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‘belga n° 855 709 g.' f i :-'. - L ‘ -

Esta invencmén.se reflereAé uﬁ ﬁuevo proéedimlento
para la prepara016n de antlblétlcos am1noglic631dos y

a nuevos lntermedlarios para uso”eﬁ dlcho procedimiento
y espec1almente se refiere a un procedlmlento para la.

preparacldn de derlvados de l—N—alquil—kanamlcina y_ de

TooPy

Npe derlvados de kanamLC1na selectlvamente N-protegidos WORo

J'A-,

1ntermed1arlos para uso en este procedimlento. =

,}»@

En la memorla de. la oatente briténica n° 1. 464«401

A <

‘se describen ejemplos de estos derlvados de l—N-alqu11~ka~

' namigina, otros ejemplos estén descrltos en. la patente

[

*

= el e . w“ v

Para preparar estos compuestos a partir de la ka—

-namlcina f&cxlmente asequlble produc1da por fermentac1bn,

._‘_

.Ves convenlente nroteger todos los grupos amino distintos

'ﬁrdel grupo 1-am1no. Entonces puede efectuarse la alqulla-

c16n preferentemente sobre el grupo amlno de la 9031016n

y con ello se 31mp1lf1ca el alslamlento del producto

.1-N-sust1tuido flnal Un objeto de esta invencidén es pro-

por01onar un. procedlmlento para la preparac16n de deri-

ivados de kanam1c1na 1-N-sust1tuidos mediante la provi516n

lde los 1ntermed1arlos selectlvamente N—protegidos.

Asi de acuerdo con la lnven016n, se proporcmona
un procedlmlento Dara la preparaclén de compuestos de

formula'
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donde R es un grupo amino o hidroxilo y R es un gzvpo
aiquilq inferior, del que cualquier &tomo de carbonc:

distinto-del &tomo de carbono unido al &tomo de nitrégeno

" puede éstarvobcionalmenté sustitufdo con un grupo hidro~
- xilo bfamino;‘cuyo pfocedimiento consiste en alquilar un

' compuesto de férmula:

(I1)
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grupo NHR3, para produclr un - compuesto de férmula-

'los grupos R? y R

)

donde Rl a R4 son los deflnldos anteriormente- separar

3 y alslar el comouesto de f6rmula (1).

En esta memorla,'el término alqullo 1nfer10r se

’,

, reflere a un grupo que contlene de 1 a 6 étomos de car-

bono Y puede ser de cadena llneal o ramlflcada. Son

: ejemplos partlculares de grupos alquilo inferior susti-

uidos R1 los grupos {S} 4-am1no— -hldroxibutllo y 1,3-

dlhldrOXLprop-Z-llo. El grupo de b10queo R3 es preferi-

'blemente un grupo acetllo. ;f

Este procedlmlento para 1a prenarac16n de los com~
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Q‘puestos de- férmula (I) comprende como etapa inicial la

alquilacmén de un compuesto de férmula (II) para intro-
ducir el sustltuyente R1 en el grupo amino de la posicién 1.
Esta reacc16n puede llevarse a cabo por diversos métodos
muy con001dos por los expertos en este campo. Por ejemplo,
la g;qumlaclén puede realizarse por’ alqullac16n re@pctlva
empleando uﬁ $laehido o] ceténa apropiados o un compﬁesto
comoyéi descfité.én la patente beléa n°851.777.

