '

EJEMPLO 13

Produccidn de_1-N—(o-hidroxi=-8-carbobenzoxiaminopropionilj~

-

XK-62--2
Se disuelven 2,79 g (6,0 milimoles) de YK~62-2 en 50 ml

de dimetilformamida 4cuosa al 50.%. A la solucidn se afiade go-




10

15

20

25

30

~30.

|
%ta 2 gota uns solucidn de 2,82 g (8,4 milimoles) de éster de
ﬁ—hidroxisuccinimida del ecido a-hidroxi-f-carbobenzoxiamino-
propidnico én 20 ml de dimetilformemida, con agitacién, man-
teniendo la temperatura entre -5°C y 0°C, Ia adicidn es com—
pleta en una hora. Ia mezcla se deja reaccionar durante 1a'
noche. Por croma%ografia en capa fina de gel de sflice (reve-
lador: isopropanol/amoniaco acuoso concentrado/cloroformo
431:1, reactivo colorante: ninhidrina), se detecta la presens
cia de 1—N7(anhidxoxi—ﬁ—carbobenzoxiaminopropionil)-XK%62~2
(pf: 0,63), subproductés y XK-62~2 gue no ha reaccionado. Ia
mezcla de reaccidén se concentra a presién reducida para obte-
ner un residuo ligeramente amarillento que confiene 1ol { Q=i o
droxi-B-carbobenzoxiaminopropionil)-XK~62~2, EL ;esi&uo se utj
liza péra la reaccidn subsiguiente sin purificacién.
EJENMPLO 14

Produccidn de 1-N~(a-hidroxi-B-~aminopropionil)-KK-62~2

Se disvelve el residuo obtenido en el Ejemplo 13 en 40 ml
de metanol acuoso al 50 %, A la solucidn se afiaden 0,6 ml e
deido acético y lz mezela se somete a hidrogenolisis en presen
cia de 250 mg de catalizador de paladio al 5 % en carbbn acti-
vo, a la temperatura ambiente y a la presién atmosférica, du-
;ante 6 horas. Por cromatdgrafia en capa fina de gel de silice
{revelador: isopropanol/amoniaco acucso concentrado/clorofor—
mo 2:1:1), se confimma la presencia de 1=N-{a~hidroxi-B-ami~-
nopropionil)-XK-62-2, sus isémeros de posicidn y una‘pequeﬁa
cantidad de XK~62-2, El catdlizador se separa por filtracidn
v el filt;ado se concentre a presidén reducida. Al residuo se
afiaden 15 ml de agua y la solucidn se carga en una columna

ﬁ:iémetro: 2,5 om) que coentiene 150 ml de una resina cambiado-

de ién, Amberlite CG-50 (forma .aménica). La columna se lava

i
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.con 200 ml de aéua y después se hace pasar a través de la co-
lumna amoniaco acuoso 0,2N para recuperar XX-62-2 (116 mg).
La eluci&n se realiza con amoniaco acuoso 0,4N mientras se
controlan los componentes por cromatografia en capa fina. Se
combinan las fracciones que contienen 1-N-(a—hidroxi-55amino~
propionil)-XK-62-2 (Rf: 0,42) como Gnico componente y'se eva-
pors a séquedad bajo presién feducida para obtener 586 mg de
un s6lido amorfo incoloro, Rendimiento: 15,3 %,

El.andlisis del producto revela lo siguiente:

_Punto de fusidn: 149-152°C (se descompone = 160°C).
Rotacidn gspecifica: Eﬂ;ﬁ =‘+91,5° (¢ = 0,106,-agua).
Espectro de absorcidén infrarrojo (KBr, cm"1): 3800-3000,

2930, 1650 , 1570, 1480, 1385, 1330, 1110, 1052, 1020, 813.
AnZlisis elemental para 023H46N609.H2003.%H20.
Calculado : C, 45,07; H, 7,98; N, 13,14 %

Encontrado: €, 45,31; H, 7;54; N, 13,13 %
- EJEMPIO 15

Produccidn de 1-N—(o~hidroxi-B-zminerropicnil)-XK-62--2

Se disuelven 926 mg (2,0 milimoles) de XK~62-2 en 100 ml

de dimetilformamida acuosa al 50 % A la solucién se afiade
gota a gota una solucidn de 1,18 g (5,4 milimcles) de N~ebo-
xicafbonilftalimidg en 10 ml de dimetilformamida, con agita-
cidn; pientras se mantiene la temperatura a 20-25°C., Is adi-
cién es completa en 15 minutos. La mezcla se deja reacciorzr
durente la noche, Ia mezcla de reaccidn contiene 2'-N-ftaloil~-{
XK~62-2 como componente primcipal y se utiliza para la reac—
cién,subsiguiente sin gaislamiento ni purificacidn.
A la mezcla de reaccibn se afiade gota a gota una solu-

cién de 1,05 g (3,2 milimoles) de éster de N-hidroxisuceini-
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! mida del deido a-hidroxi-B-N-ftaloilpropidnico en 10 ml

de dimetilformamids, mientras se maniiens la temperatura
a 20-25°C, Ia adicién es completa en 15 minutos. ILa mez-
cla se deja reaccionar durente la noche. Asl se obtiene

una mezela de regceidn que contiene 2'~N-ftaloil-i~N-(a-

\ hidroxi-R-N-ftaloilpropionil)-X¥~62~2, cone principal compo-

nente,

.

