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CAIFQ D7 LA INVENCION
Esta invencidén se refiere a ciertos nuevos proce--
g0s para la produccidn de un derivado N-acilado, selectiva--
mente protegido, de un antibidtico aminoglicosidico en el —-
5. aque algunos grupos amino o alguilamino en determinadas posi-
ciones de la molécula de aminoglicdsido han sido protegidos
selectivamente o blogueados con wn grupo acilo. Esta invencién
se refiere pues a nUevVos procesos para proteger selectivamen
te algunos grupos amino o algquilsmino en posiciones determi-
10, nadas del antibidtico aminoglicosfdico. Bsta invencién encuen
tra sus principales usos en la produccidén de un derivado N-
acilado, selectivamente protegido, del antibidtico aminogli-
cos{dico que comprende una mitad de desoxiestreptamina que -
tiene un grupo 3"-aminoglicosilo enlazado con el grupo 6-hi-
15. droxilo de la mitad de desoxiestreptaming en la molécula de
aminoglicésido, El antibidtico aminoglicosfdico al que es --
aplicable esta invencidn puede ser definido més especifica~-
mente como un antibidtico aminoglicosidico consistente en --
una 6-0-(3"-amino § 3"~alquilamino~3"-desoxiglicosil)=-2-desg
20. xiestreptamina gue puéde tener opoionalmente un sugtituyente
de 4=0-(6'-aminoglicosilo), y son ejemplos tipicos las kana-
micinas, gentamicinas, sisomicina, netilmicina y verdamici-
na. Esta invencidén incluye también una aplicacidn de estos -
nuevos procesos en la produccidn de antibidticos f=N-(X -hi-
25. droxi-W -aminoalcanoil)-amino-glicosidicos gque son conocidos
como unoé Utiles agentes antibacterianos, semisintéticos, ag
tivos contra las bacterias resistentes a las drogas.

TECNICA ANTERIOR

Los antibidticos aminoglicos{dicos tales como la -

30. kanamicina son la sustancia que contisne varias funciones --
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amino y funciones hidroxilo que tienen grados de reactividad
relativamente altos y variados. Se ha sintetizado muchas cla
seg de antibidticos aminoglicosf{dicos semisintéticos deriva-
dos de los antibiéticos aminoglicosidicos de origen. En la -

5. semi-sintesis de estos derivados, es a menudo necesario 0 w-
preferible asegurar que algunos grupos amino y/o algunos gru
pos hidroxilo del antibidtico aminoglicosidico de partids --
hayan sido protegidos selectivamente o blogueados con uno o
mis grupos protectores apropiados.

10. Para la proteccidén selectiva de los grupos amino -
y/o grupos hidroxilo en el antibiético aminoglicosfdico, se
hen desarrollado varios métodos con éxito que son disponibles
en lo que atafle a la proteccidn selectiva del grupo hidroyi-
lo. Sin embargo, para la proteccidén selectiva de algunos gru

15, pos amino en particular entre los muchos grupos amino exige-
tentes del antibidtico aminoglicosgidico, los métodos de que
ge dispone actualmente para este fin son difficiles de pomer
en prictica o bien precisan algunas operaciones complicadas.
Esto es debido a que todos los grupos amino del antibiético

20. aminoglicosidico no presentan gran diferencia en su reactivi
dad. Como ejemplo demostrativo puede citarse el grupo 6lami-
no de la kanamicina A, no obstante, tal grupo amino o metilg
mino que estd ligado con un cierto 4tomo de carbono que estd
enlazado, a su vez, con un solo dtomo de carbono en la molé-

25, cula de aminoglicdsido presenta una mayor reactividaed que la
del grupo amino o metilamino que estd ligado con un cierto -
4tomo de carbono que estd enlazado con dos o més Atomos de -
carbono en esta molécula de aminoglicbdsido. Por esta razén,
el tipo anterior de grupo amino o metilamino es capaz de reac

30. clonar de manera mucho mds preferencial con un reactivo de -
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acilacién que tenga un grupo acilo a introducir como grupo -
amino-protector, en comparacidén con el dltimo tipo de grupo

amino o metilamino, por lo que el derivado N-protegido que -
tiene el tipo anterior de grupo amino o metilamino bloqueado
preferencislmente con el grupo acilo puede ser producido con
un rendimiento superior que los derivados N-protegidos de --

otro modo. Hace algunos afios, algunos de los presentes inven

tores descubrieron gque un grupo amino y un grupo hidroxilc -

estén préximos entre si en un par en la configuracién estéri

ca de la molécula del antibidtico aminoglicosfdico, estos. --

grupos amino e hidroxilo pueden combinarse selectivamente en

tre si bajo la forma de un carbamato ciclico por tratamienta
con hidruro sédico, por lo que el par de grupos amino e hi-w
droxilo puede ser bloqueado simultineamente en el carbamato
ciclico sin bloqueér los otros grupos amino presentes en la
misma molécula (véase el “Journal of Antibiotics", 25, Ne 12,
541-742 (1972); patentes estadounidenses ndms. 3.925.354 y -
34965.089).

'En un afio reciente, lNagabhushan y otros han degcu- .

bierto que cuando se hace reaccionar a una sal de un metal -
de transicién divalente (M*F) seleceionado del grupo consis-
tente en cobre (II), niguel (II), cobalto (II) y cadmio (II)
en un disolvente orgnico inerte con un antibibtico aminogli
cosf{dico que pertenezca a la clase de las 4-O0-(aminoglicosil)
~6=0=(aminoglicogil)~2~desoxiestreptaninas representadas por
las kanamicinas, gentemicinas y sisomicina, este catibn de -
metal de transicidn divalente es acomplejado con un par de -
grupos amino e hidroxilo que éxisten en las posiciones deter
minadas de relacién "vecinal® en la molécula de aminoglicés;

do, con lo que se forma el cémplejo de catién metdlico de --
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transicidn-antibidtico aminoglicosidico (véase la Pre-publi-
cacién de la solicitud de patente japonesa Sho-52-153944 y -
la solicitud de patente estadounidense SN. 697.297 ahora con
cedida bajo la patente estadounidense n® 4.136.254 publicada
el 23 de Enero de 1979). En este complejo de catién metdlico
de transicién-antibidédtico aminoglicosidico, el grupo amino -
acomplejado estd siendo bloqueado con el catién de metal de
transicién divalente. Cuando se hace reacciénar posteriormen
te & este complejo con un reactivo de acilacidén que tiene un
grupo acile, Unicamente los grupos amino no-acomplejados --
del complejo metAlico que no estén bloqueados por el catién
de metal divalente pueden ser acilados principalmente, con -
lo que se consigue la N-proteccidn selectiva con el grupd =--
acilo. Bsto es ilustrado mds adelante con referencia a ia ka
namicina A como ejemplo. 4sf, cuando se hace reacciénar g un
catidn de metal de transicién divalente (M'*) elegido entre
los cationes de cobre (II), niquel (;I), cobalto (II) y cad-
mio (II) con la kanamicina A, se produce la reaccién de for-
macién de complejos del catidén de metal divalente (M) en--
tre el grupo 1-amino y el grupo 2"-hidroxi y entre el grupo
3"~amino y el grupo 4"~hidroxilo de 1la moléoula de kenamici-

na A, mostrada por la férmula (I) que sigue.

e o/o ve (Continlia en férmula I) .
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(1)

Por consiguiente, en la reaccidén de formacidn.de -
complejos que precede, se ve que se precisa al menos 2,molea
de la sal de metal de transicidn por 1 mol de kanamicina A.
En el complejo metédlico resultante,’los grupos 1-amino yv- -
3"~amino son blogueados al mismo tiempo. Cuando se trata es-
te complejo de 1a férmula (I) con un reactivo de acilacién -
que tenga un grupo acilo que sea disponible como un grupo —-
amino-protector conocido en la sintesis convencional de los
polipéptidos, los grupos 3-amino y 6'-amino no acomplejados
solamente son acilados principalmente para dar el derivado =~
3,6'~di-N-acilado (véase el "Journal of American Chemical So
ciety" 100, 5253-5254 (1978)).

Hemos reconocido el hecho antes citado tal como es
relatado, pero hemos hecho ademis investigaciones propias sg
bre la interaccidén de otros diversos cationes metélicos con’
antibibticos aminoglicosidicos tal como la kanamicing A y la

kenamicina B asi como derivados semisintéticos de los antie-
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bidticos aminoglicosidicos. Como resultado hemos descubierto
ghors que aungue el catién de zinc divalente tiene comporta-
mientos notablemente diferentes de los de los cationes de ni
quel, cobalto, cobre y cadmio divalente antes citados, el cg
tién de zinc es finalmente capaz de acomplejar fuertemente -
¥y bloguear tanto el grupo 1-amino (6 1-alquilamino) como el

grupo 3%-amino (6 3"~alquilamino) de un compuesto de amino=-

glicdsiéo (tal como la kanamicine A B 6 C) que compreﬁde —-—
una mitad de desoxiestreptaming que tiene un grupo 3"-amino-
glicosilo 6 3"-alguilaminoglicosilo enlazada con el grupo -
g-hidroxilo de dicha mitad de desoxiestreptamina.

De acuerdo con Nagabhusban y otros, podris esperar
ge que cuando se hace reaccionar al catién de nfquel, cobal-
to, cobre o cadmio divalente con la kanamicina B, por ejem=-
plo, se formase un complejo de sal met4lica-kanamicina B de
la siguiente férmula (II):

6 3
H,NCH,) : NH,

(11)
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Bsta esperanza es sostenida por la descripcién he-
che por Nagabhushan y otros en la mencionada publicaéi6n - -
“Journal of American Chemical Society" de acuerdo con la « -
cual los pares de grupos vecinales amino-hidroxilo deberian
formar complejos reversibles con los cationes de metal de -~
trangicién divalente, en vista del hecho de que la kanamici-
na B contiene tres pares de grupbs amino-hidroxilo vecinzles
entre las posiciones 1 y 2%, entre las posiciones 2! y_3'_y
entre las posiciones 2" y 3" de la molécula de kanamicins B.
No obstante, se ha descubierto zhora que cuando sc hace reag
cionar a la kanamicina B con un catidn de metal divalente, -
catién de zine, el complejo de sal de zinc-kenamicina B for-
mado realmente contiene grupos 2'-amino y 3'~hidroxilo . libres
que no estén blogheados por el catidn de zine, al contrario
que laz propuesta de Nagabhushan. Incluso si se produce la --
reaccién de formacién de complejos del catidn de zinc con el
grupo 2'-amino y 3'-hidroxilo, la fuerza de la reaccién for-
madora de complejos es muy baja, por lo gue en realidad pric
ticamente no son blogueados los grupos 2'=amino y 3'~hidroxi
lo. Por consiguiente, cuando se acila posteriormente el com-
plejo de catidn de zinc-kanamicina B por reaccidén, por ejem-
plo con N-benciloxicarboniloxisuccinimido, para introducir -
el grupo benciloxicarbonilo como el grupo acilo amino-protec
tor, me produce el derivado tri-3,2',6'=N-acilado en el que
han sido acilados ires grupos 3-, 2'- y 6'-amino, en reali--
dad, en un mayor rendimiento que los derivados Neacilados de
otro modo, pero entonces no puede obtenerse realmente el de-~
rivado 3,6'~di-N-acilado (remitirse al Ejemplo 19 facilitado
més adelante). Bste hecho experimental sugiere que el catién

de zine muestra un comportamiento diferente de los de los ca
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tiones de los cuatro metales de %transicién particularmente ya
que el catién de zinc no forma complejos con el par de grupos
2'~gmino y 3'=~hidroxilo vecinales.

Como ejemplo adicional, cuando se hace reaccionar
a la kanamicina A con el catién de zinc seguido de la scila~
cidn con el grupo benciloxicarbonilo (remitirse a la férmula
(I) que precede), se observa el hecho de que se forma 3,6'-
di-N~benciloxicarbonilkanamicing A como producto de aeilacién
vrincipal en caso de proporcionar el catidén de zinc justamen
te en una cantidad que supere ligeramente 1 mol por mol de -
kanamicina A. En este caso, debe observarse gue esta reaccidn
de acilacién da lugar a la formacidn del derivado 1,3,6',3"-
tetra-N~benciloxlcarbonilo de la kanamicina 4 y a la forma——
¢ién de kanamicina A inicial, no acilada, simultdneamente en
cierto grado, pero realmente produce la formacidn del derivg
do tri-N-benciloxicarbonilo de la kanamicina A sélamente con
un bajo rendimiento, a pesar de gue la elucidacidén de Naga--
bhushan y otros del mecanismo de reaccién podria hacer espe~
rar que pudiera formarse el derivado tri-N-benciloxicarboni-
1o con un rendimiento mds elevado que los otros derivados --
N-acilados (remitirse al Ejemplo 7 facilitado més adelante).
En la deseripeidn y particularmente en la 42 reivindicacién
de la patente estadounidense n? 4.136.254, Nagabhushan y otres
han indicado al efecto que es necesario emplear una sal de -
un metel de transicidn divalente tal como el cobre (II), ni-
quel (II), cobalto (II), etc., en una cantidad total de por
lo menos 2 moles por mol de kanamicina A para la formacidén -
del complejo de sal de metal de transicién~kanamicina 4, se-
gln se verd por la férmuls (I) facilitada anteriormente. Nueg

tro experimento ha revelado que, en contraste con los cuatro
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cationes de metal de transicién, el catidn de zinc es capaz
de lograr el efecto de bloguso del grupo 1-amino y 3"-amino
de laz kanamicina A cuzndo se emplea el catién de zinc en una
cantidad total de por lo menos 1 mol por mol de kanamicina -
5. A. De'acuerdo con nuestro ensayo, ée ha descubierto que cuan
do se hace reaccionar a la sal de zinc en una cantidad que -
rebase ligeramente 1 mol por 1 mol de kanemicina A seguido -
de la acilacién del complejo de sal de niquel-kanamicinéfA -
resultante con el grupo benciloxicarbonilo, se obtiene s$la-
10, mente en un rendimiento muy bajo 3,6'-di-N-benciloxicarbonil
kenamicina A que podria obtenerse con un rendimiento impor--
tante cuando se acila el complejo de sal de zine-kanamicira
4 (véase el Zjemplo ?&acilitado nds adelante). A la visty de
los hechos mencionados anteriormente, se concluye que el ‘ca-
15+ tién de zinc (II) muestra un mecanismo de formacidén de com--
plejos con un aminoglicdsido que es diferente del mecanismo
formador de complejos del catién de niquel (II), cobalto (IT),
cobre (II) y cadmio (II), y que el complejo de catidén de zinc-
aminogliedsido tiene una estabilidad de formacidén de comple-
20. jos que es diferente de la del complejo del aminoglicdsido -
con el catién de niguel (II), cobalto (II), cobre (II) § --
cadmio (II). Para acomplejar el catién de zinc con el anti--
bidtico aminoglicosidico, el catidén de zinc puede suministrar
ge bajo la forma'de una sal de zine que es ventajosamente po
25« co costosa y poco probable de constituir una fuente de contg
minacién para el medio ambiente.

DESCRIPCION DETALLADA DE T4 INVENCION

En consecuencia, nosotros, los presentes invento--
res, hemos descubierto que cuando se hace reaccionar al ca-—

30, tidn de zinc en un disolvente orgénico inerte con un antibid
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tico aminoglicosidico que contenga una mitad de desoxiestrep
tamina que tenga un grupo 3-aminoglicosilo ¢ 3-alquilamino--
glicosilo enlazado con el grupo 6-hidroxilo de 1qﬁitdd de de
soxiestreptamina y teniendo posiblemente un grupo aminoglico
silo enlazado con el grupo 4-hidroxilo de lg mitad de deso--
xiestreptamina, el catidn de zinc es acomplejado y bloqueado
con pares amino-hidroxilo situados en determinadas posicio--
nes gue pueden variar dependiendo de la naturaleza del anfi-
bidtico aminoglicosfdico; y que cuando se hace reaccionar al
complejo de catidn de zinc-antibidtico aminoglicosfdico asf
formado con un reactivo de acilacidn que tenga un grupovaci—
lo, que es usado convencionalmente para la introduccidn de -
un grupo amino-protector en la sintesis de los polipéptidos,
egte reactivo de acilacidén acile al menos uno de tales griu--
pos amino en el antibiético aminoglicosfdico que no son acom
plejados con el mismo y por tanto no blogueados por el catidn
de zine, por lo que el grupo amino asf acilado queda protegi
do; y también que cuando se trata el producto de acilacién -
resultante (es decir el complejo de catién de zinc-antibidti
co aminoglisf{dico que tiene uno o mds grupos amino acila-
dos) con vn reactivo apropizdo que retire el catién de zine
de dicho producto de acilacién, se destruye el complejo de -
zine, dando un derivado N-acilado, selectivamenté protegido,
del antibiético aminoglicos{dico cuyo grupo o grupos amino -
no acomple jados inicialmente de zinc han sido protegidos se-
lectivamente con el grupo acilo.

De acuerdo con un primer aspecto de esta invencién,
se proporciona, por consiguicnte, un proceso para la produc-
cidn de un derivado N-protegido, selectivamente acilado, de

un entibiético aminoglicosfdico, comprendiendo este antibid-
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tico aminoglicosfidico una mitad de desoxiestreptamina que «-
tiene un grupo 3-aminoglicosilo é 3-alguilaminoglicosilo en-
lazado con el grupo 6-hidroxilo de la mitad de desoxiestrep-
tamina, y teniendo el derivado N-protegido, selectivamente -
acilado, alguno de sus grupos selectivamente protegido con ~
un grupo acilo, gque comprende los pasos consigtentes en:

(a) hacer reaccionar a un reactivo de acilacidn —-
que tiene un grupo acilo a introducir como grupo aminoup¢¢~-
tector, con un complejo de catidn de zinc-antibidtico amino-
glicos{dico gque haya sido formado por reaccién del antiviéti
co aminoglicos{dico con una sal de zinc en un disolvente or-
génico inerte, para producir un complejo de cationes de zine
con el derivado N-acilado selectivamente del antibidtico ami
noglicos{dico que tenga acilados los grupos amino inicialmen
te no azcomplejados.