' La segunda etapa del procedimlento comprende 1a

separaclén de los grupos de bloqueo R del grupo 2'-amlno,

si est&n presentes, y-de los grupos 6'~ y 3"-amino’y tam-

: blén,delvgxupp formilo del grupo 3-amino. En algunos.ca—

. sos, c?ando-el.1—N~éustituyente lleva a su vezAun‘grupo

susfituyente aminé,‘ptede ser conveniente proteger éSte
grupo en el transcurso del proceso y entonces ser& nece-
sario separar este grupo de blogqueo, del amino también en
la. etapa flnal del proceso. Existen dlversas condiciones
para separar completamente los grupos de blogueo del amino,
muy conocldas por los expertos en este campo y estas con-
dlciones dependen naturalmente del carécter del grupo pro-
tector empleado y del medlo de la amina protegida. El me-
le empleado puede ser anhidro o) acuoso y en casos parti-
culares’ puede ser 501do o bﬁslco a dlversas concentrac1ones.
Por eJemplo, el grupo bencilo, cuando estd presente, puede

s e‘r~$eparado porlhidrogenolisis catalitica de forma con=
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matografia.

. donde R

"?ﬂVencional en presencia déiun catalizaddr de'paladio. Los

grupos de bloqueo alcanoilo o benzoilo puede ser separados

en general poxr hidrélmsls en condmcxones bésicas suaves,

,por ejemplo por tratamiento con una solucm&n dilufda de

'hidr6x1do sédlco a 65°C durante varlas horas. En estas con-

dlClones se seoara tamblén el grupo formllo. Bl producto (1)

'puede ser purlflcado finalmente, si se desea, por técnlcas

convencmonales( por ejemplo por cristallzac1on o] po: cro-=

El procedlmlento es llustrado para la prepara01on

de 1~N~{(S) 4-am1no-2 hldroxlbutll}kanamlclna A. En este

:caso, la kanammcmna protegida intermedia de formula (II),

4 es un grupo hldrox110 Y R3 es un: grupo acet*lo,

- se alqulla mediante alqu11ac16n reductxva utlllzando “uny
-aldehldo aproplado o un compuesto como el descrito en la

‘ .patente bg;ga ne 851.777;~Asi, puede utillzarse 3-bencil-6-

(S)edihidroximetilftetrahidkoél,3-pxazin-2-ona y‘la alquila~-

ricién'reductiva puede llevarseya cabb empleando borohidruro
':sédlco o preferlblemente 01anoborohidruro sﬁdico como agen—~
;te reductor. Puede utllizarse un exceso de aldehldo {u otro
'compuesto) y de agente reductor para garantlzar la reaccién
'.completa del grupo 1-am1no 11bre. Los disolventes adecuados

son metanol .acuoso o dloxano ‘acuoso; tamblén son adecuados

la dlmetllformamlda K] el dlmetllsulf6x1do. Puede ser agre-

'.gado ventajosamente un éc1do, V. g. écldo ‘ac&tico. La reaccién
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se lleva a.cabo geherélmente a la temperatura ambiente y
habitqglmente es completa en 5 o 6 horas. El producto cru-
do puede ser aislédo.por evaporacién del disolvente y pue-
de ser purifiéado de-ﬁuévo, si se desea, por reéristaliza—
cién o cromatograffa. Sin embargo, en general, es mds con-
veniente emplear directamente el producto crudo en la si-
guiente etapa del procedimiento.

asi, el producto crudo se disuelve en hidréxkido
s6dico diluido y se calienta a 65°C durante un veriodo de
unas 5 horas para efectuar la separacibn de los grupos de
blogueo formilo y acetilo. Después de la neutralizacién, el
producto, preferiblemente separado de la materia inorgéni-
ca, se somete a hidrogenacién catalitica convencional para
separar el grupo protectof del bencilo. Son suficiencas
generalmente un periodo de 4 o 5 horas a 60°C Y a una pre-
sién de 60 psi (4,2 kg/cm?) para éfectuar la separacién
completa del grupo bencilo y el producto es finalmente tra-
'tado'de forma convencional vy ourificado si eﬁ'necesario por
cromatograffa de intercambio de ion para dar el producfo
final. Como solamente hay un grupo amino. reactivo en el ma-
terial de partida de f£6rmula (II), el produ;to final estéa

constitufdo esencialmente por el is6mero 1-N-sustitufdo re-

‘guerido y con ello se evita la diffcil separacién de isOme-

ros estrechamente relacionados.

