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timicina B. Ademfs de su utilidad como intermediarios, algu-

-2 - REF: Case 199-17

RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencifn proporciona derivados de 4-N-acilfortimi

¢ina B de estructura
Tt CHy

6! CH-NH, : NH, OH RS

-R

&{3 o

donde R es acilo, aminocacilo, N-monoalquil(inferior}aﬁino¥
acilo, N,Nrdialquil(inferiqr)éminoacilo, hidroxi-amiaoacilo
sustituido o amincacilo sustituido de férmula

} r

: QC—CHzNHRl

1 - . . , .
donde R™ es un radical acilo derivado de un aminodcido o de
un péptido corto, y sus sales farmacéuticamente aceptables.
Los compuestos son Gtiles como intermediarios en la pre+s

. { ,
paracidn de derivados de 4-N-alquil (o alquil sustituido) for+

nos de los compuestos de esta invencidén también son Gtiles
como agentes antimicrobiarios.

" ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La terapia con antibidticos desempefla un papel vital en
la mediciga-moderna. El advenimiento de la tefapia anﬁibiétij
ca en este siglo ha sido responsable en parte de la mayor es-
peranza de vida asi coﬁo de la menor incidencia de muertes
de nifios y recién nacidos. Aunqué existen numerosas clases
de antibidticos en el mercado, las penicilinas semisintéti-

cas, las tetraciclinas, las eritromicinas y las cefalospori-
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nas son probablemente los antibiSticos més utilizados.
A pesar de la disponibilidad de una gran variedad de

antibidticos muy eficaces, continfia la bdsqueda de agentes

“mejorados por diversas razones. Muchos organismos adquieren

resistencia a un antibiético o clase de antibibticos parti-
cular y por lo tanto debe disponerse continuamente de nue-
vas drogas para tratar las infecciones que implican cepas
de organismos que se han hecho resistentes a cualquier otra
terabia. Aparte del ?roblema de la resistencia, esta—potepte
clase de drogas éresenta un cierto nfimero de efectos secu%—
darios indeseables y, por lo tanto, continfia la bisqueda ‘
de agentes de menor toxicidad que los antibiéticosECtHEMEHQE'
existentes éero que continfien siendo eficaces agentes anti-
microbianos. !
Otro problema relativo a la actual terapia antibibéti~
ca es gue existen ciertos organismos, como el género Proteus
de organismos; que son de tratamiento muy dificil. Por lo
tanté, los investigadores estin buscando constantemente nue-

1

vas entidades quimicas que séan eficaces contra diversas ce-
pés de Proteué.

Recientemente se ha identificado una nueva clase de
aptibiéticos que se ha designado.con el nombre de fortimi-
ciﬁas. Hasta la fecha, se conocen dos antibidticos de forti-
micina, la fortimicina A_y la fortimicina B. Ambos antibib-
ticos son_productos de fermentaci6n y por lo tanto su manu-
factura es dificil y costosa.

La fortimicina A presenta un amplioc espectro de activi-

dad in vitro contra las bacterias Gram—positivas y Gram-ne-

~gativas y también presenta excelente actividad contra las

cepas de Staphylococcus aureus v Escherichia coli que son
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*.del.género Proteus. Los ensayos in vivo indican que la DESO

resistentes a diversos antibidéticos conocidos como la kana-
micina, la gentamicina, la tobramicina y similares, ademis

de presentar actividad antibacteriana contra las bacterias

.o

de la fortimicina A contra Escherichia coli Juhl KY_E%SG en

e,

ratones es de 6 mg/kg (véase la patente estadounidénsc

3.976.768). -

La fortimicina B también bresenta actividad aﬁfibacte—
riana iﬂ éitéé contra diversos antibifiticos Gram-pozitivos
y Gram-negativos, pero es considerablcmente menos activa
que la fortimicina A (véase la éatente estadounidense
3.931.490)7

Aunque la fortimicina A_constituye un cabo prometador
en la clase de antibidéticos de fortimicina, se ha encontrado
que los derivados de 4-N—alquilf5rtimicina B son generalmen-
te mds estables pero igual de eficaces que la fortimicina A.

Esta invencién proborciona una nueva serie de interme-
diarios que son fitiles en la preéaracién de los derxivados de
4-N-alquilfortimicina y también ?roporciona un método para

convertir la fortimicina B en fortimicina A.

COMPENDIO DE LA INVENCION

. Esta invencién:proﬁorciona una nueva serie de deriva-
daé,de 4-N-acilfortimicina B que son fitiles como intermedia-
rio;.en la-sintesis ae derivados de 4—N¥alquilfortimicina B.
Ademis de su utilidad como iétermediarios, algunos de los
compuestoé de esta invenciéni como muestra la Tabla IT, tam-
bién son Gtiles como agentes antimicrobianos.

Esta invencién también proéorciona un método para la
conversib6n guimica de la fortimicina, K B menos activa en fortiy

micina A, asi como los derivados de 4-N-acilfortimicina. B.En
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druro de litio y aluminio o con diborano que constituyen los

términos generales, los derivados de 4-N-alquilfortimicina B
se preparan por reduccidn de la funcidn acilamido del deri-

vado particular de 4-N-acilfortimicina, por ejemplo con hi-

agentes normales de reduccidn de amidas. Los comﬁuestos de
esta invencién se utilizan como intermediarios en la sinte-
sis de derivados de 4-N-alquil (sustitufdo) fortimicina B asi
como de derivados de 4—N—alquilfo£timicina B. Especificamen-~
te, ademis de ser ftiles bara la obtencién de los derivados
4-N-alquilicos, también son Gtiles en la preéaracién'de %os
derivados 4-N-amincalquilicos o 4—N-hidroxiélquilibos de la
fortimicina B.
Esta invencifn también proporﬂlona un metodo para la

l
conversién quimica de la fortimicina B (1) de félmula

H3 ,
H"NHQ NH, OH

{ , Q 0CH;
per

CH3

(1)

«.en fortimicina A (2) de fdrmula
R

CH-NHp
-0

(2)

donde R es ~C~CH,NH,, y la preparacidn de an&logos de forti-
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_micina A (derivados de 4-N-acilfortimicina B) donde el gru~

po 4~-N-glicilo del antibibtico de aminociclitol natural,
la fortimicina A (2), es sustituido ﬁor_grupos acilo deri-
vados -de dcidos carboxilicos y de aminodcidos distintos de

la glicina, donde R es el definido anteriormente. En parti-

cular, la invencién se refiere a la preparacién de derivados

de 4~N~-acilfortimicina B donde el_gruﬁo 4-N-acilo dériva de

AR 4

un aminodcido o de un péptido y sus.sales farmacéuticamente
aceptables.

" DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION ...

Esta invencidén se refiere a nuevas fortimicinas y més
especialmente a derivados de 4~N-acilfortimicina B y a la
conversidn quimica de fortimicina B en fortimicina ‘a. Los

compuestos de esta invencidn son representados'por la f6r-

mula: 7' GH3
6! CH-.-NH2
—0
AR
t ot -
NH, ‘

CH3

donde R es acilo, amincacilo, N-monocalguil (inferior)aminc-

acilo, N,N-dialquil(inferior)aminoacilo, hidroxi-aminoacilo

‘sustituido o aminoacilo sustituido de férmula:

i

0
P

!
—C—CHZNHR

‘donde Rl1es un radical acilo derivado de un aminoﬁcido o de

1

un péptido cdrto, y sus sales farmacfuticamente aceptables.

Estos compuestos son @tiles como intermediarios en la
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_grupos alquilo C,-C, de cadena lineal y ramificada.

.les o de sus enantlémeros, ‘que no estén 1ncluidos entre los

preparac16n de derlvados de 4=-N-alquil (o0 alquil sustituido)-
fortimicina B. Ademés de 'su utilidad como intermediarios,
algunos de los compuestos de esta invenci6n también son Gti-
les como agentas antlmlcroblanos.

El término "acilo" en el sentido utilizado agqui, se
refiere a'grubos R reﬁresentados pcr la férmula '

Rz—g-

donde R? es alquilo inferior; aminoalQuilo inferior, Nfami—
no (sustituido)alquilo .inferioxr y'N,ﬁ-amino(disustituido)al—
guilo inferior donde los N-sustituyentes de'los.grupos N-amiq
no (sustituido)alguilo inferior y N,N-amino (disustituidc)al-
guilo inferior est#&n constituidos ﬁor'grupos alquilo ~cmo

metilo y etilo. El término "alquilo inferior” se refiere a

Ademds, el término "acilo" en el sentido utilizado aqui

se refiere a grupos R representados por la férmula

—C-—CHé-—NH-'Rl
donde Rl es un radical acilo derivado de un aminodcido o unr
péptido corto.

Ademds, los grupos acilo derivan de aminodcidos natura-

def1n1dos antcrlormente, tales como hlstldlna, fenilalanina,
tirosina o pequefios peptldos como glicilglicina u otrQs di-
péptidos o tripéﬁtidos.

En el sentido utilizado aqui, el térm;no "Cbhz" se refie~
re al grupo benciloxicarbonilo;

El téfmino "sales farmac8uticamente aceptables", en el

sentido utilizado aqui, se refiere a las sales de adicién de
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dcido no téxicas que se.preparan generalmente por -reaccifn

de los compuestos de esta invencién con un &cido orgdnico

‘0 .inorgédnico adecuado. Son sales representativas el hidro-

'iclorﬁro, hidrobromuro, sulfato:, bisulfato, aéetato,«oxalato,

valerato, oleato; laurato, borato, benzoato, lactaﬁﬁ}'%os—
fato, tosilato, -citrato, maleato, fumarato, succinaég;:tar—
trato, napsilato‘y similares. - | .

El métoao ilustrado a continuacién, que puede utilizars
para la preparacién de fortimicina A (2) a partir de fortnml
cina B (1) y también para la preparacién de los andlogos ée
fortimicina A (5) implica como primera etapa la prep;rac1gn
de 1,2', 6'-tri—N~benciloxicarbonilfortimicina B (3) por tfaw
tamiento de fortimicina B (1) con un agente acilante adecua-

~do como N—(ben01lox1carbon1iox1)succ1n1m1da (6), cloruro de

ben01lox10arbonllo (7, benc1;ox1carbonll-p-n1trofcnol (6),

respectivamente:

0

' ‘ 0
9 ! I
CH,0C~0= I CH,00-C1  (7)
" .
o O CHZOC _.,w

[y

en un disolvente como N,N-dimetilformamida, metanol~agua y

similares, de acuerdo con el Esquema 1:

.
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K
CH-NH, NH, /OH
0
0 QCI
H, 0 NH. (1)
‘ N
CHy
o-o{0) pe(0)
L
CH -~ NH Né OH
\ 0 y ocH,
—_ YH . I:o H (3)

" Esquema 1l

La segunda etapé del procedimiento, la acilacién del

_grupo C4~N~metilamino de la 1,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-

foﬁtimicina B (3) se realiza con un derivado activo de un
dcido carboxilico, tal como &n anhidrido carboxilico, un
cloruro carboxilico; un éste% activo de &dcido carboxilico o
una azida de dcido carboxilico, siguiendo la metodolbgia co-
miinmente utilizada en ia sintesis de péptidos.

" Los 8steres activos pueden prepararse a partir del de-

rivado de dcido carboxilico de férmula:
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con 1-hidroxibenzotiiézdi; N—hidro%isuccinimida o.N—hidroxiu
5—norbornen—2:34dicarboximida{'M; Fujino, 8. Kobayaski, M.
Obayashi; T, Fukuda;'s. Shipagawa y O. Nishimura, Chen.
Pharm; Bull. Jaéan; éé, 1857 (1974)} respectivamenté, como
se ilustra en los Esquemas A, B y C dados a continuacidn,
donde: - N

0 -

R3,_!I_
es un grupo acilo, N:Nndialquil(inferior)aminoacilo o acilo
derivado de un aminoécido protegido con N-benciloxicarboni-
lo o de un péﬁtido corto:

" BHsguema A

O

- C =HN0
9 T2
30 ' v O’N =0= N@
+ -
R™-C~0H HO-N 7 |
(1-hidroxibenzo~ (N,N*-diciclohexile
triazol) “carbodiimida)

i
R3—C—0~h\\
Ny

(éster activo de
1~hidroxibenzotriazol)

¢7N
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0
I , 5
e . ’ —  ( yN=C-= N“<::>

0
0 .
L
R -0-0~ . -l8ster activo de N- ,
yr— hidroxisucecinimida) - e %
0 .
- Bsquena C
0
0 _ !
R3~L—OH +  HO-N . ~11,0

O =o-+ 0

(N~hidroxi~5-norbor-
nen-2, 3-dicarboximida)

aE

R~

—0-1 ‘ (éster activo de N.hidroxi-nor-
bornen-2, 3-dicarboximids)

. Las reacciocnes de los ésteres éctivbs con 1,2',6'-tri~
N~benciloxicarbonilfortimicina B (3) se efectfian en un di-
solvente inerte como tetrahidrofurano, dioxano, cloroformo,
N,N-dimetilformamida y similares. En algunoé casos, resulta
beneficiosa la adicifén de una amina terciaria, tal como
trietilamina. .