(b) y hacer reaccionar al complejo de cationes de
zine con el derivado N-acilado selectivamente del entibidti-
co aminoglicosfdico, con un reactivo gue retire los cationes
de zinc de dicho complejo, pers producir el derivado N~proie
gido, selectivamente acilado, desdado del antibidtico amino-
glicosidico.

. El proceso de acuerdo con este primer aspecto de -
la invencidn es Util para preparar tal derivado N-protegido,
selectivamente acilado, de un antibidtico aminoglicosfdico -
acilando algunos de los grupos amino gque no sean los grupos
1~ ¥y 3"-amino del antibiético aminoglicosidico de partida, y
tal defivado N-protegido selectivamente es Util en la sinte-
sis quimicg de los derivados 1-N-aminoacilados de los anti--
bibéticos aminoglicosidicos tales como las kanamicinas, inclui

da la amikacina ("Journal of Antibiotics" 25, 695-708 (1972))

N
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que ha demostrado ser en los Ultimos afios una eficaz droga -
antibacteriana. Egtos derivados 1-N-aminoacilados de los an-
tibidticos aminoglicosf{dicos incluyen loa derivados de una -
extensa gama de aminoglicdésidos tales como la kanamicina 4,

kanamicina B, kanamicina C, gentamicinas, sigomicina y otros
asi como varios desoxi-derivados de los mismos, pero todos -
ellos son comunes por el hecho de que su grupo 1-amino es --
acilado con un grupo X-hidroxi-w -aminoalecanoilo (véase las

petentes estadounidenses Nos 3.781.268, 3.939.143, 3,940,382
¥y 44001.208). Mediante esta 1-N-aminoacilacidn, se da a los

antibidticos aminoglicosidicos uns actividad antibacterians

contra tales bacterias resistentes para las que no son acti-
vos los antibidticos aminoglicosidicos de partida, y también
se da a los antibidticos aminoglicosidicos una actividad an-
tibacteriana mejorada contra una mds amplia variedad de ce--
pas de bacterias, en comparacién con los antibiéticos amino-
glicos{dicos de partida.

Vamos a describir seguidsmente de une forme mds —-
completa el modo de llevar a la prictica el proceso del pri-
mer aspecto de la invencidn.

El antibidtico aminoglicosidico que ha de reaccio-
nar con el catidn de zinc para formar el complejo de zinc ~-
(que puede llamarse también sal compleja de zinc) de acuerdo
con esta invencidn incluye: los entibidéticos aminoglicosfdi-
cos que comprenden unz mitad de desoxisstreptamina cuyo gru-
po b-hidroxilo estd sustituido por un grupo 3~aminoglicosilo
6 3=alquilamino-glicosilo y cuyo grupo 4-hidroxilo puede ser
sustituido ocasionalmente por un grupo aminoglicosilo. Més -
particularmente, el antibidético aminoglicosidico disponible

en esta invencidn para la formacién del complejo de catidn
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de zinc puede ser definido como aguel que comprende 6=0-(3"-
amino- ¢ 3”—alquilamino—3"~desoxiglicosil)~2-desoxiestrep%§
mina tenien&o opcionalmenté un grupo 4~O-(émino~glicosilo).
Iguszlmente, el antibiético aminoglicosfdico puede ser un - -
1=-N-glquilaminoglicésido, como la netilmicina. Como ejem@los
de los antibidticos aminoglicosidicos de la clase diquniblé
en esta invencldn, puede citarse los antibidticos del gruo
de le kanemieina A incluyendo la misma kanemicina A, 6oN-gl-
quilkznamicing A, particularmente la 6'-N-met;1kanamiciﬁa A,
3'-desoxikanamicina A, 6'-N-metil-3'-desoxikanamicine 4, 4'~
desoxikanamicing 4, 6'=Ne-metil-4'~desoxikanamicinag A, 3',4'=
didesoxikanamicine A (véase la solicitud de patente japonesa
a8 11402/79) y 6"-desoxi~ & 4",6M-didesoxikanamicing A (véa
ge 1la solicitud de patente japonesa n® 54,733/79); entibiéti
cos del grupo de la kanamicina B inclﬁyendo la misma kahaﬁi-
cina B, 3'~desoxikanamicina B (es decir la tobramicinz), 4'-
desoxikenamicing B, 3',4'-dideéoxikanamicina B (es decir di-
bekacina), 3',4'-didesoxi-3'-eno-kenamicina B, 6'-N-metil-
3',4'wdidesoxi-kanamicina Bj antibiéticos del grupo de la ka
namicina C incluyendo la misma kenamicina G, 3'~desoxikanami
cina70. 3',4'~didesoxikanamicina C; gentamicinas A, By C; -
verdamicina; sisomicina y netilmicina (eé decir, 1~N-etilsi-
somicina) asf{ como los otros aminoglicésidos conocidos. Natu
“ralmente, el proceso del primer aspecto de la invencidn es
aplicable no sélamente a cualquier nuevo antibiético amino=-
glicosfdico que no sea conocido hasta la presente y sea des-
cubierto en el futuro, sino tembién a los nuevos derivados -
de antibibticos aminoglicosidicos semi-gintéticos que sean -
producidos en el futuro por transformacibn quimica de anbiem

biéticos aminoglicos{dicos conocidos.
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Bjemplos tfpicos de los antibidticos aminoglicos{-
dicos, a los que es aplicable la presente invencién, inclu-
yen la kanamicina A, kenamiocina B, kanamicina C; y desoxi-de
rivados de estas kanamicinas asf como sus derivados 6'~-N-al-

5; quilo todos 1los cusles eatdn representados por la siguienté
Pérmula general (III):

6!
4
R"-CH,
10, o
15.
(1II)
20,

en la que 31 es un grupo hidroxilo o grupo amino, R® g R3 -

gon cada uno tm dtomo de hidrégeno o grupo hidroxile, y gt -

es un grupo hidroxilo o grupo amine o un grupo alquilamino -

que contengs un alguilo de 1-4 4tomos de carbono, particular
25 mente un grupo metilamino.

Con el fin de formar el complejo de catién de zinec-
antibiético aminoglicosfdico por reaceién del antibidético --
aminoglicosidico con el catién de zinc de acuerdo con la in-
vencién, se puede disolver o suspender un antibiético amino-

30. gliocosidico particular, ya sea bajo la forma de base libre o
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bien bajo la formz de una sal de adicidén deida de la misma,
en un disolvente orginico apropiado o un disolvente orgénico
acwoso, y afiadir a la solucidn o suspensidn resultante una -
gel de zinc apropiada em una centidaed de por lo menos 1 mol
por mol del antibidtico aminoglicosfdico empleado. Puede em-
plearse con tal fin cualquier disolvente orgénico corriente,
con tal que el complejo de zinc formado despuds de la adicidn
de 1la sal de zinc seg por l¢ menos parcialmente soluble en -
él. No obstante, deberia evitarse preferiblemente el uso de
un gran volumen de un disolvente orgénico polar y partisulsr
menfe de mayor volumen de agua, porgue la presencia del dim—
solvente orgdnico polar y del agua es probable que reduzes ~-
la estabilidad del complejo de catidn de zinc-antibidtico --
aminoglicosidico resultante formado, por lo que la reacéidén
de acilacién subsiguiente para la introduccién del grupo ami
no-protector es probable que 46 un resultado poco satisfacto
rio.

Asf, es deseable usar un disolvente orgénico de al
to poder disolvente tal como dimetil-sulféxido para el disol
vente en que ha de formarse el complejo de zine, pero es fac
tible emplear dimetilsulféxido acuoso, dimetilformamida, di-
metilformamida acuosa, una mezcla de dimetilformamida y dime
tilsulféxido, tetrahidrofureno, tetrshidrofurano actioso, e —
incluso un alcanol inferior tal como metanol, etancl y meta-
nol acuoso.

El catién de zino puede ser suministrado bajo la -
forma de una sal de zinc al sistema de reaccidn donde se ha
de formar el complejo de zine. Puede usarse para el fin de -
ls presente invencidn cuaslquier sal de zinc que sea formada

por reamccién del catién de zine con un dcido orgénico o inor
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génico ordinario. No obstante, en general es deseable emplear
ung sal de zine de un deido débil, tal como acetato de zine,
ya que es usual que entre los complejos metélicos que contie
nen el grupo amino, un complejo de grupo amino no cuaterng--
rio con una sal metflica sea més estable gque un complejo de
una amina del tipo amonio con una sal metdlica, y que el uso
de la sal de zinc de un 4eido débil no conduce normalmente a
la formacién del complejo de metal relativemente inegtghle -
que contiene la amina del tipo amonio. Cuando se emplee una
gal de zinc de un dcido fuerte, por ejemplo cloruro de zine,
puede formarse también el complejo de zine deseado, perv.es
preferido afladir una sal débilmente alealina, tal como acstg
to de sodio, ademds de la sal de zinc, para la neutralizacién
del medio. De un modo similar, es deseable afiadir una canti-~
dad de acetato de sodio o hidréxido de sodio como agente neu
tralizante cuando se usa el antibidtico aminoglicosfdico de
pertida bajo la forma de su sal de adicién 4cida con un dci-
do fuerte tal como dcido clorhfdrico. No obstante, en este -
caso, hay que tener cuidado para evitar el uso de una canti-
dad innecesariagmente excesiva del agente neutralizante, pues
de otro modo se precipitarfa hidrdxido de zinc perturbando =
la formacidn del complejo; Por ejemplo, cuando se usa un te-
traclorhidruro de antibidtico aminoglicosidico para la forma
cién de complejos, deberia afiadirse preferiblemente 4 moles
de hidréxido de sodio para neutralizar la megzcla de reaccién.
Con tal que la cantidad molar total de sal de zine
usada sea por lo menos igual a la cantidad moler del antibid
tico aminoglicosfdico, puede progresar la reaccidén formadora
de complejos. No obatante, es preferible ugar la sal de zinc

en ung cantidad de sustancialmente mis de 1 mol por mol del
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- antibiético aminoglicosidico, de tal ‘modq gue el equilibrio

de la reaccién de formacién de complejos se desplace a favor
de 1a formacién dei complejo. Se puede obtener un rendimien-
to favorable del complejo de zinc cuando se usa lg sal de --
zinc en una .oan'bidad de a.proximédamente 2,3~6 moles por mol
del aminoglicésido, pero en la practica es mis preferidble ~-
usar la sal de zinc en una cantidad de 4-~5 moles por mol del
aminoglicésido. El tiempo necesario para le reaccién compie—
ta de formacién de complejos despuéds de la adicién de la sal:
de zinc puede Variér dependiendo de 1a naturaleza del diasl-
vente orgénico usado, y puede estar comprendido dentro de la
gama que incluye “instanténeamente® (cuando se usz disolvsn-
te orginico a,cuosé) ¥ 20 horas. La reaccidn de formaciba de
complejos puede progresar normalmente a temperatura ambiente,
pero puede efectuarse calentamiegto o enfriamiento.

De este modo, se prepars wma solucidén o suspensién
que contiene el complejo de zinc del antibidtico aminoglico-
sidico, a la que se afiade después un reactivo de acilacién -
que tiene un grupo acilo a introducir como el grupo eminb-prg_
tector.

El reactivo de .acilacién empleado de acuerdo con ~

esta invencidqi;uede ser un reactivo amino-protector usual, y

égte es usado para asegurar que los grupos amino likres no -

acomplejados del complejo de catién de zinc~antibvidtico ami-
noglicoafdico resultante sean acilados y blogueados con el -

grupo acilo del reactive de acilacién. El grupo acilo puede
ger un grupo alcanoilo, un grupo aroilo, un grupo alcoxicar-

bonile, un grupo aralquiloxicarbonilo, un grupo ariloxicarbo
nilo, un grupo alquilsulfonilo, un grupo aralquilsulfonilo o

un grupo arilsulfonilo todos los cuales son el grupo amino-
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protector eonvencional. El reactivo de acilacién disponible
para este Iin puede ser un fcido carboxilico de la férmula -
general siguiente (IV):
R7CO0H (Iva)
en la que R es hidrégeno, un grupo alquile, partioularmente
m grupo alquilo de 1-6 &tomos de carbono, un grupo arilo, -
particularmente fenilo, o un grupo aralquilo, eapecial;piei;te
bencilo, y siendo estos grupos ocasionalmente sustituid;e de
forma adicional, o un halogenuro de §cido, un anhidrido de -
doido o un éster activo de dicho Acido carboxflico (IVajj o
un cloroformato de la sigulente férmuls general (IVb):"i'
R70-00~C1 ()
0 un carbonato de p-nitrofenilo de la sigﬁienie rérmula{éeng
ral (IVe)s | -
'~ B%0-00-0-OgHgp-N0, (Ive)
o éater activo dé N-hidroxisuccinimida de la siguiente férmu
la (IVa): A 0

R20-C0-0-N (Iva)
o un agidoformato de la siguiente férmula (IVe):
n"'o-co~n3 (Ive)
donde B’ es tal como ha sido definido mds arriba; o un foido
sulfénico de la sigulente Pérmula gensral (IVE):

- 2o, (ve)
donde 36 es un hidrégeno, wn grupo alquilo,'especialmente un

grupo alquilo de 1-6 4tomos de carbono, un grupo arilo, par-
ticularmente fenllo, o un grupo aralquilo, especialmente un

grupo Tenilalquilo tal como bencilo, y estos grupoas pueden -
ser ocasionalmente sustituidos de forma adicional, o un halg.
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genuro de &cido, anhidrido de 4cido o éster activo de dicho
4dcido sulfénico. En consecuencia, es evidente que la reaccidn
de acilacidén para la proteccidén de los grupos amino de acuer
do con esta invencidn es una acilacidén de un amplio signifi-
cado, incluyendo, por ejemplo, 1# formilacién, acetilacidn,
propionilacidn, trifluoroacetilacién, benciloxicarbonilacidn,
p~metoxibenciloxicarbonilacién, t-butoxicarbonilacién, <feno-
xicarbonilacién, tosilacién, mesilacidn y otras equivaientes.
Bjemplos particulares del reactivo de acilacidn --
digponible incluyen el acetoxiformilo, formato de p-nitrnfe~
nilo, anhfdrido acético, cloruro acético, anhidrico propién;
co, éster de p-nitrofencl de &ecido trifluoroacético, éster -
de deido trifluoroacético, N-beneiloxicarbeniloxisuceinimida
(un éster activo representativo), N-beneiloxicarbonilozitté—
iimida. cloruro de benciloxicarbonilo, p-matoxihanciloxi&ar-
boniloxi-p-nitrofenilo, t-butoxicarbonilazida, cloruro de fe
noxiearbonilo, cloruro dé tosilo, cloruro de mesilo y otros.
El reactivo de acilacién, bien como tal o bien co-
mo solucién en un disolvente tal como tetrahidrofuranc y di=
metilsulféxido o en una mezcla de estos disolventes, puede -
ser afiadido a le solucidén o suspensién que contiene el com--
plejo de zinc-antibiético aminoglicosfdico. Lgbantided molar
del reactivo de acilacién afiadido puede ser usualmente igual
a/0 un poco superior al nfmero de los grupos amino no acom--
piejados con los que ha de reaccionar el reactivo de acilge-
cién. En dgunos casos, no obstante, la cantidad molar del --
reactivo de acilacidn afiadido puede llegar haste una canti—~
dad molar aproximadamente 3 veces superior gue ellndmero de
los grupos amino no acomplejados. El reactivo de acilacién -

puede ser afiadido ya sea de una vez o bien en porciones len-
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tamente en el curso de una duracién de 2-3 horas, aungue pue
de afiadirse ususlmente durante un tiempo de 30 minutos a 1 =
hora., La acilacién puede ser conducida a tma temperatura de
~202C a 1002C pero puede efectuarse normalmente a una tempe-
ratﬁra compéendida entre 02C y la temperatura ambiente. En -
ciertos casos, la temperatﬁra de reaccién puede mantenerse -
baja al tiempo de adicidén del reactivo de acilacidn y ser ~-
elevada después graduslmente segin avenza la acilaoién.<N6r-
malmente, la reaccidén de acilacién puede ser efectuada in si
tu en el disolvente orgdnico en que se formé el complejo de
catién de zinc-antibidtico aminoglicoefdico. Esta acilacién
del complejo de zine produce el complejo de zinc N~aciladsn,
e decir el complejo de cationes de zinc con el derivado.de
antibidtico aminoglicosidico N-acilado selectivamente,: -

De acuerdo con el proceso del primer aspecto de la
invencidén, el paso de la acilacién del complejo de catidn de
zinc-antibiético amino~glicosidico va seguido por el paso de
retirada del catidn de zinc del complejo de zinc Neacilado =
(a saber, ls destruccidén del complejo de gzine) para dar el -
derivado N-acilado selectivamente protegido del antibidtico
aminoglicosidico que estd libre de cationes de zinec.