La reaccidén también puede llevarse a cabo de forma



10

15

20

25

exactamente gimilar utiiizando 2',3"(6‘—tri-N-acetil-3-
fofmil—kénamicina'B_paré fo£mar‘el cbrrespondiente deri-
vado de_kanamiciné B ;—N-sﬁstituido.

La reaccién‘de aléﬁilaﬁién tambiéﬁ puede llevarse

a cabo empleando-un hidroxi—aldehido~o'unarhidroxi-cetona

tenep

'para formar los derivados de l-N~-hidroxialgquil-kanamicina

L X LY

como los descritos en la patente belga n° 855.709. Asf,

LI

: , _ :
por ejemplo, cuando se utiliza 1,3-dihidroxi-acetona en

. .

el procedimiento, se obtiene el producto de férmufé:(I)

*a n

donde Rl es un grupo 1,3-dihidroxiprop-2-ilo.
nuevos de acuerdo con esta inveﬁcién. Pﬁeden ser érepara—
dos a partir -de 3",6f—di—N—acil—kanamicina Aode 2',3%6'-
tri-N-acil-kanamicina B mediante una reaccibn que implica
en primer lugar la fo;m;lacién de los grupos 1- y 3-ami-
no gin.sustituir»restantgs y en éegundé lugar una etapa
de hidrdlisis selectiva que, sorprendenteﬁehte, se ha en-
contrado gque réaliza la separacién.dél grupo formilo de
la posicién i-amino mientras que deja intacto el grupo.
formilo de la pbsiqiéﬁ 3.

La preparacién de derivados adecuados de acil-kana-
micina sustitufdos en los grupos 3"- y 6'-amino en la ka-

namicina A y adicionalmente en el grupo 2'-amino en la

' kanamiciﬂa B con un grupg alcanoilo C, a C4 O con un gru-

PO benzoflo ha sido déscrita en la patente belga ntmero
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853.564. Por ejemplo, se describe la preparacién de 3",6'-
di-N-acetil-kanamicina A a través de una reaccién de migra-
cidn selectiva del acetilo O a N. Otros derivados pueden
prepararse de forﬁa similar.

La reaccibén de formilacién puede llevarse a cabo
por diferentes métodﬁs, mﬁy conocidos por los expertos en
este campo. Por ejemplo, la formilacién puede realizarse
empleando una mezcla de anhfdrido férmico y acético péro he-
ﬁos encontrado que la reaccidn puede efectuarse conveﬁiente~

mente empleando formiato de 4-nitrofenilo. Los disolventes

adecuados para la reaccidén son dioxano acuoso, tetrahidro-

- furano acuoso o dimetilformamida y la reaccién se llevs a

cabo agregando poco a poco un exceso (v.g. un exceso de

tres veces) de formiato de 4-nitrofenilo al derivado de
kanamicina. Es preferible agregar una base para favorecer la
reaccidn y puede ehplearse para este fin una bése orgénica,

por ejemplo trietilamina. Preferiblemente se agrega por lo

menos un equivalente de base por cada grupo amino reactivo.

La reaccifn de formilacién es generalmente completa dentro
dé las 24‘hbras a la.tempgratu:a,ambiente y el producto pue-
de ser después aislado por técnicas convencionales, por
ejempio por évaporacién del disolvente ¢ por precipitacién y
puede ser‘pufificado de nuevo si se desea.