En-algunas de las copulacicnes se utiliza el grupo azidc

para activar al carboxilc terminal del &cido carboxilico gue
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ha de ser copuladoQ Las acilazidas se preparan a partir de
las correspondientes _acilhidrazinasrcon'HNO2 (4cido nitro~
so) y.el exceso de dcido se elimina mediante un lavado acuo-

so b&sico. La reaccidn es ilustrada a continuacibn:

Q L .
1) HNO2 ‘ -
3 3 l
R™-C~NH~NH ; P RO-C-N,
T 2) base .
(acilhidrazida) (acilazida)

donde R3~C~ representa los mismos grupos que en la prepara—
cién del_éster activo descrita anteriormente. Las réacciones
de copulacifn de las acilazidas preparaﬁas anteriorménte con
1,2',6'-tri~N-benciloxicarbornilfortimicina B (3) se llevan

a cabo en un disolvente ‘inexrte como el acetatp’de etilo.

Las reacciones de copuilacién de los derivados activados
carboxilicos N~§£otegidos'ahteriores en el grupo C4~N-metilo
de la 1,2',6'—triTN-benciloxicarbonilﬁdrtimicina B {(3) para
formar 4-N-acil-1,2',67-tri-N-benciloxicarbonilfortimicina B

(4) estd ilustrada en el Esquema 2 siguilente:’

v9{0)  +nl0)
L CH - NH NH 0H
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3

y

T“Cﬂz@ 0-Chy
GH3 ? = 0 ? = 0
cI:H - NH NH

o >—

\ 0 '

WH 10
~CH,0C = 0

" Esguema 2

donde Y representa grupos activantes tales como

)

CHy-G-0- ~0-N__ N,;N ,
L

y »*

‘Para los expertos en el campo de la sintesis de pépti-
dos resulta evidente qué.la introduccién de una cadena pep-
tidica corta N—brctggida en el compuesto {3) para dar el comy
puesto (4) puede realizarse por etapas utilizando interme-

diarios adecuadamente protegidos como se ilustra en el si~

O

\ 0

PR

0 ,
> L -0=N
O- .

es R3~C— como se ha definido anteriormente.

~guiente Esquema 3:
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* Esquema 3

0 .
i 0

7

[epele]
3

l
V~0~C~CH,,~NH~C —oc(f‘h ) 33

0-CH, 'O3 (i-CHQ O
H3 {L 0 p =0
CH—- NH q/ 0H

0 ,
\__ % OCH, (40)

GHZOC =0

: CH3

CH

| b
| @-01{200 =0 3

1\‘:1{ HO GG g
| 1~ (-CHE ’f{ 00(CH,)
0
730007 %3

0 =

? on@ O-—CHQ-@
=
l .

- NH NH

0CH, - (41)

\ut q_g_cHz-NHQTG%COOH
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1) N(?2H5)3

2) Y;q-R3

1

.0
4 3 3 ﬂ ..
donde R~ es —C-CH2~NH~C—R qonde R-C~- es el definido ante-

riormente ¢ ¥ es un grupo activante como set ha descrito
anteriormente.

La sintesis'po£ etapas transcurre a través de la 4-N-
(§~t~butiloxicarbonilglicil)~l,2',6'-tri—N-benciloxicarbonj1—
foftimicina.B (40) gue, en condiciones ﬁcidas, por ejemplo
dcido trifluoracético en éloruro de metiieno, produce el trij
fluoracetato de 4—N~glicil-l,2';6'-tri—N—benciloxicarbonil~
fortimicina B (41). Este dltimo compuesto (41) se trata pri-
mero con trietilamina y después se deja reaccionar en la for

ma habitual con RB—ﬁ—Y para dar las 4-N-acil-1,2',6'-tri-N-
! .
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benciloxicarbonilfortimicinas B (4) . intermediarias en un
procedimiento por etapas.

Una vez completada la acilacidn en el grupo C,-N-metilo

" de la 1,2',6'-tri~-N-benciloxicarbonilfortimicina B (3} para

formar los intermediarios ﬁrotegidos {(4), es necesario sepa-
rarrlos_gruéos proteCtoreé benciloxicarbonilicos deT~c6mpue§
to (4) por hidrpéenolisis de este (ltimo sobre un'caﬁgliza~

dor de baladio en carbdn para obtener los andlogos dé fortimg
cina A (5) biolégicaméntc activos. La fortimicina 2 (2] vy

los andlogos de fortimicina A (5) asi éreparados se aislan

_convenientemente en forma de hidrocloruros cuando la hidroge

nolisis se realiza en presencia cde un ligero excesc de &cido

clorhidrico. La hidrogenolisis de (4) para'obtener {5) esta

formulada en el siguiente Esquema 4:

" Esquema 4
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NH : H N-R
2

dende R4 .-.Y.:R:'Son 1‘os-r.rdeﬁin.:.i_c'l_os_5 .é??.e.l.’:i.ormente'

Los compuestos que pueden ser preparados por el mftodo

. antes descrito incluyen los compuestos representados por la

f6rmula:

7t THB

I
6' CH-NH,

donde R es el definido anteriormente. Son ejemplos de estos
compuestos, que no se pretende que limiten el alcance de la
invencidén, los siguientes:

(9) el tetrahidrocloruro de fortimicina A donde R es

-C-CH2-NH2, | .
(10) el tetrahidrocloruro de 4~N—(DL—24hidroxi—4—aminobuti;il
0 OH

fortimicina B donde R es —C—CH—CHZ—CH2-NH2,

"(11) el trihidrocloruro de 4-N-acetilfortimicina B donde R

0
|

es —C—CH3,
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(12)

(13)

(14)

" (15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

‘R es ~C-CH,~NH-CH.,

-~ 18 .

el tetrahidrocloruro de 4-N-glicilglicilfortimicina B

donde R es —C-CHZ-NH—C-CHZNHz,

el tetrahidrocloruro de 4-N-sarcosilfortimicina B donde

el tetrahidrocloruro de'4~N—L—fenilalanilglicirfﬂrti—
([)l .(l? : /ﬂ\
micina B donde R es,—C—CHZ—NH-Cf?H—CH24k522J/ f= 
. ) NHz.
el tetrahidrocloruro de 4-N-(N,N—dimetilglicil)fcr-

: H
timicina B donde R es -C-CH —Nf//c 3
. CH

- 3

el tetrahidroclorurc de 4-N-f.alanilfortimicina B don-
o

de R es =C~CH,~CH,~NI,,

el tetrahidrocloruro de'4—N¥D—alanilfqrtimicina B don-

de R es -C—CH—CH3,
NH2

el tetrahidrocloruro de 4-N-L-alanilfortimicina B don-

de R es -C-CH-CH,,
NH, : .

el tetrahidrocloruro de'J—N—L—alanilglicilfortimicina B

donde R es ~C—CH2—NH~C-CH—CH3,

l

NH2

el tetrahidrocloruro de 4—N—L-leﬁcilglicilfortimicina B
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(22) el pentahidrocloruro de 4-N-I-histidilfortimiciua B

I 2 .

i

1 cn

CeCH-CH.~CcH” 3,
2 T ~cu

(0]
donde R es ~C—CH2—NH~
) 3
(21) el tetrahidrocloruro de 4-N- (DL-2-hidroxi~4-aminobuti~
ril)glicilfortimicina B donde R es

0 0 OH
I |

i

-C-CHz—NH—C—CH~CH -CHZ-NHZ,

2

AN ~_
! -

Iy
donde R es —C—CH—CH2 \ g ’

(23) el tetrahidrocloruro de 4-N-glicilglicilglicilforiimi-
o] 0 0
|
cina B donde R es -C-CHZ—NH—C—CHZ—NH—C—CHz—NHz,
(24) el tetrahidrocloruro de 4-N- (DL-2-hidroxi-3-amincpro-
? O OH
: ! Il
pionil)glicilfortimicina B donde R es ~C%CH24%FC—HLCH2¢m2y
(25) el tetrahidrocloruro de 4-N-(DL-2-hidroxi-3-aminopropio-
0 CH
\ Il
nil) fortimicina B donde R es AC—CH-CHz-NHz.

Los ejemplos siguientes se dan para ilustrar mejor esta
invencién y no se pretende que limiten o restrinjan su alcan-
ce en modo alguno. .

- © BIEMPLO 1

1,2 ,6'~Tri-N-benciloxicarbonilfortimicina B (3)

A. A una solucibn agitada de 2,0 g de fortimiéina B (1))
30 ml de agua y 60 ml de metanol, enfriada en un baflo de hie-
lco a 0°, ée afaden 4,44:g de N—(bencilox;carboniloxi)succini—
ﬁida. Se continfia agitando a 0° durante 3 horas y despuds a
la temperatura ambiente durante 22 horas. La mayor parte del

metanol se evapora a presidn reducida y el residuc se sacude
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evapora el tetrahidrofurano para separarlo del filtrado a

" ffa una muestra de 1,20 g en una columna de gel de silice,

~20 ..

con una mezcla de cloroformo y agua. La solucidn cloroférmi-
c¢a se lava con agua y se seca sobre sulfato magnésico anhi-
dro. Se evapora el cloroformo y el residuo se cromatografia
sobre gel de silice. Por elucién con un sistema disolvente

constitufdo por cloroformo-metanol-hidréxido ambnico concen-

6'—tri-N-benciloxicarbonilfortimicina B (3): Bg;sn,¥:l6,5°

(c = 1,0, CHLOH). . L
IR: 1712, 1507 em L,

E 1

RMN (CDCl,) 6: 1,03 (C'~CHg, J = 6,0), 2,32 (NHCH3)?

3,41 (OCH4). , E

Andlisis para C30H50N4Oll'

Calculado : C, 62,39; H, 6,71; N, 7,46
Encontrado: C, 62,16; H, 6,76; N, 7,43.

EJEMPLO 2

Tetra—N—bgnciloxicarbonilfortimicina A (26)

A. A una solucién magnéticamente agitada de 1,00;§
de 1,2',6'-tri-N-benciloxicarbonilfortimicina B (3), 0,357 g
de N—bencioxicarbonilgliéina1y 0,376.g de monohidrato de
i—hidroxibenzptriazol en 2,8 ml de tetrahidrofurano, enfria-
da a 0° en un baho Qé hielo, se agrega una solucién‘de
0,353 g de N, N‘—diciclohexilcarbodiimida en 2,8 ml de tetra*
ﬂldrofurano. Se agregan otros 2,8 ml de tetrahidrofurano pa-
ra pasar Loda la N,N'- dlClclohex1lcarbod11m1da a la vasija
de reaccién. Se contlnﬁa agitando a 0° durante una hora y

después a la temperatura ambiente durante 18 horas. La N,N'-

diciclohexilurea precipitada se separa por filtracidn. Se

présiéﬁ reducida, dejando 1,79 g de producto. Se cromatogra-
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preparada y eluida con un siétema disolvente formado por ben
ceno~metanol-etanol al 95 %$-hidrdxido amdnico concentrado
(23,5:1,4:2,0:0,2 en‘volumeﬁ); Se combinan ias fracciones
que contienen el producto deseado y se concentran a presidn
reducida para dar 0,826 g de tetra-N-benciloxicarbonilfor-
timicina A: {?333 % 52,9°(c = 1,0, CH10H) .

IR: 1710, 1635, 1500 cm *

RMN (CDCLg) §: 1,16 (Ctg-CHy, T = 6,5), 2,82 (C,~NCHg),
3,31 (OCH5), 4,80 (R';, J = 3,0). '

Andlisis para C, oHggNg0q 2

Calculado : C, 62,48;'H: 6;31;'N, 7,43

‘Encontrado: C, 62,52; H, 6,49; N, 7,23.