Para retirar el catidn de zinc del complejo de zino
N-ascilado, es necesario tratar el complejo de zinc N~acilado
con un reactivo apropiado que retire el catidn de zine de di
cho complejo de zinc N-acilado. Para tal fin, se dispone de
muchos métodos. El primer método consiste en hacer reaccio-
nar a un agente precipitador de zine, que es capaz de conver
tir el catidn de zinc en un compuesto de zinc insoluble en -
el agua tal como sulfuro de zine, hidréxido de zinc o carbona

to de zinc mientras que el complejo de zinc N-acilado perma-
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nece todavia disuelto en la mezela de la reaccidén de acila~—-
cién donde ha sido aeilado el complejo de catidn de zinc-an-
tibiético aminoglicosfdico, o es transferida después a una -
nuevs solucidn en-uh nuevo volumen de un disolvente orgénico
procedente de dicha mezela de la reaccién de acilacién.

El agente precipitador del zinc disponible en el -
primer método incluye el sulfuro de hidrégeno, un sulfuro de
metal alegline tal como sulfuro de sedio, sulfuro de amonio,
un sulfuro de metal glcalinotérreo tal como sulfuro de tale-
cio y un carbonato de metal alcaline tal como carbongtc .ds -
sodio o hidréxido de amonio. En algunos casos, le retirada -
de los catidneu de zinc del complejo de zine N~acilado pugde
ser efectuada simplemente por adicién de agua. De acterdo --
con este primer método, le adicidn del agente piecipitadpg -
del zine g la solucidn del complejo de zinc N-acilado produ-
ce una precipitacién comparativamente répida del compuesto -
de zinc insoluble formado a partir de los cationes de zine,
¥ el precipitado puede ser retirado por filtracién. El deri-
vaedo del antibidético aminoglicosfdico Neacilado que permene=
cé entonces en la solucidn del filtrado puede ger recuperado
por concentracién de la solucién o por extraccién a partir -
de la solucién, y si es necesario pueds purificarse posterior
mente., Para la purificacién, por ejemplo, es itil la cromato
grafia de columna con gel de silice. Un segundo método con--

siste (i) en concentrar o concentrar hasta la sequedad por -

: evaporécién del disolvente o (ii) en diluir con un diluyente

1{quido la mezcla de la reaccidn de acilacién antes citada o
la nueva solucidn del complejo de zinc N-acilado transferido
al nuevo vlumen del disolvente orgdnico con el fin de dar un

depésito, concentrado o residuo oleoso o sbélido, seguido de
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la recuperacidn del derivado de antibidtico aminoglicésidico
N-acilado deseado a partir de dicho depdsito, concentrado o
regiduo de cualquier modo. El diluyente liquido disponible -
en este segundo métods es agus o un lfguido orginico en el -
que el complejo de zinc N-acilado como un todo o la mitad —-
del derivado de antibidtico aminoglicosf{dico N-acilado de di
cho complejo de zinc N-acilado no tenga solubilidad o éata -
geg baja.

De acuerdo con el segundo método antes citado, pri
mersmente se concentra o concentra a la sequedad la mesocla -
de 1la reaccidén de acilacién que contiene el complejo de gine
Neacilado (o la nueva solucién del complejo de zinc N-aocila-
do transferida a un disolvente orgénico) para dar un depdsi-
to o residuo sélido u oleomo. Cuando se'empled un disolvente
orgénico diffcilmente vaporizable tal como dimetilsulféxido
etc., como medio de reaccidén para la N-acilacidén del comple-
jo de zine, es posible que la mezcla de reaccidn de acilacidén
que contiene el complejo de zinc N-acilado esté mezclada con
un liguido orgémico diluyente tal como etiléter con el fin -
de que el medio disolvente orgénico diffcilmente vaporizable
se disuelva en (o diluya con) el diluyente, con lo gue se de
posita un sélido 0 un aceite que comprende el complejo de ~-
zine Ne~acllado a partir del mismo. De estos ﬁodos, ge obtie-
ne un depdsito o residuo oleoso o s6lido, que es normalmente
una mezcla compussta por (i) el complejo de zine Neacilado,
oy decly, el complejo de cationes de zinc con el derivado de
antibiético aminoglicos{dico Neacilado, (ii) el derivado de

antibiético aminoglicosfdico N-acilado liberado por destruc-
cidn de la asociacién formadora de complejos en una porecién

del comple jo de zine Ne~acilado debido a la ausencia sustan--



S

10.

15.

20,

25,

30.

23.

cial del medio disolvente orgénico, (iii) una cantidad de la
sal de zinc inorgénica formada por la degtruccién de la aso-
ciacidn formadora de compléjos en la porcidén del complejo de
zine N-acilado, (iv) una cantidad de la sal de zinc que fue
afiadids inicialmente como un exceso y que permanecié sin reag
cionar en la reaccién formadora de complejos, y posiblemente
(v) alguna cantidad residusl del disolvente organico eqpleas
do en las operaciones precedentes. f

El depésito o residuo oleoso o sélido antes citado
(1g mezela antes citada) puede ser tratado posteriormente ~-
por cualguiera de los procedimientos (a), (b) y (c) expues—-
tos mis adelante. A ‘

‘(a) Se mezcla el depdsito o residuo oleoso o s61i
do (la mezela antes citada) con agua o una clase de disolven
te érgénico polar, disolvente orginico polar acuoso o disol-
ventes orgénicos polares mezclados que sea(n) liquido(s) or-
génico(s) polar(es) que tienen por efecto destruir laAaBocig
cién formadors de complejos de los cationes de zinc en 6l ~-
complejo de zinc N-acilado presente en dicho depésito o resi
duo y en la que son solubles cantidades de la sal de zine 1i
berada e inicialmente presente sin reaccionar, pero el deri-

vado de antibidtico aminoglicosfdico Neacilado degeado es in

soluble. De este modo, se destruye el complejo de zine Neaci

lado para liberar del mismo los cationes de zine, c¢on el fin
de permitir la disolucién de los cationes de zinc y la extrag
cién de los mismos como la sal de zine con el agua 0 disole-
vente(s) orgénico(s) (acuosos) y dejar el drivado de antibif
tico aminoglicosidiéo N-acilado deseado como un residuo inso
luble a recuperar. Este residuo puede ser purificado 6pcio~-

nalmente por re-disolucién en un disolvente orgénico. El di-
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gsolvente orgénico polar disponible en este procedimiento (a)
inecluye, por ejemplo, metanol, etanol, amonfaco lfquido, et}_
laming y trietilamina. Estos disolventes orgénicos polares y
el agua sirven por consiguiente de reactivo retirador del ca
tién de gine.

(b) Alternativamente, se mezcla el depfaito o resi
duo oleoso o adlido (la mezcla sntes oitada) con otra clase
de disolvente orgdnico polar, en forma bien anhidra o bien -
acuosa, que tenga el efecto de destruir la asociamcidn forma=
dors de complejos de los cationes de zinc en el complejo .da
gince N-acilado presente em dicho depéasito o residuo y en-la
que no sea soluble la sal d¢ zinc liberada pero ses solubls
el derivado de antibiético aminoglicosidico N-acilado dsses-
do, por lo que se destruye el complejo de zinc N-acilado pa-
ra liberar del mismo el derivado de antibiético aminoglicosi
dico N-acilado y permitir su disolucién y extraceidén con di-
cho disolvente organico polar y por consiguiente su separa~—
cién de 1la sal de zinc que es liberada pero permanedsndo sin
disolver en dicho disolvente orgénico polar. De este modo, -
se recupera la solucién del derivado de antibiético aminogli
cosfdico N-acilado en el disolvente orgénico polar y, si se
desea, puede purificarse por ejemplo cromatogrificamente, se
guido de la concentracidén de la solucién purificada pera el
aiglamiento del producto N-acilado deseado.

(e¢) También alternativamente, el depésito o resi--
duo oleoso o aflido (la mezcla antes citada) tal como es ob-

tenido en el segundo método antes citado pusde disolverse w-
nuevamente como un todo en un disolvente orgénico apropiado
que contenga una proporcién de agua, si todo el depéasito o -

regiduc es soluble o sustanciglmente soluble en agua; La 80~
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lucién asf obtenida puede ser sometida despuds a un procedi-
miento de cromatografia durante el cusl puede recuperarse --
por separado la sal de zinc liberada y el derivado de anti--
biético aminoglicosidico N-acilade liberado a partir de la -
solucién. Hemos descubierto que para este procedimiento cro-
matogrifico son dtiles varias clases de resinas cambiadoras

de cationes, resinas cambiadoras de aniones, resinas cgmbla~-
doras de quelatos y polimeros superiores insolubles.enféi;-u
agua que contengan grupos funcionales capaces de combinarse

con un meial, tal como gquitina o quitosanc. Las calidades »-
disponibles de resina cambiadora de cationes para tel fin in
cluyen las que contienen grupos carboxilo (~COCH) como fiwye-
cioneg de intercambio, y las que contienen grupoé sulfonile

(—SOBH) como funciones de intercambio. Cuando se usa una .ra-
sina cambiadora de cationes que contenga funciones carhoxili
cas para el procedimiento cromatogréfico antes citado, se di
gsuelve el depdsito o residuc oleoso o s6lido antes citado»--
(la mezcla antes citada) en un disolvente orgénico acuoso --
éprOpiado. por ejamplo.'una mezcla de agua y metanol conte=-
niendo opcionalmente de 10 a 90% en volumen de agua o una =-
mezcla de agua y dioxano conteniendo opcionalmente de 10 a -
90% en volumen de agua, ¥y la solucidn resultante es cargada

dsnxio de una columma de dicha resine cambiadora de cationes,
La columna es lavada posteriormente con otra cantidad del ai
solvente orginico acuosc antes citado, seguido del revelado

usando como eluyente una cantidad del disolvente orginico =-
acuoso antes mencionado que contiene ademés une cantidad de

un 4cido o una base, Como este 4cido puede usarse un 4eido -
orgénico débil tal como 4cido aeético, o un 4eido inorgénico
diluido tal como écido clorhidrico diluido. Como base puede
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usarse hidréxido de amonio para la mayoria de los casos. La
concentracién del dcido o base en el disolvente de revelado
(el eluyente) puede ser convenientemente de 0,01 a 5% en pe=
so del disolvente de revelado. El derivado de antibiftico =-
aminoglicosfdico N-acilado deseado puede ser separado de los
cationes de zine acomplejantes durante el proceso del revela
do, porque la resina cambiadora de cationes ugads ejerce di-
ferentes afinidades de adsorcién conira el aminoglicdsido =-
N-acilado deseado y los cationes de zinc por lo que la :ﬁef?
zs del primerc a asociar con la resing ew diferente de 15 —-
fuerza del segundo a asociar con la resina. De eate modo,'gl
eluado puede recogerse en fracolones para dar fracciones que
contienen el aminoglicésido N-acilado deseado libre de lg =-
sal de zinc, que puede ger concentrada entonces para dar el
derivado N-acilado del antibiético aminoglicosidico deseado.
Cuando se usa una resina cambiadora de cationﬁa -
gque contenga funciones sulfonilo para el procedimiento cromg
tografico antes citado, puede efectuarse la separacién y re-
cuperacién del derivado de antibidtico aminoglicosfdico N-aci
lado deseado del mismo modo que en el caso anterior, porque
se presenta enteramente el mismo mecaniemo en ls separscién
del aminoglicésido Ne-acilado a partir de los cationes de zine
acomple jantes. Por otra parte, cuando se usa tna resina cam-
biadora de aniones débil o fuertemente bésica para el proce-
dimiento cromatogréfico, la poreidn del aminoglicédsido N-aci
lado del complejo de zinc N-acilado que contiene uno o més -
grupo(s) amino mo acilados no sers normalmente adsorbida por
la resine cambiadora de aniones débil o fuertemente bisica de
bido a la repelencia iénica entre ellas, por lo que el reve-

lado de la columne de resina cambiadora de aniones con un di
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solvente orgénico acuoso apropisdo permite que sea eluido el
derivado de antibitico aminoglicosidico N-ascilado de la co-
lumna mientras que los cationes de zinc permanecen en la co-
lumna. |

Cuando se conduce el procedimiento cromatogrifico
usando una resina cambiadora de quelatos que sea copaz de =~
combinarse con cationes de zinc por la habilidad queladora =
de los metales de esia resina, se carga una solucién del de~
pésito o residuo oleoso o sélido antes citado (la mezcla en-
tos citada) en un disolvente orgénico atuogso en una columma
de la resina cambiadors de quelatos, que es posteriormente ~
revelada con un disolvente de revelado apropiado para permi-
tir que el aminoglicdsido N-acilado deseado sea eluido prefe
rencialmente a partir de la columna, mientras que los catio-
nes de zinc permanecen ligados en la resina cambiadora de —-
guelatos. El polimero superior insoluble en el agua que con-
tiene las funciones capaces de combinarse con un metal, por
ejemplo, la gquitina y el quitosano, puede ser empleado del -
mismo modo que cuande se usa la resina cambiadora de guela=-
toa.

(a) Iguelmente, es posibie un tercer método, en el
gque la mezcla de la reaccién de acilacidén antes citada donde
ge condujo la acilacidn del complejo de zinc para la protec-
cién de los grupos amino es cargada directamente en una co=-
luma de una resina cambiadora de cationes o de aniones, re-
sina cambiadora de quelatos, o un polimero superior ingoli-m
ble en el agua que contenga las funciones combinadoras de me
tales, de tal modo que el complejofdé zinc N-acilado sea ad-
gorbido por la resing o polimero superior. La columna puede

ser lavada posteriormente con un disolvente orgénico acuoso,
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si es necesario, y puede ser revelada despuds con un disol--
vente orgénico acuoso que contenga 6 no un 4cido o una hase
como se ha mencionado en el procedimiento anterior (o), se-—
guido de operaciones similares a las del procedimiento (o),
con lo que se consigue la retirmda de los cationes de ginc a
partir del complejo de zinc N~-acilado asi como la recupera=-
cién del derivado de antibiético aminoglicosfdico N-acilado
deseado. :
(e) Igzualmente, es también posible un cuarto méto-
do para la recuperacién del derivado de antibiético aminogli
cosidico N-acilado deseado, método en el que se trata inme--
diatamente la mezcla de reaccién de acilacién antes citada -
gue contiene el complejo de zinc Ne-acilado con agua por hez-
ola con el agua, en cago de que el derivedo mismo del anti—-
biético aminoglicosfdico N~acilado deseado éea insoluh197lo
pricticamente insoluble en el agua. Puede mencionarse la - -
3,2',6'=tri~N~benciloxicarbonildibekacina como ejemplo dal -
derivado de antibiético aminoglicosfdico N-acilado que es —-
prédcticamente insoluble en el agua; En este caso, cuando la
mezcla de reaccién de acilacidn que contiene el complejo de
zine N-acilado comprendiendo un derivade de aminoglicdsido ~
N-acilado sustancialmente insoluble en el agua es mezclada -
inmediatamente con agua, se rompe la asociacién acomplejante
del zine en el complejo de zinc N-acilado para permitir la -
precipitacién del derivado de aminoglicésido N-acilado inso-

luble en el agua como un sdlido, mientras que la sal de zine
formada a partir de los cationes de zinec liberados permanece

en solucidn, con lo gue pusde recuperarse el derivado del an
tibiético aminoglicos{dico Ne-acilado deseado como un produce

to sustancialmente puro por separado de la sal de zinc.
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Como se ha indicado anteriormente, la N~acilacién,
a saber la resccién amino-protectora es conducida con el com
plejo de zino del antibiético aminoglicosfdico de acuerdo ==
con el proceso del primer aspecto de la invenoidn, y el com-
plejo de ocatlones de zine con el derivado de aminogliecédsido
mono=, gi-, tri- o poli-N-acilado as{ formado es aquel en el -
que los cationes de zinc usados son complejos asoclados con
1la estructura del derivado de aminoglicdsido Ne-acilado. Por
consiguiente, cuando el derivado de aminoglicésido N-acilado

deseado es insoluble o escasamente soluble en agua, ung sime-

ple operacidén de mezcla del agua con la mezcla de reaccién -

de acilacién que contiene el complejo de zinc N-acila&o hace
que se precipite el derivado de aminogliedsido N-acilado in-
soluble en el agua como un sélido mientras gque los cationes
de zinc liberados son retirados de la mismg por disolucién -
en el agua (como en el caso del cuarto método descrito sm el
pérrafo precedente (e)). El precipitado insoluble en el sgua
asf obtenido puede ser empleado inmediatamente como un mate-
riel inicial para reacciones subsiguientes para la produceidn
gsemigintética de un producto final dessado. Mis genéricamen-
te, no obstante, el mismo derivado del antibidtico aminogli-
cosfdico N-acllado es con frecuencia soluble en agua 0 pare-
cialmente soluble en agua, y por consiguiente el derivado de
aminoglicésido N-acilado deseado puede ser recuperado solg--
mente en un rendimiento considerablemente més reducido si se
adopte el sencillo itratamiento consistente en mezclar agna ~
inmediatamente con la mezcla de la reaccién de acilacidn, —-
Por eastas razones, puede obtenerse un mejor resultado cuando
gse aplica uno cualquiera de los procedimientos antes mencio-

nadoes (b) y (c¢) en el que el complejo de zinec N~acilado (es
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decir, el complejo de cationes de zinc con el derivado del -
antibiético aminoglicosfdico N-acilado formado a partir de -
la reaccién de N-acilacidén) es separado primeramente de lg -
mezols de la reaccidn de abilaciGn, después de lo cual se di
suelve el complejo de zinc N-acilado, asi - separado, en agua
0 en un disolvente orgdnico acuoso y la solucién resultante
es posteriormente tratada para retirar de ella los cationes
de zinc. Mientras tanto, uno de los métodos sencillos para -
retirar los cationes de zinc que son generaslmente obvioslés
aquel en el que se hace reaccionar sulfuro de hidrégeno ¢ un
sulfuro alcalino como agente de preeipitacién con cationes -
de zine para precipitar estos Yltimos como sulfuro de zine -
(como un modo del primer método expuesto en el pérrafo ante-
rior (a)). No obstante, el sulfuro de zinc se precipita fre-
cuentemente como un depdsito coloidal que es dificil de sops
rar por filtracién, y ademés, el sulfuro de hidfégeno y w -
sulfuro alealino tienen un olor objetable y no son apropia--
dos para ser usados en la realizacién comercial del proceso.
As{, hemos reasliz-ado una profunda investigacién em un inten
to para proporcionar un método prictico de retirar los catip
nes de zinc del complejo de zinc sin apoyarse en el uso de -
un sulfuro, y hemos logrado desarrollar ghora los métodos f£§
ciles y eficientes para retirar los cationes de zine usando
las resinagtambiadoras antes citadas u otro material pol{me-
ro (como en el caso de los procedimientos (¢) y (4)). Estos
procedimientos (¢) y (d) son comercialmemte mucho més venta~
Jjosos y valiosos ya que son ficiles de poner en préctica, ~-
dan una alta eficiencia de separacién de los cationes de zine
¥y proporcionan un alto rendimiento del derivado de antibidti
co aminoglicosfdico N-acilado deseado.
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Degpués de todo, los diversos métodos y procedimien
tos antes descritos paré el tratamientordel complejo de zinc
N-zeilado con el reactivo retirador de los cationes de zine
pueden resumirse como sigue:

(1) El complejo de cationes de zinc con el deriva-
do del antibidtico aminoglicosidico Negcilado selectivamente
es separado una vez de la mezcla de la reaccién de acilacién
antes de hacerle regccionar con un reactivo de retirada de -
los cationes de zing de este complejo. '

(11) E1 complejo de cationes de zino con el deriva
do del antibvidtico aminoglicosf{dico N-acilado selectivamente
es geparado de la mezcla de la reaccién de amcilacién por ex-
traccién con un disolvente orginico, por evaporacién del me-
dio disolvente orgénico a partir de la mezcla de la reaccidn
de acilacién o por dilucidn de la mezcla de la reaccién dc -
acilacidn con un digolvente orgénico diluyente, antes ds ka-
cerle reaccionar con un reactivo de retirada de los cationes
de zinec.

