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Esta invencidn se refiere a nuevos aminoglicési-

dos Utiles como antibibticos, a un procedimiento para su

- produceidn y al uso de los mismos.

Més especificamente, esta invencién se refiere a

compuestos de la férmula siguientes

Ry

L
CH-EH-R

& 2,

en donde Ry ¥ Ry éon idénticos o diferentes y cada uno de
ellos representa un dtomo de hidrégeno o un grupo metilc,
Ry representa un 4dtomo de hidrégenoc o un grupo aminoacilo
substituido facultativamente, que posee de 2 a 4 dtomos de
carbono en el resto de :acilo, y cuando todos, Rl; R, ¥y R3
son étomos de hidrégeno, el grupo metilamino en la posicidén

4 no estd orientado en trans respecto a los grupos hidroxi

lo en las posiciones 3 y 5; y sus sales de adicidn de Zei-
do.
La invencidén se refiere también a un procedimien-

to para producir compuestos de la férmula siguiente:
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~como antibiéticos.
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’

en donde Rl’ R2 y R3 son como se ha definido anteriormente,
y R4 representa: un dtomo de hidrégeno o un grupo hidroxilo,

que incluyen aminoglicésidos conocidos de la férmula siguien

te:
!
w o
&pﬂnNH-Ra NH2 gd
5 © | (
RN CURY ol (1)-2.
34,91 o/ '
| 3 2
. CH
NH, 1,\ Gz
%

en donde Rl, R2 Y R3 son como se ha definido anteriormente,
ademds de los nuevos aminoglicésidos de férmula (I)-1, con
rendimientos elevados, mediante un nimero disminuido de

etapas del proceso, con ventaja comercial. La invencién se

refiere ademds al uso de los compuestos de férmula (I)-1

Los presentes inventores han encontrado ahora
que los nuevos’compuestos de férmula (I)-1 qﬁe tienen un
grupo hidroxilo en la posicidén 5 exhiben una mayor activi-

dad antibidtica que los compuestos de férmula (II)-1 que
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|_tienen -OCH3 en la posicidén 5, y que los compuestos de fér-

mula (I)-1l pueden ser obtenidos ventajosamente con renﬁi—
mientos elevados, mediante menos etapas dél proceso, tra-
tando los compuestos de férmula (I)-1 que poséen un grupo
metoxi en la posicidén 5, con 4cidos fuertes, seguido facul-
éativamente por acilacién.

Se ha encontrado tambidn que los sminoglicdsi-
dos de férmula (I)-Z, que son derivados des-O-metilo de
un antibidtico conocido como fortimicina, pueden preparaf—
se con facilided mediante menos etapaé'de tratamiento dpﬁ
rendimientos mucho mayores que los métodos convencionales
mediante el mismo tratamiento con dcidos fuertes y acila~-
cién facultativa, como se ha indicado antes.

Es un objeto de esta invencidén porporcionar
nuevos compuestos dtiles como antibiéticos, un procedimien-
to para su produccién, y.el uso de los mismos.

Otro objeto es proporcionar un procedimiexntn
me jorado para producir los aminoglicésidos conocidos de
férmula (I)-2.

Los objetos anteriores y otros, as{ como ven-
tajas de esta invencidn llegardn a ser evidentes de la des-
cripeién siguiente,

EL aminoglicdsido de partida usado bara produ-
cir el compuesto de férmula (I) se expresa mediante la fér

: mla siguiente:
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9H~NH-R2 NH, R,
6 I JI
0 ,
5!
CERT s OCH (11)
TRTAN S/ 3
. | 0 :
3 3
. o)z} 1
5 f CHyy
1]
, Ry

en donde Rl Yy R2 son idénticos o diferentes, y cada uno de
ellos representa un dtomo de hidrdgeno o un grupo metilb,
R3! representa un resto seleccionado del grupo que consia
de un dtomo de hidrégeno, -COCH,NH, , ~COCH,NHCONH, ¥ |
~COCH,NHCHO, y R, representa un &tomo de hidrégeno o un’

grupo hidroxilo,

Algunos de los compuestos de la férmula siguien

tes
ol
. CH—-NH-R2 NH2
0
5 4
41 'y OCH
oo 5
0 3
Mei: (II)-1
NH2 ? CIB
. L

en donde todos los simbolos son como los definidos en la
férmula (II), que caen dentro de los compuestos de férmula
(II), son conocidos. Especificamente, entre los compuestos

de partida de férmula (II)-1l, los de la férmula siguiente
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%
CH—NHE Nﬁé
0
T . (4)
3f 2/ \
1 Of// OCH3
6.
nH -
?HZ F CH3
-t
Ry

en donde R3' representa un resto seleccionado del grupo
qﬁe consta de hidrégeno, ~COCH,NH,, -COCH,NHCONH, y
~COCH,NHCHO; y sus sales de adicién de deido, son coﬁoci—
dos como el antibiético KA-6606 o esporaricina (pof ejém~
plo, DOS Fo. 2813021, publicada el 5 de Octubre de 1978).
Segin se ha descrito en detalle en la Memoria
Descriptiva de la Patente Alemana, los compuestos derfhr-
mula (A) pueden ser producidos mediante un procedimicato
que comprende culti&ar una cepa que produce el antibidtico

KA-6606, del género Saccharopolyspora, y aislar el antibid

tico KA-6606 del caldo de cultivo, Una cepa tipica es la

cepa Saccharopolyspora hirsuta KC-6606, Esta cepa fue depo-

sitada como FERNM-P No. 3912 en el Fermentation Research.
Institute, Ageﬁcia de Ciencia Industrial y Tecnologia,
Japbn; como ATCC Nimero 20501 en la Coleccidn de Cultives

Tipo Americana; y como DSM 1238 en la Coleccidn Alemana de

- Microorganismos (Deutsche Sammulung von Mieroorganismen).

Como se ha descrito en la DOS No. 2813021, el
antibiético conocido KA~6606 puede ser separado ademds en
cuatro antibiéticos KA—6606 I, KA-6606 II, KA-6606 III y
KA-6606 IV, y el KA—G6OS.I,KA~6606 IIT y KA-6606 IV, pue-—
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Antibidticos igiggiﬁar

KA~66061 017H3505N5
KA-660611 015H3204N4
KA-6606111 C1gH3606Ng
KA-6606IV  CygH350gNe
KA~6606V Cl5H3204N4
KA-6606VI 015H3204N4'

e e
KA~66061 CH3 H
KA-6606I CHy H
KA~6606111 CHy H
KA~6606IV . CHy H
KA~-6606V . CHy H
KA-6606VI CHy ¥

_den ser convertidos con facilided en KA-6606 II por trata-
miento con élcalis o deidos. Otras'antibiéticos, KA—6506 v
y KA-6606 VI, pueden ser separados del antibidtico KA-6606.
Las férmulas moleculares y rotaciones especificas de

KA-6606 I a VI, que pertenecen- g los compuestos de partida

de férmula (A), se indican'a contimuacién

Los grupos Rl’ R2 YR

la férmula (II)-1l estd tabulados a continuaciébn.

A KA-66061I,vYy. VI se diferencian en configura~
ciones estéricas en'las posiciones 1 y 4.
la Memoria Descriptiva de la DOS 2813021 des-

"cribe .en detalle la separacién de KA-6606 I a IV correspon

diente a la férmila (A). KA-6606 V y VI pueden ser separa-

Hojun nvim, i 6

Rotacién especifica

[R75T + 1042 (e1, Hyd)
[&757 + 139,58 (a1, Hy0)
[o¢75T + 1038 (e1, Ky0)
(o757 + 1018 (e, Hy0)
(o732 + 1032 (o1, H,0)
(575 + 548 (o1, H,0)

+

3{ de XA~-6606 I a VI en

R3'|

GOCHZNHE

H
COCHQNHCONHZ
COCHZNHCHO
H

H
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| dos similarmente durante la separacién de KA-6606 I a IV

del KA-6606 crudo obtenido del modo descrito en la Memoria
Descriptiva Alemana antes dgescrita. Por ejemplo, se hace
que el KA-6606 crudé sea adsorbido en un adsorbente tal
como una resina de cambio catidénico de tipo débilmente
deido, "CM~Sephadex o CM-celulosa, y eluido mediante un mé-
todo de gradiente o un método por etapas usando amoniaco
acuoso,'una solucién acuosa de carbonato de amonio, una so
lucién acuosa de formiaﬁo de amonio, etc. En primer luéar
se eluyen variocs componentes que se encuentran en cant;@a—

des muy pequefias y el KA-6606 IV y después el KA 6606 ITI

 se eluyen al estado de bases libres, Por elucién posterior

se separan sucesivamente las substancias KA-6606 i; VIiy

II, y finalmente se separa la KA-6606 V. ‘

Estos componentes obtenidos pueden ser purifi-
cados combinando apropiadamente cromatografia sobre celulo
sa, gel de silice, etc, y cromatograff{a sobre serie de Se~
phadex tal como IH20. Por ejemplo, estos compuestos pueden
ser purificados'mediante cromatografia con cloroformo/metg
nol/solucién de amoniaco ai 174 (1:8:3) sobre una columna
de gel de sdlice.

Laé bases libres obtenidaé;se cargan después

sobre una columna de una resina de cambio anidénico del ti=-

- .po de base fuerte tal como Dowex 1X2 (un producto de la

Compafifa Quimica Dow) y se’eiuye con agua, por ejemplo.