B. A una solucidn magnéticamenfe'agitada de‘4,02_g de
1,2',6‘—tri—N-benciloxicarbonilfo;timicina B en 40 ml a=
tetrahidrofurano, enfriada a 0° en un bafio de hielo, se aha-
den 1,80 g delréster de N-hidroxisuccinimida de la N—benci%—
oxicarbonilglicina. Se continfia agitando a 0° durante 4 ho-
ras y después a la temperatura ambiente durante 23 horas. La
solucidn resultante se sacude\con una mezcla de 300 ml de
CHCl, y 400 ml de solucidn acuééa al 5 % de NaHCO,. La solu~
cidn en CHC13 ée separa y se lava con 400 ml de agua. Las
so}uciones acuosas se lavan en serie tres veces con 200 ml
de-CHCl3. Se evapora el CHCl3 a presidén reducida para dar
5,18 ¢ dé un vidrio blanco. Este producto se cromatograffa en
una columna de 250 g de gel de sflice (3,4 x 74 cm). La elu-
cifdn se realiza con un sistema disolvente formado por benceno-
metanol-etanolnhidréxidd amdnico (23,5:1,60:1,%0:0,20 en vo-
lumen) . Se combinan las fracciones que contienen el producto
y pox evéporacién del disolvente se ohtienen 4,58 g de tetra-

N-benciloxicarbonilfortimicina A (26) idéntica a la preparada
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como se ha descrito anteriormente.

"Tetra~N—benciloéica%bbnil44-N—(DL~2—hidrox“'4~amlnobut1r11)

-y 0,829 g de monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol en:S ml

_grafian de nuevo sobre gel de silice empleando un 51stema di-

22

" BJEMPLO 3

'fortimiﬁinaﬁB‘(27)

A .una solucidn magnéticamente agitada de 1,03 g de

1,2‘,6'—tri—N—beﬁciloxicarbonilfortimicina B (3), 0O ”693 g

L)

de &cido N—benc1lox1carbonll -DL~-1-hidroxi-4~aminobutflrico

de tetrahidrofurano, enfriada en un bafo de hiélo, ﬁéi?grgga
una solucién de 0,560 g de N,N'-diciclohexilcarbodiimida en
2,5 mi de tetrahidrofurano: Se afiaden otros 2,5 ml de tetra-
hldrofurano para pasar toda la N N‘—d1c1clohex110aroodrlmlda
a la vasija de reacc1on. Se contlnﬁa agitando durante 15 mi-
nutos en el bafio de hielo y despuéé.se'agregan 0,8 wi-de

trietilamina; Se continda ggitandé a 0° durante 15 ﬁinutos
Yy despues a la temperatura ambiente durante 21,5 horas. La
N N‘-dlClclohex1lurea insoluble se separa por flltra01on

y el tetrahidrofurano se separa.del filtrado dando 2,91 g de
un.vidrio amafiilo. La cromat;grafia se realiza primero en
una columna de_gél de silice eluyendo.con un sistema disol-
vente formado por bedceno—metanol—etanolfhidréxido aménico
concentrado (23,5:0,?:2,7:0,2 en volumen). Se combinan las

-~

fracciones enriquecidas en el producto deseado y se cromato-

solvente formado por benceno—metanol etanol (23,5: 0 7:2,7 en
volunmen) . Después las fracc10nes enriquecidas en el producto
deseado se cromatpgrafién sobre Sephadex LH-20 en metanol pa-
rardar'0,353_g de tetra-N-benciloxicarbonil-4~N-(DL~2-hidro-
Xi-4-aminobutiril) fortimicina B (27):Iajg4 + 42,4° (¢ = 1,0,

CH3OH).
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'da en un bafio de hielo, se afiaden 16 ml de anhfdridse’ acéti-

co durante .un periodo de 15 minutos. Se continfia agitando a

-23 -

IR: 1705, 1623, 1504 em™ L.
- . ) ! - . - -
RMN (cnc13)§.. 1,}9 (C',-CH3), 2,9 (C,~NCH3), 3,32
(0CH4), 4,75 (#'y, J = 3,0).
Analisis éara C51H63N5015:
Calculado : C, 62,12: H, 6,44; N, 7,10

‘Bncontrado: C, 62,07; -H, 6,54; N, 7,07.

1,2',6’—Tri—N—benciloxicarbon{;:ﬁ:NAacetilfortimiciﬁa B (28)

A una solucidn agitada de 3,22 g de 1,2',6'-tri-N-ben-

ciloxicarbonilfortimicina B (3) en 225 ml de metanol, enfria-

0° durante 2 horas y desﬁués a la temperatura ambiente duran-
te 2 horas. Se evapora el metanol a presidn reducidas y el
anhidridb acético residual y el &cido acético se separan por
co-destilacidn con benceno y metanol para dar 3,63 g de 1,2',
6'-tri-N-benciloxicarbonil-4-N-acetilfortimicina B (28):
(e 35 4 58,4° (c = 1,03, cugom.

IR: 1710, 1620, 1500 cm .

RMN (CDCl3)6 : 1,16 (C'é'CH3' J = 6,0), 2,07 (COCH3),
2,83 (Cy-NCHy), 3,3& (oCHq), 4,81 (H'y, J = 3,0).

Andlisis parg'c41H52N4012:. |

Calculado : C, 62,11; H, 6,61; N, 7,07

" Encontrado: C, 62,37; H, 6,74; N, 7,00
'gJEmeo.s

Tetra-N-benciloxicarbonil-4~N~glicilglicilfortimicina B (29)

A una suspensién agitada de 0,754 g de 1,2',6'-tri~N-
benciloxicarbonilfortimicina B (3), 0,536.g de N-henciloxi-
carbonilglicilglicina y 0,622 g de monohidrato de i-hidroxi-

benzotriazol en 4 ml de tetrabhidrofurano se afiade una solu-

1
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_glicilfortimicina B (20): [%2% + 43° (c = 1,0, cuon).

azol en 12,0 ml de tetrahidrofurano se ahaden 0,803 g de N,N'

—_24 -

cidén de 0,418 g dé'N;ﬁ'—diciclohéxilcérbodiimiaa en 3 ml de
tetrahidrofurano: Se utilizan otros 3 ml de tetrahidrofurand
para pasar toda la N;N'-dicic1ohexilcarbodiimida a la vasi-
ja de reaccidn. La susﬁensién resultante se agita a la temch
ratura ambiente durante 44 horas. Después se separa por fil-
tracién la N,Nf~diciclohexilured insoluble y se lavé bien
con tetrahidrofuraro. Se combinan el filtradoy laé aguas
de lavado y el tetrahidrofurano se'evaéora a presiép'redu—
cida dando 1,96 g de un vidrio blanco. El producto se croma-

tografia en una columna de'gel de sflice. Por elucidn con

un sistema disolvente constitufde por benceno-metanol-etanol-
hidréxido aménico concentrado (23,5:0,7:2,7:0,2 en volumen)
se obtienen 0,824 g de tetra—N-beﬁciloxicarbpni1~4-N7g1icil~
. .oo=1
IR: 1712, 1638,.1500 cm ~.
RMN (CDClB)s : 1,17 (C'G-CH3, J=6), 2,37 (C4-NCH3),
3,32 (OCH,) . . '

An&lisis para CpqHo N O,

< P 517627615
Calculado : C, 61,31; H, 6,25; N, 8,41
Encontrado: C, 61,35; H, 6,40: I, 8,28.

'EJEMPLO 6

;Tetra—N-benéiloxicarbonil-4—N-sarcosilfortimicina B (30)
A una solucidén agitada de 2,26 g de 1,2',6'~tri-N-ben-
ciloxiéarboni1fortimicina B (3), 0,855 g de N—benciloxicarbo—

nilsarcosina y 0,982 g de monohidrato de l-hidroxibenzotri-

diciclohexilcarbodiimida disueltos en 6,0 ml de tetrahidro-
furano. Se utilizan 6,0 ml de tetrahidrofurano adicionales
para pasar toda lé N,N'~diciclohexilcarbodiimida a la vasija

de reaccién. Se continfa agitando durante 24 horas a la tempq
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~gel de silice preparada y eluida con un sistema disolvente

ratura ambiente. La N,N'-diciclohexilurea insoluble se sepa-
ra por filtracidn con un embudo de vidrio sinterizado. Se-~
parando el tetrahidrofurano a presidn reducida se obtiene

un residuo amarillo que se cromatografia en una columna de

formado por bencenc-metanol-etanol al 95 %-hidrdxido ambnico
concentrado (23,5:1,4:2;0:0;2 en volumen). Se recpgéhrlas
fracciones enriquecidas en tetra-N-benciloxicarbonil—4-N-
sarcosilfortimicina B (30) y se cromatografian de yﬁevo en
una columna de Sephadex LH-20 @reparada y eluida coﬁ étanol
al 95 %. Se combinan las fracciones apropiadas para dar
2,29 g de tetra*N—benciloxicarbonil-4-N~sarcosilfo££iﬁicina B
(30) en forma de espuma blanca: Bﬂ§4 + 49,9° (¢ = 1,0,
CH3OH). . - |
TR: 1710, 1635, 1500 cm t.
- RMN (CDClg) g: 1,15 (C'g-CHy, J = 6,8), 2,79 (C,~NCH,
2,98 (OCH,), 3,35 (CH2—T—CH3), 4,82 (u'y, J=3,0).
Cbz
~ Anfdlisis para C50H61N5014:
Calculado : C, 62,82; H, 6,43; N, 7,32
Encontrado: C, 62,59; u, 6,47; N, 7,32.
| EJEMPLO 7

Tetra-N-benciloxicarbonil-4-N-I~fenilalanilglicilfortimici~

na B (31)

A una solucidn aéitadé de 2,00 g de 1)2’,6'—tri-N—
benciloxicarbonilfortimicina B (3), 1,284 g de N-benciloxi-
carbonil—L—feniialanilglicina y 0,892 g de monohidrato de
1-hidroxibenzotriazol en 10 ml de tetrahidrofurano se afia-

den 0,602 g de N,N'ndiciclohexi1carbodiiﬁida disueltos en

5,0 mlL de tetrahidrofurano. Se emplean 5,0 ml adicionales de
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- ra dar un residuo amarillo. El residuo se cromatpgrafia en

-1,2',6'—Tri=N—benciloxicérbonil—(N,N~dimetilglicil)fortimi—

—26 —

tetrahidrofurano'para pasar teda la N,N’—diciclohexilcarbo-
diiwlda a la vasija de reacciGn. Se continfa agitando duran-
te 20 héras a la teﬁperatura ambiente. La diciclohexilurea

insoluble se'seéara por filtracidén a través de un embudo de

vidrio sinterizado. El filtrado se concentra a sequedad pa-

una columna.&e.gel de silice érepaaﬁb,y elufda con un siste-
ma disolvente formado por benceno-metanol-etanol al Y5 $-hi-
drdxido ambénico concentrado (23,5:1,4:2,0:0,2 en voiumén).
Se recogen las fracéiones enriquecidas en el componeﬂte'de~
seado y se evaporan a sgquedad; El residuo se pasa por una
columné de Sephadex LH-20 preparada y eluida con etanoi al -
95 %: Se recogen las fracciones que contienen tetra-N-bencil-
oxicarbonil—4—N;L-fenilalani1glic;lfortimicihaiB (31) v el
etanol se evépora a preéién.reducida para dar 1,16 g de pro-
ducto: [6]2% + 28,4° (c = 1,03, cHyom).
| IR 1712, 1637, 1500 om .

RMN—(CDC13)6 : 1,16 (C’G—CH
' g

3+ J = 6), 2,80 (C;~NCH;),
3,27 (OCH,).
Anélis%s para.C58H68N6015: |
Calculado : C, 63,96; H, 6,29; N, 7,72
Encontrado: C, 63,82; H, 6,45; N, 7,71.

" EJEMPLO 8

’

“cina B (32)

" A una solucién agitada de 2,26 g de 1,2',6'-tri-N-ben-
ciloxicarbpnilfortimiciﬁa B (3), 0,515 g de diméﬁilglicina
Y'l;OB:g de monohidréto de l1-hidroxibenzotriazol en 6,0 ml
de tetréhidrofurano se afiaden 0,840 g de N,N'-diciclohexil-

carbodiimida disueltos en 6,0 ml de tetrahidrofurano. Se uti-
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"y se continfia agitando durante 20 horas a la temperatura

~de tetrahidrofurano. Se utilizan otros 12,0 ml de tetrahidro

lizan 6,0 ml adicionales de tetrahidrofurano para pasar todg
la N,N'-~diciclohexilcarbodiimida a la vasija de reaccién.