(1ii) Bl complejo de cationes de zinc con el deri~
vado del antibiético aminoglicosidico N-acilado seleétivameg
te una vez separado es mezclado con agua o tn disolvente or-
génico polar, ya sea anhidro o bien acuoso, que sirve de reag
tivo retirador de los cationes de zinc. Bste disolvente orgd

niéo polar puede ser aquel en el que e3 soluble la sal de ~--

~zinc pero en el que es insoluble el derivado del amtibiético

eminoglicosfdico N-acilado, o bien aquel en el que es insolu
ble la sal de zine pero en el que es soluble el derivado del
antividtico aminoglicosf{dico Neacilado.

(iv) El complejo de cationes de zinc con el deriva
do del antibiético aminoglicosf{dico N-acilado una vez separg
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do ea de nuevo disuelto enteramente en un disolvente orgéni-
co que contiene una proporcidn de agum, y la solucién resul-
tante es sometida a un procedimiento cromatogrifico, usando
una resina cambiadora de cationes, una resing cambiadora de
aniones, una resina cambiadora de quelatos o un polimero in-
soluble en el agua que contenga grupos funcionesles capaces -
de combinarge con un metal, que sirva de reactivoe retirador
de los cationes de zinc.

(v) La mezcla de la reaccién de acilacién es pasa-

da directamente a través de una colums de una resins camblg

dora de cationes, una resina cambiadora de aniones, resina - -

cambiadors de quelatos o un polimero insoluble en el agua —-
que contenga las funciones combinadoras de metales pera la -
adsorcién del complejo de cationes de zinc con el derivado -
del antibidtico aminoglicos{dico N-acilado, y la columna es
revelada posteriormente con un disolvente orgénico acuoso --
que contenga 0 no una cantidad de 4cido o base, y el eluado
es recogido en fraceiones, seguldo de la recuperacién de las
fracoiones que contienen el derivado del antidiético amino--
glicosidico N-acilado selectivamente, deseado pero no conte-
niendo cationes de zinc,

(vi) Cuando el derivado del antibidtico aminoglicg
sfdico N~acilado, deseado es insoluble o sustancislmente ine
soluble en el agua, la mezcla de la reaccién de acilacidn es
mezclada inmediatamente con agua, de tal modo que dicho deri
vado se precipite por separado de la sal de zino que permane

ce disuelta en el agusa.
(vii) La mezcla de la reaccidén de acilacién es tra

tada inmedistamente con sulfuro de hidrégeno, un sulfuroe de
metal alcalino o sulfuro de metal alcalino-térreo que preci-
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pita los cationes de zinc como sulfuro de zine, o con hidrd
xido de =amonio que precipita los cationes de zinc como hiw--
dréxido de zine.

En el complejo de zinc utilizado en el proceso del
primer aspecto de la invencidn, los cetiones de zine son —-
acomplejadds principalmente con grupos 1-amino y 3"-amino -
del antibidtico aminoglicosidico, y por consiguiente la N-
acilacién del complejo de cationes de zinc-antibidtico ami-
noglicosfdico segwida de la retirada de los cabtiones de zine
del mismo da normslmente el derivado del antibi&tico anmino-
glicosidico N~acilado en el que los grupos amino y/o alqui;
lamino distintos de los grupos 1-amino y 3"-amino esténzppg
tegldos por el grupo acilo. Cuando el derivado del antibid-
tico aminoglicosfdico N-acilado asi obtenido a partir del -
proceso del primer aépecto de la invencidn es posteriormeh—
te {—N-acilado con un 4cido KX-hidroxi-w-aminoalcanoico ds -
un modo conocido como se ha expuesto en las patentes esfa——
dounidepses antes citadas nlnms. 3.%81;268 ¥ 3+939.143, por
ejemplo, seguido de la retirada de los grupos amino~protec-
tores residuales del producto 1~N-acilado resultante, se da
un entibidtico aminoglicosidico 1-N~acilado, semil-sintético
que es conoeido como un Gtil agente antibacteriano.

Ia sintesis de los antibidticos aminoglicosfdicos
1=N-acilados va a ser descrita ahora con referencia a Un =--
uso ilustragtivo de la kanamicine A como material de partida.
Cuando se usa la kanamicina A como material inicial en el -~
proceso del primer aspecto de la inveneidn, los zrupos 1-ami
no y 3"eamino de la kenamicina A son inicizlmente blogueg=-
dos acémplejéndolos con cationes de zinc previa formacién ~

de su complejo de zine. Bn consecuencia, cuando es acilado
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el complejo de cationes de zinc-kanamicina 4 con un reacti-
vo de acilacidén apropiado de acuerdo con la invenecién o con
otra clase de ggente amino-blogueador, los grupos 3-amino y
6'-amino no acomplejados de la molécula de kanamicina A pue
den ser protegidos por el grupo acilo del reactivo de acila
cibn empleado o por otra clase de grupo amino-blogueador. -
Después de la retirada subsiguiente de los cationes de zinc

acomplejantes del complejo de cationes de zinec-kanamicina A

*****

N-acilada, se hace reaccionar al derivado de la kanamicina
A N-geilada con un agente de acilzciédn que tiene un gru@br#
acllo a introducir en el grupo 1-amino de la molécula de kg
namicina A. Después, este grupo acilo reacciona sélamente -
con los grupos 1-agmino y 3"-amino no blogueados de la kana~-
micina A. En este momento,.el grupo 1-amino es normalmente

un poco mds reactivo que el grupo 3"-amino, por lo que se =
puede obbener el deseado derivado de la kanamicina A 1-Ne-aci
lada con un rendimiento un poco mds elevado que el derivédo
de la kanamicina A 3"-N~-acilada. La N-desproteccién subgi--
guiente del derivado de 1la kenamicina A 1-N-acilade as{ ob-
tenido da la kanamicina A 1-N-acilada como producto final -
desendo. Por consigulente, cuando se utiliza el proceso del
primer aspecto de la invencidn, resultard obvio que la de--
seads 1=N-acilkenamicina A puede ser obtenida con un rendi-
miento mds elevado, en comparacién a cuando se hace reaccio
nar inmediatamente a la kanamicina A no protegida o kanami-
cina A 6'-N-protegida con un agente acilante para lograr la
1=N~acilacién de la kanamicina A. Si se hace reaccionar a -
una kanamicina sin Neproteccidén alguna con un agente 1=Ne-

acilante, se observa que se forman los productos N-acilados

mezclados que contienen una proporcidn muy peguefla (usual--
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mente del 1% a un poéo %) del productb deseado 1-N-acilado.
IEn caso de aplicar el proceso del primer aspecto
de la invencidn a una kanamicina de la férmula general an—-
tes citada (III), algunos o la totalidad de los grupos ami-
no distintos de los grupos 1~ y 3"~amino de la kanamicina -
usada gon protegidos para dar un derivado de kanamicina Ne

acilada representado por la siguiente férmula general (V):

CHZ-R“a | NHR?

3 .
NH,

(V)

\

en la que Rlg es mn grupo hidroxilo, grupo amino ('NHZ)’ un.

grupo -NHGORB, 0 un grupo --NHCO-OR5 0 un grupo -NHSOZRG; -

R4a es un grupo hidroxilo, un grupo —NHCORB, un grupo -~ =
a8 RO

-If
AN

un grupo -NH00-0R5, un grupo -N(: 59 un grupo
' OR

cor’’ 0~

6 /738 2 3 .
-NH30,R™ o0 un grupo =N $ R y R® son definidos cada =
2 : \\SOZRG
uno como en la f£érmula general (III); R es un £rupo -COR5,
un grupo -GO-OR5 0 un grupo —SOst; R5 ¥y Rs son tal como e=
han quedado definidos en las férmulas (IVa) a (IVE); y R8 -

es un grupo slquilo, especialmente de 1-4 &tomos de carbono.



10,

15.

20.

25,

30.

36,

Asf, en caso de gplicar el proceso del primer zs=-
pecto de la invencidn a una kanamicina, se obtiene usualmen
te un derivado de kenamicina N-protegida de la férmula (V)
en la que todos los grupos amino distintoes de los grupos --
amino y/o alguilamino presentes en las posiciones 1 y 3" de
la molécula de kanamicina estdn blogueados. No obstante; gi
el grupo acilo a introducir como grupo amino-blogueador es

relativamente grande en su tamafio estérico, por ejemplo, -—-

con grupo t-butoxicarbonilo, o si la cantidad molar del reag

tivo de acilacidn usado es menor que la cantidad estequiomd
tricamente necesaria pars acilar todos los grupos amino no
acomplejados de la moléculs de kanamicing incluso si el gru
po acilo del reactivo de acilacidn empleado es de un tamafio
ordinario, o si se interrumpe la reaccidén de acilacidén en -
una etapa intermedia, se obtiene un derivado de la kanamici
na N-protegida en el gque el niimero de los grupos aminoacila
dos de la molécula de kanamicina es menor que en el czso =2n
terior, y luego en casos particulares se obtiene un deriva-
do de la kanamicina N-acilada de forma limitada en el que -
el grupo 6'-amino o 6'=alguilamino estd exclusivamente aci-
lado, debido a que el grupo 6'-amino o 6'-glquilamino es -~
m4s reactivo gue los otros grupos amino de la molécula de -
kanamicina.

31 derivado de la kanamicing Neacilada de la fér-
mula general (V) es un importante producto intermedio dtil
en la produccién semisintética de diversas clases de deriva
dos de la kanamicina. El compuesto de la férmula (V) ticne
un valor incrementado como material intermedio para sinte--
sis qufmicas, por ejemplo, particularmente cuando se desa--

rrolla lo misma én un proceso de produccidn de antibiéticos
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aminoglicosidicos 1-N-acilados semi-sintéticos que son acti
vos contra las bacterias resistentes a la kanamicina, por -
acilacidén del grupo 1-agmino del compuesto (V) con un Acido
Y ~hidroxil-W -aminoalcanoico y retirando despuds los gru-—

5. pos protectores de los grupos amino y/o alquilamino bloqueg
dos del producto de 1-N-acilacién resultante.

Como ojemplo, cuando el compuesto intermedio (V)
ha de ser acilado con un grupo acilo, por ejemplo, con el -
grupo (5)-4-benciloxi-carbonilemino-2-hidroxibutirilo, ei'Q>

10.  compuesto (V) puede reaccionar en un disolvente orgénicd‘Ll
apropiado tal como tetrazhidrofuranc scuocso con un Acido bu-
tirico correspondientemente sustituido o su derivado reaéti'
vo equivalente tal como un éster activo, por ejemplo, 4ster
de N-hidroxi-succinimide, éster de N-hidroxiftalimida o és-

15. ter de p-nitrofenocl, con lo que se forms el producto de’i;ﬁ;
~acilacién. Posteriormente, se puede efectuar la retirada -
del grupo benciloxicmrbonilo y el grupo protector (R?) éﬁ:é
la férmula (V) del producto de 1-N-acilacién por una técni-~
ca N-desprotectora convencional, por ejemplo, bien sed por

20. hidrélisis con 4cido o base, o bien por reduccién con metal
reductor, o por hidrogenolisis catalitica con hidrégeno , o
por reduccién radical con sodio en amoniaco liguido, para -
dar un derivado de kanamicina semi-sintética que tiene el -
grupo (S)=4-amino-2-hidroxibutirilo ligade con el grupo 1-

25, amino de la kanamicina que es activo contra las bacterias -
resistentes y estd representado por la siguiente férmula ge

neral (VI):

30. eon/oee (continda en Pérmula VI)
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NHCO(')H(CHZ) N,
B2 L OH
0
R? 1
(v1) -

en la que R1, RZ, R3 ¥y R4 tienen cada uno los mismos signi-
ficados que han sido definidos en la férmula (III). En 2l -
proceso anterior, generalmente, se puede emplear un dérivé-
do N-protegido de un deido X-hidroxil-W -aminoalcanoico de
la férmula (VII):
HOOCCH( CH, ), NH,
L

en la que n es un entero de 1, 2 6 3, en vez del deldo (S)-

(vir)

4~benciloxi-carbonilamino-2-hidroxibutirico, para dar un dg
rivado de 1=N-((3)~® ~hidroxi-w aminoalcanoil)-kanamicina.
Igualmente, la invencidén incluye también un proce
go para la produccidn de un derivado N-agcilado selectivamen
te protegido de un antibidtico aminoglicosidico que compren
de una mitad 6-0~(3"-amino- 6 3"-alquilamino-3"-desoxiglico
gil)~-2-desoxiestreptamina teniendo posiblemente un grupo --

4~0-(aminoglicosilo) derivado en el que todos los grupos -
A
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(incluyendo el grupo 3"-amino) distintos dél grupo 1-amino
de la molécula de aminoglicésido estdn blogueados o prote-
gldos por los mismos grupos acilo o por grupos diferentes.
De acuerdo con el proceso del primer aspecto de
la invencidén (a veces llamado en lo que sigue proceso "acom
plejador del zinc"), es factible preparar tal derivado Ne
acilado selectiVaiente pero parcislmente protegido del an-
tibidtico aminoglicosfdico, derivado en el Que todos los -
grupos amino distintos de los dos grupos f-amino y 3"-ami-
no (8§ 3"-algquilamino) de la moléculs de aminoglicésido es-
tén pro%egidos por un grupo acilo y por congiguiente los -
grupos 1eamino y 3"-amino (46 3"™-alguilamino) permenecen -
siﬁ proteger. Incluso cuando se hace reaccionar a este de-
rivedo de antibidtico eminoglicosidico N-acilado parcial--
mente proteglido con un 4cido K-hidroxi~()~aminoalcancico o
su equivalente reactivo con el fin de efectuar la 1=N-gei-
lacién como se ha mencionado misg arriba, es cierto que-se
dan productos de acilacién mezclados comprendiendo (i) el
producto 1-N-acilado en el que sélo el grupo 1-amino de la
molécula de aminoglicésido ha sido acilado con el 4e¢ido ~-
A =hidroxi-w-aminoalecanoico, (ii) el producto 3"-N-zcila-
do en el éue sélo el grupo 3%-amino (6 3"-alquilémino) ha
sido acilado, (iii) ambos grupos 1-cmino y 3"-~gmino (6 3n-
alguilamino) hen sido acilados, y (iv) el material que no
na reaccionado en el gue ninguno de los grupos 1= y 3"—ami
no (8 3"-alquilamino) han sido acilados. Con el fin de ob-
vener el producto de 1~N—acilaci$n finalmente deseado a =—-
partir de los productos de acilacidén mezclados antes cita-
dos, es siempre necesario, por consiguiente, llevar a cabo

una operacién adicional en la que se consigue aislar el -~
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producto de 1-N-acilacidén por cromatograffa o por cualquier
otro método de aislamiento. Como el grupo 1-amino es aforty
nadamente mds reactivo que el grupo 3"-amino (§ 3"-glquila-
mino), el rendimiento real del producto de 1-N-acilaci6n de
seado es usualmente del 40 al 60% aproximadamente y rebasa
un rendimiento tgéricamente méximo del 25% que serfa calcu-
lado suponiendo que la reactividad de los grupos 1- y 3Meami
no (4 3“—alquilamino) fuese enteramente igual entre si. No
obstanté, incluso si las condiciones de reaccidn para la -~
1-N-acilacidn son ajustadas a su valor mis favorable, es —-
ineviteble que se formen subproductos indeseablemente N-aci
lados, y siempre es necesaria una operacidén adicional parﬁ
retirar los subproductos N-acilados indeseados sometiendo -
los productos acilados mezclados cuidadosamente a una crbmg
tografia de columna. _

Con el fin de eliminar esta desventaja, es obvia-
mente necesario preparar un derivado N-acilado selectivamen
te protegido del antibidtico aminoglicosidico en el éue ha-
yan sido protegidos todos los grupos amino que no sean el -
grupo 1-amino. Con el fin de lograr esta exigencia, hemos -~
realizado investigaciones adicionales en un intento de pro-
porcionar un proceso que sea capaz de proteger selectivamen
te el grupo 3"-amino (6 3"-alquilamino) del derivado de an-
tibiético aminoglicosidico N-acilado parcialmente protegido
conteniendo grupos 1~ y 3"-amino libres como se obtiene a -
partir del proceso "acomplejador del zinc" antes citado; -
mientras que el grupo 1-amino permanece sin bloquear.