Ias fracciones activas fueron recogidas y liofilizadas ob-
teniendo bases libres puras. Estas bases libres puras pue
den ser convertidas en las sales de adicién de dcido corres:
pondientes del modo habitual, afiadiendo 4cidos inorgédnicos

tales como el dcido clorhfdrico, el dcido sulfirico, el
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|_écido bromhidrico o el Acido carbénico u Acidos orgdnicos
tales como el dcido acético o el 4cido oxdlico. '
Otros compuestos de férmula (II)-1 usados co-
mo materiales de partida en esta invencién se describen en
la Solicitud de Patente Espafiola pendiente No. 482.443.
Estos compuestos se denominan antibiéticos
KA~T7038 &6 sannamicina., Los antibidticos KA-7038 pueden ser
producidos mediante un procedimiento.que comprende culti~
var una cepa gque procuce la substancia antibiética XA-7038

que pertenece al género Streptomyces, y aislar la substan-

cia antibidtica KA-~T7038 del caldo de cultivo. Una cepa %i-

pica es Streptomyces sp. KC-7038. Esta cepa KC-7038 fus de

positada como FERM~P No. 4388 en Fermentation Research Ins
titute, Agencia de Ciencia Industrial y Tecnologzfa, Japén;
como ATCC mimero 31530 en la Coleccidn Americana de Culti-
vos Tipo; y como DSM No. 1594 en la Coleccién Alemana de
Mieroorganismos.

La substancia KA-7038 puede ser separads adi-
cionalmente en siete antibibticos, KA-7038I, KA-7038II,
KA-T038III, KA-?OBBIV; KA~7038V, KA-T038VI y KA-7038VII,

y pueden ser convertidos con facilidad en sus ssles de adi
cién de 4deido bor tratamiento con 4cidos.

les férmules y propiedades fisicas y quimicas

de las substancias de partida KA-7038 I a VII se indican

¢

seguidamente.
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Substancia KA-70381:~

- cﬁazmcr%' NH5
o )
[ . CQCIIEI‘IIIE .
M, . o, .
Férmula molecular: 017H3505N5
Rotacidén especifica: Z;&7%5 +-120,59
(¢ 1, Hy0)
Punto de fusidn: 83 - g02e¢
Substancia i{A—'?OSBII:‘—
GHH, MW
o |
' < ;\o N\
NH2 I\HCH5
Férmula Molecular: 013H2804N4
Rotacién espec{fica: ZF&]%S + 61¢ (c.1
. H20)
Punto de fusidn: 85 - 1029C

Substancia KA~T7038III:-

. C'Iv‘IzE\TZ*{GH3 I\THE

o o

Q\ /&
| o
NH2

‘ Férmula molecular:. .”_,Cl5H3204N4

- et

Rotacién especifica: 121725 + 782

_Punto de fusidn: 74 - 83%C
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Substancia KA-T7038IV:-
CHBNH2 NHE oH

0 . {

— ~QCH
| /N
NH2 OH NHCII5

Péromula molecular: 014H3005N4
Rotacién especifica: /o475’ + 115¢ (c 0,1,
. H,0)
Punto de fusién: 78 - 82¢C
Substancia KA~T7038V:-

?HENHZ .NH ‘
.
CNe AT
{0 oCH,
NH2 I‘I‘I‘ICH5

2

Pérmula molecular: Cl 4H3004N4
Rotacién especifica: [Z;c]%s + 982 (¢ 6,5,
-H,0)
Substancia KA~7038VI:i~
' Gllaﬂi{CHB NH

Férmula molecular:  CpgH3o0,N,
Rotacién especifica: [05_7]2)5 + 582 (e 1,

~
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Substancia KA-T038VII:=—
CHENI-I2 NH2 _
<£::j> | ot
\ OH ‘
| OJ/
Pérmula molecular: 014H3004N4
Rotacién especifica: Z;£7§5 + 500 /g1

H,0)

En la presente invencidn, los qntibiéticos
KA-T038 pueden ser obtenidos cultivando une cepa que produ

ce el KA-7038, tal como la cepa FERM-P No. 4388 6 la cepa

 ATCC 31535, en un medio nutritivo que contiene una fuente

de carbono, una fuente de nitrégeno y minerales, y separan
do el KA-7038 del caldo de cultivo. '

Medios de cultivo adecuados para usar en la
fermentacién de la cepa que poruduce la substancia KA-7038,
del género streptom&ces comprenden fuentes de carbono y ni
trégenc y comb ingredienteé facultativos, sales inorgdni-
cas (minerales) muy pequeflas cantidades de metales pesa-
dos, etc. |

Pueden usarse diversas fuentes de carbono, y

son ejemplos de fuentes de carbono preferidas glucosa, al=-

midén, sacarosa, fructosa, dextrina, melazas y glicerina,

que pueden ser usados tanto solos como en mezclas adecua-

das. También pueden ‘ser usados hidrocarburos, alcoholes,
4cidos orgédnicos y aceites vegetales, si la cepa usada pue
de utilizarse como fuente de carbono.

Son ejemplos de fuentes de nitrégeno, harina
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| _de soja, extracto de levadura, levadura desecada, peptona,
extracto de carne, liquido de macerado de maiz, Acido Caég
mino, solubles de Destilador, cloruro de émonio, sulfato
de amonio, hitrato de amonio, urea y nitrato de sodio, que
pueden ser usados o bien aisladamente o como mezclas ade-
cuadass Ejemplos de sales inorgédnicas incluyen cloruro de
sodio, nitratos, carbonato de calcio, cloruro de potasio,
cloruro cobaltoso y sulfato ferroso..

R También pueden afiadirse al medio de cu}tivo,
segin sea necesario, substancias inorgdnicas y substancias
orgénicas (por ejemplo aminodcidos) que ayudan al creci-
miento de la cepa y favorecen la produccidén de la substan-
cia KA-T038. Cuando se emplea un método de cultivo de airea
c¢ién puede afiadirse fambién'al medio de cultivo un antiesg-
pumante tal como aceites de écidos grasos, aceites de sili
cona, aceite de semilla de algodén'y parafinas.

El cultivo puede ser llevado a cabo en un me-
dio sélido. Preferiblemente, sin embargo, se usa, al igual
que en el procedimiento general de produccién de antibidti
cos, un método de cultivoliiqpido, en especial un método
de cultivo sumergido. E1l cultivo ée lleva a cabo en condi-~
ciones aerobias, y la temperatura de cultivo estd compren-
dida preferiblemeﬁte entre aproximadamente 20 y aproximada
mente 358C, més preferiblemente aproximadamente 242 a apro
ximedamente 2790. Preferiblemente, durante el cultivo el pH
del medio de cultivo se mantiene entre aproximedamente 4
y aproximadamente 10. El periodo de cultivo estd comprendi
do por lo general entre aproximadamente 2 dias ¥y aproxima-

damente 10 dias,
Como resultado del cultivo, se produce la
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|_substancia KA-7038 y se acumula en el caldo de cultivo.
Cuando la cartidad de la substancia KA-T038 producida en
el calde de cultivo alzanza un mdximo, se detiene el culti-
vo. La substancia KA-T038 puede ser recogida del caldo de
cultivo.

Dado que la substancia.KA-7038 es una substan-
cia bésica perb diffecilmente soluble en los disolventes
orgdnicos comunes, puede ser separada del caldo de cultivo
utilizando los procedimientos que se usan habitualmente pa-~
ra alslar y purificar antibidticos bdsicos solubles en
agua. Por ejemplo, puede u§érse un método de adsorcidbn-de-
sorcidn usando una resina de cambio iénico, carbén activo,
etc.; un método de cromatografia en columna usando Eeluio-
sa, gel de sflice, aldmina,'etc.; y un método de extraccidn
con butanocl, alcohol amilico, ete. usando un dcido graso
superior como coadyuvante.

Por ejemplo, éi el filtrado del caldo de cul~
tivo se carge en una columpa de una resina de cambio ca-
tibnico débilmente doida, la substancia KA~7038 es adsorbi
da en ella, lLa substancia KA~7038 se aisla entonces por
elucién con un 4lcali o un 4cide 0,1 - 3,0N. El eluato- ac-
tivo resultanté_puede ser 1iofili2ad6'obteniéndose un pol=-
vo crudo de la suﬁstancia KA~7038. o

Son ejemplos de la resina de cambio catiénico
débilmente 4cida usada paré recuperar la éubstancia KA~

~7038, Amberlite IRC-50, IRC-84 y CG-50 (Rohm end Haas
Co.); y Diaion WE-10 y WK-20 (Mitsubishi Chemical Co.,
Ltd, ). Son ejemplos de dlcalis que pueden ser usados para

la eluciédn, solucién de hidrdéxido de amonio, y una solu-
¢ién acuosa de hidréxido de sodio. Son ejemplos de los dei
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| _dos el 4cido férmico, el dcido clorhidrico y el dcido sul-

firico. Otro ejemplo del método de'recuperacién comprén-'
de ajustar el pH del filtrado del caldo de cultivo a 7 -

- 9, poniendo en contacto el filtrado con carbén activo pa
ra hacer que la substancia KA-7038 se adsorba en el carbén
activo, y eluyendo la substancia con agua acidulada.

