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REF.3y PLC. 267 (PC. 29). (div.I

Esta invencién sé fefiere a un nuevo procedimiento
para la preparacién‘de antibiSticos aminoglicsidos vy
a nuevos intermediarios para uso en dicho procedimientc
y especialmente se refiere a un procedimiento para la
preparacién de derivados de l1l-N-alquil-kanamicina y de
derivados de kanamicina selectivamente N-protegidos como
intermediarios para uso en este procedimiento..

En la memoria de la patente britédnica n°® 1.464.401
se describen ejemplos de estos derivados de 1-N-alquil-ka-
namicina; otros ejemplos estin descritos en la patente
belga ng*§55.709. o '

Para preparar estos compuestos a partir de la ka-
namicina fécilmente asequible producida por ferﬁentacién,
es éonveniente protgder todos los grupos amino distintos
del grupo l-amino. Entonces puede efectuarse la alquila-
ciénvpreferentemente sobre el grupo amino de la posici6n
ly con'ello sé simplifica el aislamiento del producto
1-N-sustitufdo final. Un objeto de esta invencién es pro-
porcionar un procedimiento para la preparacién de deri—
vados de kanamicina l-N-sustitufdos mediante lé provisién
de los intermediarios selectivamente N-protegidos.

Asf, de acuerdo con la invencién, se proporciona
un procedimiento para la preparacibn de compuéstos det;

férmula:
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(1)

donde R es un grupo amino o hidroxilo Yy R1 es un grupo
alquilo inferior, del que cualquier &tomo de carbono
distinto del &tomo de carbono unido al &tomo de nitréqgero
puede estar opcionalmenté sustitufido con un grupo hidro-
xilo o amino; cuyo procedimiento consiste en algquilar un

compuesto de férmula:

| CH,NHR3
HO
NHR?
HO
gt
/ HO — NH
0 | NHp
/
0 _.
l'( : ( II )

r3Nm (! /
H
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donde R2 es un grupo formilo, R3 es un grupce alcanoilo
€,=C, © un grupo benzoilo y rR? es un grupo hidroxi o un

grupo NHR3, para producir un compuesto de férmula:

(111)

donde Rl a R4 son los definidos anteriormente; separar

los grupos R2 v R3 y aislar el compuésto de formula (I).

" En esta memoria, el término alquilo inferior se
refiere a un grupo que contiene de 1 a 6 &tomos de car-
bono y puede ser ée cadena lineal o ramificada; Son
ejemplos particulares de grupos alquilo inferior susti-
tufdos RY los grupos {Sl}-4-amino-2-hidroxibutilo y 1,3~
dihidroxiprop-2-ilo. El grupb de bloQueé 3 es preferi-
blemente un grupo acetilo.

. Este procedimiento para la preparacién de los com-
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puestos de férmula (I) comprende como etapa inicial la
alquilacién de un coméuesto de féfmula (IIi para intfoé
ducir el sustituyente Rl en el grupo amino de la posicién 1.
Esta reaccidn puede llevarse a cabo por diversos métodos
muy conocidos por los expertos en este campo. Por ejemplo,
la alguilacién puede realizarse por alquilaci6én reductiva
empleando un aldehido o cetona apropiados o un compuesto
como el descrito en la patente belga n°851.777.

La segunda etapa del procedimiento comprende la.
sepgracién de los»gtupos de bloqueo R3 gel grupo 2'-amino,
sl estdn presentes, y de los grupos 6'~ y 3"-amino y cam-
bién del grupo formilo del grupo 3-amino. En algunos <z-
sos, cuando el l1-N-sustituyente lleva a su vez‘un grupd
sustituyente amino, puede ser conveniente proteger eate'
grupo en el transcurso del proceso y entonces ser& nece-
sario separar este grupo de blogqueo del amino también en
la etapa final del proceso. Existen diversas condiciones
para separar completamente los grupos de blogueo del amino,
muy conocidas por los expertos en este campo y estas con-
diciones dependen naturalmente del cardcter del grupo pro-
tector empleado y del nedio de la amina protegida. El me-
dio empleado puede ser anhidro o acuoso y en casos parti-
culares puede ser &cido o bdsico a diversas concentraciones.
Por ejemplo, el grupo bencilo, cuando esté presenté, puede

s e r gseparado por hidrogenclisis catalitica de forma con-
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vencional, en presencia de un catalizador de paladio. Los
grupos de blogqueo aicanoilo o benzofilo puede‘ser separados
en general por hidrdlisis en condiciones‘bésicas suaves,
por ejemplo por tratamiento con una solucién dilufda de
hidr6xido sbdico a 65°C durante varias horas. En estas con-
diciones se seéara también el grupo formilo. El productoi(I)
puede ser purificado finalmente, si se desea, pér técnicas
convencionales, por ejemplo por cristalizacifn o por cro-
matografié.