La etapa de hidfélisis selectiva se realiza con el

producto 1,3-di-N-formilico disuelto en agua o en un disol=-
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vente orgénico acuoso, y.g. dioxano acuoso o tetrahidro-

furano acuoso y el pH de la solugiéh se ajusta cuidadosa-

menﬁe.dentro de la regién de 12'6 a'12‘5 con un &lcali,

por: eJemplo por adlclén de hldroxldo sédlco o potésico
1luido. La soluc16n se aglta a ia temperatura amblente du~

rante-varlos dias, 51gu1éndose el transcurso de la reaccién

por cromatografia en capa flna, hasta gue es completa la

,conversidn en el derlvado 3-N-fenillco deseado de férmula

(IT). Después la solu016n se neutrallza por adlcién de ‘un
dcido o m&s,cqnvenlentemente por a@iclén de una re51na cam-
biadora de ién en la_fé:ma de i6én hidrégeno. Estd tiene

la ventaja de'evita;'la.aqumuiaqién de'mafefia inorgéh;ca
en 1a.solpqién v la ventéjé Aaigional de que cualquiér
subproducto del que se hayan separado ambos grupos. 1~ y

3~ formllo queda adsorbldo en.la resina. Finalmente el pro-

ducto es aislado por técnlcas convenclonales, por ejemplo '

‘por evaporacmon a volumen reducldo Y prec1p1tac16n con un

dlsolvente orgénlco, v.g. 1sopropanol. Si se desea puede
purlflcarse més mediante cromatografia, pero en general el

producto es suf1c1entemente puro para ser utilizado. dlrecta—

Vmente en . la preparacién de los compuestos de férmula (1).

- El progedlmlento pa;a la preparacidn de los compues-
tos de férmula’(II) puédeﬂfeaiizarse htilizaﬁdo 3",6'~3i-N-
acetil-kanamicina A para dar el compuesto de f6rmula (II)

donde R3;¢s acetilo Y r? es un grupo hidroxi. An&logamente,
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puede utilizarse'Z',3";6’4tri~N~acétil-kanamicina B para
dar el combueéto'de férmula (II) donde r? es un grupo NHR_3
y R3’es acetilo.

La invencién es ilusérada mediante los siguientes
ejemplos; donde los Ejemplos 1 a 3 lo son de preparacién
de los nuevos intermediarios de férmula {II) y los E<ferplos
2 a 4‘lo;spn del nuevo procedimiento para la preparqéién
de los compuestos de férmula (I).

La cromatografia en capa fina se realiza sobre pla-

.cas de sflice empleando el sistema disolvente indicado. Las

manchas se visualizan despuds de secar las placas pdf';ocia-
da con una solucién al 5 % de hipoclorito de ter-butilo en
ciclohexano, secando las placas a 100°C durante 10 minutos
en una estufa &entilada, énfriando y rociando con soluzidén
de almidén;foduro pét&sico. |

La electroforesis-en'capa fina se realiza sobre pla-
cas de sflice de 20 cm, con una diferencia de potencial de
900 voltios aplicada durante 45 minutos. El electrolito es
una mezcla de &cido férmico y acético que da un pH igual a 2,
realizéndoge la detecci6n como antes. -

FAmberlité“ y "Sephadex" son ﬁarcas registradas.

7 EJEMPLO.l 7

Preparacidén de 3",6'—di—N—acetil—B—N-formil—kanamicina A

~(A) Se afaden poco a poco a lo largo de 45 minutos

6,88 g de formiato de 4-nitrofenilo a una suspensitn de 3,9 g
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de 3", 6‘-dl—N-acetll-kanamlclna Aen 21l ml de aqua ¥ 21 ml

de tetrahldrofurano contenlendo 6,91 g de trletllamlna. La

' mezcla de reacc16n se aglta a la temperatura ambiente du-

" -rante la noche y después se‘evapora a volumen reducido,

sustituyendo las trazas flnales de agua por destllac16n

azeotréplca con isopropanol (volumen final 35 ml). Prec1-
01p1tan de la solu016n 2,41 g de 3",6'- dl—N-acetll~l 3-d1—
N-formil-kanamicina A que se-filtra y seca a vacio a_50°c.