Ia substancia KA-7038 que puedé ser aislada
por los métodos aﬁtes descritos, puede ser separada en
KA-7038 I, II, III, IV, V, VI y VII disolviéndolo en agua,
cargdndola en una columna de un adsorbente tal como una fg
sina de cambio iénico débilmente dcida del tipo antes des-
erito, o un cambiador idénico débilmente 4eido, tal como
CM-sephadex o CM-celulosa, para hacer que la substéncia
sea adsorbida en el adsorbente, y eluyéndola después con
una solucidén acuosa alcalina tal como solucidén diluida de
hidréxido de amonio, o una solucién acuosa de carbonsto de
amonio o formiato de amonio, mediante un méfodo de gradien
te o un método por etapas. Segin este procedimiento de se-
paracién, se separan sucesivamente al estado de bases li~
bres la substancia XA-7038 IV, la substancia KA~7038 VII,
la substancia KA-7038.I; la substancia KA-7038 II, la subg
tancia KA-7038 VI, la substancia KA~7638 III y la substan-
cia KA-7038 V. _

Las suﬁsfancigs reéultantes KA-7038 I, II,

III, IV, vV, VI y VII separadas pueden estar en forma de
polvo, concentrando el eluato y liofilizando el condensa=~

do. Ellos pueden ser purificados mediante cromatografia en
columnse, por ejemplo sobre celulosaza, o una resina de cam-

bio aniénico fuertemente bdsica. Por ejemplo, disolviendo

el polvo en agua, haciendo que sea adsorbido en una resina




S o RS b o T 4

53

PRELVITIR, S92 S E >

SevaTh e snale

\ e e A A i oot M e S SR ¥ Al e % AT

- 10

15

20

25

30
05020

tHoja n\‘lm.. 15

1 _de cambio anidnico fuertemente bAsica tal como Dowex 1x2

(Dow Chemical), eluyendo con agua desionizada,_recogiendd
las fracciones activas, y liofilizando las fracciones reco
gidas. Esbta substancia KA-7038 obtenida sl estado de base

livre puede ser convertida en sus sales de adicién de dci-

| @0 por tratamiento con 4cidos inorgdnicos u orgénicos far—

.macéuticamente aceptables. Son ejemplos de tales dcidos

4cidos inorgdnicos tales como el dcido sulfurico, el écido
clorhidrico, el dcido yodhfdrico, el deido fosférico, el
dcido carbénico, el 4cido nitrico, etc. y 4cidos orgdnicos
tales como el 4cido acético, el deido fumérico, él dcido

maleico, el dcido eitrico, el 4cido mandélico y el deido

succinico.

La substancia KA-T038 III tiene la férmule

, estructural de la substancia KA~7038 I en la que el grupo

glicilo -COCH,NH, estd desdoblado. Por consiguiente, 1z
substancia KA~7038 III puede ser obtenida tambidn trataﬁdo
la substancia KA-7038 I con 4lcalis o 4cidos para descompo
ner la substancia KA-7038 I y convertirla en la substancia
KA-T7038 III. Esta conversidén puede ser efectuada tratando
la substancia XA-7038 I con una solucién acuosa 0,1 - 4 N
de un reactivo alealino tal como el hidréxido de sodio o

el hidrdxido de bario, o con una solucidn acuosa 0,1 « 1IN

‘de un reactlvo dcido tal como el deido clorhidrico o el

deido sulfurlco.

En el caso de usar el reactivo alcalino, pue-
de afiadirse una r951na de cambio anidénico fuertemente bédsi
ca (p.e., Amberlite IRA 400 (forma OH™) o Dowex 1x2 (forma

OH7), ¥ le reaccién puede llevarse a cabo en estado suspen

dido. Asimismo, cuando se uss el reactivo dcido, puede afla -
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dirse una resina de cambio catidnico fuertemente Acida tal

como Amberlite IR 120 (forma H) o Dowex 50x8 (forma H'),
y la reaccién puede llevarse a cabo en estado suspendido.
La reaccién puede efectuarse habitualmente a unz temperatu
ra comprendida entre 30 y 1002C durante un tiempo compren-
dido entre aproximadamente 0,5 ¥ 3 horas.

l Segén la invencién, se proporcibna un nuevo
procedimiento comercialmente ventajoso, para producir los
antibidticos conocidbs des~-O-metil~-fortimicinas (Patente'
de Estados Unidos No. 4.124.756) de la férmula (I)-2 dada
en lo que antecede a partir de los antibiébticos fortimici-
nas conocidos (descritos por ejemplo en las patentes dec
EE.UU. 3.831.400, 3.976.768 y 4.048.015 y las solicituces
de patentes alemanas publicadas 2.418.349 y 2.748.530, y
la publicacidn de patente japonesa expuestz a inspeccién

piblica No. 95548/79

| Ifl
C.L'I-NI’I r
6’| 2
1' \ /6W OCHy (I1)=-2
XH,, : N_CH3
R 1

2

en donde Rl y R3, son como se ha definido anteriormente,
partiendo de fortimicinas conocidas (descritas, por ejem-
plo, en las -Patentes de Estados Unidos Nos. 3.931.400,
3.976.768 y 4.048.015, las DOS Nos. 2.418.349 y 2.748.530,

y la Publicacién de la Patente Japonesa de libre disposi-




Van At Lt s s

eina

o

. Tn T RS a2

)
e e

'

P-

10

15

20

25

30

05020

Hojn nom. 17

_cién No. 95548/79) de la férmula (II)-2 dada anteriormente
en esta Memoria. '

Segin el método descrito en ia Patente de Es-
tados Unidos No. 4.124.756 para producir los derivados
des-0-metilo / férmula((I)~2)/ de las fortimicinas de
férmula (11)~-2, la fortimicina B (que corresponde a la fér
muls (II)-2 es la que Rl es metilo y R3ﬂ es hidrégeno), por
ejemplo, se hace reagcionar con una cantidad en exceso de
litio metdlico en un disolvente tal como etilamina o eti-
lenodiamina pars formar la des-O-metil-fortimicina B (que
corresponde a la férmula (I)-2 en la que Rl es metilo y'
R3: es hidrégeno). Cuando el grupo amino primario de la |
des~0-metil-fortimicina B se-protege y se acila el grupo
metilaminoe en la pbsicién 4, seguido de desdoblamiento del
grupo protector del grﬁpo amino, se obtiene un compuesto
que corresponde a la férmula (I)-2 en la que R3§ es, por
ejemplo, un grupo glicilo -COCH2NH2, que es la des-0-metil-
~fortimicina A. la reduccién de este compuesto proporciona
la des-O-metil-4-N~( /2 -aminocetil)fortimicina B que corres
ponde a la férmula (I)~2 en la que RB{ es un grupo /A -ami-
noetilo. -

No opstante, este métodé es comercialmente des
ventajoso debido a que la primera etapa de disociacién del
éter metilico es sélo de aproximadamente 1,3%. Segin esta
invencién pueden obtenerse productos des-O-metilo con ren—
dimientos comercialmente factibles a pértir de fortimici-
nas'y de las substancias KA-6606 Yy KA-T038 que tienen es-

tructura similar a ellas. Especificamente, los compuestos

| de férmula (II)-2 pueden ser obtenidos con un rendimiento

tan elevado como mds de 10 veces el obtenido en el método
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_antes citado, tratando el compuesto de férmula (II) con
dcidos fuertes., |

La presente invencién prOporéiona también un
procedimiento para preparar un compuesto de la férmula si-

guiente

i

’Cil-NH-Ra
¢

0

sr

4! 1 ’

VAN (1)
| 0.
M& ’ _iLm%
B3

en donde Rl y R2 son idénticos o diferentes, y cada uno de
ellos representa un 4dtomo de hidrdgeno o un grupo metilo,

R3 representa un 4tomo de hidrégeno, o un grupo aminoaciio
que tiene de 2 a 4 dtomos de carbono en el resto de acilo,
estando substituido’facultativamente dicho grupo aminoaci~
lo, ¥y R4 representa un 4dtomo de hidrdgeno o un grupo hidro
xilo, o una de sus sales de adicién de dcido, que compren-

de tratar un compuesto de la férmula siguiente

L |
TR My By
— 0
{4t 1 ~~ OCH (II)
37 91 \ - 5
' 0] .
l 59 |
NH2 ?FCHE
. R3|
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_en donde Rl’ R2 Yy R4 son como se ha definido anterlormene
te, y R3 representa un resto seleccionado del grupo que
conste de un 4tomo de hidrégeno, -COCH,NH,, -COCH,NICONH,
y —COCHQNHCHO, con un dcido fuerte, y cuando se obbiene
un compuesto de f6rmula (I) en donde R3 es un 4tomo de hi-
drégeno, proteger el grupo -amino o metilamino en las posi-
ciones 1, 2' y 6' del compuesto: resultante, acilarle enton
ces con un aminodcido substituido facultativamente que po- '
see de 2 a 4 Atomos de carbono en el reste de acilo ¥y un~
grupo amino protegido o un derivado reactivo del mismo, y
después retirar el gruﬁo ppotector, Y, si se desea, conver
tir el producto en una sal de adicidén de decido.

De los compuestos de férmula (I) aguellos de
férmula (I)~1 dados anteriormente o sus sales de adivién
de 4cido, son antibidbticos nuevos.