El procedimiento es ilustrado para la preparacién
de 1-N-{(S)~4-amino-2-hidroxibutil}lkanamicina A. En ecte
caso, la kanamicina protegida intermedia de férmula (IT),

donde R4

es un grupo hidroxilo y R3 es un grupo acetilo,.
se alquila mediante alguilacién reductiva utilizando un-
aldehido apropiado o un compuesto como el descrito en la
patente belga n°® 851.777. Asi, puede utilizarse 3-bencil-6-
(S)-dihidroximetil-tetrahidro-1,3~9xazin—2-ona y la alquila-
cién reductiva puede llevarse a cabo empleando borohidruro
s6dico o pfeferiblemente cianoborohidruro s6dico como agen-
te reductor. Puede utilizarse un exceso de aldehido (u otro
compuesto) y de agente reductor para garaqtizar la reaccidn
completa del grupo l-amino libre. Los disolventes adecuados
son metanol acuoso o dioxano acuoso; también son adecuados

la dimetilformamida o el dimetilsulféxido. Puede ser agre-

- gado ventajosamente un dcido, v.g. &dcido acético. La reaccién
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se lleva a cabo generélmente a la temperatura ambiente y
habitualmente es completa en 5 o 6 horas. El producto cru-
do puede ser aislado por evaporacién dél disoiveﬁté y pue-
de ser purificado de nuevo, si se desea, por recristaliza-
cién o cromatograffa. Sin embargo, en general, es mis con-
veniente emplear directamente el producto crudo en la si-
guiente etapa del procedimiento.

Asf, el producto crudo se disuelve en  hidréxido
s6dicod dilufdo y se calienta a 65°C durante un periodo de
unas 5 horas para efectuar la separacidn de los grupos de
bloqueo formilo y acetilo. Despuds de la neutralizacién, el
producto, preferiblemente separado de la materia incigéni-
ca, se somete a hidrogenacién catalfitica convencional para
separar el grupo protector del bencilo. Son suficientes
generalmente un periodo de 4 o 5 horas a 60°C y a una pre-
si6n de 60 psi (4,2 kg/cmz) para efectuar la separacifn
completa del grupo bencilo y el producto es finalmente tra-
Itado.de forma convencional v ourificado si eé’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 f6rmula (II), el producto final esté&

constitufdo esencialmente por el isémero 1-N-sustituido re-

‘querido y con ello se evita la diffcil separacién de isSme-

ros estrechamente relacionados.

La reaccidn también puede llevarsgse a cabo de forma
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exactamente similar utilizando 2',5“,6'—tri—N~acetil~3~
formil-kanamicina B para formar el correspondiente deri-
vado de kanamicina B ;—N—sustituido.

La reaccidén de alquilacién también puede llevarse
a cabo empleando un hidroxi-aldehido o una hidroxi-cetona
para formar los derivados de l-N—hidroxiaiquil—kanamicina
como los descritos en la patente belga n°® 855,709. Asi,
por ejemplo, cuando se utiliza 1,3-dihidroxi-acetona en
el procedimiento, se obtiene el producto de férmula (I)
donde R1 es un grupo 1,3—dihidfoxipr0972~ilo.

Los compuestos de férmula (II) son compuestos
nuevos de acuerdo con esta invencidn. Pueden ser prepara-
dos a partir -de 3",6'-di-N-acil-kanamicina A o de 2',3",6'-
tri~N-acil—kanamiciqa B mediante una reaccién que .mplica
en primer lugar la formilacidn de log grupos 1- y 3-ami-_
no sin'sustituir restantes y en segundo lugar una etapa
de hidrdlisis selectiva que, sorprendenteﬁente, se ha en=-
contrado que realiza la separacidn del grupo formilo de
la posicién l-amino mientras que deja intacto el grupo
formilo de la posicidn 3.