A 1la mezclz de reaccifdn se aflade después gota a

gota una solucién de 12,9 g de hidrazina acuosa al 80 %
en 70 ml de metanol, mientras se mantiene le temperatura

a 10-15°C. Ia adicién es completa en 30 minutos. La mez-

cla se deja reaccionar durante la noche para eliminar el

grupo ftaloflo.. Ia mezcla de reaccidn se concentra a pre-

sién reducida. y el residuo resultante se disuelve en
20 ml de agua. Por cromatografia en columna empleande
Amberlite CG-50 (forma aménica) bajo las mismas con-

diciones que en el Ejemplo 14, se obtienen
665,5 mg del 1-N=- (e-hidroxi- f~ am‘;‘.;T noptfapignil -

XK-62-2 deseado. Rendimiento: 53,7 %

En resumen, la Patente de Invencidn que se soc-

1icita, deberd rccaer sobre las siguientes:
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RETIVINLICACTIONES

1.~ Un procedimiento para 1a produccidén de un nug

vo derivado de antibidtico XK -62-2 de férmula:

e

que consiste en acilar un compuesto seleccionado del grupo

fofmado por el antibidtico XK-62-2 de férmula:
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y Los derivados del mismo cuendo por lo menos unos de los

grupos amino unidos a los &tomos de carbono de las posicio-
nes 2' y 6' esté protegidos por un grupo protector de awmino
con 0,4 a2 2,5 noles de un.agente acilante por mol de coupues
to de partida, capaz de introducir un grupo e~hidroxi-p-ami
no swetituido-propionile, donde dicho grupo g-amino estd sug
tituido con un grupo protector seleccionado entre el grupo

formado por:
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CH. O - o
SN DN o
H,C-C-0~C- CHy~0-C-
3 ‘ .
CHy Ry
0
g
p Lad L4 92 1
CH ;-0-C~ Ry-CH,
0

@.— S-(:
5O,

donde Rl ¥y R2 pueden ser iguales o diferentes y representan
H, OH, NOQ, Cl, Br, I, grupos alguilos de 1 a 5 dtomos de cajy
bono o grupo slcoxi de 1 a 5 étomos de carbono y 35 es H, F,
Cl, Bry, I o un grupo zlguilo de 1 a 5 &tomos de carbonc, en
un disolvente 2 una temperstura ds -50 a 50¢C, para intrody.
¢ir dicho grupo<i-hidroxiéﬁ—amino sustituido-propionilo en el
grupo amino ligado al &tomo de carbono de la posicibn 1 de
dicho compuesto de partida & después eliminar dicho grupo -
protector.

2.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
dende dicho agente acilante estd seleccionade entre dcido «-

hidroxi~B-amino sustituido-propidnico y sus derivzdos cue

1o

-

seen capacidad acilante.
%.- Un pfocedimiento segin la reivindicacién 1
& ?

donde dicho agente acilante es:
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Jmetilacetamida, @alcoholes inferiores, dioxano, éter dimetili

-lentre el grupo formado por:

- 36—

. 0
OH 0

| 0
I [
Oft=0~C~NH~CH,~CH~C-0-If

4.~ Un procediuniento segin la reivindicacién 1,
donde dicha temperatura de reasccibn estd couprendida entre -
-202 y 202C y se emplesn de 0,7 a 1,5 moles de agente acilap
te por mol de compuesto, de partida.

5= UA procedimiento segin la reivindicacidn 1.
donde dicho grupo protector es un grupo benciloxicarbonilo.y
la eliminacidn se lleva a cabo por hidrogenolisis.

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
donde dicho grupo protector es un grupo ftalecilo y la elimi
nacipn se realiza con hidragzina.

7.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
donde dicho disolvente de reaccidn estd seleccionado entre

el grupo formado por tetrahidrofurano, dimetilformamida, di-

co de etilenglicol, piridina y agua.

" 8.- Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
donde dicho antibidtico XK-62-2 se hace reaccionar con un
reaétivo protector de amino'en un disolvente adecuzdo para
proteger los grupos amino unidos a los 4tomos de carbono de
las posiciones 2' y/o 6' del XK 62-2.

9.~ Un procedimiento segin la reivindiecacidn 8,

donde dicho reactivo protector del smino estéd seleccionado
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Q 0
Rl }_
CH -'O-C—O—"—’L R,=CH,-C-X
2 3702
. Q_J
R -
X 8 6)
CH5~0-C—X . it
R & Ry~CE,-C~0H
2

34 O

H,G~C-0-C-N '
CH3 /

0
i
CHB—O—C%K
. S-0H

donde Rl ¥y R2 pueden ser iguales o diferentes y representan
H, Oh, NO,, C1, Br, I, grupos alquilo ée 1 a 5 dtomos de -
carbono, grupos alcoxi de 1 a 5 dtomos de carbono; R3 es H,
¥, Cl, Br, I o un grupo alguilo es 1 a 5 atomos de carbono
7 X ez C1, Br o I.

10.- Un preccedimiento segin le reivindicacidn 8,
donde dicho disolvente de la reaccién de proteccidn del gru
po amino estd seleccionado entre el grﬁpo formado por tetra
hidrofureno, dinetilacetamida, dimetilformamida, alcoholes
inferiores, dioxanoz éter dimetilico de etilenglicol, piri-

dina y agus.
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1l.- Be reivindica por Gltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn Que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCICH DE UN WUEVO DERIVADO DE
ANTIBIOTICO XK-62-2,

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de treintg ¥y ocho
péginas mecanografiadas.

Madrid, 6 de Marzo de 1.975
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