En la prdctica del proéeéo de esta invencidn,
el compuesfo de férmula (II) o su producto protegido en
los grupos amino o metilamino'en las posiciones 1, 2! y'
6', se hace reaccionar con un 4cido fuerte en presencia o
ausencia de un disolvente. Esta reaccibén induce la disociaz
cién del éterrmetilico‘en la posicién 5 y el desdoblamien~

to del R,, unido al grupo metilamine en la posicién 4 cuan

‘do es un grupo’acilo. Asi, puede ser obtenido un compuesto

‘de férmula (I) en que se encuentra presente un grupo hidrg

xilo en la posicién 5 y R3 ‘es un étémo de hidrégeno.
Ejemplos del dcido fuerte son dcidos minera-
les: fuertes tales como Acido bromhidrico, dcido clorhidri-
co, 4dcido yodhidrico, dcido fluorhidrico, dcido sulfirico
y dcido fosférico; dcidos orgdnicos fuertemente dcidos ta-

les como el 4dcido p-toluenosulfénico y el dcido trifluoro-
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| _metanosulfénico; y dcidos de Lewis tales como el tricloru~

ro de boro y'el trifluoruro de boré. Cuando se usa un ﬁci—

do de Lewis, la reaccién se 1leva a cabo ﬁreferiblemente

en condiciones anhidras. En otros casos, la reaccién se lle
va a cabo preferiblemente en solucién acuosa. Por ejemplo,

el diclorometano puede ser usado como disolvente anhidro.

Ia reaccién puede ser llevada a cabo, por ejem
plo, a temperaturs ambiente y hasta aproximadamente 2002C,
Habitualmente la reaccién concluye en un tiempo comprendi;
do entre'aproximadamente 1 hora y aproximadamente 30 dfas.
El producto puede ser separado y purificado mediante un métg
do ordinario de cromatografia en columna, por ejemplo,
usando una resina de cambio catidénico. La acilacién del
grupo metilamino en le posicién 4 del compuesto resultante
de férmula (I) en donde'R3 es un 4dtomo de hidrdgeno propor
ciona un compuesto de férmula (I) en donde R3 €8 un grupo
acilo. Un grupo acilo preferido representado por R3 es un
grupo aminocacilo que puede tener un substituyente y en el
que el resto de aciio tiene de 2 a 4 dtomos de carbono.

Son ejemplos del substituyehte grupos alcohilo inferior,
un grupo formilo (-CHO), y un grupo carbamoilo (~CONH,).

Al efectuar la acilacidn son protegidos los
grupos amino o metilamino en las posiciones 1, 2' y 6' del
compuesto de férmula (I) en donde R3 es un dtomo de hi-
drégeno, y el -OH presente en la posicidén 5, son protegi-
dos, y entonces se Qgce gque actie sobre el compuesto prote
gido un aminodcido facultativamente substitufdo (preferiblg
mente protegido) o su derivado reactivo, para formar el
grupo acilo deseable, para acilar el grupo meéilamino en

la posicién 4. Por desproteccidn subsiguiente puede obte-
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_nerse el compuesto de férmula (I) al estado Ge base libre.

Si se desea, ¢l producto se trata con un 4cido para conver
tirle en un producto de adicidn de 4cido.

Los grupos protectores de un grupe amino o-

- metilamino pueden ser los usados ordinariamente en la sin-

tesis de péptidos., Por ejemplo, cuando se use un éster ac-

tivo tél como un éster fenflico substituido (p.e. monoben-
cil-carbonato), éster de N-oxisuccinimida o éster de N-oxif
talimida, s6lo los grﬁpos amino o metilamino en las posicio
nes 1, 2' y 6' son protegidos por un grupo benciloxicarbo-
nilo. Se prefiere la presencia de un'compuesto metélicQ'tal'
como acetato de niquel, acetato cobaltoso y acetato de co-
bre durante la reaccién de proteccién. También pueéen uéag
s COm0 grupos protectoreé grupos benciloxicarbonile subs-
tituidos y el grupo terc-butoxi-carbonilo. Cuando el grupo
metilamino en la posicién 4 es protegido a la vez, puecde
ser liberado haciendo reaccionar el producto con un dicali
para formar un carbamato ciclico con el grupo hidroxilo
adyacente al grupo metilamino en la posicién 4, y después
hidrolizéndole.

La introducecién antes citada de un grupo pro-
tector en los grupos amino o metilamino, puede ser efec-

tuada, por ejemplo, haciendo que el éster activo actdie so-~

bre el compuesto de férmula (I) en donde R3 es hidrégeno,

a unz temperatura comprendida entre aproximadamente O y

' aproximadamente 1009C, preferiblemente en presencia de un

compuesto metdlico, estando comprendida la cantidad del
éster activo entre aproximadamente 3 y aproximadamente 10
moles por mol del compuesto de férmula (I). la reaccidén

puede terminarse habitualmente entre aproximadamente 0,5
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|y aproximadahente 20 horas,

Segin el método de esta inveﬁcién, se introdu
ce un grupo acilo, si se desea, en el grupo metilamino en
la posicidén. 4 del compuesto de férmula (I) en que R3 es ‘hi
drégeno y los grupos amino o metilamino en las posiciones
1l, 2' y 6' se protegen., Le acilacidn puede ser llevada a
cabo uéando una técnica de sintesis de péptidos convencio-
nal. Ia acilacidén se lleva a cabo usando un aminoécido pro
tegido u otro dcido carboxilico substituido, o uno de sus
derivados reactivos. Son ejemplos del derivado reactivo,”
haluros de dcido, ésteres activos tales como ésteres fenf-~
licos, éster cianomet{lico, éster N-oxisuccinimidico o és-
ter Ne-oxiftalimido, azidas de dcido, anhidridos de écido,
anhidridos de 4cido mixto, y otros compuestos que se usan
en la sintesis de péptidos. Los grupos protectores para el
grupo amino del aminodcide pueden ser los mismos que los
puestos de ejemplo anteriormenté en esta Memoria para los
grupos amino o metilamino del-compuesto de férmula (I) en
que R3 es hidrégeno. Preferiblemente, debe usarse bastante

los mismos grupos protectores.

La reaccién de acilacidén puede ser llevada a
cabo, por ejemplo, a una tvemperatura comprendida entre
aproximadamente 0 y aproximadamente 1002C en un disolvente
tal como metaﬁol, diéxano, adetonitriio y diclorometano,
usando entre aproximadamente 1 y aproXimadamente 10 moles
de un agente de acilacidn por mol del compuesto gue ha de
ger acilado. Habituéﬁmente, la reaccidén puede ser termina-
da entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 20 horas.

Preferiblemente, los grupos protectores de

los grupos amino son retirados del compuesto protegido de
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|_férmula (I) preferiblemente mediante un método de reduccidn

catalitica. Catalizadores adecuados para este fin inclﬁyen
paladio, platino, niquel Raney, rodio, rufenio y niguel.

La retirada de los grupos protectores median~
te reduccién catalitica puede ser llevada a cabo, por ejem
flo, haciendo reaccionar el compuesto protegido en un di-
solvente tal como el dcido acético en presencia de un cata
lizador a uwna tempergtura comprendida entre 0 y aproximada
mente 802C durante un tiempb comprendidc entre aproximada-
mente 1 y aproximadamente 50 horas. Ia prgsiénide hidrége-
no en este momento debe ser normal o presién atmosféricé,
o una presién elevada,

" 8i se requiere ademds, el grupo acilo.del pro
ducto acilado puedé ser reducido para producir un compues-
to en el que R, es un grupo alechilo substitufdo, Preferi-
blemente, la reaccidn de reduccidén se lleva a cabo antes
Ge retirar los grupos protectores de los grupos amino;~rqg
den ser utilizados métodos de reduccién usando agentes re-
éuctores tales como hidrﬁro.de litio y aluminio, borohidry’
ro de sodio y diboranc.

En la presente invencién,’elAcompuesto de fér
mula (I) gue puede ser obtenido a partir'del compuesto de
férmula (II) del modo anterior, puede ser aislado y purifi
cado del modo habitual., Se prefiere crométografia en co-
lumna. Los adsorbentes preferidos.para este fin s&n resi-
nas de cambio catiénico talés como Cl~Sephadex, Amberlite
IRC 50, Amberlite 156—94, Amberlite CG~50, y carboximetil-
celulosa. El desarrollo puede ser efectuado mediente un
método de gradiente o un método por etapas usando una solu

cién acuosa alcalina tal como una solucidn acuosa de asmonia
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1 | co o una solucidén acucsa de formiato aménico como disolven
te de desarrollo. Las fracciones activas se recogen de los

eluatos, y se liofilizan para obtener el éompuesto de fér-

e Wit N W . T o ke s

mila (I) en forma pura.

5 Dependiendo de la operacién de purificacién,

[V . N

el producto deseado (I) puede ser obtenido también en for-

ma de una sal de adicién de 4cido. E1 compuesto (I) al es-

- vite

tado de base libre, puede convertirse en una sal de adicién

de deido del mismo, preferiblemente una sal de adicidn de’

s e e e s

10 un 4cido farmacéuticamente aceptable, del modo habitual.
J Los dcidos para este fin incluyen,. por ejemplo, 4cidos inog
"g | génicos tales como el dcido sulfurico, el dcido clorhfari-

co, el dcido bromhidrico, el dcido yodhidrico, el dcido

! fosférico, el dcido carbbnico y el dcido nitrico, y 4cidos
E 15 orgénicos tales como el dcido acético, deido fumérico, dci
1 do mdlico, dcido citrico, dcido mandélico y dcido succini-

| B 1 co.