Se agregan 1,5 ml de trietilamina a la mezcla de reaccibn

ambiente. La diciciohexilurea insoluble se separa por fil-
tracién a través de un embudo de vidrio sinterizado y el
filtrado se lleva a sequedad. El residuo ée cromatégrafia
en una columna de gel de silice preparada y eluida con un
sistema disolvente constitﬁido por cloruro de metiléno—eta~
nol acuoéo al 95 %-hidréxido amdnico concentrado (18,2:1,§:
0,2 en volumen). Se recogen las fracciones que contienen
1,2!,6'—tpi—N—benciloxicarbonil-(N,N—dimeti;glicil)fortimi—
cina B (32) y se evaporan a sequedad para dar 1,34 g de un
vidrio incolpro: Bﬂ 33 +r46£l° (c ='l,0; CH3OH3.

IR: 1711, 1630, 1503 em L. |

© RMN (CDCLy) §: 1,16 (C'g-CHy, J = 6), 2,3 [w(cay), 1,

2,89 (C,-NCH,), 3.,0'6 (cocH,-NT), 3,34 (OCH3), 4,82 (H’l,
J = 3,0). ‘

Andlisis para C43H57N5012£

Calculado : C, 61,78; H, 6,87; N, 8,38

Encontrado: c, 61,75; 1, 7,02; N, 8,30.

| EJEMPLO 9 7

'Tetra—N—benciloxicarbonil—4~N—B;alani1fortimicina B (33)

A una solucidn agitada de 5,52 g de 1,2',6'~-tri-N-beny
ciloxicarbonil-4-N-fB~alanina y 1,96 g de monohidvato de 1-
hidroxibenzoffiazol en 24,0 ml de tetrahidrofurano se afaden

1,62 g de N,N'~diciclohexilcarbodiimida disuéltos en 12,0 ml

furano para pasar toda la N,N'~diciclohexilcarbodiimida a la

vasija de reaccién. Se continifia agitando durante 20 horas a
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la temperatura ambiente: La diciclohexilurea insoluble se
separa por filtracidén a través de un embudo de vidrio sin-
terizado. ELl filtradg se concentfa a sequedad a presidn
reducida para dar'8;79 g de un vidrio amarillo. El wvidrio
se cromatograffa en una columna de_gel‘de silice empleando
un sistema disolvente de benceno-metanol-etanol al 95 %~hi—
dréxido amdnico concentrado (23;551;452,0:0,2 en volumen).
Se recogen las fracciones enfiquecidas en el productc desea-
do, se llevan a sequedad y se cromatpgrafian de nuevé.en una
columna de Sephadex LH-20 preparada en etanol al 95 %. Por
eluciénrcbn el mismo disolvente se obtienen fracciones. que
contienen el producto'deseado. Por separacifn del etancl
a presibén reducida se obtienen 4,76.g de tetra-N-benciloxi-
carbonil-4-N-g-alanilfortimicina | B (33) en forma de vidrio
blanco: [¢]2 23 4 42,9° (c = 0,94, CH,OH).

IR: 1710, 1620, 1503 cm -1

RMN (CDC13)5 : 1,17 (C'g=CHq, J = 6), 2,82 (c4—NCH3),
3,28 (0CH,), 4,78 (H';).

Andlisis para CgoHg Nz 07,0

Calculado : C, 62,82; H, 6,43; N, 7,32,

Encontrado: C, 62,11; H, 6,47; N, 7,29.

’ EJEMPLO 10

‘ Tetra—N—benciloxicarbonil—4—N—D—alanilfortimicina B (34)

A una solucidn agltada de 2,26 g de 1,2',6'- tri-N-ben

cilox1carbon11fo;tlm1c1na B (3), 0,856 g de N- benc1lox1car—
bonil-D-alanina y 0,972 g de monohidrato de .1-hidroxibenzo-
triazol eﬁ 6,0 ml de tetrahidrofurano, enfriada en un baiio
de hielo, se agregan 0,816 g de N,N'—digiclohexilcarbodiimi—
da disﬁél£os en 6,0 ml de tetrahidrofurano. -Se utilizan

6,0 ml adicionales de tetrahidrofurano para pasar toda la

L enpwle

vt e
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~gel de sflice, preparada y elufda con un sistema djisolvente

N,N'-diciclohexilcarbodiimida a 15 vasija de reaccidén. La
Vmezcla de reaccién se agita durante una hora a 0° y después
durante 18 horas a la tem@eratura ambiente., La N,N'~diciclo-
hexilurea insoluble se seéara por filtracidn a través de un
embudo de vidrio sinterizado y el tetrahidrofurano se sepa-
ra a presidn reducida para dar 4,15 g de una espuma blanca.
El producto se cromatograffa en una columna de gel de sfli-
ce preparada y elufda con un sistema disolvente cons“ituf-
do por benceno-metanol-etanol al 95 %-hidréxido aménico con-
centrado (23,5:1,4:2,0:0,2 en vélumeh). Las fracciones en%i—
queéidas en el producto deseado se llevan a sequedad y els

residuo se cromatografia repetidas veces en una columna de

formado por ciclohexano-acetona (1:1 en volumen). Se reunen
las fracciones que contienen la tetra-N-benciloxicarbonil-4-
N-D~alanilfortimicina B pura y se evapora el disolvente para

dar 0,669 g de producto en forma de espuma blanca: Eﬂ 34 ;

41,4° (c = 1,0, CH,O0H).
IR: 1710, 1625, 1498 cm L.
RMN (CDCL,) §: 1,15 (C'=CHy, J = 6,8), 1,28 (CH-CHg,
. NHCbz
J =6,5), 2,88 (C,~NHCH,), 3,27 (OCH), 4,82 (H';, J = 3,7).
E Andlisis para CoolgNg0q 42 .
Calculade : C, 62,82; H, 6,43; N, 7,32
Encontrado: C, 62,83; H, 6,59; N, 7,09

EJEMPLO 11

Tetra-N-benciloxicarbonil—-4~N-IL~alanilfortimicina B (35)

A una solucidén agitada de 2,26 g de 1,2',6‘¥tri~N—ben-
ciloxicarbonilfortimicina B (3), 0,833 g de N-benciloxicarbo-

nil-I~alanina y 0,963 g de monchidrato de l-hidroxibenzotri-
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6,0 ml adicionales de tetrahidrofurano para pasar toda la

" parada y cluida con un sistema disolvente formadc por ben-

. nil-4-N-I-alanilfortimicina B (35) y se cromatografian de

pura se concentran a sequedad para dar 1,22_§ de una espuma

30 -

azol en 6,0 ml de tetrahidrofurano,'enfriada en un baio de
agua de hielo, se afiaden 0,803 g de N,N'-diciclohexilcarbo-

diimida disueltos en 6,0 ml de tetrahidrofurano. Se utilizar

N,N'~diciclohexilcarbodiimida a la vasija de reaccidn. Se

continGa agitando durante una hora a 0° y después a 14’ tem-
peratura ambiente durante 18 horas. LarN,N'~diéiclog;;Elurea
insoluble se separa pof filtracibn y el filtrado se-;oncen~
tra a sequedad para dar 4,20 g de una espuma blancaﬁjﬁi pro-

ducto se cromatograffa en una columna de gel de sflice pre-

ceno~-metancl-etanol al 95 g-hidréxido amdnico concentrado
(23,5:1,4:2,0:0,2 en volumen). Se recogen las fracciones que

contienen la porcidn principal'de la tetra-N-benciloxicarbo-

nuevo en una columna de gel de silice preparada y eluida con
un sistema disolvente formado por acetona-hexano (1l:1 en vo-

lumen). Se recogen las fraccionzs que contienen el producto

deseado y se pasan por una columna de Sephadex LH-20 prepara;
da y elufda con etanol -al 95 %. Las fracciones que contie-

nen teﬁra—N—benciloxicarbonil—4—N—L~alanilfortimicin§ B (35)

incolora: (8244 37,50 (c = 1,0, cmyom).
| IR:.1712, 1630, 1500 om -
RMN (CDC1,) & : 1,17 (ﬁ'6~cné), J = 6,5, 1,27 (COCH~CH
‘ o NHChZ
J - 7,0),'2,97 (c4~NCH3), 3,29 (OCH,), 4,77 (H'y, T = 3,0).
Andlisis para CoHg N0 48
Calculado : C, 62,82; H, 6,43; N, 7,32

Encontrado: C, 62,80; H, 6/58; N, '7,10. :

3I
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horas a la temperatura ambiente. La N,N'~diciclohexilurea in-

— 31.-

" EJEMPLO 12

Tetra-N~benciloxicarbonil~4-N-T-alanilglicilfortimicina B (36

A una solucién agitada de 1,09 g de '1,2',6'-tri-N-
benciloxicarbonilfortimicina'ﬁ (3), 0,440 g de N-benci.loxi-
carbonil-I~alanilglicina y'0;50.g de monohidrato de l-hidro-
xibenzotriazol en 6,0 ml de tetrahidrofurano se agreéé.una
sclucién de 0,416 g de N,N'—diciclohexilcarbodiimida7en 3,0
ml de tetrahidrofurano. Se utilizaﬁ'3{0 ml adiciénales de te~
trahidrofurano para pasar toda la N,N?—diciclohexilcarbodiimi

da a la vasija de reaccidn. Se continfia agitando durante 20

soluble se separa por filtracidén en un embudo de vidrio sin-

terizado. El filtrado se concentra a sequedad para dar 2,02 g
! ‘ '

de una espuma amarilla. El producto puro se recupera pOr Cro-

matograffa en columna de la mezcla de reaccibn sobre gel de

sflice, con un sistema disolvente formado por banceno-metanoly

etanol al 95 %-hidr6xido amdénico concentrado (23,5:1,4:2,0:
0,2 en volumen). Se evaporan %as fracciones que contienen el
producto deseado para dar 1,081g de tetra-N-benciloxicarbonili
4-N-L-alanilglicilfortimicina B 36y : [4] 34 + 30,0° (c = 1,02
CH,0H) . -

IR: 1711, 1640, 1500 cm T..

RMN (;Dc13) 6: 1,17 (C'g-CHg), 1,29 (CO—TH-—CH3),

’ NHCbz

2,85 (C4—NCH3), 3,30 (OCH3).
Andlisis para CpoHey N0 5t
Calculado : C, 61,35; d4, 6,37; N, 8,30

Encontrado: €, 61,68; H, 6,52; N, 8,28,

“

r
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" 4°C durante 24 horas y finalmente a la temperatura anbiente

(] - ) -~ . ’ N
‘da de hidrdxido aménico y la mezcla se evapora a presifn re-

.32 .

" EJEMPLO %2’

Tetra~N-benciloxicarbonil-4-N-l~histidilfortimicina B (37)

Una solucién'de 1,50 g de 1,2',6'~tri-N~-benciloxicar-

bonilfortimicina B (3) en 5 ml de acetato de etilo se enfria

en un bhafio de acetona y hielo seco y se agrega con agitacién
una solucibn fria de N-benciloxicarbonil—L—histidilééidé en
19 ml de acetato de etilo, prepalada a pdrtlr de 1, 21 g de
N—ben01]ox1ﬁarbon11 -I-histidilhidrazida de acuerdo con F.
Schneider {Z. Physiol. Chem., 320, 82 (1960) L La nezcla
de reaccidn se agita a ~15° durante 40 minutos, después a
dgrapte la noche. Se afiaden 2_g6tas de una solucidn concentra
ducida a la temperatura ambiente para dar un re51duo de 2,36
del producto de reaccidn crudo. Este filtimo se cromatografia
sobre 180 g de gel de sflice utilizando una mezcla de cloru-
ro de metileno—metAnol acuoso al 95 %-hidréxido amdnico con-
centrado (1170:70:5 en volumen) como disolvente eluyente. Las
primefas fracdiones_cromatogréficés-contienen sustancias no
polares junto c:orn 1;2’,6*-t£i—N—benciloxicarbonilfortimi—
cina B que no ha reaccionado (0,35 g).

El residuo obtenido

del siguiente grupo de fracciones contiene una pequeiia canti-

dad del material de partida junto con la tetra-N-benciloxicar;

bonil-4-N-histidilfortimicina B (37},
mas fracciones contienen 6,30 g de‘fetra—N-benciloxicarbonil—
4-N-I-histidilfortimicina B (37) pura.

La mezcla antes descrita (1,02 g), conteniendo mate-
rial de partida y el producto deseado, se cromatografia:. de
nﬁevd sobre‘l40 g de gel de sflice, utilizando benceno-meta-

nol-etanocl al 95 % (1174:34:136 en volumen) como eluyente.

1,02 g)deseada. Las Gltl

=3

-
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.y se evapora. El residuo es puro por cromatograffa en capa

1,28 g de N,N'-diciclohexilcarbodiimida en 10 ml de tetrahi-

Por evaporacién de las fracciones combinadas que contienen
tetra-N~-benciloxicarbonil—-4-N~higtidilfortimicinag B (37) se
obtienen 0,75 g de un residuo de (37).