Por electroforesis:en capa fina (pH = 2), el compues-

to da un valor de 0,09 con respecto a la-kanamicina A. Por

‘cromatqgrafia'envcapa fiha empleando metanol, acetato de

etilo, amoniaco y agua (40:40:1:30) como eluyente, da una

' Re = 0,42. El'espectro_ae RMN proténico presenta sefizles

a 6= 7,96 ppm (protén fbrmilico), 8 02 ppm (protén For-

A millco) Y 2,02 ppm (6 protones acetflicos) .

(B) Se disuelven 2 4 g del producto dé (a) en 72 ml

'defaguaAy el pH de la solucién seAajusta a 12,0-12,5 con

2,0 nml de una solﬁciénﬁde hidréxido sédico 2N. La solucién

se agita a la temperatura ambiente durante 7 dfas mantenien

do el pH entre 12,0'y 12,5 y después se neutraliza por adi-

ciéﬁ de 10 ml de resina éambia@ora de ién Amberlite IR 120
(forma H+); 8e filtra.la reéiné YAel filtrado.se cdncentra
a voluﬁgn‘reducidol'éeparéndose lés dltimas trazas de agua -
por desélazamiento con S,ml“de dimetilformamidé é refluﬁo.

Después se anaden lentaménte'BO ml de isopropanol a la so-
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lucién eh dimetilformamida y el precipitado de 3", 6'-di-N-
acetil-3-N-formil-kanamicina A (1,75 g) se filtra y se se-
ca a vacfo a 4d°C.

'El compuesto es suficientemeﬁte puro para utilizarlo
en la siguiente etapa del procedimiento. Una muestra se
purifica por cromatografla sobre CM»Sephadex c25 (f:rma
NH4+) empleando como eluyente unalsoiucién de hidréiido
aménico 0,1M. El espectro de RMN C-13 concuerda por com-
pleto con la estruétura ;equerida y confirma la monc~for-
milacién del grupo 3~amino. La electroforesis en capa fi-
na (pH = 2) da un valor de 0,43 con reépecto a'la kaﬁami-

cina A. Por cromatograffa en capa fina empleando comc elu-

yente metanol, acetato de etilo, amoniaco y agua (40:40:1:30),

el compuesto da un valor de Re de 0,23.

EJEMPLO 2

Preparacidn de 1-N-{(S)-4-amino-2-hidroxibutil) -kanamicina A
Sé anaden 0,2; g de cianoborohiaruro sbdico en 40-m1
de agua a 2,0.g de 3",6'-di-N-acetil—3~N-formil—kanamici-
na‘A, 2,38’g'de'3-bencil~6-(S)—dihidroximétil-tetrahidro—
2H~1,3-oxazin~2-ona y 0,1 g de sulfato. de cobre en 66 ml’
de agua y 322 ml de metanol, a lo largo de 5 horas, La
mezcla de'reaécién se evapora a sequedad Eajo presién re-~
ducida v el residuo se trata con 25 ml de agua y 25 ml de
cloruré de metileno. La fase acuosa se evapora a sequedad

y el residuo se calienta con 20 ml de una solucidén de hi-
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dréxido sbdico N a 65-70°C, dﬁrante 4 horas Se enfria

"la solucmén y se. neutrallza con éc1do clorhidrlco concen—

trado empleando una buena extraccmon de humos (se despren-

- de HCN) y se pasa por una columna de 600 ml de resina cam-

" biadora de ién Amberlite CG-50 (forma NH4+), eluyendo la

materia. inorgénica con agua y los materiales aminoglic6si-
dos con soluc16n de h1dr6x1do aménico 0,2N.
Las frac01ones de amlnogllcésldos se evaporan ‘a se-

quedad y el res1duo se dlsuelve en una mezcla de 1J mi

- -de metanol, 13 ml de écldo acétlco y 13 ml de agua Y. “se
'hldrogena sobre 0, 4 g de paladlo al 5% en carbén, a €0°C