Segin el procedimiento de esta invencidn los
compuestos deseados de férmﬁla (1) que poseen acciébn enti-
20 bacteriana pueden ser obtenidos con facilidad y con buenos

rendimientos a partir de fortimicinas o de substancias

KA-6606 y KA~T038 que poseen una estructura similar a la
de las fortimicinas.

Los compuestos de férmula (I)-1 son compues—

- L i bRt

25 tos no descritos Hasta ahora en la bibliografia. Los com-

puestos de férmula (I), incluyendo los compuestos de fér-

Dot e s

mula (I)-1, miestran una accién antibidtics superior, y

son Utiles en el campo de los medicamentos para ei hombre

. ¥ los animales, asi como log intermedios para la sintesis

! 30 de derivados.

! 05020
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Asi, la presente invencién puede pr0por6ionar
una composicidn antibidtica que comprende el nuevo comfueg
to de férmula (I)-1. '

Especificamente, segin esta invencién, se pro
porciona una composicidén antibibtica compuestos de (i) una
cantidad efectiva como antibidtico de un compuesto que tig

na la férmula siguiente

L
CH-R ,
(KR, NH,,
1
57 .
/4[ 1[ .-V.OH ( ) 1 ‘;
3 91 ’\ / I -7,
NH - T
) f CrI3
B

" en donde Rl ¥y By son idénticos o diferentes, y cada unc de

ellos representa un dtomo de hidrégeno o un grupo metiio,
y R3 representa un dtomo de hidrégeno o un grupo aminoaci-
lo substitufdo facultativaMente, que tiene de 2 a 4 dtomos
de carbono en el resto de acilo, y cuando Rl’ R, ¥ R3 son
4btomos de hidrégeno, el grupo metilamino en la posicién 4
no estd orientado en itrans respecto a los grupos hidroxile
en las posiciones 3 y 5, o una sal de adicidén de de¢ido fer
macéuticamente aceptable, y (ii) un diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

la can%idad del compuesto (I)-1 estd compren-
dida, por ejemplo, entre aproximadamente 0,01 y aproximada
mente 99,5% en peso, basado en el peso de la composicidn.

Ia composicidn antibidtica de esta invencidn
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_puede presentarse en cualquiera de las formas de adminis-
tracién habitualmente emplendas, pero se prefieren en éspg
cial preparaciones inyectabies j'en cépsuias.

“Preferiblemente, a semejanza de los antibiéti
cos bédsicos solubles en agua conocidos, se prepara un in-
yectable llenando un polvoe -liofilizado del antibidtico en
viales,‘preferiblemente junto con un estabilizador, y, al
usarle, el contenido de los viales se disuelve en un liqui
do disolvente para su administracién, |

El diluyente o excipiente incluye, por ejem-
plo, diluyentes liquidos tales como agua destilada pard.ig
yeceidn y solucibn isoténica de suero fisiolégico, y‘tai—
bién excipientes sélidos tales como lactosa, almidén, azd~
car blanca, .glucosa, celulosa cristalina, carbonato de cal
cio, caolin, D-manitol, aluminato metasilicato de magneéio,
sulfato de calcio, fosfato de calcio y bentonita. La adi-~
cién de estabilizadores tales como bisulfito de sodic dci-
do, es asimismo preferida.

' . La dosis de 1a substancia antibiética de esta
in&encién puede ser seleccionada adecuadamente, y estd com
prendida, por.ejemplo, entre aproximedamente 0,0l y aproxi
medamente 100 mg/kg/dfa. |

As{, segin esta invencién, pueden proporcio~
narse composiciones antibiéticaS para animales distintos
del hombre, tales como aves de corral, animales domésticos
y peces cultivados, y composiciones antibidticas para el
hombre., Estas compogiciones son Utiles como agentes anti-
bacterianos que poseen un amplio espectro antibacteriano.

La Tabla 1 que figura a continuacién, resume

los espectos antibacterianos de verios ejemplos del com-

»
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|_puesto- de férmula (I)-1 y materiales de partida para ellos

Tabla 1
Des-0~ 4-N- Deg~0-- Deg~0-
metil gliecil mztil . metil
. A
glieil
KA~ KA~ KA~ KAw KAw Kiw
6606  6606I 6606VI  6606VI  7038I 70381
Staphylococcus :
aureus 209P 0,2 0,2 0,39 0,39 0,39 0,39
Bacillus subti . ‘
lis ATCC €633 0,2 <0,1 0,20 0,20 0,20 £0,1
Bacillus cereus 1,56 0,78 0,78 0,78 1,56 0,39
Bacillus anthra , S
cis 0,2 «0,1 0,20 0,20 0,20 JO0,L
Streptococcus : . :
faecalis 25 25 25 25 50 100
Escherichia ~
coli NIHJ 1,56 1,56 1,56 1,56 3,13 3,13
‘Escherichia - :
coli ML1410 1,56 1,56 3,13 3,13 1,56 1,56
Eschérichia ..
coli ML1410R~ . s
-81 : 3,13 1,56 6,25 3,13 6,25 3,13
(resistente a :
la KXanamicine,
estreptomicina,
y lividomicina)
Escherichia
¢oli MIL1410R- . . o
-82 3,13 3,13 6,25 6,25 12,5 6,25
(resistente a :
la ¥anamicina,
estreptomicina
¥ butirosina
Escherichia
coli ML1L410RH-
- -101 1,56 1,56 3,13 3,13 6,25 3,13
(resistente a ,
la gentamicina, .
tobramicina y
kanamicina)
Proteus vulga-
ris 0%-19 0,78 0,78 1,56 1,56 3,13 -3,13
(contimia)
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Klebsiella
prieumoniae
PCI 602

Pseudomonasg
geruginosa
Shibata

Pseudomonas
aeruginosa
Ay

Pseudomonas
agruginosa
N6...12

Pseudomonas
aeruginosa
TI-13

Pseudomonas
aeruginosa
K~-11
(resistente a
la Xanamicina)

Pseudomonas
aeruginosa
No. 157

Pseudomonas
aeruginosa

No. 315
(resistente a
la gentamicina,
tobramicina ¥y
amikacina)

Proteus
inconstans

Serratia
marcescens

0,78
3,13
3,13
0,39

3,13

6,25
6,25

6,25

1,56

3,13

0,78
0,78
0,78
0,39

0,78

1,56

1,56

1,56

1,56

0,78

6,25
6,25
0,76

3,13

6,25

3,13

12,5

1,56

0,78

0,78
1,56
3,13
0,78

3,13

6,25

1,56

6,25

1,56

1,56

1,56 0,78
6,25 1,5‘é
12,5 3,13
1,56 0,78

6,25 1,56

12,5 3,13
6,25 1,56

25 6,25

6,25 6,25

1,56 0,78
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1 | Los ejemplos siguientes muestran la produceidn |
de los compuestos de esta invencién ¥ la producciébn de.
des~0-metil-fortimicina conocida,'mediantevel vrocedimiento |

de esta invencién

Ejemplo 1

- Des—0-metil-KA-6606 II:- _

Se disolvié KA-6606 II al esfado de base ii—

bre (1,1 g) en 100 ml de Zcido bromhidrico de 48%, y la-
10 solueidn se calentéenun tubo cerrado a 902C durante 4 ﬁo~
ras. La mezcla de reaecién.;e'concentré é sequedad 2 prén
sién reducida. E1l residuo se disolvié en agua y se nentra-
1iééscon solucién acuosa conéentrada de amoniaco., La solu-
cibén se cargd en una columné rellena con 4007m1 de CM-Sepha
15 dex C-25 (forma NH4*), y se eluyé con una solucién acusse
de amoniaco de concentracién que variaba gradualmente Ges-
de 0,05N a 0,5 N. Las fracciones que contenfan des-0O-metil~
~-KA-6606 II fueron reéogidas y se trataron del modo habi~
tual obteniéndose 620 mg de des-0-metil-KA~6606 II como un

20 compuesto incoloro que tenfa la siguiente férmula:

¥

CHNH2

CH

: | O .
) < _ > i
5 | . .}k\c/ |

L,

N

OH
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|_Notacién especifica: 4337%5 + 140¢ (¢ 2, H,0)

MN: .{ D,0 .ppm
1,53 (3H, 4, 7=6,3 Kz, C-CH;)
2,88 (3H, s, N-CH,)
5,46 (14, &, J=3,4 Kz, H andémero)
Andlisis elemental para’Cl4H3oN4O4.H29
Calculedo (%): C, 49,98; H, 9,59; N, 16,65
Encontrado (%): C, 49,69; H, 9,73; N, 16,48

Ejemplo 2
(a)'Tetraquis—thenciloxicarbonil-des-O~metil-KA—6606 I:-

Se disolvié en 5 ml de metanol des~O-metil~ .
-KA-6606 II al estado de base libre (60 mg), y a -100C se
afiadieron 75 mg de N-benciloxicarboniloxi-succinimida. Ia
mezcla se agité. Al cabo de 1 hora y 2 horas respectivumen
te, se afiadieron 30 mg y 20 mgdeléster activo antes cita-
do. la mezcla se agité adicionalmente a la misma tempera-
tura durante 2 horas. La mezcla de reaccidn se concentrd a
presién reducida. El residuo se disolvié en 10 ml de cloro
formo, se lavé con agua, y ée secé, seguido por destilacién
del disolvente. |

Ei residuo se disolvid en'3,5 ml de dioxano,
y se afiadieron 0,2 ml de trietilamina y 100 mg de N-hidroxi
succinimidil-N-benciloxicarbonil-giicina. La mezcla se ca-
lenté a 602C durante la noché. La mezcla de reaccién se
concenfré a sequedad. El residuo se disolvié en 10 ml de
cloroformo, se lavé con agua y se sec, seguido de destila
cién del disolvente. El residuo se cromatografid sobre una
columna de gel de sélice usando cloroformo-metanol (50:1)

como eluyente, y se termind del modb habitual, obteniéndose
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filtracién, y el filtrado se diluyé con 100 ml de agua y
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.62 mg de tetraquis-N-benciloxicarbonil-des-O-metil-KA-
~6606 I en forma de un sélido incoloro.