Una parte de la sustancia anterior se purifica para

andlisis por cromatograffa en una columna de Sephadex LH-20,

utilizando etancl al 95 % como eluyente, Se combinan ias frag-

cicnes gque contienen el compuesto deseado, se evaporan y el
residuo se disuelve en cloroforno. La solucién clorofdrmica
se lava con agua. Se separa la capa acuosa, se filtra la so-

lucidn orgénica a través de un embudo de vidrio sinterizado

fina:{ﬁ ;2 + 32° (¢ = 1,01, CHCl3).

IR (pastilla de KBr): 1710, 1631, 1505 cm L.

RMN (CDC13) 5; 1,15 (5'—C§3), 2,91, 2,93 (Q4—NjCH3),
3,22; 3,29 (OCH3), 5,03, 5,07 (Cbz—ggz), 7,1-7,4 (Cbz-Arom.).

Andlisis para CS3H63N7014’

calculado : C, 62,28; H, 6,21; N, 9,59

Encontrado: C, 62,05; H, 6,31; N, 9,44.

FEJEMPLO ‘14

Tetra-N-benciloxicarbonil-4-N- (DI~2~hidroxi~3-aminopropionil)

fortimicina B (38)

£l éster activo de N-hidroxi-5-norbornen-2,3-dicarbo-
ximida del &dcido N—benciloxicarboni1—DL~2—hidroxi~3~aminopro—

piénico se prepara por el procedlmlento general descrito por

M. Fujino y colaboradores {Ch m. Pharm. Bull, Japan, 22, 1857F

(1974)}. Se hacen reaccionar 1,44 g de &cido N-benciloxicar-
bonil-DL-2~hidroxi-3-aminopropiénico con 1,11 g de N~hidroxi-

5-norbornen-2,3~-dicarboximida en presencia de una solucidn de

drofurano~dioxano {l:1 en volumen). La N,N'-~diciclohexilurca

1
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oxicarbonilfortimicina B (3) Despues la mezcla resultante

"ciones cromatogréficas contienen 1,82 g del producto deseado
polar como indica la cromatografia en capa fina. La mezcla

benceno-metanol (85:15 en volumen) como eluyente. For evapoLa-

cibn de las fracc1ones apropladds se obtienen 1,08 g de la.

- 34 -

que se forma en el transcurso de la reaccifn anterior se re-
coge en un filtro y la solucidn del Ester activo se introdu-

ce en un matraz que contlene 2, 23 g de 1,2',6"-tri~-N-bencil~

se agita a la temperatura ambiente durante 2 dfas. Se reccge
una péqueﬁa cantidad de N;N‘~diciclohexilurea en un filtro

y el filtrado se evapora a preSién reducida para dar un pesi-
duo de 5,46_§. La sustancia se'cromatpgrafia en 270_g,ﬁ§;gel
de sflice con benceno—metanol;etanol al 85 °-h1drox1do aménl—

!

co concentrado (1174:34:136:10 en volumen). Las prlmeras ftac

contaminado por una pequefia cantidad de una impureza menos

. o ;
se cromatpgrafia de nuevo en’'180 g de gel de silice empleando

tetra—Nfbeng1¢0x1carboni1-4-N-(DL-Z—hidroxi—3-aminopropionil)
fortimicina B (38) deseada. i
Se pregara una muestraianalitica pbr cromafpgfafia en
uné columna de Sephadex LH-20. El producto obtenido es una
mézcla de ios epimerqé D y'L como indican larcromatpgrafia en
capa fina y el espectro de RMN: 5{153 + 42° (¢ = 1,07, CH3OH).
SR (CDC1,): 1705, 1628, 1500 cm .
RMN‘(CDCl )&: 3,03 (C4-NCH,), 3,36, 3,31 (OCH3), 5,0
5,1 (Cbz CH), 7,2-7, 4 (Cbz~-Arom.).

An4dlisis para C50H61N5015

Calculado : C, 61,78; H, 6,33; N, 7,20
Encontrado: C, 61,71; H, 6,58; W, 7,27.

Los epimeros pueden separarse por cromatografia en

una columna de Sephadex LH-20 empleando cloroformo-hexano (1:1
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-35 -

en volumen) como eluyente; De esta forma; bueden obtenerse
en forma pura la tetra—N~beﬁciloxi§arbonil~4~N~(D—2-hidroxi~
3~aminopfopionil)foitimicina B asf como la tetra-N-bencil-
oxicarbonil~4—N—(L—2~hidroxi~3-aminopropionil)fortimicina B.

Tetra-N-benciloxicarbonil-4-N-I-leucilglicilfortimicina B (39)

‘diciclohexilurea formada durante la reaccidn se recoge en un

Se prepara una solucidén del éster activo de N-hidro-
xi-5-norbornen-2,3-dicarboximida de la N-benciloxicarbonil-
L-leucilglicina siguiendo el procedimiento general de M.
Fujino y colaboradores {Chem.Pharm.Bull. Japan, 22, 1857
(1974)}. Se enfrfa en un bafic de hielo una solucidn de 1,27 g
de N—benciloxicarbonil—leuci1glicina y 0,72 g de N-hidroxi-
5-norbornen-2,3-dicarboximida en 5 ml de tetrahidrofurano y
se afiaden 0,83 g de N,N'—diciclohgxilcérbodiimida a la solu-
cidén fria junto'con 1 ml de tetrahidrofurano. La mezcla de
reaccién se agita.a baja temperatura durante 40 minveos y

después a la temperatura ambiente durante 2,5 horas. La N,N'

filtro y se lava tres veces cgn 1 ml de tetrahidrofurano ca-
dé vez. .

La solucidn del éster activo antes obtenida se deja
rgacciohar con 1,50 g de 1,2',6'~tri-N-benciloxicarbonilfor~
tiﬁicina B (3) durante 20 horas, agitando a la temperatura
ambiente. Por .evaporacién del disolvente se obtiene un resi-
duo de 3,59 g que se croﬁatografia en 280 g de gel de silice
utilizando benceno-metanol-etanol al 95 $-hidrdxido amdnico
(1174:34:136:10 en voluhen) como eluyente. Después de evapo-
rar el disclvente de las fracciones apropiadas, se obtiene
un totai de 1,76 g de tetra-N—benciquicarSonil—4—N—L-1eucil—

glicilfortimicina B (39) pura.
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_36

Una parte del broducto aﬁtes deSéfito se ﬁrepara pa-
ra andlisis éor cromatografia en una columna de Sephadex
r8-20: (227 4+ 240 (¢ = 1,08, CHCL) .

IR (pastilla de KBr): 1710;'1636, 1500 cm” t.

RMN (CDC1;) 6 : 0,92 (Leuw-CHy), 1,17 (C'(~CHy, J =
6,0), 2,82 (C,~NCH,), 3,30 (OCH;), 5,0-5,1 (Cbz-CH,), 7,2-
7,4 (Cbz-arom.).

Andlisis para C55H7ON6015;

Calculado : C, 62,60;'H;'6,69; N, 7,96
Encontrado: C, 62,31; H, 6,78; N, 7,93.
 BJEWPLO 16

4-N—(N—t—Butiloxicarbonilglicil—l;2‘;6*btri-N-benciloxicarf

| lumen) como eluyente. Las primeras fracciones cromatogréficas

* bonilfortimicina B '(40)

-Se prepara el éster activo de N-hidroxi—S-norEornen—
2,3—diéarb6ximida de la N-t-butiloxicarbonilglicina siguiendg
el procedimiento general de M. Fujino y colaboradoreé:fCh@ﬁu
Pharm. Bull.-Japan; 22, i857 (1974) }. En este caso, el éster
activo.se aisla y recristalizg en acetato de etilo—heptano,
p.£. 126-128°. ' ‘ |

Una sélucién preparada a partir de 3,0l.g de 1,2',6'+
tri—N-benciloxicarboﬁilfortimicina B (3) v 3,03 g del é&ster
activo preparado anteriormente en- 10 ml de cloroformo se en-
fréa inicialmente por inmersidn en un bafio de ﬁielo. Después
la mezcla se agita durante i% noche a la temperatura ambien-
te.- Por evaporacidn del disolyente queda un residuo de 6,84 g
ael producto copulante crudo ;ue se purifica por éromatografi
en 270 g de gel de siliée utilizando benceno-~metanol-etanol

al 95 %-hidréxido amdénico concentrado (1174:34:136:10 en vo-

contienen 4-N- (N-t-butiloxicarbonilglicil)-1,2',6'~tri~N-ben~-

T
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' carbonil)glicil-1,2',6'~tri-N-benciloxicarbonilfortimicina B

1,2',6'-tri~-N-benciloxicarbonilfortimicina B. Purificando

37 .

ciloxicarbonilfortimicina B (40) contaminada con una peque-
fia cantidad de un combueSto sustituido superior méds polar.
Por evaporacidn del ‘disolvente se obtiene un residuo de
3,07 g de una mezcla. Después de evaporar el disolvente de
las Gltimas fracciones; se obfienen'0;49,g de 1,2',6"'-tri-N-
benciloxicarbonilfortimicina_B {3) gue no ha reaccionado.
Cromatpgrafi&ndo repetidas veces la mezcla (3,07 g) que con-
tiene el proaucto deseado en gel de silice con bencens-meta-
nol 85:15 y despuds en Sephadex LH-20 utilizando etanol al

95 % como eluyente, se obtienen 1,07 g de 4-N-(N-t-butiloxi-

(40): [#J28 4 360 (c = 1,05, cely).
IR (disco de KBr): 1712, 1640, 1500 o l.
RMN (CDCLg) 6 : 1,44 (t-butiloxi-CH,), 2,82 (C,~NCHj)|
3,30 (OCH,), 5,0-5,1 (Cbz~CH,, 7,2-7,4 (Cbz-Arom.).
Anflisis para C,y He N0, 4
Calculado ; c, 60,84; H, 6,77; N, 7,71
Encontrado: C, 60,52; H, 6,99; N, 7,66.
Las sustancias més poiares-antes menciénadas gue con-
taminan al producto deseado en las primeras fracciones croma-
togréficas son di¥{4-N,5"0(o 2—0)~t-butiloxicarboni;glicil}—

esta sustancia se obtiene una muestra analitica:ﬂi]gz + 370

{c = 1,01, CHCi3).
IR (disco de KBr): 1710, 1648, 1505 cm—l.
RMN (CDC13)6 : 4,9-5,1 (Cbz—ggz), 7,1—7,4 (Cbz-—Arom.)j
Andlisis paré Cr3Hy N O, 52
Calculado : C, 59,76; H, 6,81; N, 7,89
Encontrado: ¢, 59,63; H, 7,043 N, 7,86,

———
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EJEMPLO 17

Trifluoracetato de 4-N-glicil-1,2V,6'-tri-N~benciloxicarbonil-

" fortimicina B "(41)

Se agita a la temberatﬁra ambiente durante .20 minutos
una solucidén de 0,78 g de 4-N-(N-t-butiloxicarbonilglicil)-
1,2',6'-tri-N~benciloxicarbonilfortimicina B (40) en 5 ml de
cloruro de metileno y 5 ml de 4cido trifluoracético. La so-
lucilOn se cvapora a presif6n reducida y el residuo se disnel~-
ve de nuevo en 15 ml de cloruro de metileno y se evapcra de
la misma forma. Este Gltimo proceso se repite 6 veces. La |
sustancia parcialmente desprotegida se seca sobre ienLejas
de hidréxido potésico yrpentéxido de fésforo bajo alto vacfo
durante varias horas. El resfduo de 1,06 g de triflvoraceta-
to de 4-N7glicil-l,2',6‘-tri;N—benciloxicarbonilfortimicinaV
B (41) todavia contiene &cido trifluoracético adheridé.en ex-

ceso sobre el esperado para la sal.