La preparacidn de derivados adecuados de acil-~kana-
micina sustitufdos en los grupos 3"- y 6'-5mino en ia ka=-
namicina A y adicibnalméﬁte en el grupo 2‘'-amino en la
kénamicina B con un grupo alcanoilo Cya C4 O con un gru-

po ben;oilo ha sido descrita en la patente belga ndmero
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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~-
cién selectiva del acetilo 0 a N. Otros derivados pueden
prepararse de forma similar.

La reaccién de formilacidn puede llevarse a cabo
por diferentes métodos, muy conocidos por’los expertos en
este campo. Por ejemplo, la formilacién puede realizarse
empleando una mezcla de anhfdrido f&rmico y écético pero he-
mos encontrado que la reaccién puede efectuarse conveﬁiente-

mente empleando formiato de 4-nitrofenilo. Los disolventes

adecuados para la reaccién son dioxano acuoso, tetrabidro-
furano acuoso o dimetilformamida y la reaccifn se lleva a
cabo agregando poco a poco un exceso (v.g. un exceso de
tres veces) de formlato de 4~nitrofenilo al derivado de
kanamicina. Es preferible agregar una base para favorecer la
reaccifén y puede emplearse para este fin una base orgérica,
por ejemplo trietilamina. freferibleménte se agrega por lo
menos un equivalente de base por cada grupo amino reactivo.
La reaccibn de formilacién es generalmente completa dentro
dé las 24 horas a la.tempgratura ambiente y el producto pue-
de ser después aislado por té&cnicas convencionales, por
ejemplo por evaporacifén del disolvente 0 por precipitacién y
puede ser purificado de nuevo si se desea.

La etapa de hidr6lisis selectiva se realiza con el

producto 1,3-di-N-formflico disuelto en agua 0 en un disol-
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vente orginico acuoso, v.g. dioxano acuoso o tetrahidro-

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

mente dentro de la regidén de 12,0 a'i2;5 con un &lcali,
por ejemplo por adicisn de hidréxido sédico o potdsico
dilufdo. La solucifn se agita a la.temperatura ambieﬁté du-
rante varios dfas, siguiéndose el transcurso de la reaccibn
por éromatografia en éapa fina, hasta que es coméleta la |
conversién en el derivado 3-N-fenflico deseado de férmula
(1I). Después la soluciéﬁ'sg_neutraliza por adiciénrde un
dcido o mis convenientemente por adicién‘dé una resina cam-
biadora de ién en la forma de ifn hidrdgeno. Esto tiene
la ventaja de evitar la acumulacién de materia inorgénica
en la solucidn y la ventaja adicional de gue cualquier
subproducto del que se hayan separado ambos grupos l- y
3;formilo'§ueda adsorbido en. la resina. Finalmente el pro-
ducto es aislado por técnicas convencionales, por ejemplo
por evaporacidn a volumen reducido y precipitacién c¢on un
disolvente orgaénico, v.g. isopropanol. Si se deseé puede
purificafse mis mediante cromatografia, pero en general el
producto es suficientemente puro para ser utilizado directa-
mente en la preparacidén de los compuestos de f6rmula (I).
El procedimiento para la preparacifn de los compues-
tos de férmula (II) puede realizarse utilizando 3",6'~di-N-
acetil-kanamicina A para dar el compuesto de férmula (II)

donde R3 es acetilo y R4 es un grupo hidroxi. Andlogamente,
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puede utilizarse 2',3",6'-tri-N-acetil-kanamicina B para

dar el compuesto de férmula (II) -donde R4 es un grupo NHR3

y R3 es acetilo.

La invencifn es ilustrada mediante los siguientes
ejemplos, donde los Ejemplos i a 3 lo son de preparacién
de los nuevos intermediarios de férmula (;I) y los Ejemplos
2 a 4 lo son del nuevo procedimiento para la preparacién

de los compuestos de férmula (I).

- La cromatograffa en capa fina se realiza sobre pla-

cas de sflice empleando el sistema disolvente indicado. Las

manchas se visualizan despuéé de secar las placas por rocia-
da con una solucién al 5 % de hipoclorito de ter-butiio en
ciclohexano, secando las placas a 100°C durante 10 minutos
en una estufa ventilada, enfriando y rociando con suiucién
de almidén-yoduro pdtésico. '

La electroforesis en capa fina se realiza sobrs pla-
cas de sflice de 20 cm, con una diferencia de potencial de
900 voltios aplicada durante 45 minutos. El electfolito es
una mezcla de &Scido £6rmico y acético que da un pH igual a 2,
realiz8ndose la deteccién como antes. |

"Amberlite” y "Sephadex" son ﬁarcas registradas.