Rotacién especificar 1317%5 + 37¢ (e 2, CHCI,

RWN: CD013, ppm
1,01 (3H, 4, J=6,5 Hz, C-CHj,)
2,91 (3}i, s, N—CH3) T
R 03 orl 1640 (amida 1)
Andlisis elemental para 048H57N5013 |
Calculado (%): ¢, 63,22; K, 6,30; N, 7,68

. Encontrado (#): ¢, 63,28; H, 6,35; N, 7,55,

(b)'Des-O—met;l~KA-6606 I:-
EL 'l:v.atnr:xquls—'\I—ben01Il.ox1g,a:c'boml-des-O--mr.ztl'l

—KA—6606 I (60 mg) obtenido en (a) anterior se dlsolv16 en

| 1,2 ml de Acido acético, y se sometid a hidrogenélisis en

presencia de 30 mg de negfo de paladio, a temperatura am-
biente y presidn atmosférica. EL catalizador se separd por
se neutralizd con solucidn acuosa concentrada de amoniaco.
Ia solucidn se cargé.en una colﬁmna rellena con 10 ml de
CMFSephaaex Cc-25 (forma NH4+) y se eluyé mediante un método
de gradiente usando solucidn acuosa de amoniaco de una con
centracién que variaba gradualmente desde 0,05N a-O,SN.

Las fracciones que contenfan el compuesto deseado fueron
recogidas y se liofilizé obﬁeniéndose 21 mg de des—O—metil—

~KA~6606 I en forma de un s6lido incoloro que tenia un pun

"to de fusidn de 172 g 1759C (descompone) y la férmula si-

~\

~

guiente:

—
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Andlisis elemental para CygHy3N505.HpC05.H,0
Caleculado (%): ¢, 44,83; H, 8,19; N, 15,38
Encontrado (#): ¢©, 44,47; H, 8,38; N, 15,05.
El clorhidrato de este producto obteni@o ne--

diante un método convencional, tiene las propiedades si-

guientes. ,
Rotacitn especifica: /e¢/5° + 1102 (¢ 2, H,0)
RMN: { D20 PR ' |
1,83 (3H, &, J=6,6 Hz, C-CH;)
3;63 (3H1 8, N"CH3)
. 6,03 (14, 4, J=3,6 Hz, H andmero)
Ejemplo 3

Des~Q-metil~fortimicina Bi~-

Se disolvié fortimicina B'al estado de base
libre (100 mg) en 5 ml de &cido yodhidrico en 52%, y se
hizo reaccionar enlun tubo cerrado a 379C durante 10 dias.
Después de la reaccién, el dcido yodhi@ricb se destilé. E1
residuo se diluyé con agua, y se neutralizé con solucién
acuosa de amoniaco. La solucidn sé cargé eh una columna ‘de
CM-Sephadex 0-25 (forma NH4+), y se eluy$ mediante un mé-

todo de gradiente de concentracidén usando solucidn acuosa
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de amoniaco de una concentracién que variaba gradualmente
desde 0,05 N a 0,5 N. Las fracciones gue contenian ei pro-
ducto deseado fueron recogidas, y se concentré a sequedad
obteniéndose 16 mg de des-O-metil-fortimicina B al estado

de base libre, que tenfa la férmula siguiente.

CH'3
\
Clﬁ"{Ha NHg OH
\.o \
(e e
ﬁﬂé ) ;h iHCH3 ;

B

Rotacién especifica: Z;a?%s

RMN: § D,0 ppm
1,50 (3H, &, J=6,5 Hz, CH~CHy)
2,83 (3H, s, .N-GH3) -
5,54 (1H, &, J=3,5 Hz, H andémero)

+ 432 (¢ 1, HEO)

Ejemplo 4

Des-0-metil-fortimicina A:-—

Se repitidé el mismo procedimiento que el del
Ejemplo 2 (a) fue repetido excepto que se usaron 30 mg de
des-O-metil-fortimicing B al estado de base libre. Se obtu

vieron 34 mg de tetragquis-N-benciloxicarbonil-des-0-metil-

~=fortimicina A en forme de un sdlido incoloro,

El producto se disolvié en 1,0 ml de deido
acético, y se sometidé a hidrogenbligis y pufificé del mis-

mo modo que en el Ejemplo 2, (b) obteniéndose 10 mg de

des-0-metil-fortimicina A en forma de un sélido incoloro
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: 1 |_que tiene la siguiente férmula:
%
1 C\H3
1 CHNH, NH, OH

’ | /
0: O
i ' — OH
; ‘ CH
2 A s

NH 3

| 2 O W oo,
i
: 10 Andlisis elemental para CygHsyNz0g.H 0

P o T

Caleulado (%): ¢, 46,93; H, 8,62; N, 17,10
Encontrado (%): C; 46 ,66; H, 8,47; N, 16,81

El clorhidrato producido & partir de la base
libre, del modo habitual, ténia las propiedades siguicntes.

i 15 . Rotacién especifica: /64757 + 822 (e 1, HyO)

J A . RMN: 5 D20 ppo
1,80 (3H, 4, J=6,5 Hz, c-CH3)
3,60 (3H, s, N-CH,) o
5,78 (1H, d, J:;T; Hz, H anémero)
20 |
Ejemplo 5

Des-O-metil-KA-6606 II:~ '

Se sﬁspendié KA-6606 II al estado de base li-

bre (100 mg) en 5 ml de diclorometano, y se afiadieron a

25 -80¢C, 5 g de tricloruro de boro. ILa mezcla se dejé en re-

poso a'la misma temperatura durante 1 hora. Después, a tem

L L e e et el

peratura ambiente, se dejdé en reposo durante la noche. La

mezcla de reaccidn se concentrdé a sequedad y se afiadid me-
} ' v
tanol al residuo. La mezcla se concentrd de nuevo a segue-

RN

; 30 ddd. Esta operacién se repitié tres veces.

05020
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El residuo resultante se disolvié en 10 ml

de agua, y la solucidén se cargd en una columna rellena con

40 ml de CM~Sephadex C-25 (forma NH,V), y se eluyé median~

4
te un método de gradiente de concentracién usando solucién
acuosa de amoniaco. de una concentracién'que varigba gra-
dualmente desde 0,05N a 0,5N. Se recogieron las fracciones
que coﬁtenian des-0-metil-KA-6606 II y se concluyé del mo-
do habitual, obteniendo 15 mg de una substandia incolora,

Las propiedades de este producto eran idénticas a las de

del des-0-metil-KA-6606 II obtenido en el Ejemplo 1.

Ejemplo 6 ‘
Des~0~metil ~KA~6606 VI:~

Se disolvié en 3,5 ml de dcido yodhfdrico de
56% KA~6606 VI al estado de base libre (350 mg), y se ca~
lenté a 60°C en tubo cerrado durante 4 horas. La mezcla de
reaccidén se concentré a sequedad a presidén reducida. El re
siduo se disolvié en agua, y se neutralizd con solucién
acuosa concentrada de amoniaco. La solucibn se cargé en
una columna rellena con 30 ml de CM-Sephadex C-25 (forma
NH4+) y se eluyé con solucidn acuosa de amoniaco de una
concentracidén que variaba gradualmente desde 0,25N a
0,35 N. Las fracciones que contenfan ei prodﬁeto deseado
fueroﬁ recogidas, y se conceniré a sequedad obteniendo
265 mg de des-0-metil-KA~6606 VI que tenfa la férmula si-

guiente,

.
s
vl
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1
%3
Lo CH,
. ~H
on "~
e oH

PosmR—_ e TR

Andlisis elemental para 014H30N404.H20
Calculado (%): ¢, 49,98; H, 9,59; N, 16,65
Encontrado (%): ¢C, 49,65;.H, 9,44; N, 16,61
"Rotacién especifica: 1557%3 + 872 (¢ 1, Héof
RMN: § D0 ppm S
1,54 (34, 4, J=6,5 Hz, C-CH;)
2,85 (3H, s, N-CH,) T
5,56 (14, 4, J:gjg Hz, H andémero)

Ejemplo 7
(a) 1,2',6'-tris-N-benciloxicarbonil-4~N-benciloxicarbonil
| glicil-des-O—metil~KA»6606 VIt
Se disolvid en 5 ml de metanol des~O-metil-
-KA~6606 VI (163 mg) y se afiadieron 273 mg de acetato de

nigquel., La mezcla se agité a temperatufa ambiente durante

30 minutos, y después se afladieron 454 mg de N-benciloxicar

boniloxisuceinimida. La mezcla se agitd a la misma tempera
fura durante 2 horas. Se afiadié a la mezcla de reaccidn sg
lucidn acuosa conceﬁfrada de amonieco (2,5 ml) y la mezcla
se agité durante 2 horas. La mezcla de reaccién se concen~
tré a presibén reducida y ¢l residuo se disolvid en 20 ml

de cloroformo y amoniaco acuoso 3N, La solucién se agité
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_fuertemente. Se separd la capa cloroxérmica, se lavé dos
veces Ccon amoniaco acuoso 3N y dos veces conr agua, y se
secd, seguido por destilacién del disolvente.