" 'EJEMPLO ‘18

Tetra—NFbenciloxicarbonil—4—N—1DL—2-hidroxi~4-aminobutiril)—

"glicilfortimicina B (42) -

- Se prepara‘-el éster activo de N—hidro#i-S—norbornen~
2,3—dica;boximida del &cido N-benciloxicarbonil-DL-2-hidroxi-
4-aminobutirico por él procedimientb de M.’ Fujino y colabora-
dorés.f{Chem. Pharm. Bull. Japan, 22, 1857 (1974)}. A una so-
lucidn énfriaéa con hielo de 0,40 g de &cido N-benciloxicarbo-

nil-DL~2-hidroxi~4-aminobutirico y 0,32 g de N-hidroxi-5-norbd

nen-2,3~dicarboximida en 3 nl de tgtrahidrofurano-dioxano (1:7]

en volumen) se afiaden, con agitacién, 0,36 g de N,N'-diciclo-
hexilcarbodiimida y 1 ml de la mezcla disolvente anterior. La
solucién se agita en frfo durante 30 niinutos y después a la

temperatura ambiente durante 2 horas. La N,N'~diciclohexilurea

r—
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que se forma en la reaccién antexior se recoge en un filtro
y se lava tres veces con 1 ml cada.vez de tetrahidrofurano-
dioxano (1:1 en volumen).

El filtrado que contiene el &ster activo se recoge
en un matraz que contiene trifluoracetato de A=N-glicil-1,2°
Q'—tri—N—benciloxicarbonilfortimicina B (41) y la mezcla
de.reaccién se sumerge en un bafio de hielo y sal. Después se
afladen a la nezcla 0;56'ml de trietilamina para neutralizar
el Acido trifluoracético. La mezcla de reaccidn se agita du-

rante la noche a la temperatura ambiente. Se afiaden 0,3 ml

. adicionales de trietilamina y se continda agitando a la tem-

peratura ambiente durante 30 minutos. Una pequefia cantidad

“de sé6lidos se recoge en un filtro y se lava varias veces

con peqgueiias cantidades de tetrahidrofurano-dioxano (L:1 en
volumen). Por evaporacidn del fil£rado se obtiene un residuo
de 2,37 g que se cromatograffa en 180 g de gel de silice
con benceno—metaﬂél—etanol al 95 $-hidrbxido amdnico concen-
trado (1174:34:136:10 en volumen) como eluyente para aar
0,35 g de proﬁucto. Esta sustancia se cfomatpgrafia de nuevo
en una columna de Sephadex LH-20 en una soluéién etanblica
al 95 $. La tetra-N-benciloxicarbonil-4~N-(DL-2-hidroxi~4-
aminobutiril)glicilfortimicina B (42) tiene las siguientes
constantes fisicas: D{}SS +.29° (c = 1,01, CHCl,).

IR (disco de KBr): 1710, 1638, 1510 cm .

RMN (CDClj) §: 2;90,12,99 (NCHg), 3,32 (OCHB), 5,0~
5,1 (Cbz-CH,), 7,2-7,4 (Cbz-Arom.).

Anglisis para CgoH (N Ot

Calculado : C, 61,02; H, 6,38; N, 8,06

Encontrado: C, 60,80; H, 6,44: N, 8,02.

[}
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se recoge en un filtro y se lavd tres veces con 1 ml cada vexn

40

" BJEMPLO_19

Tetra—N-Benci1oxicarbonilglibilglicilglicilfortimicina B(43)

El éster acéivo de N-hidroxi-5-norhornen~2,3~dicar-
boximida de la N-benciloxicarbonilglicilglicina se prepara:
por el procedimiento de M; Fujino y colaboradores {Chem.
Pharm. Bull. Japan, 22, 1857“(1974)}. A una soluciénrenfria—
da con hielo de 0,38;g de N-benciloxicarbonilglicilglicina
y 0,27 g de N-hidroxi-5-norbornen-2,3-dicarboximida en 4 ml
de N,N-dimetilformaﬁida se afiaden con agitacidén 0,31 ¢ de
N,N'-diciclohexilcarbodiimida v 1 ml. de N.N—dimetilfof;ami-_
da. La mezcla se agita en frfo durante una hora y a la temﬁe-

ratura ambiente durante 3 horas. La N,N'wdiciclohexilurea

de N,N-dimetilformamida.
El filtrado gque contiene el éster activo se fecoge en
un matraz que contiene el trifluoracetaté de 4—Nfgliéil—l,2',4
6'-tri-N-benciloxicarboni;fortimicina B (41) fecién prepara~
do a partir de 0,91 g de 4—N~SN—t—butiquicapboni;glipil)—1,—
2',6'—tri-N-bepciloxicarbonil%Qrtimicina B (40} de acuerdo
con el procedimiento descrito en el Ejemplo 17. La mezcla de
reaccidn se enfria ep'un bano de hiél; Yy a la solucidn fria
se_afaden 0,52 ml de trietilamina para neutralizar el &cido
triflgoracético. La mezcla de reaccidn se agita a la tempera-
tura ambiente dﬁrante la -noche. Por evaporacién del.disolven—
te se obtiene un residuo de 2,04 g. La sustancia se purifica
por cromatografia en 180 g de gel de siflice empleando bence-
no-metanol-etanol al 95 $-hidréxido aménico concentrado
(1174:34:136:10 en volumen) como eluyente.lPor evaporacidn de
las fracéiones cromatogréficas aﬁropiadas éﬁeda un residuo

de 0,90 g de la tetrg—N—benciloxicarboni1-4-Nfglicilglicilgli—
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'Tetra—N—benciloxicarbonil—4—N—(DL—2—hidro£i—3—aminopropionil)

cilfortimicina B (43) deseada: |9 ;3 + 44° (c = 1,01, CHCl)
IR (CDCLy): 1705, 1670, 1505 cm T
RMN (CDCl,) §: 2,95 (C,~NCHj), 3,33 (0CH;), 5,0-5,1
(Cbz-gﬁz), 7,2-7,4 (bbz—Arom.).. . ’
Andlisis para CgH N0 ¢
Calculado : C, 60,27; H, 6,20; N, 9,28
Enconfrédo: C, é0,09; H, 6,22; N; 9,14

EJEMPLO 20

[}

~glicilfortimicina B (44)

A una solucién agitada y enfriada con hielo de tri-

fluoracetato de 4~N-glicil--1,2',6'~tri-N-benciloxicarbonil-

fortimicina B, preparada a partir dé 0,82 g de 4-N—(N—t—butil
oxicarbonilglicil)—l,Z',6'-tri-Nébenciloxicarbohi1fortimici—
na B por el érocedimiento descrito en el Ejemplo 17, y del

ésterraCtivo de N-hidroxi-5-norbornen-2,3-dicarboximida, pre-
parado a partir dé 0,32 g de &cido N;benciloxicarbonil-DL—2—
hidroxi—3—aminopropi6n;co'comq se ha descrito en el Ejemplo
14, en 7 ml de tetréhidrofurago—dioxano (1:1 en volumen) se
afiaden 0,4 ml de trietilamina. La mezcla se agita en frio

durante'40 minutos y después durante la noche a la temperatura
ambiente. Se evapora- el disolvente para dar un residuo de
2,i€.g. El residuo se purifica por cromatograffa en 180 g
de gei de silice empleando benceno-metanol~etanol al 95 %-hi-
drdxido amdnico concentrado (%174:34:136:10 en volumen) como
eluyente. La evaporacién de las fracciones apropiadas conduce
al aislamiento de 0,83 g de producto. Este Gltimo se crdmato-
grafia en una columna de Sephadex'LH—ZO empleando etanol al
95 % como eluyente. Se obtiene un total de 0,74 g de tetra-N-

benciloxicarbonil~4-N—~ (DL~2~hidroxi-3-aninopropionil)glicil-
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de los derivados per-N-benciloxicarbonflicos, es el ilustra-

fortimicina B (44) ﬁura. Una muestra analitica presenta las
siguientes constantes fisicas:[ﬁ ;3 + 32° (¢ = 1,00, CHCL,).

IR (CDCL): 1705; 1636, 1503 cm L.

RMN (CDCL,) 6 : 2,90},2,96;(c4—NCH3J, 3,31 (OCHj),
5,0-5,1 (Cbz-CH,), 7,2-7,4 (Cbz-Arom.). |

Andlisis para Cg, H N O, q: |

calculado : C, 60,68; H, 6,27; N, 8,17

Encontrado: C, 60,86; H, 6,47: N, 8,20.

El procedimiento'fara sebarar los grupos benéiioﬁi—

carbonilo protegidos

ﬁ .
—c—o—cn24<E§§>

do en el Ejemplo 21 dado a continuacidn por conversidn de la
tetré—N~benciloxiparbonil;4—N~sarcosilfortimicina B (30) en
4-N-sarcosilfortimicina B (13) que se aisla en forma de te;
trahidrocloruro.

l ;ngMPL0121'

" 4-N-Sarcosilfortimicina B (13)

Duranfe 4 hofas, bajo 3 atmdsferas de hidréggno vy
en presencia de 0,800 g de’éaladio al 5 & en carbdn, se hi-
dgégenolizan'0,840.g de tetra~N—bencilogicarbonil~4fN—sarco-
silfortimicina B (30) en.150 ml de &cido clorhidrico 0,2N
en metanolt(la solucidn Ae dcido clorhidrico 0,2N se prepara
diluyendo 16,8 ml de 4cido clo;hidrico concentrado hasta
1000 ml con metanol). Sétsepara el catalizador por filtra-
cién v el metanol se evaporé a presidn reducida. El agua re-
siduél j el exceso de &cidos se'sepapan por codestilacidn

con metanol a presidén reducida para dar 0,512 g de 4-N-sarco-
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" carbonilo apropiados (26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35,

(15) tetrahidrocloruro de 4=N=-(N,N-dimetilglicil)fortimici-

— 43 —

silfortimicina B (13) en forma de tetrahidrocloruro: [d go 4
81,3° (c = 1,0, CH,OH).
IR (disco de KBr): 1640 cm *
RN (D,0) §: 1,84 (C1-CH,, J = 6,6), 3,32 (cdcnimé&
3,62 (C,~}CH,), 3,99 (oCHZ), 5,82 (H';, J = 3,2).
' Espectro de masas: ut: Calcul;do para CqgH, N Op:

419,2744; Observado: 419,2732.

" EJEMPLOS 22-37
Siguiendo el procedimiento del Ejemplc 21 anterior

y utilizando los intermediarios protegidos con N-benciloxi~-

36, 39,.42, 37, 43, 44; 38); réspectivamente, antes descri-
tos, se preparan los siguientes pefhidrocloruros:'
(9) tetrahidrocloruro de fortimigina A .
(10) tetrahidrocloruro de 4-N-(DL-2-hidroxi-4-aminobutiril)-
-fortimicina B
(11) trihidrocloruro de 4-N-acetilfortimicina B

(12) tetrahidrocloruro de 4-N~glicilglicilfortimicina B

1
1

(14) tetrahidrocloruro de 4-N-L-fenilalanilglicilfortimici-

na B

na B
(ié) tetrahidrocloruro de 4-N-B-alanilfortimicina B
(l7)itetrahidrocloruro de'4—ﬁ~b-alanilfortimicina B
(18) tetrahidrocloruro de 4—N%L—alanilfortimicina B
(19) tetrahidrocloruro de 4-N-L-alanilglicilfortimicina B
{20) tetrahidrocloruro de 4~-N-L-leucilglicilfortimicina B
(21) tetrahidrocloruro de 4-N- (DL-2-hidroxi-4~aminobutiril)
glicilfortimicina B .

(22) pentahidrocloruro de 4-N-histidilfortimicina B
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- 44

(23) tetrahidrocloruro de'4—Njglici;§lici}glicilfortimicina T3
(24) tetrahidrocloruroc de 4~N- (DL-2-hidroxi-3-aminopropionil
~glicilfortimicipa B y
(25)ftetrahidroclofurorde(i-N—(DL—Zéhidroxi~3—aminopropionil)
fortimicina B.
Los datos fisicos ca;acteriqticos de.este cémpuesto

se encuentran en la Tabla I.
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Compuesto

Rotacién (Metanol)

IR

(cm~1) . Espectro é

10

11

12

14

15

16

17

18

123
(@ 5.+ 82,3°(c = 1,0)

25
(o]}

25
[a]2°-

()28
[&]2°

23
[o]5

20 -
[o]3

(20

87,2° (c

70,5°%(c =

76,0° (c

79,3° (c.=

61,3° (¢ =

83,2° (c =

1643

1600

1600

1674

1640

1610

1632

1640

&
M

Calculadc
Medido

+
M —H2
1

Calculadc
Medido

0]
a

M+
Calculadc
Medido

Mt

Calculadc
Medido .