EJEMPLO 1

Preparacifn de 3",6'~di-N-acetil~3-N~-formil-kanamicina A

(A) Se afiaden poco a poco a lo largo de 45 minutos

6,88 g de formiato de 4~-nitrofenilo a una suspensidn de 3,9 g
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de 3“,6‘-di-N-acetil—kanamicina A én 21 ml Ae agua y 21 ml
de tetrahidrofurano conteniendo 6,91 g de trietilamina. La
mezcla de reaccién se agita a la temperatura ambiente du~
rante,ia noche y después se evapora a-volumen reducido,
sustituyendo las trazas finales de agua por destilacidn
azeotrBpica con isopropanol (volumen final: 35 ml). Preci-
cipitan.de la soluciéq 2,41 g de 3" ,6'-di~N-acetil-1,3-di-
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 1§ kanamicina A. Por
cromatograffa en capa fina empleando metanol, acetato de
etilo, amoniaco y agua (40:40:1:30) como eluyente; da una
Rf = 0,42. El espectro de RMN protdnico presenta sefiales
a 6= 7,96 ppm (protén formilico), 8,02 ppm (profén for-
milico) y 2,02 ppm (6 protones acetilicos5.

(B) Se disuelven 2,4 g del producto de (A) en 72 ml-
de agua y el pH de la solucién se ajﬁsta a 12,0-12,5 con
2,0 ml de una solucién de hidr6xido s6dico 2N. La solucién
se agita a la temperatura ambiente durante 7 dias mantenien
do el pH entre 12,0 y 12,5 y después se neutraliza por adi-
cién de-10 ml de resina cambiadora de i6n Amberlite IR 120
(forma H+); Se filtra la resina y el filtrado se concentra
a volumen reducido,-éeparéndose las Gltimas’ trazas de agua
por desplazamiento con 5 ml de dimetilformamida a reflujo.

Después se anaden lentamente 30 ml de isopropanol a la so-
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lucién eﬁ 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 40°C.

El compuesto es suficientemeﬁte puro para utilizarlo
en la siguiente etapa del procedimiento. Una muestra se
purifica por cromatografia sobre CM Sephadex €25 (forma
NH4+) empleando como eluyente una solucién de hidrdxido
amdnico 0,1M. El espectro de RMN C-13 concuerda por com-
pleto con la estructura requerida y confirma la mono-for-
milaéién del grupo 3-amino. Lé electroforesis en capa fi~-
na (pH = 2) da un valor de 0,43 con reépecto a la kanami-

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

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

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

EJEMPLO 2

Preparacién de 1-N-{(S)-4-amino-2-hidroxibutil} -ksnsmicina A
Se afiaden 0,21 g de cianoborohidruro s6dico en 40vm1
de agua a 2,0 g de 3",6'-di-N-acetil-3-N-formil-kanamici-
na &, 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 reaccibén se evapora a sequedad bajo presisdn re-

ducida y el residuo se trata con 25 ml de agua y 25 ml de

~ cloruro de metileno. La fase acuosa se evapora a sequedad

y el residuo se calienta con 20 ml de una solucién de hi-
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dréxido sédico 3N a 65-70°C, durante 4 horas. Se enfria

la solucidn y se neutraliza con &cido clorhidrico concen-
trado empieando una buena extraccidn de humos (se despren-
de HCN) y se pasa por una columna de 600 ml de resina cam-
biadora de i6n Amberlite CG-50 (forma NH4+), eluyendo la.
materia inorgédnica con agua y los materiales aminoglicfsi-
dos con solucién de hidrdéxido amdnico 0,2N.

Las fracciones de aminoglicSsidos se evaporan a se-
quedad y el residuo se disuelve en unglmezcla dé.13 nl
de metanol, 13 ml de &cido acético y 13 ml de agua y se

hidrogenaAsobre 0,4 g de paladio al 5 % en carbdn, a 60°C

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

lizador y el filtrado se evapora a sequedad. El residuo se
disuelve en 20 ml de agua y se cromatograffa sobre una co-
luma cambiadora de i6n de 200 ml de CG-50 (forma NH}),
empleando coﬁo.eluyente una solucifn de hidréxido ambnico
(0,25—i,0M). Por evaporacién de las fracciones apropiadas
se obtienen 0,75 g (37 %) de 1-N- HS)—4-amino—2-hidroxi-
butil}kanamicina A, idéntica por cromatograffa en capa fi-
na y por electroforesis en capa fina a una muestra autén-
tica.