y 60 psi (4,2 kg/cm ) durante 4 hoxas. Se filtra el cata-

lizador y el filtrado se evapora a sequedad. El.reSidﬁo se

disuelve en 20 ml de agua y se cromatograffa sobre una co-

lumna cambiadora de lén de 200 ml de CG-50 (forma NH ),

empleando como. eluyente una soluc16n de hidr6xido aménico

'(0,25-1,0M). Porﬂevaporac16n de_las fracclones apropiadas

se obtienen 0,75 g (37 &) de 1-N- {(S)-4-amino-2-hidroxi-

" butillkanamicina A, idéntica por cromatograffa en capa fi-

na y por electroforesis en capa fina a una muestra autén-
tica.

_EJEMPLO 3

Preparacién de 2',3",6'-tri-N-acetil-3-N-formil-kanamicina

(A) Se afiaden a lo largdnde 10 minutos 128 g de clo-

roformiato de bencilo a una solucién de 80,5 g de sulfato
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de kanahicina By 76 g de carbonato sédico en 400 ml de
agua y la solucidn se agita durante una hora a la tempe-
ratura ambiente. El precipitado se récoge por filtracidn,
se lava coﬁ agﬁa,Acon ééido clorhfdrico dilufdo y con
agua y'se.ééca para dar 125,7 g de penta-~N-benciloxicarbo-
nil-kanamicina B. |

(B) Se afiaden éocq a poco a lo largo de 15 minutos
230,8 g de penta-N-benciloxicarboni1—kanaﬁicina B a una
solucién agitada de 189 ml de aﬁhidrido acético en 346 ml
de piridina y'3§6 ml de diclorometano y la suspensidn se
agita a la temperatura ambiente durante 48 horas. La solu~

cién se vierte en una mezcla de 1,5 litros de diclcrcemeta-

noy 2,3 litros de agua. Se separa la fase orgénicé Yy se

lava con &cido dlorhidrico dilufdo (pH 4)y con agua. ¥l

disolvente se evaédra hasta un volumen de 0,75 litros y

‘la solucidn se vierte en 4 litros de &ter dietflico. Ll pre-

cipitado de tetra-o-aceti1-pentaeN-benci1oxicarbonil?kana-
micina ﬁ se recoge por fiitracién y se seca a vacfo (ren-
dimiento:244,8 g, 92,6 8).

(C) Una soluciép de'33,0_g de tet:a-O—acetil—penta—N~
benciloxicarboni1-kanamiéina B en'132 ml de tetrahidrofura-
no, 66 ml de agua'y 3,3 ml de écido acético se hidrogena
sobre 3,3-g de catalizador de paladio al 5 % enbcarb6n

a 50°C y 50 psi (3,5 kg/cmz), durante 7 horas. El cataliza-

dor se separa por filtracién y el filtrado se concentra has-

&
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ta un volumen de 25 ml. El residuo se trata con 81,5 ml de hi

dréxido aménico acuoso (7M) J se. agita durante la noche a la

'_temperatura ambiente., La soluci6n se evapora a sequedad y el

residuo se cromatograffa en una columna de resmna camblado-
ra de i6n Amberllte CG-50 en forma de ién amonio (2 litros),
eluyendo con agua y después con amoniaco acuoso 0,01M. Se

comblnan las fracC1ones que contlenelel producto deseado

Y se evaporan para dar 9,37 g (61,6 %) de 2',3“,6‘—tr;-N-

acetil-kanamicina B, p.f. 191-198°C (desc.). v oy (KBr),
1650, 1550 emt. RE 0,11 (metanol/éter dietflico/agua/amo-
niaco aciioso.0,880 6:3:1:2), Rf 0,11 (me;anol/acétat;fde
etilo/agua)ambniaco acuoéa 0, 880740-40°§0-l) -

(D) Se anaden poco a poco a 1o largo de 40 minutos.