Mt

Calculadc
Medido

M+

Calculadc
Medido

+

M
Calculadc

__Medido

M+

Calculad:
Medido

e @ JRES
O N 4+
L0 =

o (3
(S



101)

= 1,04)

1,0)

1,02)

1,06)

1,0)

1,0)

1,02)

IR

45

" TABLA I

(cm~1) _Espectro.de masas. (a)

RMN “(b) D,O, ¢

2

1643

1600

1600

1678

1674

1640

1610

1632

1640

+

- M

Calculado
Medido

+
M -H,0

Calculado:

Medido

Nﬁ

Calculado:

Medido

M+

Medido

'

Calculado
Medido

M+

+

M

Calculado:
Medido

M+

Calculado:

Medido

Mt

Calculado:

Medido

Calculada:

Calculado:
© Medido

: 405,2587.
: 405,2617

-.431,2744

131,2762

- 391,25¢5¢6-

391,2553

444,2676.
444,2699 .

553,3350
553,3329

433,2900

433,2903

413,2744

419,27217

-

419,2744
419,2723

419,2744
419,2723

1,79 (cf6—¢H3, J=7,0), 3,57
gcéTNCH3i, 3,93 (OCH3), 5,76

(H'i, J = 3,2)

1,80 (C'6—CH3, J = 6,5), 3,32, 354
(C4—NCH3), 3,94, 4,00 (OCH3);

5,78, 5,93,(H'1, J=3,8, J= 3.6)

E
1,80 (C'(~CH,, J = 6,9), 2,62
(COCH3),-3,61 (C,-NCH,) , 3,94

(OCH3), 5’77,(H'l' J = 3,2)

1,81 (C',-CHy, J = 6,4), 3,62
(C4LNCH3), 3,95 (OCH3y, 5,79
(H';, J = 3,5)

1,80 (c'6;cn3, J=6,8), 3,59
(C,~NCH;), 3,94 (OCH3), 5,77

(H'l, J = 3,5), 7,85 ( multiplets
1,81 (C'~CHy, T = 6,4), 3,44, 3,47

'{ﬁ(CH3)2}, 3,56 (C,-NCH;), 3,95
(0CH;), 5,80 (H'y, J = 3,0)

1,81 (C’6~CH3, J = 6,9), 3,61
(C4-NCH3), 3,96 (OCH3), 5,79
(H‘l, J = 3,0)

1,81 (C',~CHy, J = 7,0), 2,01
(COCHNH,CH,, J = 6,9), 3,69
(C,~NCH3), 3,94 (OCHj), 5,77 -
(H‘l, Jg = 3,7}

1,81 (C'-CHy, J = 7,0), 1,97
(CO~CHNH2§§3, J =17,0), 3,69
(C,-NCH4) , 3,95 (OCH4), 5,80

)

(H‘l, J = 3,8)
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IR
Compuesto Rotacibén (Metancl) (o1
19 (@} 2° + 76,90 (c = 1,00 1674
20 [6]2° + 620 (c = 1,000 1670,

' 1630,
1487

21 [)2% + sec (¢ = 1,010 1625,
1485

22 Bﬂgs 87° (¢ = 0,96) 1640,

, 1590,
1490

23 [)2° + 58° (¢ = 1,05) 1635,
1485

24 (a)2® + 68> (c = 1,00) 1628,
1485

25 (@27 + 78°  (c = 1,04) 1625,

A% R

(a) El1 espectro de masas de las sales HCl de los
bido a la disociacidn térmica a bases libres

|
H
H
i

1487

0=

C:
Me

C:
Me

V)

m

(b) Los espectros de RMN a 100 KHz se determinaron
convertir los desplazamientos quimicos registr
0,42 ppm.



" TABLA I (continuacidn)

IR

nol) {er™l)  Espectro de masas (a)
= 1,0) 1674 mt
Calculado: 476,2958
Medido - : 476,2951
.= 1,00) 1670, Mt -
1630, Calculado: 518,3428
1487 Medido-=: .: 518,2454
, ' +
= 1,01) 1625, M - 3H,0
1485 Calculado: 452,2747
. Medido .: 452,2757 -
_ +
= 0,96) 1640, M - H,0 .
1590, - Calculado: 467,2856-
14990 Medido_ : 4€7,2869
4
= 1,05) 1635, M - 0B
" 1485 © Calculado: 502,298%
Medido : 502,2973
= 1,00) 1628, Mt
1485 Calculado: 492,29907
. Medido . 492,2921
) . . ‘
v =.1,04) 1625, M - H,0 - NH,

%487 Calculado: 400,2322
Medido : 400,2330

i

l
1

las sales HCl .de los andlogos de fortimicina aparecen como los de las bases libres de
rmica a bases libres antes de la volatilizacidn en el espectdmetro de masas.

00 MHz se determinaron en solucién en D.O utilizando
entos quimicos registrados en 1a escala TSP interna:

ﬁ

RMN ﬁb)

‘D20,6

-1,81 (C!6—CH3, J=6,5), 3,61

1,81'(0'6—CH3, J =6,5), 2,04
(CO-CHNHZCH3, J=17,2), 3,63
(C4~NCH3), 3,95 (OCH3), 5,78
(H';, T = 3,2)

1,45 (Leu=CH;, J = 5,0), 1,81
(C'4~CH;, J = 6,5), 3,63
(C4~NCHj) , 3,96 (OCH3), 5,79
(H'7, J=3,5)

1,82 (C'c-CHy, T = 6,5), 3,65
(C4~NCH3), 3,97 (OCH3), 5,80
(H';, J = 3,5)

(C,~NCH3), 3,92 (OCH,), 5,79
(#'4, 3 = 3,5), 7,96 (His H-5,
J=1,5), 9,22 (His H-2, J = 1,5)

1,74 (C'G—CH3, J = 6,5), 3,56
(¢4-NCH3), 3,89 (OCH3), 5,81
(H'll J = 3,5)

1,82 (C'G—CH3, J =6,5), 3,65
(C4—NCH3), 3,97 (OCH3)i 5,78
(H‘l, J = 3,5)

1,83 (C'(~CHy, T = 6,5), 3,75
(C4-NCH3) , 3,99 (OCH,), 5,82
(H'y, J = 3,5)

Mo

145 como patrén externo. Para
™S externo = - TSP internc +
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EJEMPLOS 38-53

Actividades antibidticas in vitro de los derivados de 4-N-

. .
acilfortimicina B

Las actividades antibibticas in

vitro de los siguient

tes derivados de fortimicina B:

(10)

(11)

(12)

(13)

C(14)

(15)

(16)

(17
(18)
(19)
(20)
(21)

(22)
(23)

(24)

(25)

tetrahidrocloruro de 4—N—(DL—2vhidroxi-4—aminobutiril)—

fortimicina B

trihidrocloruro de 4-N~acetilfortimicina B

tetrahidrocloruro
tetrahidrocloruro

tetrahidrocloruro

.na B

tetrahidrocloruro
na ﬁ
tetrahidrocloruro
tetrahidrocloruro
tetrahidrocléruro
tetrahidrocloruro
tétrahidrocloruro
tetrahidrocloruro
glicilfortimicina
pentahidrocloruro
tetrahidrocloruro
na B |

tetrahidrocloruro

de
de

de
de

de
de
de
de
de

de

de

de

de

4-N-glici;glicilfortimicina B
4-N~sarcosilfortimicina B

4—N—L—fenilalanilglicilfortimiciw
4-N- (N, N-dimetilglicil) fortimici-

4—N;B—aianilfortimicina B
4-N—D—alanilfortimiciné B
4-N-L-alanilfortimicina B
4-N~-L~alanilglicilfortimicina B
4—NLL»1eucilglicilfortimicina B.

4—N—(DL—Z—hidroxi-4-aminobutiril)—

4-N-IL-histidilfortimicina B

4—N—glicilglicilglicilfortimici—

4-N~ (DL-2~hidroxi=3-aminopropio-

nil)glicilfortimicina B y

tetrahidrocloruro de 4~N- (DI~2-hidroxi~3~aminoproplo-

nil) fortimicina B

estén indicadas en la siguiente Tabla II.

Las actividades antibi6ticas in vitro fueron detex-
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minadas mediante un métoda de dilucibén al doble en agar,
utilizando agar Mueller-Hinton, a razén de 10 ml por cada

placa Petri. El agar fud inoculado con un aro (arxo de

0,001 ml) de una dilucidn 1:10 de un caldo de cultivo de- .-:

24 horas del organismo de ensayo indicado e incubado a 37°

c

durante 24 horas. Como antibidtico de control se utilizd el

disulfato de fortimicina A. Las actividades se encuentran

en la Tabla II. Las concentraciones minimas de inhibicidn

(CMI) estén expresadas en mcg/ml.
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Actividad antibiética in vitrc
Compuesto n°
FPortimicina
Organismo n* A 10
5 )
1 0,78 100
2 50 >100
3 , 1,56 >100
4 3,1 >100
5 12,5 >100
10
6 1,56 >100
7 6,2 >100
8" 1,56 >100
9 0,78 50
10 6,2 >i00
15
11 25 >100
12 >100 >100
13 1,56 100
14 1,56 1.00
15 6,2 >100
20
16 ' 25 >100
17 3,1 >100
18 6,2 >100
Compuesto n°
Organismo n°* ' 17 18 _
25 |
1 - 12,5 12,5
2 >100 >100
i
i 3 100 25
i 4 100 25
5 5 >100 50

>100 50

[sa)



TABLA II

o

id antibidtica in vitro de los derivados de 4-N-acilfortimicina

drtimicina
A 10 i1 12 13 14 15 16
0,78 100 5100 12,5 3,1 >100 12,5 3,1
50 >100 >100 100 100 >100  >100° 100
1,56 >100 5100 25 6,2  >100  >100 6,2
3,1 5160 ->100 25 6,2 100 25 6,2
12,5 >100 >100 50 25 >100  >100 25
1,56 >100 3100 25 €2  >100  >100 6,2
6,2 >100 >100 50 25 >100 >100 25
1,56 5100 >100 50 25 >100 100 25
0,78 50 >100 1,56 0,78 3,1 6,2 0,78
6,2 >100 3100 50 25" 5100 >100 25
25 >100 >100  >100 50 >100  >100 50
>100 >100 >100 3100 >100 >100 3100 >100
1,56 100 >100 23,1 3,1 5100 25 1,56
1,56 100 >100 62 . 3,1 100 25 1,56
6,2 3100 >100 25 6,2 50 50 6,2
25 >100 >i00 100 100 >100 >100 100
3,1 >100 >100 25 6,2 >100 50 12,5
6,2 >100 >100 50 12,5 3100 100 12,5
17 18 1020 21 22 23 24 25
1%,5 12,5 50 6,2 6,2 50 6,2 3,1 25
>100 >100 5100 >100  >100 100 >100 >100 >100
100 25 12,5 50 25 >100 25 25 50
100 25 25 i2,5 25 >100 50 25 50
>100 50 100 25 100 >100 100 100 >100
>100 50 50 50 25 >100 50 2%
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Compuesto n®

Organismo n°*

7

8

9
10
11
12
13
14
15
16
17

18

19

17 18
>100  >100 100
100 50 12,5
100 1,56 1,56
100 56 50
100 >100 100
5100  >100  >100
50 25 6,2
25 6,2 6,2
50 12,5 12,5
>100  >100 50
100 12,5 12,5
50 25 25

1c

in
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TABLA II ‘(continuacién)

17 o118 c-19 20 21 22 23 28 - 25

100 >100 100 50 100 >100 >100 100 3100
100 50 12,5  >100 100 5100 25 25 100
100 1,56 1,56 1,5¢ 6,2 50 3,1 3,1 6,2
100 56 50 100 100 3100 100 >100  >100
100 100 100 S100 100 D160 D100 100 3100
100 >100 3100 5100 D100 >100 3100 3100 3100
50 25 6,2 125 12,5 >100 12,5 12,5 25
25 6,2 6,2 12,5 12,5 Sioc 25 12,5 25
50 12,5 12,5 - 25 50 >100 100 50 50
100 >100 50 1000 100 100 >100  »i00  >100
100 12,5 12,5 50 50 100 50 25 50

50 25 25 >100 7 >100 >100 >100 50 . 50
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- *Nombres del organismo

N° 1 StaphyldcoccuS'aureﬁs Smith
N 2 Streptococcus faecalié 10541
N° 3 Enterobacter aerogenes 13048

N° 4 Escherichia coli Juhl

N° 5 . Escherichia coli BL3676 (Resistente)

N° §  Klebsiella pneumoniae 10031

Ne 7 Klebsiella'pneumoniée KY 4262

N° 8  Providencia 1577

Ne s Pseudomonas aeruginosa MBH #10

N°10 pseudomonas aeruginosa KY 8312

No1l ; Pseudomonas aerugincsa KY 8516 N
N°1i2 Pseudomonas aeruginosa 209

N°13 salmonella typhimurium Ed. #9

Neld Serratia marcescens 4003

N°15 Shigella sonnei 9290

N°16 Proteus rettgeri U 6333

N°17 Proteus vulgaris Abbott JJ

N°©18 Proteus mirabilis Fin. #9

Esta invencién incluye dgntro de sus limites las
composiciones farmacéuticas quercontienen, como ingrediente
aéf;vo, por lo menos uno de los compuesﬁos de la invencién
que presentan'actividad antimicrobiana, en asociaci®n con
el vehiculo o diluxente %armacéutico. Los compuestos de es-

ta invencifn pueden ser administrados por vias de adminis-

tracibn oral o parenteral, es decir, intramuscular, intrave-

nosa o subcutdnea o por administracidn rectal y pueden ser

formulados en dosis adecuadas para cada via de administra-

-

cidn.

