WMiWis 1230 DE INDUSTRIA - Oy o
AEGISTHG JE L PROPIEUAD INDUSTRIAL . ) ES &

“. . QB r-l m\ vk,

j

"o

PATENTE DE INVENCION

&

@ PRICRIDADES .
31 )NUMERO FECHA

25447 13 de junio de 1.975

€ s

Inglaterra

J’i‘

@CLAS”'IGI\CKJN INTERNAGIONAL

CorF \

(C'l) FEGHA DE PURLICIDAD

59\ \_
2

oty

1

@, ru*m*;'{: BE LA QUE ES DIVIGIONARIA

i uow

3

@TITULO DE WA INVENGION

gliciloxi~succinimida(~ftalimida).

PR

1

Procedimiento para preparar p—trlmeéﬁlsillloxz-np( }=fenil-

(N‘I_D SOLICITANTE (81 WOVO INDUSTRI A/S' entidad danesa.

DOMICILIO DLL SOLICITANTE

Novo Allé, DK~2880 Bagsvaerd, Dinamarcé.

Q’a\ INVENTOR 1€5

ERLING GUDDAL,

E.‘;) TITULAR (EY)

@ REPRESEMTANTE

GOMEZ~ACEBO.

UNE A8 MOD. J'po

UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA



10

15

.oxifenilglicil=N-carboxianhidrido con una N~hidroxiimida de

-1 -

Egta invencidn se relaciona con un procedimiento pag
ra preparar p-trimetilsililoxi-D~(-)-fenilgliciloxisuccinimida

6 -ftalimida, de férmla
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en la que Y es c
, ¢ 10
, //CHQ

El procedimiento de la invencidn para preparar

dichos compuestos, comprende reaccionar D=(=)=p=trimetilsilile

férmula general:
0
|

AN
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¢

0
en la que Y se define como anteriormente, en presencia de un

hidrocloruro de una amina debil y en un disolvente inerte,

La reaccidn se efectiia preferiblemente en pre-

sencia de hidrocloruro de piridina y en cloruro de metileno.

Los nuevos compuestos asi preparados pueden
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ser aislados o pueden utilizarse in situ en un procedimiento
para la produccidén de compuestos 6-(p-hidroxifenilglicilamido)~-
penam o 7-(p-hidroxifenilglicilamido)~-cefem como &steres acti-
vos. Ya se han descrito en la literatura varios &steres acti-
vos de aminolcidos protonados (Tetrahedron Letters 1965, 95,

J+ Chem. Soce C 1968, 1219), pero tales compuestos solamente

han sido utilizados como componentes amino en la sintesis de
péptidos.
En general, la utilizacibén de proteccidn pro-

ténica de grupos amino en sintesis de péptidos, ha encontrado
hasta el presente al menos el siguiente obsticulo principal:

- La migracidn de protones no es permitible, per-
judicando asi la formacién del enlace péptido con el .componen-

te amino sin protonar.

B ]

'EX procedimiento anteriormente

avew M
- a

meﬁciéha%g para prepapar compuestos 6-(p~hidroxifenilglicil-

et S 2

amido)-penam & 7-(p-hidroxifenilglicilamido)-cefem, com~
prende las etapas de hacer reaccionar un compuesto de férmula

general:

(Hy0) ,5i - o—@—

~

.Tﬂa 6 _‘

//CHa

en la que Y es

con una fosfitoamida de un éster de &cido 6~aminopenicilénico
o de un é&ster de 4cido 7~-amino-3-cefem-4~carboxilico, en pre-
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sencia del hidrocloruro de una amina debil.

Los fosfitoamidas de &steres de &cido 6-amino-
penicilénico o de &steres de Acido 7-aminocefalosporénico,

se describen en la Patente belga No. 809.110.

Puesto que la acilacidn de dichas fosfito-
amidas con los ésteres activados antes definidos es cataliza-
da por protones, ha de mantenerse una elevada actividad proté-
nica en el medio de reaccibn durante toda la acilacidn. Dicha
elevada actividad proténica se proporciona preferiblemente
utilizando como hidrocloruro el hidrocloruro de piridina.

Los rendimientos obtenidos mediante el proceso
elevados y no se observa la racemizacién o
del D-(-)-p-hidroxifenilglicilo estericamente labil.