EJEMPLO 3

Preparacidén de 2',3%,6'-tri-N-acetil-3-N-formil~kanamicina

(2) Se afaden a lo largo de 10 minutos 128 g de clo-

roformiato de bencilo a una solucidn de 80,5 g de sulfato
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de kanamicina B y 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 filtraciébn,
se lava coﬁ agua, con &4cido clorhidrico dilufdo y con
agua y se éeca paravdar 125,7 g de penta-N-benciloxicarbo-~
nil-kanamicina B.

(B) Se anaden poco a poco a lo largo de 15 minutos
230,8 g de penta—N-benciloxicarboni1~kanahicina B a una
solucién agitada de 189 ml de aﬁhidrido acético en 346 ml
de piridina y 346 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 diclorometa-
noy 2,3 litros de agua. Se separa la fase orgénica y se
lava con &cido clorhfidrico dilufdo (pH 4)y con agua. El
disolvente se evapora hasta un volumen de 0,75 litros y
‘la solucién se vierte en 4 litros de &ter dietflico. El pre-
cipitado de tetra-O-acetil-penta-N-benciloxicarbonil-kana-
micina E se recoge por fiitracién y se seca a vacfo (ren-
dimiento:244,8 g, 92,6 %). '

(C) Una soluci6n de 33,0 g de tetra-O-acetil-penta-N-
benciloxica;bonil—kanamicina 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 % en carb6n

- 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 ambnico acuoso (7M) y se agita durante la noche a la

temperatura ambiente. Lg solucifn se evapora a sequedad y el
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residuo se cromatograffa en una columna de rgsina cambiado-
ra de i6n Amberlite CG-50 en forma de i6én amonio (2 litros),
eluyendo con agua y despuds con amoniaco acuoso 0,01M. Se
combinan las fracciones que contienen el productq deseado
y se evaporan para dar 9,37 g (61,6 %) de 2',3",6'-tri~-N-
acetil-kanamicina B, p.f. 191-198°C (desc.). V__ (KBr),
1650, 1550 om '..Rf 0,11 (metanol/éter dietflico/agta/amo-
niaco acuoso.0,880 6:3:1:2), Rf 0,11 (metanol/acetato de
etilo/&gua/amoniaco acuoso 0,880 40:40:30:1).

(D) Se afiaden poco a poco a lo largo de‘40 mirnutos
153,1 g de formiato de p-nitrofenilo a una solucibn enfria-
da de 93 g de 2',3",6'~tri~N-acetil-kanamicina B en una
mezcla de 465 ml de agua, 558 ml de tetrahidrofurano y
154 g de trietilamina. La mezcla de reaccidn se agita a la
temperatura ambiente durante la noche y después se c¢oncen-
tra hasta pequefio volumen bajo presién reducida. El con-

centrado acuoso se diluye con isopropanol para precipitar

el producto, separéndose el aqgua residual por destilacién

azeotrfpica 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-acetil~1,3-di-N-formil-

kanamicina B, p.f. 310-318°C (desc.). V nax (KBT): 1665,
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1

1545 cm . Rf 0,49 (metanol/éter dietflico/agua/amoniaco

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 solucién de 86,9 g de 2',3",6'-tri-N-acetil-
1,3~di~-N-formil-kanamicina B en 2;61vlitros‘de agua se lle~
va a pH 12-12,5 con solucidn de hidréxide sédico 10N. La
mezcla de reaccifn se mantiene a la temperatura ambiente
durante 4 dfas reajustando el pH de la solucién a 12 con

hidréxido s6dico acuoso cuando sea necesario y después la

.solucibn se neutraliza por adicifn de resina Amberlite IR

120 (forma HT). se filtra la mézcla'y el filtrado se croma-
tografia sobre resina cambiadora de iSn Amberlite 200 (en »
forma de ién amonio, 5,5 litros), eluyendo con agua y des-
pués con hidréxido aménico acuoso 0,1N. Por evaporacibn de
las fracciones apropiadas se obtienen 55,4 g de 2',3",6'~
tri-N-acetil-3~N-formil-kanamicina B, p.f. 266-268° (desc.).
v (KBr): 1665, 1555 cm . RE 0,49 (metanol/acetato de
etilo/agua/amoniaco acuoso'0;880 40:40:30:1);:La estructura
fué confirmada por espectroscopfa de RMN C~13.