Como resultado de ello, hemos logrado descubrir -
ahora que cuando se hace reaccionar al derivado del antibid

tico aminoglicosidico N-acilado parcialmente protegido, tal
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como se obitlene a partir del proceso "acomplejador del zinc)
con un agente acilante seleccionado de los ésteres de'édido
férmico, ésteres de dcido dihalo- § trihalo-alcanoico; N-far
milimidazol, el grupo 3"-amino 6 3"-alquilamino puede ser -
acilado preferenciglmente para fines de blogueo sin ageilar
el grupo l-amino. Bste proceso 3"~N-protector selectivo pue
de combinarse con el proceso antés citado "acomplejador del
zinc" (es decir; el proceso del primer aspécto de la inven-
cidn) por lo éue se produce de una manera fécil y eficiente
el derivado N-acilado selectivamente protegido del antibid~
tico aminoglicosidico que comprende una mitad de 6-0-(3"-ami
no- § 3"-alquilamino-3"-desoxiglicosil)-2-desoxiestreptémi—
na derivado en el que todos los grupo;'amino digtintos del
grupo 1-amino de la molécula de aminoglicdsido han sido prg
tegidos selectivamente con el mismo o diferentes grupos aei’
lo. En la combinacidn del proceso "acomplejador del zine" -
con el grupo 3"-N-protector selectivo, se consigue la veatlg
ja de éue puede producirse el derivado finalmente deseado -~
f~N;no protegido pero también otro N-completamente protegi-
do del antibidtico aminoglicosidico a partir del material -
antibiético aminoglicosidico de origen con un rendimiento -
total del ;0% o mis. Cuando se emplea este derivado 1-H-no
protegido pero también otro N—completamente,protegido para
la 1-N#abilacién del antibidtico aminoglicosfdico, se pro—-
porciona otra ventaja consistente en que no se forman sus--
tancizlmente éubproductos indeseablemente N—aciiados,rporr-
lo que se facilita mucho la recuperaci6n'y purificacién del
producto de 1-N-acilacién deseado.

De acuerdo con el segundo aspecto de esta inven--

¢idn se proporciona, por comsiguiente, un proceso para la -
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produceién de un derivado N-acilado selectivamente protegi-
do de un antibibético aminoglicosidico que comprende une mi-
tad de 6=O=(3"~amino~ 6 3M=glguilamino-3*-degoxiglicosil)-
2-desoxiestre§tamina teniendo opcionalmeﬁte un grupo 4-0-
(aminoglicosilo), derivado en el gque el grﬁpo 1-amino de la
mitad de desoxiestreptamina no estd protegido pero todos --
los demds grupos amino de la molécula de aminoglicdsido es-
tén protegidos con loa mismos o distintos grupos acilo; com
prendiendo el proceso un paso consistente en:

(a) hacer reaccionar un éster de decido aleanoico
de la férmula (VIII)

R%C-B"
g (VIII)

en la que R* es un 4tomo de hidrégeno o un grupo dihaloslqd
10 o trihaloalquilo de 1-6 &tomos de carbono, y B° es un gru
po alquiloxi de 1-6 4tomos de carbomo, un grupo aralquiloxdi,
sspecialmente grupo bemciloxi, un grupo ariloxi, espeocialmen
te grupo feniloxi, o un N-formilimidazol como agente acilan
te en un disolvente orgédnico inerte con un derivado N-acilg
do parcialmente protegido del antibidtico aminoglicdsidico
en el que los grupos 1-amine y 3"-amino 6 3"-alguilamino no
estén protegidos y todos los otros grupos amino estén prote
gldos con un grupo agcilo como grupo aminoprotector, para =-
efectuar la acilacién selectiva del grupo 3"-amino § 3"-gl~-
quilamino del derivado N-acilado parcialmente protegido con
el grupo acilo R300- de dicho agente acilante y dar asf el
deseado derivado 1~N-no protegido y otro N-zcompletemente-
protegido del antibidtico aminoglicosfdico.

Los entibiéticos aminoglicosfdicos que son dispo-

nibles en el proceso de acuerdo con el segundo aspecto de ~
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esta invencidén son los mismos éue gon disponibles en el pro
ceso del primer agspecto de la invencién y mencionados ante-
riormente.

Las reglizaciones del proceso de acuerdo con el -
segundo aspecto de lg invencién van a ser descritas shora -
de forma mis completa.

El derivado del antibidtico aminoglicosidico par-
ecialmente protegide N-acilado gue ha de reaccionar con el -
agente écilante de la férmula (VIII) de acuerdo con el se-—

gundo aspecto de la invencidn y del que todos los grupos —-

amino distintos de los grupos 1-amino y 3"-amino (6 3"-al--

quilamino) de la molécula de aminoglicésido estén protegi--
dos puede ser el gue es producido por el proceso "acomplejg
dor del zinec" entes citado de acuerdo con el primer aspecto
de 1la invencién. Por congiguiente, el grupo acilo originél~
mente presente en el derivado del antibidtico aminoglicosi-
dico parciaimente protegido, N~-acilado, usado en el segundo
aspecto de la invencién es el mismo que el grupo acilo (gru
po RBGO-, R5OGO- é Rssoz— en la férmula Iva;e) del reactivo
de acilacidén empleado en el primer aspecto de la invencién

¥y puede ser generalmente un grupo alcanoilo, un grupo aroi-_
lo, un grupo alcoxicarbonilo, un grupo araelquiloxicarbonilo,
un grupo ariloxicarbonilo, un grupo alguilsulfonilo, un gru
po araléuilsulfonilo 0 un grupo arilsulfonilo conocido como
el grupo amino-protector convencionzl. Igualmente, el deri-
vado del antibibtico aminoglicosidico N-acilado, parcialmen
te protegidq, empleado como material de partida puede ser -
también el que ha sido preparado por el método antes citado
de Nagabhushan y otros de acuerdo con la patente egtadouni-

dense n 4.136.254,
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Para llevar a la préctica el proceso del segundo
aspecto de la invencidn, el derivado del antibidtico amino-
glicosidico N-acilado, parcialmente protegido que tiene los
grupos 1= y 3"-amino (6 3"-aléui1amino) gin proteger es usg
do como material de partida_y se disuelve o suspende en un
disolvente orgéinico inerte que sea apropiado. A la solucién
o suspensidn resultante se le aflade un éster de 4cido alca-
noico de la férmula (VIII) o N-formilimidazol como agente -
acllante en una cantidad que seg por lo menos eéuimolar del
maberial de partida usado. ELl disolvente orginico inerﬁé -—
puede ser preferiblemente tal que muestre un alto poder de
disolucién pars el material de partida, por ejemplo, dime—-
ti;sulfdxido, dimetilformamida y triamida hexametilfosfdri—
ca, pero es posible usar tetrshidrofurano, dioxano, acetoni
trilo, nitrometano, sulfolano, dimetilacetamida, cloroformo,
diclorometano, metanol, etanol, n-butanol y t-butanol, asi
como log acuosos de estos disolventes. Puede usarse el ben-
ceno, tolueno y etiléter como disolvente del medio de reac-
cién, aunque éstos no son muy apropiados ya Que dan un ren
dimiento méds bajo del producto deseado. Con el agente aci--
lente de la férmula (VIII), R® puede ser preferiblemente un
grupo dihaloalquilo o tri-haloalquilo, particularmente di--
clorometilo, trifluorometilo o triclorometilo, y R.b puede -
ger preferiblemente un grupo aléuiloxi tal como metoxi o --
etoxi. Cuando R® es un grupo ariloxi, puede ser fenoxi. Ejem
plos particulares del agente acilante (VIII) incluyen el ~-
formato de meti}o, formato de etilo, formato de butilo, for
mato de bencilo, formato de fgnilo, dicloroacetato de me?i-
lo, tricloroacetato de metilo, tricloroacetato de fenilo, ~

trifluoroacetato de metilo, trifluorcacetato de etilo y tri
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fluoroacetato de fenilo. Usando esta clase de agente acilan
te, el grupo 3"-amino del material de partida puede ser pre
ferencialmente‘formilado, dicloroacetilado, tricloroacetilg
do o trifluoroacetilado. E1l é&ster del 4cido trifluoroacéti-
3.  co, especiglmente el trifluoroacetato de etilo es el més -~
preferido. Esta clase del grupo acilo es ventajosa-ya que -
es muy fécilmente retirable en el paso N-desprotector subsi
guiente por un método de desproteccidn convencional. Si el
éater elquilico del Acido alcanoico de la férmula (VII;) no
10. es empleado como agente acilante sino que, en su lugar, se
empléa un anhidrido de 4cido alcanoico correspondiente o un
éster activo del mismo, tal como el éster de N-hidroxisucci
nimida, para el proceso de acilacidn (no de acuerdo con el
segundo aspecto de la inveneidn), no puede lograrse la aqi—
15. lacién selectiva del grupo 3"-amino pero se produce la s&bf
formacién del producto 1-N-acilado y/o la formacién de pro;
ductos de acilacién mezclados due comprenden principalmente
el producto i—H«acilado. Bs digno de atencién el hecho de -
que la acilacién selectiva perseguida del grupo 3"=aminoe no
20, puede ser lograda cuando se usa un anhfdrido de ééidp o ég-
ter activo del mismo Acido alcanoico para el agente acilan-
te.
Tos agentes acilantes de la férmule (VIII) dispo-
nibles en el segundo aspecto de la invencidn son de diferen
25. te reactividad y su reactividad esti comprendida dentro de
una amplia gama de "fuerte" a "débil". Cuendo se emplea un
agente acilante de una reactividad fuerte, puede conducirse
la reaccidn de acilacién durante un breve tiempo de reaccidn
bajo enfriamiento. Mientras que, guando gse emplea un sgente

30, acilante de una reactividad débil, puede efectuarse la reég
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cién de acilacién bien sea bajo calentamiento o bien duran-
te un tiempo de resccién prolongado. En general, no obstan-
te; la temperatura de reaccidn puede ser convenientemente ~
del orden de -30 a ;12090 y el tiempo de reaccién puede ser
gpropiadamente del orden de 30 minutos a 24 horas o incluso
e 48 horas. |

El producto selectivamente 3"-N-acilado deseado -
as{ obtenido puede ser recuperado a partir de la mezcla de
regeccidn de un modo comoeido, por ejemplo, por GVaporagiin
del disolvente o por precipitacién con adicidn de agua, si
es necesario, seguido de la purificacidén posterior del pro-
ducto.

El mecanismo de reaccién por el que puede cousé-u
guirse la 3"-N-acilacién selectiva de acuerdo con el proce-
so del segundo aspecto de la invencién no ha sido todavig -
completamente elucidado. Una interpretacién posible es éug
el sgente acilante de la férmula (VIII) acila primeraménte
un grupo hidroxilo del materigl de partida para formar un -
producto de éster de forma intermedia y este grupo acilo —--
O-egterificante es posteriormente desplazado o migrado a un
grupo amino (correspondiendo el grupo 3“-amino o 3”-alquilg
mino en el caso del presente proceso) cuando este grupo ami
no estd prﬁximo al hidroxilo esterificado formado de manera
intermedia, por lo éue resulta la gcilacidn de dicho grupo
amino. Si se sigue esta suposicién, es posible explicar la
razén por la que el grupo 1-amino que no tiene grupo hidro-
xilo vecino no puede ser acetiladooen el proceso del segun-
do aspecto de la invencién. Ademds, estd el hecho de éue el
producto de éster intermedio no puede ser obtenido cuando -

ge conduce la trifluorcacetilacidn o formilacién de gcuerdo
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con el proceso del segundo aspecto de la invencidn. la ra--
zén por la que no se puede recuperar el producto del éster

mediante trifluoroacetilacidn o formilacién, es probablemen
te que el grupo O-trifluoroacetilo o el grupo O-formilo es

inestable y éue una cantidad del grupo O-acilo inestable —=
que no ha sufrido la desviacidén al grupo amino (a saber, la
conocids migracién O-> N acilo) es retirado del grupo hidro
xilo acilado en el curso de la recuperacién y purificacién

del producto de 3"-N-acilacién con el fin de restaurar el -
grupo hidroxilo libre. No obstante, esta invencién no se 1i
mita a la interpretacién precedente del mecanismo de reac—-
cidn que se desarrolla en el presente proceso. De todos mo-
dos, parece que entre los compuestos que son disponibles co
mo ggente acilante de la férmula (VIII) de acuerdo con el -
segundo aspecto de esta invencidn, son mis apropiados para

el fin del) segundo aspecto de la invencidén los que tienen -
w grupo acilo Que eé més probable que &€ un producto de ég
ter mis inestable cuando este grupo acilo es transformado -
en un grupo O-acllo por reaccidn con el grupo hidroxilo y -
dando asi el producto de éster. Mientras tanto, es muy inte
resante destacar Que cuando se lleve a cabo el proceso del

segundo aspecto de la invencidn en vez del N-formilimidazol
un N-alcanoilimidazol tal como N-acetil-imidazol, N-propio-
nil-imidazol y N-butiroil-imidazol, el grupo 3%“-amino 6 3"~
alquilamino del derivado de antibidtico aminogiicosidico _—
N-acilado, parciélmente protegido no es acilado pero un gru
po hidroxilo vecino de dicho grupo 3"~amino 6 3"=alguilami-
no puede ser esterificado por el grupo alcanoild del N~alca
noil-imidazol empleado para dar un producto de O-esterifica

cién intermedio. Cuando es tratédo pdsteriormente este pro-
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ducto de O-esterificacidn o la totalidad de la mezcla de —-
reaccidén éue contiene este producto de O-esterificacidén con
un reactivo alcalino tal como hidréxido de amonio a tempera
tura ambiente; el grupo alcanoilo O-esterificante se ve ohli
gado a desplazarse o migrar al grupo 3"-amino é 3"-alquila~
mino vecino, dando como resultado una acilacién selectiva y
por tanto la proteccién del grupo 3"-amino § 3"-glquilamino.
dsi, la mezcla de reaceién procedente de la reéccién del de
rivado del antibidtico aminoglicosidico N-acilado, parcial-
mente protegido con un N-alcanoil-imidazol, en principio ﬁ§
parece conbener el deseado producto 3"-N-azcilade, pero g ==
partir de dicha mezcla de reaccién puéde recuperarse el de-
seado producto 3"-N-acilado solamente una vez éue se ha wuel
to alcalina la mezcla de resccién por tratamiento con un —-
reactivo alcalino tal como amoniaco acuoso (véase el ejem—-—
plo ;1 dado més adelante).

Como valiosa aplicacidén de los procesos del prime
ro y segundo aspectos de esta invencidn, es posible propor-
cionar un proceso de alto rendimiento para la produccién —-
del antibiético aminoglicosidico 1-N-aclilado que es conoci-
do como agente antibacteriano semisintético. Asi, esta in--
vencidén incluye ademds un proceso para la produccién de un
antibidtico aminoglicosidico de 1-N—(cK-hidroxiau%aminoalcg'
noilo) partiendo del antibibético aminoglicosidico de origen,
comprendiendo sl proceso una combinacién del paso consisten
te en preparar por el proceso antes citado de "acomplejado
del zine" del primer aspecto de la invencién el derivado --
del antibidtico gminoglicosidico N-acilado, parcialmente —-
protegido en el que los grupos 1-amino y 3"-amino § 3"-al--
quilamino no estdn protegidos y todos los otros grupoé ami.-
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no estdn protegidos; el paso consistente en preparar el de-
rivado 1-N-no protegido y otro N-completamente-protegido --
por el proceso de 3"-N-acilacidn selectiva del segundo as--
pecto de la invenci&n, el paso consistente en acilar el gru
po 1-amino del derivado 1-N-ﬁo protegido y otro N-completa-
mente-protegido obtenido por el paso de 3"-N—acilacién pre-
cedente, con un 4cido X-hidroxi-W -aminoalcanoico, especial
mente el Acido 3-amino-2-hidroxipropiénico (isoserina) o --
deido 4-amino-2-hidroxibutirico; y finalmente el paso coze--
sigtente en desproteger cl producto de 1-N-acilacién asi‘oé
tenido.