El residuo se disolvib en 9 ml de dioxano y

se afiadiercn 330 mg de éster 2,4-dinitrofenilico de N-ben

' ciloxicarbonilglicina y 0,3 ml de trietilaminz, y la mez-

cla se‘calenté a 602C durante 1 hora. A la mezcla de reac-
cién se afiadié 1 ml de solucién.acuosa concentrada de amo-
niaco, y la mezcla se'dejé en reposo durante 1 hora. Se |
destilé el disolvente. El residuo se disolvié en 20 ml de
cloroformo y se lavé trés veces con solucidn acuosa de
hidréxido de sodio 0,5 N y dos vgcés con agua, y se secé,
segnido de destilacidn del disolvente. El residuo se croma
tografié sobre una columné de gel de silicg usando clorofor
mo/metanol (50:1) como eluyente. Se recogieron las fraccio |
nes gue contenfan el producto deseado y se concentré cbfe-
niéndose 288 mg de 1,2',6'-tris~-N-benciloxicarbonil-4-N-
-benciloxicarbonilglicil-des~0-metil-KA-6606 VI como un
sélido incoloro.

Andlisis elemegtal para 045H57N5013

Calculado (%): o©, 63,22; H, 6,30; N, 7,68

. Encontrado ($%): G, 63,43; H, 6,21; N, 7,44

Rotacién especifica: 45{7%3 + 322 (e i, CHCi3)

RMN: 5. CD013 ppm |

2,92 (3H, s, N-CH,)
1,21 (34, 4, J=6 Hz, CH—CH3)

() D°s—O—met11~4-N—g11c11-KA—6606 Vii-
El 1,2',6'-tris-N~benciloxicarbonil-4N~benciloxicarbonil
glicil-des~0-metil-Ka~6606 VI (288 mg) obtenido en (a) an

terior, se disolvié en 4 ml de dcido acético, y se afiadie
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|_ron 50 mg de negro de palacio. El compuesto anterior se
redujo después cataliticamente a temperafura ambiente.‘Se
filtré la mezcla de reaccién. El filtrado‘se diluyé con
400 ml de agua y se neutralizé con amoniaco acuoso. La so-~
lucién se cargdé en una columna de GM—Séphadex 025 (forma
NH4+) y se eluyé mediante un método de gradiente de concen
traciéh usando amoniaco acuoso de una concentracibn que
variaba graduslmente desde 0,05 .N a 0,35 N. Las fracciones
que contenfan en producto deseado fueron recogidas y dé |
liofiliz6 obteniéndose 105 mg de des-0-metil-4-N-glicii-
-KA-6606 VI en forma de un sélido incoloro que tenla la -

férmule éiguiente.

'Anéli's’is elemental para CygHy3N,04.HoO
Calculado {%): ¢, 48,84; H, 8,97; N, 17,80
Encoﬁtrado (#): ¢, 48,55; H, 8,83; N, 17,48
Rotacin especifica: /75> + 1152 (¢ 1, Hy0)
RMN: 6”D20 ppm

1,52 (34, 4, J=6,5 Hz, C-CH;)

3,62 (3H, s, N-CH;) T

5,40 (1H, 4, J=3 Hz, H anbmero).
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~ de gradiente de concentracién usando amoniaco acuoso do -

.una concentracibén gque variaba gradualmente desde 0,05N a

. -KA-6606 VI (19 mg), y se afiadieron 90 mg de p-nitrofenil-

la mezcla se agité después durante 1 hora mds. Después,

. se disolvid en cloroformo, se lavé con agua, y se secb. El

fojn nim.” 39

Ejemplo 8

"Des-0-metil-KA-6606 VI:=

Se disolvié en 5 ml de dcido bromhidrico de
48%, KA-6606 VI (100 mg) y se dejé que la solucién perme-
neciera en reposc a 37¢C durante 10 dias. La mezcla de reac
cidén se concentrd a sequedad por debajo de 372C. El resi-
duo se disolvié en 50 ml de agua y se neutralizd con amo-~
niaco acuoso. La solucién se cargd en una columna de Cl-
")

-Sephadex C-25 (forma NH4 , ¥ se eluyé mediante un mctodo

O,Sﬁ obteniéndose 19 mg de des-0-metil-KA-6606 VI. Las Pro
piedades del producto eran idénticas a las del des—-0-mztil-

-KA-6606 VI obtenido en el Ejemplo 6.

Ejemplo 9
'1,2',6'-tris—NAbenciloxicarbonil-4~N#benci]oxi.
carbonilglicil-des-o-metil-KA~5soé VI:-
Se disolvié en 0,8 ml de metanol des-O-metil-

carbonato de bencilo. Lz mezcla se agité durante la noche
a temperatura ambiente. A la mezcla de reaccibn se afiadié

0,1 ml de una solucidén etanblica de metilamina al 30%, y
la mezcla de reaccidn se céncentré a sequedad. El residuo

producto se disolvié en 1 ml de dioxano, y se afiadieron
0,05 ml de trietilamina y 35 mg de N-hidroxisuceinimidil-
~N-benciloxicarbonil-glicina, y la mezcla se calentd a

808C durante 5 horas. La mezcla de reaccidn se concentré
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| 2 sequedad. El residuo se disolvid en cloroformo, y la
materia insoluble se separd por filtracidn. Lo capa clbro~
férmica se lavd con agua y se sec§, seguido por destila-
cidén del disolvente. El residuo se separd y se purificd me
diante cromatografia préparativa en gel de sflice (cloro-
formo/metanol en una proporcién de 15:1) obteniéndose 23
mg de 1,2',6'-tris-N—benciloxicarbonil—4-N—bénci1oxicarbg
nilglicil-des~0-metil~KA-6606 VI en forma de un sélido in-
coloro., Las propieda&es del producto eran idénticas a las

del compuesto obtenido en el Ejemplo 7, {(a).

Ejemplo 10

,Des-O—metil—KA~7038 ITI:~

KA-T7038 III al estado de base libre (302 mg)
se hizo reaccionar del mismo modo que en el Ejemplo 6, Al
purificar sefobtuvieronvzzo mg de des—O~metil—KA;7o38 IIT
en forma de un polvo incoloro gue tiene la férmula siguien

te.

VHC) NH, '
CH2 HCH3 > CH
3
H
0H
\\\o//’ ]
K

Anélisis elemental para Cl4H3ON404.H20

Calculado (#): C 49,98; H, 9,59; N, 16,65
Encontrado (%): C, 49,71; H, 9,73; N, 16,33
Rotacién especifica: 427%5+ 40% (c 0,5, H,0)
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RMN:&? D,0 ppm
2,80 (3H, s, N—-CH3)

2,84 (3H, s, N—CHB)
5,53 (1H, 4, J=3,3 Hz, H anbmero)

| Ejemplo 11 7 .
- (a) Tetraquis—N;bénciloxicarbonil—des—O—metil—KA~7o38'I,-

Se hizo reaccionar des-0-metil-KA-T7038 11T

- (190 mg) del mismo modo que en el Ejemplo. T,(a). AL puvifi

car se obtuvo 350 mg de 1,2',6'-tris-N-benciloxicarbonil-
-4-N-benciloxicarbonilglicil-des~0-metil-KA-7038 III, es
decir, tetraquis-N-benciloxicarbonil-des-0O-metil-KaA-7038 I,
en forma de un sélido incoloro. _
' Andlisis elemental para C48H57N5013 ‘
Calculado (%): ¢, 63,22; H, 6,30; N, 7,68
Encontrado (%): ¢, 63,01; H, 6,49; N, 7,42
Rotacién especifica: 45£7%5 + 552 (e 1, cHO1
RMN: & CDC1, ppm

3

2,92 (6H, s, 2xN-CH,)
(b) Des-O-metil-KA-7038 I:-
Se traté tetragquis~N-benciloxicarbonil-des-

~0-metil-KA-T7038 I (320 mg) del mismo modo que en el Ejem-

- plo.), (b), obteniéndose 112 mg de des-0-metil-KA-7038 I

en forma de un sélido incoloro que tiene la siguiente fér-

©omula.