EJEMPLO 4

Preparacidn de 1—N—(1,3—dihidroxipr0p-2~il)kanamicina B

Una sdlucién 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~dihidroxiacetond y 3,9 g de ciano-

borohidruro sédico y el pH de la solucién resultante se ajus
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ta a 6,5 con &cido clorhidrico 5N. La solucién se calien;.
ta a reflujo durante 18 horas,; se enfria y se afladen otros -
4,0 g de L,3—dihidr9xiacetona y 3,9 g de éianobgrohidruro
sbdico. El pH se reajusta a 5,5 con &cido clorhidrico y
la solucifn se calienta a reflujo durante 6 horas mé&s.
El metanol se éepara a presidn reducidg y el cbncentrado
acuoso se cromatografia en una columna de resina cambiadora
de idén Amberlite 200.en forma de idn amonio, eiuyendo con
agua. Se coﬁbinan las fracciones que contienen la2',3",5'-
tri—N-acgtil-3-N—formil—l—N—(1,3—dihidroxiprop—2—il)kana-
micina B requerida y se concentran a presifn reducida has-
ta un volumen de 40 ml. |

'El concentrado se trata con 40 ml ge solucidn acuo-

sa de hidrbxido s6dico 10N y la mezcla se calienta en an

bafio de vapor duranté 16 horas. La solucidn enfriada se

‘neutraliza con &dcide clorhfdricc concentrado, se agrega

agua hasta un volumen de 1 litro y la mezcla se cnmuﬁmyafia
en una columna de resina cambiadora de ién Amberlige 200
(forma de ién amonio, 3 litros). La columna se lava con

agua para separar la materia inorgd@nica y después con amo-
niaco a¢uosoA1N para eluir los materiales aminoglicésidos.
El producto crudo se-recromatoérafia sobre resina cambiadora
de i6n Amberlite CG-50 (forma de idn amonio, 2 litros) elu-

yendo con agua, hidréxido amdnico acuoso 0,05N y finalmente
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hidréxido aménico acuoso 0,1N. Por evaporacién de las frac-

ciones apropiadas 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 invencién que se soli-

cita recaers. sobre las 31gulentes"

REIVINDICACIONES -

1. Un procedlmlento para la preparacidén de deri-

vados de kanamicing de férmula (II):

e——————

donde R® es un grupo formilo, R es wn grupo alcanoilo
C, & Cy 0 un grupo benzoilo y R* es wn grupo hidroxi o
un grupo NHR®, que consiste en la formilacidén de dicho

2 es hidrégeno y R’ y R* son los defi-

compuesto donde R
nidos anteriormente,:seguida de hidrblisis selectiva -
para separar el grupo formilo de la posicién l-amino.

2. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
donde R? es un grupo acetilo.

3. Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1,0
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2, donde el materié1 de'pértida de férmula (II) donde

2

R® es hidrégeno es 3",6%-di-N-acetil-kesnamicina A.

4, Un procedimien%o segﬁn las Reivindicaciones 1 6
2, donde el material de ﬁartida de férmula (II) donde R2
e¢s hidrbégeno, es 2',3",6'-tri-N-acetil-kanamicina B.

5. Un procedimiento segln cualquiera de las Reivin
dicaciones 1 a 4, donde la formilacién se realiza con for
miato de 4-nitrofenilo.

" 6. Un procedimiento segln la Reivindicacidén 5, don
de la formilacién se realiza en un disolvente organico -
acuoso, en presencia de una base.

7. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivin-
dicaciones 1 a 6, donde la hidr6lisis selectiva se reali-
za con hidréxido sbé6dico o pothsico diluido.

8. Un procedimiento segin la Reivindicacién 7, don
de la hidrélisis selectiva se realiza a un pH de 12,0 a
12,5.

9. Un procedimiento segln la reivindicacién 1, don-
de el compuesto obtenido es 3",6'-di-N-Acetil-3~N-formil-
kanamicina A.

10. Un procediﬁiento segin la reivindicacidén 1, don

de el compuesto obtenido es 2',3",6'-tri-N-acetil-3-N-for

mil~kanamicina B.

11. Se reivindica por ltimo como objeto sobre el que

ha de recaer la patente de invencion que se solicita: UN -
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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE DERIVADOS DE KANA-

MICINA.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

presente memoria dascriptiva que consta de veintidos pa-~

ginas mecanografiadas.

Madrid

, 16 de Abril de”1.979
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