Més particularmente, de acuerdo con el tercer -
pecto de la invencidn, se proporciona un proceso mejoradb‘-
de produccién de un derivado 1-N-( -~hidroxi-o)-aminoalca=-
noilo) de un antibidtico aminoglicosidico que comprende'una .
mitad de 6~0~(3"=amino= & 3"naléuilamino-3"~desoxiglicosil}-
2~desoxiestreptamina que tiene opeionalmente un grupo 4-0-
(aminoglicosilo), comprendiendo el proceso los pasos conse-
cutivos consistentes en:

(a) hacer reaccionar cationes de zinc con el anti
bidtico aminoglicosidico en un disolvente orgdnico inerte -
para producir el complejo de cationes de zinc con el anti--
bidtico aminoglicosidieo,

(b) hacer reaccionar un reactivo de acilacién —-
que ftiene un grupo acilo a introducir como grupo amino-pro-
tector, con el complejo de antibidtico aminoglicosidico-cé-
tiones de zinc formado en gl paso anterior (a) inkitu en el
disolvente orgénico inerte, para producir un complejo de ca
tiones de zinc con el derivado selectivamente N-acilado del

antibiético aminoglicos{dico que tiene los grupos amino ini
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cialmente no-acomple jados acilados,

(¢) reaccionar el complejo de derivado de entibid
tico aminoglicosidico-cationes de zinc selectivamente N-aci
lado obtenido en el paso anterior (b), con un reactivo éue
retire los cationes de zinc del complejo de zine N-acilado,
para dar un derivaedo de antibidtico aminoglicosfdico N-aci-
lado, parcial y selectivamente protegido que esté libre de
cationes de zinc y en el que los grupos 1-amino y 3M-amino
é 3"-a1§uilamino no estén protegidos pero todos los otros ~
grupos amino de la molécula de eminoglicésido estén protezi
dos por el grupo acilo.

(d) reaccionar el derivado N-acilado, parcisl y -
selectivamente protegido obtenido en el paso (¢) que prece-

de con un éster de 4cido alecanocico de la férmula (VIII):

RE&0-RP

I (VIII)
0

en lg gue R?® o5 un 4tomo de hidrégeno o un grupo dihaloal--
éuilo o trihaloalquilo de 1-6 4tomos de carbono y RP es un
grupo slquiloxi de 1-6 4tomos de carbono, un grupo aralqui-
loxi de 1-6 Atomos de carbono, particularmente un grupo.beg
ciloxi o un grupo ariloxi, particularmente grupo fenoxi, o
N-formilimidazol como grupo acilante en un disolvente orgé-
nico inerte para acilar selectivamente el grupo 3"~amino 6
3“-alquilamino con el grupo acilo R®CO- de dicho agente aci
lante y para dar as{ el derivado 1-N-no protegido y otro N-
comple tamente~-acilado-protegido del antibidtico aminoglico-
gfdico en el éue todos los grupos amino distintos del grupo
1-amino estén protegidos con el grupo acilo.

(e) reaccionar el derivado 1-N-no protegido y otro
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N;completaménte-protegido obtenido en el paso (d) preceden—
te con un Acido o-hidroxi-We-aminoaleanocico de la férmula
(IX):
HOOC-?H(CHé)mNHz
OH"

(IX)

en 1a.gue mes 16 2 6 un derivado reactivo eéuiValente del
mismo, cuyo grupo amino esté no protegide o bien protegido,
para acilar el grupo 1-amino de dicho derdivado 1-N-no pro#g
gldo,

(£) y retirar después los grupos amino-protecto~-
res residuales del producto de 1-N-acilacidn obtenido en el
paso (e) que precede, pof un método desprotector convenciéQ
nal.

Describimos a continuacién de forma mis completa
el modo de 1llevar a le prdctica el proceso del tercer aspec
to de esta invencién.

Los entibiéticos aminoglicosidicos que son disP6¥
nibles como materigl inicial en el primer paso (a) del pre-
gente proceso son los mismos que los descritos enteriormen—
te con respecto al proceso del primer gspecto de esta inven
cién, y la reaceibn de acomplejado de los cationes de zinc
con el antibidtico aminoglicozidico es lograde también del
mismo modo gue se ha descrito anteriormente. La acilocidn -
del complejo de antibibtico aminoglicosidico-cationes de —-
zinc asl obtenido en el primer paso (a) puede efectuarse en
ei segundo paso (b) del presente proceso del mismo modo que
ge ha descerito anteriormente con respecto al proceso del --
primer aspecto de la invencidn., Ia retirade de los cationes
de zinc del complejo de antibidtico aminoglicosidico selec-

tivamente N-acilado y de cationes de zinc asf obtenido pue-
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de conducirse en el tercer paso (c) del presente proceso de
varios modos como se ha descrito anteriormente, con lo que
se obtiene un derivado de antibidtico aminoglicosidico Ne-
acilado parciel y selectivamente protegido que estd libre -
de cationes de zinc y en el que los grupog l1-amino y 3"-aq;
no 0 3".glquilamine no estén protegidos pero todos los otroe
grupos‘amino de la molécule de aminoglicdsido estén blogueg
dos con el grupo acilo del reactivo de acilacién emplecdo -
en el paso (b) del presente proceso. Este derivado N-acila-
do, parcial y selectivamente protegido del antibidtico a#i-
noglicosidico reaccions posteriormente con un éster de Aci-
do eloanoico de la £érmule (VIII) o N-formilimidazol en 6l
paso (d) del presente proceso del mismo modo que se ha deg..-
crito anteriormente con respecto al procesc del segundo us-
pecto de esta invencidn, para obtener la 3"-N-agcilacién su-
lectiva del derivado del antibiético aminoglicosfdico par-—
cialmente N-protegido sin acilacidn del grupo 1-amino del -
mismo. |
En el quinto paso (e) del presente proceso, se ha
ce reaccionar el derivado 1-N-no protegido y otro N-comple-
tamente-protegido del antibibtico aminoglicosfdico obtenido
en el pago (d) precedente con un Acido K~hidroxi-W -aminoal
canoico de la férmula (X), particularmente dcido 3-amino~2-
hidroxipropiénico (como DI~isoserina, D-isoserins o I-isose
rina) o 4cido Ie=4~amino~-2-hidroxibutirico pars acilar el —-
grupo 1-amino del antibiético aminoglicosfdico con el grupo
3-amino-2-hidroxi~propionilo 6 4-amino-2-hidroxibutirilo. -
Esta 1-N-acilacidén puede conducirse generalmente como se ha
descrito en la patente briténica n91.426.903 6 en la paten-
te estadounidense n? 4,001,208 de acuerdo con cualéuier mé-
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todo conocido de sintesis de amidas por reaccién del deriva
do del antibidtico aminoglicosidico protegido con una isose
rina o0 dcido I~4-amino-2-hidroxibutirico, ya sea en su for-
mg, dcida libre o bien en la forma de su e@uivalente reacti-
vo tal como un éster.activo, por ejemplo el ésterrde dici--
clohexilcarbodiimida, anhfdrido de Acido mezclado, azida de
dcido en un disolvente orgénico inerte tal como dioxano, di
metoxietano, dimetilformamida, tetrahidrofurano o estos di-
solventes acuosos. La isoserina y el 4cido L-4-amino-2-hi--
droxibutirico pueden ser tales que el grupo amino haya sido
bloéueado con‘un grupo amino-protector. Puede ser un grupo
amino-protector apropiado pars este fin el hisma o diferen-
te del que fue usado en el derivado del antibiético amino--
glicogidico 1-N-no protegido pero también otro N-completa--
mente-protegido a 1-N-acilar. Bl grupo t—butoxicarbonile es
un grupo amino-protector preferido, ya éue puede retirarse
fécilmente por trafamiento con un 4cido diluido tal como --
dcido trifluoroacético acuoso, dcido acético acuoso y dcido
clorhidrico diluido. El grupo benciloxicarbonilo que es re~
tirado por hidrogenolisis catalitica coqvencional sobre ca~
talizador de éxido de paladio o platino, asi como el grupo
ftaloilo que es retirado ficilments por hidrélisis con hi--
dracina son muy convenientes como'grupo amino-protector pa-
ra tal fin.

Ta reaccidén de acilacidén del paso de 1-N-acilacién
(e) del proceso del cuarto asp-ecto de la invencién puede -
conducirse preferiblemente en un disolvente orgdnico acuosb
usando un éster activo del dcido ¥ -~hidroxi-w)-aminoalcanoi
co (X). El éster activo apropiado puede ser el &ster de N-

hidroxisuceinimida de isoserina o Acido IL-4-benciloxicarbo-
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nilamino-2-hidroxibutirico, y este éste; activo puede ser -
empleado en ung cantidad de 1 a 2 moles, favorablemente de
1 a 1,5 moles por mol del aminoglicdsido a 1=N-geilar. El -
disolvente orgénico miscible con el agua para usar en el me
dio de reaccidn puede ser preferiblemente dioxano, dimeto--
xietano, dimetilformamida, tetrehidrofurano.

Posteriormente al paso anterior (e), se lleva a -
cabo el paso N-demprotector (f) del presente proceso pera -
retirar todos los grupos amino-protectores residusles del -~
producto de 1-N-acilacidn obtenido en el paso anterior {e2).
La retirada del grupo amino-protector residual puede ser ~-
llevada a cabo por una técnice N-demprotectora convencional.
El grupo amino-protector regidual que es de un tipo alcoxi-
carbonilo puede ser retirado por hidrélisis con una solucidén
acuose de dcido trifluoroacético o dcido acético o con una
solucidén de dcido diluido tal como 4cido dbrhidrico diluido.
El grupo amino-protector residual Que es de un tipo arélqu;
loxicarbonilo; por ejemplo benciloxicarbonilo; eg retirado
fécilmente por hidrogenolisis catalftica convencional. Cuan
do todos los grupos amino-protectores residuales son retirg
dos del producto de 1-N-acilacién del paso (e) del presente
proceso, se obtiene el deseado antibidtico 1-N-(2-hidroxi-
3~aminopropionil)~ 6 1-N-(2-hidroxi~-4-aminobutiril)-amino--
glicosidico con un alto rendimiento. _

Algunos ejemplos del antibiético 1~N-( of ~hidroxi-
W -aminoalcanoil)-aminoglicosidico gue es producido por el
proceso del ougrto aspecto de la invencién son relacionados

a continnacidn:

eeslone
evs/oos
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(1) 1-N-(I-4-amino-2-hidroxibutiril)-kanamicina A

(2) 1-N-(T~4-amino-2~hidroxibutiril)-3'-desoxikanamicina A

(3) 1=Ne(L-4-amino-2~hidroxibutiril)=3's4'~-didesoxikana=-
micina 4

(4) 1-N-(1-4-amino-2-hidroxibutiril)-tobramicina

(5) 1-N-(I~4-amino~2~hidroxibutiril)-dibekacina

(6) 1-N—(3-amino-2~hidroxipropionil)-dibekacing.

Otra asplicacidn de los procesos del primero y ge~—
gundo de los aspectos de esta invencién es producir ant 1b:6-
tico 1-N-glquilaminoglicosidico a parbtir de todos los deriva
dos aminoglicosidieos N-zcilados éue contienen el grupo l-ami
no no protegido, y un ejemplo de esta aplicacidn es prodicir
netilmicing o sus 1-N-aléuil—énélogos a partir de sisomicina
por alquilacién con un aldehfdo alifdtico inferlor y cimmobg
rohidruro.

Esta invencién serd también ilustrada pero nv limi
tada por log siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1
Pregaracién de 3,6'-di-N-benciloxicarbonilkanamicina A

(i) Se suspendieron 2,0 gr. (4,13 m moles) de kanamici
na A (base libre en una mezcls de dlmetllsulf6x1do (50 ml) ¥
tetrahidrofurano (20 m) y 4 gr. (18,1 m moles) de zinc (II),
ge afiadié dihidrato de acetato a la suspensién, seguido de =~
la agitacién a temperatura ambiente hasta que la mezcla de -
reaccibén formé una solucién homogénea. Tardé aproximadamente
4-5 horas para formar un complejo de zinc de kanamiciﬁa Ay

disolverse. Ia solucién resultante fue enfriada entonces a -
020, y se le afladié lentamente durante ung hora aproximada--
nente una solucién enfriada a (02C) de 2;3} gr. (9,5 m_moles)

de N-benciloxicarboniloxisuccinimida ( ’ veelose
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:(°6“5°H2°°°°'N )| disuelta en una mezcla (40 ml) de te--

t’fé.hidi‘bfufaho-%ﬁét 1sulfbéxido (f -: 1 en volumen). Ia solu-
cidn de roaccidrli fue dejada en reposo a temperatura ambiente
durante 4 horas, tiempo durante el cual el complejo de zinc

de la kanamicina & sufrid benciloxicarbonilacién (la acila--
cién de acuerdo con el primer aspecto de la invencién).

Una muestra tomada de la solucién de reaceién asi
obtenide fue sometida a la cromatografia de capa delgada'rie
gel de sflice usando como disolvente de revelado la fa.eez 14-
quida inferior de una mezcla de clorofc_)rmo-getanol—28¢. de -
amon{aco acuoso (1 : 1 : 1 en volume_n), lo que dié una men--
cha principal del producto deseado a Rf = 0,23 y dos o tres
manchas menores astribuidas a los subproductos en puntos supe
riores. _ »

(ii) Se vertid la solucidén de reaccibn entes citeda en
500 ml. de éter de etilo ¥ el aceite separado fue lavado va-
rias veces con otros volimenes de éter de etilo par da,r8,8
gr. de un material siruposo espeso.

(iii) La retirada del catién de zine del material sirupo
so (comprendiendo sustancialmente el complejo de zinc) fue -
rea;l.izada por uno de los siguientes procedimientos diferen—
tes:

(a) Usando una resina cambiadora de cationes débilmen-
te 4dcida que lleva el grupo carboxilo (-~COOH) como grupo fun
olonal (comercialmente disponible como resina "Amberli'ae" oo
50 (:forma H*) de Rohm & Haas Co., EE, uv. ).

Se saturaron primeramente, de forma eomple'ba, 60 -
ml. de resina Amberlite CG 50 (forma H¥) con una mezela de -
agua~dioxano (2 : 1) y luego se introdujeron en una columa. ‘
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Se pasé una solucidn de 1 gr. de la sustancia siruposa {(di--

suelta en 20 ml. de ague~dioxano (1 : 1) a través de la co--

lumna, que fue posteriormente revelada con agua~-dioxano (2 :

1) conteniendo 1% de 4cido acético. Bl eluado fue recogido -
en fracciones. Lg 3,6-di-N~benciloxicarbonilkanamicing A de-
seada éue era positiva a la reaccién con ninhidrina fue elui
da primeramente de la columna, y posteriormente se eluyé ace
tato de zine que era sensible a la coloracidén por difenilear
bacida. Las fracciones que contenian el producto deseado fue
ron combinadas entre s{ y concentradas hasta la sequedad: Bl
residuo fue lavado con &ter de etilo para dar 340 mg. (81%)
de 3;6'—di-N-benciloxicarbonilkanamiCina A como aélido inco-
loro. [357%5;; ;GR (e i, agua~-dimetilformamida, 1 : 2).
Andlisis elemental ‘
Caleulado para 034H48H4o15-zcgscoznfnép:
¢, 51,23; H, 6,56; N, 6,29%

Hallado: ¢, 51,02; H, 6,713 N, 6,22%
(B) Usando una resina cambiadora de cationes débil por
tadora del grupo carboxilato como grupo funcionel (comereial
mente disponible como resina “Amberlite" €& 50 (forma NHI) -
de Rohm & Haas Co.). |

Se disolvié 1 gr. del material siruposo obtenido -
en el Bjemplo anterior f (ii) en 20 ml. de agua~-dioxano {1 :
1) y la solucidn fue pasada a travég de una columms de 60 ml.
de resina Amberlite CG 50 (forma NHZ) N2 fue_spmetida a elu=-
cién de gradiente lineal con agua~dioxano (1 : 1) contenien-
do amoﬁiaco 0 a0,1 N. No ge e}uyé el catibn de zinc'pe:o -
s{ se eluyé el producto deseado, 3,6'-di-N-benciloxicarbonil
kanamicina A. Las fracciones del eluado que contenfa el pro-

dueto de benciloxicarbonilacidn deseado fueron concentradas
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hasta la seéuedad para dar 328 mg (89%) delvprodugto deseado
como un sélido incoloro. (35755 = +868 (¢ 1, ague, dimetil--
formemida, 1 : 2).
Anéligis elemental;
Calculado para 34H18 1/'2H2003
. C, 52, 87, H, 6,30; N, 7,15%
Hallado:  ©, 52,50; H, 6,59; N, 7,00%
(¢) Usando una resina cambiadors de cationes portadora
del grupo funcional fuertemente 4oido -SO3H (comercdalmente
disponible como resina "Dowex" 50W X 2 de Dow Chemical ¢oi).
Se echaron en una columna 30 ml. de resina Dowex -

SOW:X 2 (forma HY) éue habfa sido sumergida en agua-dioxano
(2 ¢ f), a través de la cual se pasé después una soluciééAde
1 gr. del material siruposo obtenido en el Ejemplo 1 (ii)en
20 ml. de agua-dioxano (2 ; 1). La columna fue lavada con —-
agua~dioxano (2 : 1) hasta Que el efluente de la columna mog
trd una naturaleza neutra, y luego se realizé la elucidn de
gradiente lineal con agua~dioxano (2 : 1) conteniendo amonfg
co 0 a 1 N. Las fracciones del eluado conteniendo la 3;6'-
di-N-benciloxicarbonilkaenamicina A deseada fueron concentra-
das hagta la sequedad hejo presidn reducida para dar 31i ng
(84%) de un sdélido de color blanco que era idéntico al obte-
nido en el Ejemplo 1 (iii) (B).
(D) Procedimiento alternativo usando Dowex S50W X 2

| Una solucién de 1 gr. del material siruposo obteni

do en el Ejemplo 1 (ii) en 20 ml. de agua-metanol (3 : 1) =
fue cargada en tma columna de 30 ml. de Dowex 50W X 2 (forma

HY) previamente humectads con agua-metanol (3 : 1). Ia colum
ne fue bien lavada con agua-metanol (3 : 1), realizando des—

pués la elucibn de gradiente con agua-metanol (3 : 1) conte-
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niendo 4cido clorhidrico O.a 6 N. Lag fracciones actives =--
que contenian la 3,6'~di-N~benciloxicarbonilkanamicina A de
geada fueron recogidas y mezcladas con ung resina cambiado-
ra de aniones fuertemente bésica, resina Dowex 1 X 2 (forma
OH) en una cantidad suficiente para hacer la mezcla ligera-
mente geida.