WHCH :
GH2 IC.I5 NH2

K COCH,.NH
>\o AC0H ‘ 272
1&32 0
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Andlisis elemental para 016H33N505.H20~
‘Calculado (%): C, 48,84; H, 8,97; N, 17,80
Encontrado (%): ¢, 48,54; H, 8,69; N, 17,98
Rotacién especifica: [T§7%5 + 1269 (C 1, H,0)
RMN:é; D20 ppm

2,83 (3H, s, 6' -N-GH,)

3,63 (34, s, 4-N-CH_3—)_

5,42 (1H, d, J=3 Hz, H anémero)

EQemEio 12 ‘
(a) 1,2',6'-tris-N-benciloxicarbonil-4-N-/" (S)-4~benciloxi
carbonilamino;Z-hidroxibutili}7-5-des-O-metil-KA—6606 IT:-

138 mg de 1,2',6'-tris-N-benciloxicarbonil~
~5-des-metil-KA-6606 II(1) se disolvié en 4 ml de dioxano,
y se afizdieron 130 mg de éster de N~hidroxisuccinimida del
4cido (§)-4-N-beneiloxicarbonilamino-2~hidroxibutirico y
0,1 ml de trietilemina. Ta mezcla se calent$ a 55¢C durante
3 horas. La mezcla de reaccién se concentrdé a sequedad. £l
residuo se disolvié en 20 ml de cloroformo, se lavd con agug
y se secd, y después se destild el dis&lvente. El residuo
se eluyd con cloroformo-metanol (30:1) mediante cromatogra
fia de cclumna de gel de silice, y se terminé del modo ha-
bitual, obteniéndose 160 mg del producto deseado en forme
de un sélido incoloro.

RMN: § ©DC1, ppm

3,04 (3H, s, N-CHj)
1,03 (3H, d, 3=7,0 Hz, G-CHy)

IR: Y 1625 cn™t (amida I)

Andlisis elemental para 050H61N5014

Calculado (%): ¢, 62,81; H, 6,43; N, 7,32
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Encontrado (%): ¢, 62,55; H, 6,19; N, 7,48
(v) 1,2',6'—tris-N#benciloxicarbonil—4—Nﬁ['(S)—4—benciioxi
carboni1amino-2-hidroxibuti}7-5—des—O-metil—KA~6606 II:-

160 mg del producto obtenido en (a) anterior,
se disolvieron en 3,2 ml de solucién lﬁ de diborano~tetra
ﬂidrofurano, y se hizo reaccionar a temperatura ambiente
durante 2 horas .en una corriente de nitrégeﬁo. Se afiadié
agua (0,2 ml) a la m?zcla de reaccibén, y la mezcla se con-
centré a sequedad. El residuo se disolvié-en 3 ml de solu-
cién metanblica 0,2N de HCl, y la solucidén se dejé en re-

poso durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de

" reaccidén se concentré a sequedad. El residuo se disolvié

en 15 ml de cloroformo, se lavé con una soluciéﬁ acuosa sa
turada de bicarbonato de sodio y después con agua, y se
secé. Se destilé él disolvente. El residuo se eluydé con elo
roformo-metanol (20:1) mediante cromatografia de columna
de gel de silice, y se concluyé del modo habitual, obte~
niéndose 85 mg del producto deseado, en forma de un s61lido
incoloro. .
R § ¢DC1y, pen

2,40 (3H, s, N-gga)

1,03 (3H, 4, J=7,0 Hz, C-CH,)
IR: Ia absorcién a 1625 en™ habfa desapareci

do.

Andlisis elemental para C50H63N5013
Caleulado (#): C, 63,79; H, 6,74; X, 7,43
_ Encontrado (%): ¢, 63,88; H, 6,48; N, 7,31
(c) 4~N#4‘(S)-4-amino-24hidroxibuti}?-ﬁ-des~0~metil—KA—
-6606 II:-

80 mg del producto obtenido en (b) anterior se
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|_disolvieron en 2 ml de dcido acético, y se afiadieron 20 mg
de paladio sobre carbén al 5%, Se redujo'cataliticamenfe a
temperatura ambiente. Se filtrd la mezcla de reaccién, y
el filtrado se diluydé con 300 ml de agua, seguido de neu~
tralizacidén con amoniaco.acuoso. La mezcla se cargb des—
pués en una columna de CM-Sephadex C-25 (forme NH4+) y se
desarrolldé mediante ﬁn método de gradiente con amoniaco
acuoso que variaba gradualmente de concentracidn desde
0,25 N a 0,60 N. Se recogieron ias fracciones que conte-
nfan el producto deseado y se liofilizé, obteniéndose 21
mg del producﬁo deseado en forma de un polvo incoloro.
RHN & D,0, ppm

1,60 (3H, 4, J=7,0 Hz, 0—953)

3,00 (3H, s, N-CH,)

5,46 (1H, &, J=3,5 Hz, H anbmero)

Andlisis elemental para 018H39N5O5.H20
Calculado (%): ©, 51,04; H, 9,76; N, 16,54
Encontrado (#): C, 50,87; H, 9,92; N, 16,40
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CH
|3
CH-MHZ : '
6]
,CHB
. H 7 Z: grupo protector
NHZ : ot
o cH
(a) Acilacién S~?H~0H
7 H vl J3p2
/ | ¢ CI 2CH2.IHa
NHZ on
CH
{ 3 ,
(‘ZH-HK 7
@ " _CH '
(b) Reduccién con -3 )
e >\ Cit - CH-o1
Hhorano 0 CH_CH, 1HZ
| 2"ty
NHZ o
(c) ' cH3
¢) Eliminacidn e
del grupo ChQ?dncH
protector 5, CH NI,
N A
Pd~C HH ox
. 2 o
Ejemplo 13 N

(a) 1,2',6'-tris-N-benciloxicarbonil-4~N-(2-benciloxicarbo
nilamincetil)-5~des-0-metil~KA~6606 II:~

500 mg del'tetraquis-N—bénciloxidarbonil~5-
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}
| ~des-0-metil~-KA-6606 I obtenido en el Ejemplo 2, (a) se

trataron del mismo modo del Ejemplo 12, (b) obteniéndoée
220 mg del producto deseado. '
RUN: & CDC1,, ppm
1,03 (3H, &, J=T,0 Hz, C-CH,)
2,43 (3H, s, N—gﬂ3)
Andlisis elemental para C48H59 5012
Calculado (%): ¢, 64,20; H, 6,62; N, 7,80
' Encontrédo (#): C, 64,135 H, 6,73; N, 7,61.
() 4—N~(2-aminoetil)~5-des-0-metil~KA~6606 11~
Se trataron 240 mg del producto obtenido en
(a) anterior del mismo modo que en el ejemplo 12 (c) obte~
niéndose 62 mg del producto deseado.
é§ D20, ppm
1,53 (3H, &, J=7,0 Hz, C~- CH3)
2,96 (3H, s, N~g§3)
5,44 (1H, d, J=3,5 Hz, H anémero)

Andlisis elemental para 016H35N504.H20
calculado (%): ¢, 50,64; H, 9,83; N, 18,45
~Encontrado (#): ¢, 50,29; H, 9,71; N, 18,18.
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de 2 a 4 dtomos de carbono en el resto de acilo, estando

dicho grupo aminoacilo substitufdo facultativamente, o un

Hoja nuam, 48

REIVINDICACIONES

Los puntos de iﬁvencidn propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

18, Unfprocedimiento para preparar aminogli-
césidos de la férmula

By

I. .
C-NH-R,

6l )
0]
57 1
NI OH
32 O/
| 3

en donde R1 y Ry son idénticos o diferentes, y cada uno de
éllos representa un 4tomo de hidrégeno o un grupo metilo,

R3 representa un étomo de hidrégeno, o un grupo aminozecilo

grupo alcohilo sustituido que tiene 2 a 4 dtomos de carbono
¥ Ry representa un dtomo de hidrdgeno o un grupo hidroxilo,
o una de sus sales de adicidn de dcido, que comprende tra-

tar un compuesto de la férmula siguiente
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!
1 TH_T A
6((:&-14}! }12 HH2 124
—0
57 1 6
ar .y 20y 5)~~ OCH (11)
& 2 Ay 3
by, ©
N
N.
2 l CH3
‘-
R3'

en donde Ry s Ry ¥ R4 son como se ha definido anteriormente,
y R"3 representa un resto seleccionado entre el grupo que
consta de un dtomo de hidrdgeno, ~COCH, NH,, , ~COCH, NHCONH,,
y ~COCH,NHCHO, con un écido fuerfe, y cuando se obtiene

un compuesto de férmuls (I) en donde R3 es un dtomo de hi-

. drégeno, proteger los grupos amino en las ﬁosiciones Iy

' 2', o el grupo amino o metilamino en la posicién 6' del

compuesto resultante, acilarle después con un aminodcido
substitufdo facultativamente que tiene de 2 a 4 £tomos ae'
carbono en el resto de acilo y un grupo amino protegido o
uno de eus derivados reactivos, después reducir o no redu-
cir el preducto acilado, y después retirar el grupo protec
tor y, si se desea, convertir el producto en #na sal de
adicién de dcido. |

28,- Un procedimiento segin la reivindicacidn

12, en donde el substituyente'del grupo aminoacilo en el

compuesto de férmula (I) es un grupo hidroxi, formilo o

carbamoilo. “
'38,~ Un procedimiento para preparar aminogli-
césidos.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
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|_antecede y con los fines que se han especificado.
‘Esta Memoria consta de; cincuenta hojas es'cri-—
tas a mdquina por una sola cara ' |
Madrid, 21.FCE1980

P.A.

AT do Bizubeye
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