La invencidn se describird a continuwacidn con

mayor detalle haciendo referencia a los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1

p-trimetilsililoxi-D-(-)-fenilgliciloxisuccinimida,

hidrocloruro

Se affaden 0,575 g (5 mmoles) de N-hidroxisuc-
cinimida a wna solucidén de 0,58 g (5 mmoles) de hidrocloruro
de piridina y 1,33 g (5 mmoles) de p-trimetilsililoxi~D=(~)=
fenilglicina-N~carboxianhidrido en 17 ml de cloruro de metile-
no seco a 09C. Se desprende didxido de carbono y después de 1
hora solamente pueden detectarse trazas de N-carboxianhidrido
mediante cromatografia de capa fina (gel de silice, benceno/ace
tona 1:1, pulverizado con ninhidrina). El precipitado blanco,
cristalino, formado, se aisla por Filtracidn para dar 1,02 g
(55 %) de p-trimetilsililoxi-D-(-)-fenilgliciloxisuccinimida,

hidrocloruro.
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Anflisis:
Calculado para C15Hé1N20581Cl:
C: 48,33%; H: 5,68%; N: 7,51%; CL: 9,51%

Encontrado: C: 48,25%; H: 5,37%; N: 7,54%; Cl: 9,74%.

El espectro IR (XBr) muestra absorciones ca-
racteristicas en
1815 cm |, 1780 em (éster), 1730 cm ', 1710 em ~! (imida
cleclica), v 840 em! (trimetilsililo).

El espectro RMN (D=-DMF, Ext.) muestra seffales
caracteristicas en: '

8 ppm Correlacibn Integral

0,05 (s) Trimetilsililo 9 H

2,9 (s) 0=C-CH,~CH,~C=0 4 H

5,9 (s) H bencilico 1 H.

7,05 (d) J=9 H aromitico 2 H
7,6 (d) J=9 H aromitico 2 H |
8~10 (amplio) NH 3 H

EJEMPLO 2

p~Trimetilsililoxi~D-{-)-Ffenilgliciloxiftalinida,

hidrocloruro.

En 200 hl de tolueno seco se suspenden, a tem-
peratura ambiente, 2,65 g (10 mmoles) de p-trimetilsili;oxi-D—l
(=)~fenilglicina-N-carboxianhidrido y 1,16 g (10 mmoles) de '
hidrocloruro de piridina. se afiaden 1,67 g (10 mmoles) de
N-hidroxiftalimida en polvo fino y la mezcla se agita durante
24 horas. El precipitado se aisla por Filtracibn y se lava
totalmente con cloruro de metileno para dar 3,66 g (85 %) de
p-trimetilisililoxi-D-(-)-fenilgliciloxiftalimida, hidrocloru~

0.
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Anflisis:

Calculado para C19H21N20531Cl:

C: 54,33 4  HY 5,03 %

Encontrado: C: 54,37 % H: 4,92 %.

El espectro IR (KBr) muestra absorciones
cavacteristicas en 1820 cm | y 1790 e (&ster), 1750 cm
(imida ciclica), y 840 cm."1 (trimetilsililo).

1

EMPLO 3
p-hidroxiampicilina

Método A:

Se affaden 4,2 ml (30 mmoles) de trietilamina
a una suspensién de 3,24 g (15 mmoles) de Acido 6-aminopenici-
lénico y la mezcla se agita a temperatura ambiente hasta que
se forma una solucibn clara. Se afiaden gota a gota 1,89 ml

{15 mmoles) de trimetilclorosilano y la mezcla se agita duranw

te 1 hora, se enfria luego a 02C y a continmacibén se afiaden,
durante media hora, 1,35 ml (15 mmoles) de clorofosfito de
etileno, para producir §-etilenfosfitoamidopenicilanato de
trimetilsililo. En este momento, se afiade de una vez y en el
orden mencionado: 2,9 g (25 mmoles) de hidrocloruro de piridi-
na, 2,66 g (10 mmoles) de p-trimetilsililoxi-D-(-)-fenilglici=-
na=N-carboxianhidrido y 1,15 g (10 mmoles) de N-hidroxisucci-
nimida. La mezcla se agita a 02C durante la noche, tras lo
cual la valoraciédn enzimética indica un rendimiento de 96% de

penicilina.

Se afiade una solucibn de 6,7 g de dioctilsul-
Fosuccinato de sodio (Manoiol OT, BDH) en 50 ml de acetato
de etilo y el cloruro de metileno se evapora in vacuo., La
mezcla se vierte en hielo-agua, se ajusta el pH a 2 con &cido

fosfbérico y se separan las fases. La fase acuosa se extracta
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dos veces con 1,67 g de dioctilsulfosuccinato de sodio en

10 ml de acetato de etilo. Los extractos orglnicos combinados
se affaden a 10 ml de agua y el pH se ajusta a 4,9 con dicoco-
metilamina (KEMAMINE T-6501) y se agita durante 1 hora a

09C para completar la precipitacidn del trihidrato de p-hidro-
xiampicilina cristalina. Se aislan por filtracibén 3,4 g del
producto (80%). La valoracién enzimitica indica una pureza

del 80 % y wma reprecipitacibén en agua a pH isoeléctrico pro-
duce un compuesto puro, que muestra espectros IR y RMN idén-
ticos con aquellos de material auténtico.