153 1 g de formlato de p-nltrofenllo a una solucién entr1a~

da de. 93 g de 2',3“,6'—trl-N-agatll—kanamlc;na B en tna
mezcla de 465 ml de agua;'558.mi de tetrahidrofurano y
154 g deftriefilamina. La ﬁeacla de reaccibn se agita a la
tempefatufa ambiente durahtérla'nache y después se concen-

tra hasta pequeﬁo Volumen bajo presidn reducida. El coh-’

.centrado acuoso se diluye con.lsonropanol para precipitar

el producto, separ&ndose el ‘agua re51dual por destilacidn

azeotréplca con isopropanol. Finalmente el producto se reco-
ge por filtracidn, se lava con isopropanol y se seca a vacio
para dar 89,2 g de 2',3",6'-tri—N-acetilfl,3—di—N-formil-

kanamicina B, p.f. 310-318°C (desc.). Vax (KBX): 1665,
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1. REf 0,49 (metanol/&ter dietilico/aéua/amoniacd

1545 cm~
acuoso 0,880 6:3:1:2), Rf 0,54 (metanol/acetato de etilo/
agua/amoniaco acuoso 0,880 40:40:30:1).

;(F) Una,soiucién‘de 86,9 g de 2',3",6'—tri-N—acetil~_
1,3~di-N-fO:mil~kanamiciha B en 2)6I~litroslde agua se lle-
va a pH 12-12,5 con solucién de}hidréxido sédico 10N. La
mezcla de reaccidn se mantiene a la temperatura ambiente

durante 4 dfas reajustando el pH de la solucibn a 12 con

hidréxido sédico acuoso cuando sea necesario y después la

_solucién se'neutfaliza.pdr adicién de resina Amberlité IR

120 (forma H+). Se filtra la mézclaiy el filtrado se croma-
tograffa sobre resina cambiadora de i6n Amberlite 200 (en |
forma de ién;amonio, 5,5 litros), eluyeﬁdo con agua yvdes—
pués con hidréxido aménico acuoso 0,I1N. Por evaporacién de
las fracéioﬁes apropiédas se obtienen 55,4 g de 2',3%,6'~
ttLﬁ-acetii—3~N-formil?kanamic1na B, p.f. 266-268° (Jesc.).
L Rf 0,49 (metanol/acetato de
etilo/agﬁa/amoniaco acuoso'0;880 40:40:30:1);'La estructura
fué confirmada por espectroscopfa de RMN C-13,

EJEMPLO 4

Preparacién de 1-N-(1,3-dihidroxiprop-2-il)kanamicina B

Una solucién de 8,8 g de 2',3",6'-tri-N-acetil-3-N-
formil-kanamicina B en 880 ml de metanol y 176 ml de agua
se trata con 4,0 g de 1,3—dihidroxiacetona.y 3,9 g de ciano-

bordhidruro s6dico y el pH de la solucidn resultante se ajus
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ta a 6,5 con &cido clorhi@riéo 5N.'La-solﬁcién se calien-

ta a’reflujo durante,18>horas; se-enfria y se afiaden otros

4,0 g de L,B-dihidrqxiaéetbnély 3,9 g de cianoborohidruro
sédico. El pH se reajuéta a,5,5_coﬁ gcido élorhidrico y

La solucifn.se calienta a reflujo durante 6 horas més..

El métanol se-éepafa>a oresién reducida vy ei c@ncentrédo
acuoso se cromatografia en’ una columna de resina cambiadora

vol-n .

de 16n Amberllte 200 en forma de idn amonlo, eluyendo con

agua. Se comblnan las fracc1ones que contlenen la2', 3" 6'-

ftr1-N-acetil—3-N-formil—1~N—(1 3—dihidroxiprop—2—il)Pana-

LA | »

,m101na B, requerlda y se concentran a pres16n reduc1davhas—

ta un volumen de 40 ml. '