TRamts

SEE ot TE ATRA R

S ETTY



10

16

20

25

v granulos. En estas formas de dosificacidén sélidas, el com-

corr:recubrimientos entéricos.

52

Las formas de dosificacifn sélidas para administra-

cién oral 1ncluyen las cépsulas, tabletas, pildoras, polvos

puesto activo se mezcla por lo menos con un diluyente inerte
como sacarosa, lactosa o almidbén. Estas formas de dosifica-
cién también pueden contener, comoc es prictica normal, sus-

tancias adicionales distintas de los diluyentes inertes,

~v =

v.g. agentes lubricantes como_estearato magnésico. En’el ca-
so de las cﬁﬁsulas, tabletas y pfldoras, las formas'ﬁe dosi-
ficacién también pueden contener agentes rgguladoreé del pH.
Las tabletas y pildoras pueden prepararse adicionalmante 7

Las formas de dosifﬁcacién liquidas para administra-
cién oral incluyen las emulsiones, soluciones, suspensiones,
Jjarabes y e11x1res farmacéuticamente aceptables, contenien-
do los dlluyentes 1nertes cominmente utlllzadoe en este cam~
po, como el agua. Ademd@s de los diluyentes inertes, estas
composiciones también pueden ?ontener coadyuvantes como ageny
tes ﬁumecténtes, agentes emulsionantes y suspensofes y agen-
tes edulcorantes, saborizanteg y perfumantes.

Los preparados de acuerdo con esta invencidn para
administracién parenteral incluyen soluciones, suspensiones
o emulsiones acuosas o no acuosas, estériles., Son ejemplos
de dlsolventes o vehiculos no acuosos el propllengllcol
polietilenglicol, aceites vegetales como el aceite de oliva
y ésteres orgdnicos inyectables como el oleato dg etilo. Es-
tas formas de dosificacidn también pueden contener coadyuvant
fes_como égentes preservantes, humectantes, emulgentes y dist

persantes. Pueden ser esterilizadas, por ejemplo, por filtray

cién a través de un filtro que retenga las bacterias, por int
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corporacidén de agentes esterilizentes a las composiciones,
por irradiacidn de las mismas o por calefaccidén. Tambien pus
den fabricarse en forma de composiciones sblidas estériles
que pueden disolverse en agua estéril o en algin otro medio
inyectable estéril inmediatamente eamtes de su uso.

~ Las composiciones para administracidn rectal son
preferiblemente supositorios que, adenés de la susbancia
activa, pueden contener excipientes como manteca de-cacao o
una cera para supositorios. '

Ta dosis de ingredientes activos en las composioi%—
‘nes de esta invencidn puede ser variaday sin embargo, es ne-
cesario que la cantidad de ingredientes activos sea tal que
‘se obltenga wna dosis adecusda. La dosis seleccionada depen—
de del efecto terapéutico deseado, de la via de administra—
ridn y de la duracidn del tratamiento., 7

En resumen, la Patente’de Invencidén que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

. RETVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparacidn de un derivado de
4-N-acilfortimicina B de la siguiente esgtructura:

GHy © NWH,  om

CH—NHp
HOO - W-R '

b,

N,H-dialquil (inferior)aminoacilo, hidroxi-aminoacilo susti-
:%HIEE“O aminoscilo sustituido de férmula:

Y

[
—C—Cha—NHR

donde R es acilo, aminoacilo, N-monoalquil(inferior)aminoacij
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1 N=benciloxicarbonilfortimicinag B con un reachtivo de iformula

| 0 un grupo acilo derivado de un aminodeido protegido con
il N~benciloxicarbonilo o de un péptido coryo e Y es un grupo

i activante seleccionado entre el grupo formado por:

| 48 horas, para dar 4-N-acil-1,2%,6-tri-N-benciloxicarbonilf

- B4 -

donde R es un radical acilo derivado de un aminodcido o de
un péptido corto y sus sales farmacéuticamente acepbables,
cuyo procedimiento comprende:

a) someter a reaccldn acilacién la fortimicina B con

nilo:a O-(benciloxicarbonil)-p-nitrofenol en un disolvente
seleccionado entre el émupo formado por metannl, metanol-
agua, tetrahidrofurano-agua y dioxano-agua, a una téiﬁéraﬁu~
ra comprendidauentre ~102 y 252 C, ‘qurante 12 a 48 horas
para dar 1,2°%, 6‘vtri—N;benciloxicarbonilfortimicina B,

b) someter a reaccibén acilacién dicha 1, 2} 6 -tri-

Rty

donde B' es un grupo acilo, N,¥-dialquil(inferior)aminoacilo

en un disolvente selccionado ebtre el grupo formado por te-
trahidrofurano, dioxano, cloro%ormo o N,N-gimetilformamida,
a una temperatura comprendida éntre. -10¢ y 252 ¢, en pre-

:;eﬁbia de trietilamina o de tri-n~butilemina, durante 15 a

timicina B de férmula:

N-(benciloxicarboniloxi)succinimida, cloruro de benciloxicarbo-

10~




10

20

25

30

1 donde R* es el definido snteriormente y

pos benciloxicarbonilo de la 4-N-acil-l,2",6"~tri-fi-benci-

. ¢l derivado de 4~N-acilfortimicina B deseado.

...55....

N " ‘ l _ N ~ . “
~cH29 ¢ =0 T b

¢) someter a reaccién de hidrogenolisis diches gru-

1oxicarbonilfortimicina: B en dcido clorhidrico metandiico
0,1-0,6N, en presencia de un catalizador de paladio al 2-10
% en carbbm, bajo 1 a 10 atmbsferas de hidrbgeno gaseoso ¥

a una temperatura comprendida entre 102 y 25¢ C, para forman
. t

2. Un procédimiehto sagim la Reivindicacién 1, donde

AF
R es -G—CH}CHQ—CHQ—NHE. . | | .
(L) '
9 i %, Un procedimiento segin la Reivindicaciénl, donde
0 MH ‘

o E
R es -C-CH-CHy

(D)

4, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, donde

{
R es —G—OHE~NHFOH7.
, ]
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R es

R es

R es

-

0 O NH

I ' ‘
B es -g—cgz—m—c‘—cq —I\JH—(IL-GHE—-MIE.

R es

.0

5. Un procedimiento seghn la Reivindicacién 1, donde

™
O J-]Hz

~C-CH-CHj.
(I

6. Un procedimiento segln la Reivindicacién 1, donde

|
~0~CH,~OH,-NIL,

-
-----

7. Un procedimiento segin la Reiviundimeidn I, donde
O ) V . Pars -
u I | R
-C~GH2—NH—C~CH2~NH2 . .

8. Un procedimiento segin la Reivindicaciba 1., donde

0
f /.GH5 .
-G-0m-u " -
-~ CHg i

9. Un procedimiento segin'la Reivindicacién 1, donde

o om,
-g—~CH2—NH-C[}—-GH—GH2-@ .
(T) ,

10. Un procedimiento sefin la Reivingicaeién 1, dondg

I 112 -

~C-~OH~NH-G~CH-CH,
()

11. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1, dond

1

g CH » k
TYEEe - ' ,
12. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, dondp

0 0 0

-2
'13. Un procedimiento segin la Reivindicacibén 1, dondg
0 WH -
2 CH

i |
—O—CHZ—IHI~g~CI{~CH2-CH < 3
(L) CH.
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(e

14, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, dond
? -0 ?ﬂ
[ I '
R es —G~GHQ—NHFO—GHFCHé—OHé-NHé.
. (DL)

A

15. Un pfocedimientb seghn la Reivindicacibn 1, dond

0 WH 0
P
g N

R es -C—-SH—-CH—<\— /> .
@

[

"~ 16. Un procedimiento seglin la Reivindicacidn l; dond)
? 0 OH
I
3 e§.~G—CHE~NH90~OH>GHB—NH2.
(DI)
17 Un procedimiento segfin la Reivindicacidén 1, donde
0 OH '
[ 1 ,
(DL)

18. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, dond

&
00 - 0 -
. R\
R es ~0-CH-OH,~0H,~NH-COCH,~{ (O
(bL)
19. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, donde
R4 es '
L g
? ?HFCOCH -
| .
-C~CH~CH,, .
> :
O \
20, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, donde
<~ 0 0

o i
R es —G-GHQ—NLCOCHé .
l

Oﬂg
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)]
RL es

(ﬂ‘)

Rﬂr ;as

f
0

—

0]

(R .1\‘11'[—500112@> .

" ~C-CH- CH

o 0
n ] I
R" es -C-CH.~CH —I‘H‘I—COCHE'

L 23- Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, dond
4 0 I 3
R es "C"CHZ-NH—'C-CHZ—-NH COCH2 O ..

0
Il

R es —O-—CHE—N\
CH,

~C~CH ,~NH~C~CH-CH

- 29, TUn procedimiento segin la Reivindicacidn 1, dond

~58 —

[

21, Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1, dond]

[

22, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1y dond)

"y s

7 R

o)

0 . 0

i

W

o4, Un procedimiento segfn la Reivindicacién 1, dond

/CH5

25, Un procedimiento segin la Reivindicacidn ] , dondp

. -0 : .
; ‘ . NH—-!CIOCHZ
-g—-CH NH ! . |
| TOeCy -C—CH-CHz@
' - Comy

26. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, gond

(4]

5

([)I l\lTH-'lcl:()CHz'@
) . |
() PRSP

(¢
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~f/i | _
R" es v-C-'CII?—l‘ ~C~CH-- OFIE—NH—COLIL,)

0

. "
R" es -C-CH,
5

28, TUn procedimiento segin la Reivindicacién 1, dondj

0 0 ) 0 0] ,
R” es —-C-—CHE-NH—-C~CI‘IE~1\]TI~C—CI{2—1"]TI~—GOCHE' :

29, Un procedimiento segin la Reivindicazeibén 1, dondg

0 0
4‘ “ . l ,
R" es --G~GI-I‘2-I\M{—‘-COCH2~ .

13

vy

30. Un procedimiento seghn la Reivindicacién 1, dondgp
_ : ' |

R es
- :
(ﬁ ’ 0 NH--COCH2
. —C-—C}12—N}I-C—CI-I~CH—CH3 ,
| (W) cH,

L\

31. Un prodedimiento segln la Reivindicacién 1, dond
0 o :

R’ es —-O—CHP-—NH—-C GII—C'.EI?-—CLQ—-NI‘L—-GOCIIQ O .
(nr) '

%2. Un procedimiento seghin la Reivindicacidén 1, dond
?

W

R4 es

T o _
e
‘NB-COCH,

ol e
3 - ’

I
TC¢CH—CH2\\<i >

- 3%, Un procedimiento segin la rveivindicacién 1, dond

AL

0 OH

(o1)
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24, Un procedimiento segln la Reivindicacibén 1, dond

0 OH 0 , |
B e -g—éﬂ-wg_m-%ocﬂz-@ :

(DL) o |

35. Un procedimiento segin la reivindicacién.;g dond.
el producto obtenido en la etapa a) es 1, 2%,56~Tri-N-bencil
oxicarbonilfortimicina B. . 7

36, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,donde
en la etapa a) la 1,2?,6‘—tri—NLbenciloxicarbonilfoip;micina
B se prepara por reacciéﬁ de fortimicinm B con N-(benciloxi-

.carboniloxi)succinimida en una solucidén hidrometandlica, a

I una temperatura de 02 C durante 3 horas y después a la tempe

ratura ambiente durante 22 horas.
' 37. Se reivindica por ltimo como objebo sovbre el
que ha de recaer la Patente de Invencibdn que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE DERIVADOS DE 4—NL§GILFOR~
BIMICINA B.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la px
sente memofia descfiptiva que ‘consta de sesenta péginas me-
canografiadas. | -

Madrld 22 de septiembre de 1.977
BERNARDO UNGRTA

(&)

(4]

I

[$
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