La mezcla fue filtrada y el filtrado fue concen--
trado hasta la sequedad para dar 285 mg (%2%) del produoto
deseado bajo la forma de diclorhidruro. /%72’ + 79¢ (¢ 1,
agua-dimetilformamida, 13 2). :
(E) Usando una resina cambiadoré de aniones portadora

del grupo amonio cuaternario funcional fuertemente bdsico -

" (comerciglmente disponible como resina Dowex 1 X 2 de Dow -

Chemieal Co.).

Se dispuso uma solucién de 1 gr. del material si-
ruposo obtenido en el Ejemplo 1 (ii) en agua-dioxano (1 : 1)
en ung columna de 30 ml. de resina Dowex 1 X 2 (forma OH) -
prevismente impregnada con agua-dioxamo (1 : 1), y después
ge reveld la columna con agwa-dioxano (1 ¢ 1) a una veloci-
dad relativamente alta. Las fracciones del eluado que conte
nian el producto deseado fueron recogidas y conceniradas --
hasta la sequedad para dar 305 mg (84%) de un sélido incolg
ro que era idéntico al del Ejemplo 1 (iii) (B).

(F) Usando una resina cambigdora de aniones portadora

del grupo funcional débilmente bésico (comercialmente dispo
nible como resina Dowex WGR, un producto de Dow}Chemical -
Coe)e |

Se disoldé 1 gr. del material siruposo obtenido -
en el Ejemplo 1 (ii) en 20 ml, de agua-dioxamo (2 : 1) y la

solucién fue pasada a través de uns columa de 50 ml. de re
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sina Dowex WGR (forma de base) previammente saturada con = -
agua-dioxano (2 : 1), seguido de la elucién con agua~dioxa-
no (2 3 1). La 3,6'-di=N-benciloxicarbonilkanamicing A de--
seada fue eluida en ciertas fracclones junto con una traza
de catién de zinc arrastrado. Estas fracciones fueron combi
nadas entre si y concentradas hasta la sequedad para der =
450 mg de un sélido incoloro. El sélido podria ser usado -
directamente como material de partida para la produciér de
1=N=((S)-4-amino-2-hidroxibutiril) kanamicina A de acusrde
con el método de 1~N-acilacién del Ejemplo 31 dado mis ade~
lante, en el que la trazs de catién de zinc restante en.el.
material de partids sélido no tiene influencia adverss BO=-
bre la reaccién de acilacidn efectuada en el Ejemplo 31.
(&) Usando una resgina cambiadora de quelatos portado-
ra del grupo funcional débilmente dcido (comercialmente dig
ponible como resing Dowex A 1, un producto de Dow Chemical
Go., EE.UU.).

Se introdujo una solucidn de 1 gr. del material -
siruposo obtenido en el Ejemplo 1 (ii) en agua-dioxano - -
(1 : 1) dentro de una columa de 50 ml. de resina Dowex A 1
que habfa sido saturada con agua-dioxano (1 : 1) contenien~
do 1% de amonfaco, seguido de la elucién de gradiente con =
mezclas de agua-dioxano (1 : 1) conteniendo amonfaco 0 a 1
N. Las fracoiones del eluado conteniendo la 3,6'-di-N-benci
loxicarbonilkenamicinag A deseada que fueron sluidas solamen
te en una fase posterior como efluente de la columma, fue--
ron combinadas entre si y concentradas hasta la sequedad pa

ra dar 272 mg (74%) del producto degeado como un sflido de

color blanco.

coe/oes
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(H) Usando Quitosano (un polimero insoluble en el agua
Que contiene grupos funcionales capaces de combinarse con -
un metal, comercialmente disponidble como un producto de To-
ko Kasei Koyo Co., Ltd. Japén).

5, Se impregnaron completemente 100 ml. de Quitosano
con agua-metanol (3 ¢ 1) y se colocaron en una colhmna, g -
través de la cual se pasé despuds una solucidén de 1 gr. del
material siruposo obtenido en el Ejemplo 1 (ii) en agua~me-
nol (3 : 1). Ia columna fue sometida a revelado con agus-me

10, +%anol (3 : 1), cuando se eluyé primeramente la 3,6'=di-N-
beneiloxiearbonilkanamicing A deseada ¥y se eluyd el acekatbo
de zinc mucho después. Las fracciones del eluado que conte~-
nfan el primer producto fueron combinadas y concentradas. --
hagsta la sequedad para dejar un residuo, que fue disuelfo'-

15. en agua-dioxano (1 : 1) y la solucién fue colbcada en una -
columna de resina Amberlite CG 50 (forma NH;) pretratads --
con agua-dioxano (1 : 1). Ia colums fue bien lavada con —-
agua~dioxano (1 : 1) y luego sometida a la elucién de gra—-
diente con agua~diozano (1 : 1) conteniendo amonfaco 0 & ~-

20. 0,1 N. Las fracciones sensibles a la reaccién de ninhidrina
fueron combinadas entre si y concentradas hasta la sequedad
para dar 301 mg (82%) de un sélido incoloro que era idénti-
co al obtenido en el Ejemplo 1 (iii) (B).

(1) Usando un polfmero superior'portador de grupos --

25, funcionales carboxilo (comercialmente disponible como "Ci-
Sephadex" 0-25, que es un sgente de filtracién de gel de in
tercambio iénico consistente en un gel de dextrano carboxi-
metilesustituido, un producto de Pharmacia Fine Chemical Co.
Suecia).

30. Une, solucién de 1 gr. del material siruposo obte-
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nido en el Bjemplo 1 (ii) en agua-dioxano (1 : 1) fue pasa-
do a través de una columna de 40 ml, de C¥-Sephadex €=25 =
(forma IHZ) que habfa sido bien saturada con agua~-dioxano -
(1 :.1). La columa fue lavadsa con 200 ml., de agua~-dioxano
(1 : 1) y posteriormente sometida a elucién de gradiente =-
usando agua=-dioxano (1 : 1) conteniendo amonfaco 0 a 0,1 N.
No se eluyd catién de zinc de la columna sino que solamente
se eluyd la 3,6'-di-N~benciloxicarbonilkanamicina A deseeds.
El eluado fue concentrado hasta la sequedad para dar 303,55
(824) de un sélido incoloro idéntico al del Ejemplo 1 (iii)
(B).

(1) Usando sulfuro de hidrégeno como agente precipitg
dor del zinc.

Se disolvidé 1 gr. del material siruposo obtenido
en el Ejemplo 1 (ii) en 20 ml. de agua-metanol (1 ¢t 1); a =
lo que se afiadié despuds amonfaco acuoso, seguido de lg in-
troduccidén de una cantidad suficiente de sulfuro de hidrﬁég
no. La mezcla de reaccién conteniendo el precipitado de sul
furo de zinc formado fue filtrada sobre un filtro de vidrio
que fue llenado con material filtrante "Celite®, y el fil--
trado fue concentrado bajo presién reducida paia dejar un -
meterial siruposo, que fue bien lavado con éter de etilo pg
ra dar un residuo sdlido. Este residuo fus recogido en tm
volumen de sgua-dioxano (1 : 1) ¥y la solucién fue cromatom-
grafiada en una columa de 30 ml. de Amberlite IRA 900 (for
ma OH, resina fuertemente bésica, un producto de Rohm & Ha-
as Cos) usando agua-dioxano (1 : 1) como disolvente de reve
lado. E1 eluado fue recogido en fracciones, y las fraccio--
nes que contenfan 3,6'~di-N-benciloxicarbonilkanamicing A -

fueron combinadas entre sf y concentradas hasta la sequedad
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para dar 235 mg (64% de un s6lido incoloro que era idéntico
gl del Ejemplo 1 (iii) (B). |
Bjemplo 2
Preparacidén de 3,6'-di-N-benciloxicarbonilkenamicina 4

_ Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanami-
¢ina A (base libre) en 15 ml. de dimetilsulféxido, a la que
se afiadieron después 420 mg (3,09 m moles) de cloruro de --
zine y 840 mg (6,18 m moles) de trihidrato de acetato sddi~
co). Después de la agitacién de la mezcla a temperatura am-
biente durante 10 horas, a la mezcla conteniendo el compie-
jo de kanamicina A~-zinc formadq ge le afiadlid durante medis

hora aprox;madamgnte una golucidn de 675 mg (2,27 m molas)

i

de N-benciloxicarboniloxiftalimida (0635-CH20000N<:::Eii2D>)

6

disuelta en 10 ml, de dimetilsulféxido. Ia mezcla resultan—
te fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante 4 ho
ras. :

Posteriormente, la mezcla de reaccidén fue tratada
del mismo modo que se ha descrito en el Bjemplo 1 (ii) y --
(1i1) (I) pera dar 598 mg. (74%) de 3,6'-di-N-benciloxicar-
bonilkanamicina A bajo la forma de un gélido incoloro.

Ejemplo 3 :
Preparacién de 3,6'=di-N-benciloxicarbonilkanamicina A

Se agitaron durante una hora 600 mg. (0,95 m mo--
les) de tetraclorhidruro de kanamicina A y 150 mg. (3,8 m
moles) de hidréxido de sodio en 15 ml. de dimetilsulfdxido,
a lo que se efiadid despuds 1 gr. (4,55 m moleg) de dihid:g
to de acetato de zinc, seguido de la agitacidén continuada -
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durante 5 horas més. A la mezcla que contenfa el complejo de

kenamicina A-zine formado se afiadi durante 30 minutos una -
solucidn de 545 mg (2,2 m moles) de N-benciloxicarboniloxi--
succinimida disuelte en 5 ml., de dimetilsulféxido-tetrahidro
furano (1 : 1). Después de agitar la mezela resultante a tem
peraturs ambiente durante la noche, se afiadif a la misma éter
de etilo para depositar el complejo de zinc N-acilado bajo -
la forma de un precipitado. El precipitado fue postericrmen-
te tratado sigulendo el mismo procedimiento que se ha déiscr:_l,
to en el Bjemplo 1 (iii) (H) para dar 581 mg (%8%) de un-sé-
1lido incoloro del compuesto del t{tulo. |

Ejemplo 4

Preparacién de 3,6'wdi=N-benciloxicarbonilkanamiocing 4
(1) Se disolvieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanamici-
na A (base libre) en 20 ml, de ung mezcla de agua-dimetilsul

féxido (1 : 9), a la que se afladieron deapués 1 gr. (4,55 m
moles) de dihidrato de acetato de zine y posteriormerite 590
ng (2,4 m moles) de Bebenciloxicarboniloxisuccinimida. Deg--
puds de dejar la mezcla en reposo a temperatura ambiente du-
rante la noche, se afiadié una gran cantidad de éter de etilo
a la mezcla, dando como resultado la smsparacién de una capa
siruposa acuosa, que fue lavada varias veces con éter de eti
lo para dar una capa siruposa espesa.

(1i) El material siruposo asi obtenido fue disuelto en
ague~metanol (3 : 1) y la solucidén fue pasada g través de -~
una columngfie 200 ml. de Quitosano. La columsa fue eluida —-

con agua-metanol (3 : 1) y el eluado fue recogido en fraccio
nes. Las fracciones positivas a la reaccidén de ninhidring -~

fueron combinadas entre s{ y concentradas en un pequefio volu

men. El concentrado fue colocado en una columma de resina Am
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berlite CG 50 (forme NH;) y la columna fue bien lavada con

una mezcla de agua~dioxano (1 : 1) y posteriormente someti-
da a la elucidn de gradiente con agua-dioxano (1 : 1) conte
niendo amoniaco 0 a 0,1 N. Las fracciones del eluado que --
contenian el producto deseado fueron combinadas entre sl y

concentradas hasta la sequedad para dar 494 mg (61%) de un

g6lido incoloro que era idéntico al obtenido en el Ejemplo

1 (1i1) (B).

Bjemplo 5

Preparacién de 3,6'-di-N-benciloxicarbonilkanamicina A

Se disolvieron 500 mg (1,03 m moles) de kanami§if
na A (base libre) en 20 ml. de una mezcla de agua~tetrahi--
drofurano (1 : 3), a la que se afiadié después 1 gr. (4,55 n
moles) de dihidrato de acetato de zinc, seguido de la adi--
eidn de 590 mg (2,4 m moles) de N;benciloxicarboniloxisucéi
nimida. La mezcla fue dejada en reposo a temperatura ambien
te durénte.la noche y la solucién de reaccidén asi obtenida
fue concentrada bajo presidén reducida. El residuo fue pasa-
do a través de una columna de 200 ml, de Quitosano y el - -
efluente procedente de la columna fue tratado posteriormen-
te del mismo modo que en el Ejemplo 4 (ii) para dar 414 mg
(514) de un sélido incoloro del compuesto del titulo.
Ejemplo 6
Preparacidn de 3,6'~di~N-benciloxicarbonilkanamicina 4

(i) Se disolvieron 500 mg (1,03 m moles) de kanamici-
na A (base 1ibre) en 15 ml. de una mezcla de agua-metanol -
(1 ;), a la que se afiadieron después 1,5 gr. (6,8 m moles)
de dihidrato de acetato de zinc, seguido de lg edicidén de -
530 mg (2,4 m moles) de N-benciloxicarboniloxisuccinimida -

en 7 ml,’ de tetrahidrofuranc. La mezcla fue dejada en repo-
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so a temperatura ambiente durante la noche y la solucién de
reaccién as{ obtenida fue concentrada bajo presidn reducida.
El residuo fue pasado a través de una columna de 200 ml. de
Quitosano y el efluente procedente de la columna fue trata-

5. doposteriormente del mismo modo que en el Ejemplo 4 (ii) pa
ra dar 442 mg (55%) de un sélido incoloro del compuesto del
titulo.

Ejemplo 7
Preparacién de 3,6'~di-N-benciloxicarbonilkanamicina A

10. Se suSpéndieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanami-
cina A (base libre) en 20 ml. de dimetilsulféxido y se aﬁar.
dieron 272 mg. (1,24 m moles) de dihidrato de acetato de -~
zine a la suspensién. Ia mezcla fue agitada a temperaturé‘-
ambiente durante 10 horas para formar una solucidén sustan--

15« cialmente trangparente, a la que se afiadieron después pcrf—
pequefias porciones, durante aproximasdemente 2 horas, 54C mg.
(2,17 m moles) de N-benciloxicarboniloxisuccinimida. Después
de dejar en reposo la mezcla resulténte a tempermtura ambien
te durante la noche, se afiadid un gran volumen de éter de -

20, etilo y el material oleoso separado fue recogido y lavado -
varias veces con éter de etilo para dar un material sirupo-
S0 espeso.

La cromatografia en capa delgada de gel de sflice
de una muestra cogida del material siruposo usando clorofor

25, mo-metanol-amonfaco acuoso al 28% (1 ¢ 1 ¢ 1 en volumen, fa
ge inferior) como disolvente de revelado indicé las siguien
tes manchas:

~--paguefia mancha a Rf 0,4 de 1,3,6',3"-tetra-N~ben
ciloxicarbonilkanamicina A (que desarrollé un -

30. color al ser pulverizada con dcido sulflrico y
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calentdndola posteriormente);

~-=débil mancha a Re 0, 28;

--mancha principal a Rf 0,23 del producto deseados
3y 6'=di~N-benciloxicarbonilkanamicina A;

--pequefia mancha a Ry 0,12 de 6'~N-benciloxicarbo-
nilkanamicina A; y

--mancha extremadamente débil a R, O de kanamicina
A sin reaccionar.

No se observd pricticamente mancha alguna corres---
pondiente a la tri-N-benciloxicarbonilkanamicina A que debe-
ria aparecer R, 0,28 a 0,4.

El material siruposo espeso antes cifado fue disuel
to en ague-dioxano (1 : 1) y la solucidén fue pasada a través
de una columna de 100 ml. de resina CM-Sephadex C-25 (forma
NHZ) previamente humectada con agua-dioxano (1:1). Postasrior
mente, la columna fue sometida al proceso de elucidén del mis
mo modo que se ha descrito en el Ejemplo 1 (iii) (I), por lo
que se retird el catidn de zine y se separé el producto de~—
seado de log otros productos para dar 412 mg (51%) del com=-
puesto del titulo como un sélido incoloro.