"
axoee

'El concentrado se trata con 40 ml de soluclén acuo—

sa de hldr6x;do sédlcorloN Yy la mezcla se calienta en gn

‘bafio de vapor durante 16 horas. La solucién enfriada se
‘neutraliza con acido clorhidrico concentrado, se agrega
‘agua hasta un volumen de 1 litroy la mezcla se cromatograffa

‘en una columna de re51na cambladora de ib6n Amberllte 200

(forma de ién amonio, 3 lltros) La columna se.lava con-
égua para separar la'materia inorganica y después con amo-
niaco adﬁoﬁorlN para eiuir los métefiales aminoglicésidos.
El producto crudo se- recromatografia sobre re51na cambiadora

de ién- Amberllte CG-50 (forma de ién amonlo, 2 litros) elu-

+yendo con agua,'hidr6x1do'am6n1c0'acuoso 0,05N y finalmente
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hidréxidofaménico acuoso 0,1N. Por evaporacién de las frac-

ciones apropladas se obtienén 3,2 g de 1-N-(1, 3-dihidro-

xiprop-2-il)kanamicina B, idéntica por cromatograffa en

capa fina a una muestra de referencia.
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En resumen, la Patente :de Iavencién que se solici

ta deberd recaer en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. 'Un procediﬁiznto éggh la préparacién de aminogli

cdsidos antibioticos de férmula:

Te s a

~aas

—

donde R es un grupo amino o hidroxilo y Rl es un gruso
alquilo inferior, del que.cualquier dtomo de carbono dis-
tinto del étomo’de carbono unido al &tomo de nitrégeno
puede estar sustipuido opcionalmente con un grupo hidro-
xilo o amino; cuyo procedimiento consiste en alguilar un

compuesto de férmula:
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: H,0H :
HO 0 (11)

R3N
HO 0

donde R2 es un grupo formilo, R3 es un grupo alcanoilo
C, a Cy o un grupo benzoflo y r? es un grupc hidroxi o

un grupo NHRB, para producir un compuesto de fdrmula:

3
CHéNHR

HO

HO

(I11)
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donde Rl a R4 son iés def;nidéé anteriormente; separar los
grupos Rz Yy R3-y aislar el compuesfo de f6rmula (I).

2, Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1,
donde R es un grupo S-4—émino—2-hidroxibutilo.

3. Un procedimiento segfin la Reivindicacién 1, don-
de R' es un grupo 1,3-dihidroxiprop-2-ilo.

4. Un procedimiento ségﬁn cualquiera de las prece-
dentes reivindicaciones, donde R3 es un grupo acetilo.

5. -Un procedimiento segfin la Reivindicacidn 4, don-

de el compuesto de férmula (II) es 3",6'-di-N-acetil-2-

N-formil-kanamicina A.
6. Un procedimiento segln la Reivindicacidn 4,
donde el compuesto de férmula (IT) es 2',3",6'~tri-N-acetil-

3=N~formil-kanamicina B.

7. Un procedimiento segin cualquiera de las preace-
dentes reivindicaciones, donde la alquilacidn se realiza
por alquilacién reductiva.

8. Un procedimiento segfin la Reivindicacidén 7, don-
de la alquilacién reductiva se realiza con 3-bencil-6-(S)-
dihidroximetil-tetrahidro-1,3~oxazin-2-ona.

9. Un procediﬁiento seglin la Reivindicacién 7, don-
de la alqguilacién reductiva se realiza con 1,3-dihidroxi~ -
acetona.

10. Un procedimiento segfin las Reivindicaciones 7

a 9, donde el agente reductor es borohidruro sédico o ciano-
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e

borohidruro sédféo. '

11.- Se'ieiviﬁdicafpor‘ﬁltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Pétente de Invencidn que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARAILA PREPARACION DE AMINOGLICOSIDCS AN
TIBIOTICOS.

Todo conforme queda descrité Y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de veintitres ph-
ginas mecanografiadas.

Madrid, 17 de Agosto de 1.978

BERNARDO UNGRIA -
= 0
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