Método B:
A una suspensibén de 3,24 g (15 mmoles) de

4cido 6-aminopenicilénico en 23 ml de clorwo de metileno se-
co, se affaden 2,4 ml (30 mmoles) de piridina seguido por 1,9
ml (15 mmoles) de trimetilclorosilano y 1,35 mi (15 mmoles)

de clorofosfito de etileno. Se inmicia una reaccidn exotérmica,
poniendo la mezcla a un suave reflujo. Después de 2 horas de
agitacidn a temperatura ambiente, se evapora una pequefia mues—

tra, se disuelve en deuterocloroformo y se registra el espec— |

tro RMN: standard externmo: TMS. El 6-hidrdgeno es representado
por un multiplete de cuatro seflales, centrado en 57 = 5 ppm,
a partir del cual y mediante anflisis de primer orden pueden
deducirse las siguientes constantes de combinacidn:
JPNCH= 12 Hz JHCCH: 4,5 Hze
La adicibn de exceso de trietilamina al tubo
RMN convierte este espectro al modelo conocido de la hase li-

bre.

La mezcla de reaccibn se enfria a 0¢C, se affa-
den 2,66 g (10 mmoles) de p-trimetilsililoxi=De(~)-fenilglicinas

N-carboxianhidrido y 1,15 g (10 mmoles) de N-hidroxisuccinimida

.
By T



10

15

20

25

30

y la mezcla se agita a 02C durante la noche. La valoracidn
enzimitica indica un rendimiento del 98 %. El producto se
precipita por adicién de 1,6 ml de piridina y 7 g de carbbn
activo (NMORIT SU 18, conteniendo 7,5 % de agua)s Después de
agitarse durante 1 hora a 02C y durante 1 hora a temperatura

ambiente, el precipitado se aisla por Ffiltracidn y se resus-

pende en 50 ml de hielo-agua. ElL carbén se elimina por filtra-

cidn (la valoracidn enzimltica en este punto indica un rendi-
miento de 75 %), se afladen 4 g de perclorato sbdico, se ajusta
el pH a 1,5 con 4cido peréléricq y el producto se extracta con
n-butanol como la sal perclorato. A los extractos butandlicos
combinados se afiaden 50 ml de agua, se ajusta el pH a 7 con
trietilamina y el producto se extracta de nuevo en agua, Las
fases acuosas combinadas se ajustan a pH 4,8 y el butanol di-
suelto se separa por destilacién azeotrdpica in vacuo, con lo
cual 1a p-hidroxiampiciliné cristaliza como el trihidrato.

La primera cosecha de cristales asciende a 1,66 g (39%) mose
trando espectros IR y RMN idénticos con los del material au-
téntico. A partir del filtrado se puede obtener otra cosecha

de cristales,

EJEMPLO 4

p-hidroxiampicilina

Una suspensién de 1,08 g (5 mmoles) de &cido
6~aminopenicilinico en 12,5 ml de cloruro de metileno seco y

1,4 ml (10 mmoles) de trietilamina se agita a temperatura

| ambiente hasta que se obtiene una solucibn clara. La mezcla

se enfria luego a -402C y se affaden 0,45 ml (5 mmoles) de

clorofosfito de etileno. La mezcla se lleva a temperatura am=

biente y se agita durante 1 hora. Se afiaden 0,3 ml (2,5 mmoles)|

de dimetildiclorosilanc y la mezcla se agita durante la noché

1 . :
e

4
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1
1
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a 02C, A dicha solucibn se afiaden 0,4 ml de piridinay 1,86 g
(5 mmoles) de p-trimetilsililoxieD=-(=)=~fenilgliciloxisuccinie

mida, preparada como se ha descrito en el ejemplo 1.

La reaccidn se sigue por valoraclén enzimftica

del rendimiento en penicilina:

Tiempo Rendimiento

11/2 h 50%

21/2 h 63%

31/2n 70%

20 h 70% !

|
La penicilina producida se comporta identicamen~

te a la p~hidroxiampicilina auténtica en la electrofbresis de

alta tensibén a pH 7. El producto puede ser aislado como se

describe en el ejemplo 3.

EJEMPLO 3

Acido 7=(D-X-amino—o{-(p-hidroxifenil)-acetamido)-3-(1,2,3=

triazol-5-iltiometil)-3~cefem~4~carnmoxilico |

Se suspenden 1,56 g (5 rmoles) de &cido 7-amino-,
3=(1,2,3-triazol~5~il~tiometil)-3~cefem~4~carboxilico en 20 mlg
de acetonitrilo seco, se affaden 2,1 ml (15 mmoles) de trietil~§
amina y la mezcla se agita durante 2-3 horas aproximadamente
a temperatura ambiente, hasta obtemer una solucibéan clara. La
solucién se enfria a 0¢C y se affaden 0,45 ml (5 mmoles) de
clorofosfito de etileno (disuelto en 2,5 ml de acetonitrilo.
La mezcla se agita durante 30 minutos, se lleva a temperatura
ambiente y se afiaden 1,26 ml de trimetilclorosilano (10 mmo-
les). Después de agitar durante 2 horas, el hidrocloruro de
trietilamina precipitado se separa por filtracidn (1,43 g).
Se afladen 2,32 g (20 mmoles) de hidrocloruro de piridina, i
2 g (7,5 mmoles) de p=trimetilsililoxiwDe=(=)=Fenilglicina=N- '
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' 'pob separacidn de las fasess La fase acuosa se extracta dos

nicos combinados se tratan con 1 g de carbbnm activo (Norit SU

carboxianhidrido y 0,86 g (7,5 mmoles) de N-hidroxisuccinimida,
a la solucibén de bis~trimetilsilil~7~etilenfosfitoamido-3-

(1y2,3~triazol=5~il=tiometil)~3=~cefem-4~carboxilato y la mezcla| -

se agita a 02C durante ld noche., La elactrofdresis de papel de
alta tensidn indica una acilacidn casi cuantitativa.

Para la recuperacidn del producto de reaccién,
se afiaden 10 mmoles de dioctilsulfosuccinato de sodio, se eva-
pora el disolvente in vacuo y se sustituye por 30 ml de aceta-
to de etilo seguido por 15 ml de hielo-agua. El1 pH se ajusta a
1y la mezcla se agita durante 15 mimatos y se filtra, seguido

veces con 5 ml de acetato de etilo conteniendo 2,5 mmoles de
dioctilsulfosuccinato de sodio. '

La transferencia del producto a la fase orgémni-
ca se confirma por electroféresis de papel. Los extractos orgd

18) y se filtra a través de un auxiliar de filtraci6n. Se afia-
den 9,5 ml de metanol y 0,5 ml de aguaﬁy'se ajusta el pH a 4,5
con tricaprilamina. Se forma un precipitado blanco y después
de agitar durante 1,5 horas a 09C, el producto se aisla por
filtracibn, se lava con acetato de etilo y metanol y se seca
in vacuo, para dar 1,4 g de un pbivo blanco, que muestra una
sola mancha en la electrofbresis con papel a elevada tensibn,
que se mueve como un anién a pH 8 y como un catién a pH 5. E1
espectro RMN muestra seflales correspondientes a la estructura
propuesta.

Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi como la manera de realizarse en la préctica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al-

teren su principio fundamental. .
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REIVINDICACIONES
1e= Procedimiento para preparar p=trimetilsilile

oxi-D-(-)=fenilgliciloxi-succinimida(—ftalimida), de férmula

general:
0
Py )
. | AN

(,C) 85 - o—-@_:: -C~0- N\C/Y I
(]

NH 2]

, o |

A ,

en la que Y es | ) \:]zzi} :
C .

~ K '

i
caracterizado porque comprende hacer reaccionar D=(-)-p-trime-
tilsililoxifenilglicin~N-carboxianhidrido con una N-hidroxiimie
da de férmula general: I
i
C .
~
HON Y 11
e~

.

en la que Y se define como anteriormente, en presencia de un

hidrocloruro de uma- amina debil y en un disolvente inerte,

2.~ Procedimiento segin la reivindicaciébn 1,
caracterizado porque el hidrocloruro de una amina debil es hi-

droclorurc de piridina.

3.~ Procedimiento segln la reivindicacibn 1,

caracterizado porque el disolvente inerte es cloruro de meti-

leno,



- u —~
4,- Procedimiento para preparar p-trimetilsililoxi-
D=(=)=fenilgliciloxi~succinimida &fHalimida), tal y como queda
pustanciaslmente descrito en la presente Memoris.

Esta Memoria consta de 11 hojas escritas a mdquina

PoOr una sols cara.
NOVO INDUSTRT 4/S.
). M, TOMES ST POMED

p. b Firmadoy J. Suarez ii
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