A t{tulo de comparacién, se repitié el procedimien
to que se acaba de mencionar pero sustituyendo el dihidrato
de acetatio de zinc por 308 mg (1,24 m moles) de tetraghidrato
de acetato de nfguel (II), con el resultado de gque se obtuvo
la 3,6'-di-N-benciloxicarbonilkanamicina A deseada bajo la -
forma de un sélido incoloro solsmente con un pobre rendimien

to de 59 mg (7,3%).

esefens (Continda en Ejemplo 8).
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Ejemplo 8
Preparaciéd de 3,6'-di-N-(p-metoxibeneiloxicarbonil)kanamici
na A. ‘

Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanamici
5. na A (base libre) en 12 ml. de dimetilsulféxido y se afiadid
1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la --
suspensidén. La mezcla fue agitada a temperatura ambiente hag
ta que se formé una solucién homogénea, a la que se affadié -
después, durante aproximedamente 30 minutos, una solucién de
10, %89 ng (2,6 m moles) de éster de p-metoxicarbobenzoxi p-ni--
trofenilo (p-GH3005H4CH2000066H4p-N02) disuelta en 10 ml. de
dimetilsulféxido. La mezcla resultants fue dejada en reposo
durante la noche a temperatura amblente y fue tratada poste-
riormente del mismo modo que en el Ejemplo 1 (ii) y (iii} --
15. (B) pare dar 722 mg (83%) de un sélido incoloro del compues-
to del t{tulo. /T + 878 (c 1, ague-dimetilformamida, 1:2),
Andlisis elemental
Calculado para 036H52N401.;-1/2H“2003=
C, 51,95; H, 6,33; N, 6,64%
20. Hallado: C, 51,56; H, 6,41; N, 6,53%

Ejemplo 9
Preparacidn de 6'-N=-(%~butoxicarbonil)kenamicina 4.

Siguiendo el mismo procedimiento que se ha descri-

to en el Ejemplo 8 con la excepcién de que se sustituyd el -
25. é&ster de p-metoxi~carbobenzoxi p-nitrofenilo por 220 mg. - -
(1,54 m moles) de t=-butoxicarbonilazida, se obtuvo el compueg
to del t{tulo bajo la forma de un sélide incoloro. Rendimien
to 627 mg [5<72° = + 969 (c 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).

30, eve/ess (Continde en Ejemplo 10).
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Bjemplo 10

Preparacibn de 3,6'~di-N-trifluoroacetil-kanamicina 4

Se suspendieron 500 mgz. (1,03 m moles) de kanamici
na A (base libre) en 12 ml. de dimetilsulféxido y se afiadid
1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la --
suspensidén. La mezcla fue agitada a temperatura ambiente hag
ta que se formé una solucidén homogénea, a la que se afiadié -
después una solucién de 1,2 gr. (5,1 mrmoles) de éster de --
p-nitrofenol del dcido trifluorocacético disuelto en 10 ml. -
de dimetilsulféxido. ILa mezcla resultante fue dejada en repo
go durante la noche s temperatufa ambiente y fue tratadaipog
teriormente con éter de etilo como se indica en el Ejemplo 1
(ii). El material siruposo insoluble en el ter fue tratado
posteriormente del mismo modo que en el Ejemplo 1 (iii) (a)
para dar 590 mg (%0%) del compuesto del titulo bajo la ferma
de un sélido incoloro. 135755 + 812 (¢ 1, agua~dimetilforma-
mida, 1 & 2). -

Andlisis elemental

Calculado para 622H34N4013P6620H300 HeH, 0

2" 2
C, 38,33; H, 5,44; W, 6,88; F, 13,99%
Hgllado: C, 38,03; H, 5,48; N, 6,54%
Ejemplo 11 :
Preparacidn de 3,6'-di-N=-fenoxicarbonilkanamicina A

Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanamici

na 4 (Base libre) en una mezcls de dimetilsulféxido (15 ml)
v tetrahidrofurano (5 ml) y se afiadié 1 gr. (4,55 m moles) -
de dibidrato de acetato de zinc a la suspensidn, seguido de
la agitacién a temperatura ambiente hasta que la mezcla de -
reaccién formé una solucién homogénea. La solucién resultan-

te fue entonces enfriada a 09C, ¥y se le afladid lentamente --
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una solucién enfriada (a 02C) de 400 mg (2,55 m moles) de --
cloruro de fenoxicarbonilo (CgHgOCOCL) en 3 ml, de tetrahi--
drofurano., Ls solucién de reaccién fus puesta a temperaturs
ambiente durante una hora y posteriormente dejada en reposo
& tal temperatura durante 3 horas. Posteriormente, la mezcla
de reaccién fue tratada con éter de etilo como se ha mencio-
nado en el Bjemplo 1 (ii) y el material siruposo insoluble -
en el &ter fue tratado despuds por el mismo procedimiento -~
que en el Ejemplo 1 (iii) (A) para dar 625 mg (70%) de un 3¢
1ido incoloro del compuesto del titulo [5_<_712)5 + ;}39 (¢ 1, --
agug~-dimetilformamida, 1 : 2). .
Andlisis elemental
Calculsdo para 032H44N4015-2033002H-H20:
¢, 50,113 H, 6,31; N, 6,49%
Hellado: C, 49,77; H, 6,603 N, 6,11%
Ejemplo 12
Preparacidén de 3,6'-di-N-acetilkanemicina A

La mezcla de reaccién obtenida por el mismo proce-

dimiento que en el Ejemplo 8, con la excepcidén de gue se usé
260 mg. (2,6 m moles)de anhidrido acético en vez del éater -
de p-metoxicarbobenzoxi p-nitrofenilo, fue tratada del mismo
modo que se ha descrito en el Ejemplo 1 (iii) (4). Se prepa-
raron de este modo 525 mg. (72%) del compuesto del titulo co
mo un s6lido incoloro [357%5= + 932 (¢ 1, aguardimetilforma-
mida, 1 ¢ 2).
Andlisis
Calculado para 022H4°N4013;29H3002H~H20:
Cy 44,19; H, 7,13; N, 7,93%
Hallado: C, 44,20; H, 7,07; N, 7,854
cee/van
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Ejemplo 13

Preperacién de 3,6'-di-N-formilkenamicina A

Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanamici
na A (base libre) en 12 ml., de dimetilsulféxido y se afiadié
a la suspensién 1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato
de zinc. La mezcla fue agitada a temperatura ambiente‘hasta
gque formé una solucidén homogénes, a la que se afiadieron des-
puds 690 mg. (4,12 m moles) de p-nitrofenilformato (0H0006H£-
p-NO,). La mezcla resultante fue dejada en reposo durante la
noche a temperatura ambiente y posteriormente tratada del -~
mismo modo que en el Ejemplo 1 (iii) (H). Las fracciones po-
sitivas a la reaccidén con ninhidrina fueron combinadas entre
si, borboteadas con didxido de carbono gaseoso ¥ después_cgg
centradas hasta la sequedad. Se obtuvieron de este modo 430
ng (67%)'de1 compuesto del titulo bajo la forma de un s61ido
incoloro. Z517g5

Angdlisis

+ 1012 (¢ 1, agua).

Caloulado pars OpgHygl,03°HaC05eH,0z
C, 40,64; H, 6,50; N, 9,03%
Hallado: C, 40,43; H, 6,4T; N,8,83%
Ejemplo 14

 Preparacidén de 3,6'~di-N-tosilkanamicing 3

Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kenamici
na A (base libre) en 15 ml., de dimetilsulféxido y se afladié
1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la -~
suspensién. Ta mezcla fue agitada a temperatura ambiente hag
ta que formé una solucién homogénea, a la que se afiadid des-
pués, lentamente, una solucidn de 400 mg. (2,1 m moles) de -
cloruro de tosilo en 7 ml. de tetrshidrofuranc. La mezcla re

sultante fue dejada en reposo a temperaturs ambiente durante
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una hora, seguida de otra adicién de 200 mg. de clorurc de ~
tosilo disuelto en 3,5 ml. de tetrahidrofuranoc. Ia mezcla de
reaccidén fue dejada en reposo durante dos horas mis y después
fue tratada por el procedimiento idéntico al descrito en el
Ejemplo 1 (ii) y (iii) (A), dando 270 mg. (28%) de un sdlido
incoloro del compuesto del t{tulo. [557%5 + 682 (c 1, agua-
dimetilformamida, 1 : 2). '
Andlisis
Calculado pare Cyolygly0i5S,°20H;00,HeH 08
C, 46,44; H, 6,28; N, 6,02; S, 6,89
Hallado: C, 46,31; H, 5,98; N, 6,31; S, 655
Cuando se repitié el procedimiento de reaceidn an-
terior pero omitiendo el acetato de zine, no se recuperé cen

tidad sustancial alguna del sélido incoloro.

Ejemplo 15
Preparacién de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-6f-N-metilkangmi-

cina A.

Se suspendieron 500 mg. (1,0 m mol) de 6'-N-metil-
kenamicina A (base libre en 12 ml. de dimetilsulféxido y se
afladié 1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc
a la suspensién. La mezcla fue agitada a temperatura ambien-
te hasta que formé una solucién homogénes, a la que se afig-—
dié posteriormente, durante 30 minutos, una solucidén de 550
mg. (2,2 m moles) de N-benciloxicarboniloxisvccinimida di~ -
suelta en 5 ml, de dimetilsulféxido-tetrashidrofuranc (1 : 1).
La mezcla resultante fue dejada en reposoc durante la noche g
temperatura ambiente y seguidamente fue tratada del mismo mo
do que en el Ejemplo 1 (ii) y (iii) (A) para dar 720 ng.
(79%) de un sélido incoloro del compuesto del tftulo.

1357%5 + 742 (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 ¢ 2).
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Bl tratamiento subsiguiente del compuesto del tifg
lo por el procedimiento similar gzl deserito en el Ejemplo 31
indicado mis adelante didé la 1=N-((S)=4-amino-2-hidroxibuti-
ril)=6'~N-metilkanamicina A.

- Ejemplo 16

Preparacién de 3,6'~di-N~benciloxicarbonil-~3'~desoxikanamici
na & |
Se obtuvo el compuesto del titulo bajo la forma -de
un sélido incoloro con un rendimiento de 765 mg. (82%) »repi-
tiendo el mismo procedimiento que en el Ejemple 15 pero par-
tiendo de 500 mg. (1,07 m moles) de 3'-desoxikanamicing A --
(base libre) y usando 610 mg. (2,45 m moles) de N-bencilori-
carboniloxisuccinimida. [3;7%5 =+ 762 (¢ 1, agua-dimetilfor A
mamida, 1 & 2). :
Andlisis
Caleulado para C34H48N40}, 4~ 2CHCO,HE,0:
¢, 52,163 H, 6,68; N, 6,40%
Hallado: C, 51,99; H, 6,75; N, 6,205
El tratamiento subsiguiente del compuesto del titu
lo por el procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 31
dié la 1~-N-((S)=4-amino~-2-hidroxibutiril)-3'-desoxikanamici-
na A.

Bjemplo 17
Preparacién de 3,6'-di-N-benciloxicarbonilw3'=desoxi-6=N-me-

tilkanamicina 4.

Se obtuvo‘el compuesto del titulo con un rendimien
to de 737 mg (80%) repitiendo el mismo procedimiento que en
el Ejemplo 15 pero partiendo de 500 mg. (1,04 m moles) de —-
3'~desoxi~6t=N~metilkanamicina A (base libre) y usando 595 -

mg. (2,4 m moles) de N-benciloxicarboniloxisuccinimida., - -
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(72 + 738 (c 1, sgua-dimetilformamide, 1 : 2)

El tratamiento subsiguiente del compuesto del tfty
lo por el procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 31
dié lg 1=N=((S)=4=amino=2=-hidroxibutiril)-3'-degoxi~6"'~N-ma=
tilkanamicina A.

Ejemplo 18
Preparacidén de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-4'-desoxikanamici
na A

Partiendo de 500 mg. (1,07 m moles) de 4'-desoxika
namicina A base libre (véase "Journal of Antibiotics", Vol.
27, phginas 838-849 (1974); "Bulletin of the Chemical Socie-
ty of Japan®, Vol. 50, péginas 2362-2368 (1977)), se obtuvo
el compuesté del titulo bajo la forma de un adlido incoldrp
con un rendimiento de 666 mg. (71%) por el mismo procedimien
to que en el Ejemplo 15 con le excepcidén de que se aﬁadiéron
lentamente 580 mg. (2,3 m moles) de N~benciloxicarbonilcxi--
succinimida disuelta en 4 ml. de dimetilsulféxido, en el cur
50 de una hora, a la solucidén homogénea. (5&7%5 = 4 ;7! (c 1,
agua~dimetilformamida, 1 : 2). ’

Andlisis
Caleulado para 034H48N4018-20H3002HoH20:
C, 52,163 H, 6,68; N, 6,40%
Hellado: G, 51,773 H, 6,793 N, 6,31%
Riemplo 19

Prepgracidn de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-kanamicina B.
Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanemici
na B (base libre) en una mezcla de 12 ml., de dimetilsulféxi-

do y se afiadieron a la suspensidn 4 ml. de tetrahidrofurano
y 1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc). Ia

mezcla fue agitada a temperatura amblente hasta que formé ——
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una solucién homogénea, y luego fue enfriada a 09C. 4 la so-
lucién enfriada se afiadié lentamente; durante una hora, una
solucién fria de 825 mg. (3,3 m moles) de N-benciloxicarbo--
niloxisuccinimida disuelta en 10 ml. de tetrahidrofuranoc-di-
metilsulféxido (1 : 1). Ia mezcla resultante fue dejada en -
reposo a 02C durante 2 horas ¥y luego a temperatura ambiente
durante la noche, después de lo cual se traté la mezcla del
mismo modo que en el Bjemplo 1 (ii) y (iii) (A) para dar 740
mng. (%0%) del compuesto del titulo como un gélido incoloro.
(72 = " 639 (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).
Mndlisis '
Galculado para Cy,HssNg0, o 2CHCO HH 02
¢, 53,95; H, 6349; N, 6,84%
Hellado: C, 53,665 H, 6,67; N, 6,63%

El tfatamiento subsiguiente del compuesto del tIitu
lo por el procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 3f
did 1a 1-N-((8)-4-amino=2-hidroxibutiril) kanamicina B.
Ejemplo 20 o
Preparacidn de 3,2',6'-tri-N-benciloxdcarboniltobramicina,

Se suspendieron 480 mg. (1,03 m moles) de tobrami-
cina (base libre) en 12 ml. de dimetilsulféxido y se afiadid
1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la =-
suspensién. Ia mezela fue agitada a temperatura ambiente du-
rante una hora para formar una solucidén homogénea a la que -
se afiadid después, durante ung hora aproximadamente, una so-
lucién de 850 mg. (3,4 m moles) de N-benciloxicarboniloxisuc
cinimida disuelta en 10 ml. de tetrahidrofurano~dimetilsulid
xido (1 : 1). Después de dejar la mezcls en reposo a temperg
turs ambiente durante la ndche, 1z solucién de reacciédn - ob-

tenida fue tratada con un gran volumen de éter de etilo como



5e

10,

154

20,

25,

30.

76.

se ha mencionado en el Ejemplo 1 (ii) para dar un material -
giruposo espeso.

El material siruposo fue tratado posteriormente --
del mismo modo que en el Ejemplo 1 (iii) (A) pero usando - -
agua~dioxano (1 : 2 en vez de 2 : 1) para dar 810 mg. (78%)
del compuesto del tftulo como un sélido incoloro. [3g7%5 =
;'659 (c 1, agua~dimetilformamida, 1 : 2).

Celoulado para GyoHssNs0, s+ 2CH; 00, Hy03

¢, 54,81; H, 6,50; N, 6,95%
Halledo: C, 54,77 H, 6,713 N, 6,88%

El tratamiento subsiguiente del compuesto del &ltu
lo por el procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 31
did la 1-N=((8)=4~amino-2=hidroxibutiril)=tobramicina.
Ejemplo 21
Preparacién de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-6'-N-metlilto~

bramicina.
Se obtuvo el compuesto del titulo bajo la forma de

un sélide incoloro con un rendimiento de 890 mg. (84%) repi-
tiendo el mismo procedimiento gue en el Ejemplo 20 pero par-
tiendo de 500 mg. (1,04 m moles) de 6'=~N-mstiltobramicing --
(base libre). /&72% = + 638 (c 1, agua-dimetilformamida, -
113 2).

Biemplo 22
Preparacidén de 3,2',6'-tri-N~benciloxicarbonil-4'~degoxikana

micina B.

Partiendo de 480 mg. (1,03 m moles) de 4'-desoxika
namicina B bagse libre (véase el “Bulletin of the Chemical So
clety of Japan", Vol. 50, piginas 2362-2368 (1977)), gse obtu
vo el compuesto del titulo bajo la forma de un sélide incolo
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ro con un rendimiento de 815 mg. (79%) por el mismo procedi-
miento que en el Ejemplo 20. /3727 + 632 (c 1, sgua~dimetil
formamida, 1 ¢ 2).

Ejemplo 23

5. Preparacién de 3,2',6'~tri-N-benciloxicarbonildibekacina.

Se suspendieron 600 mg. (1,33 m moles) de dibekaeci
na (3',4'-didesoxikanamicina B) (base libre) en 15 ml, de di
metilsulféxido y la suspensidén fue agitada pars formar tha -
solucidén, a la que se afiadieron 1,4 gr. (6,4 m moles) &e di-
10. hidrato de acetato de zinc, seguido de su posterior agitacién.
A la solucién resultante se afiadié lentamente, durante wna -
hora aproximadamente, una solucién de 1,1 gr. (4,4 m moles)
de N;benciloxicarboniloxisuccinimida en 12 ml. de dimetilsul
féxido, y la mezcla fue dejada en reposo a temperatura ambien
15. +te durante la noche. Después, se mezclé un gran yolumen de -
éter de etilo con la solucién de reaccién para separar un de
pésito oleoso (comprendiendo principalmente el complejo de -
dibekacina-zine N~benciloxicarbonilado como el producto de-—-
seado y una proporcién de dimetilsulféxido), que fue lavado
20. con éter de etilo para dar un material siruposo espeso.
| Bste material siruposo fue lavado repetidamente --
con agua, con lo que se destruyd el complejo de zinc N-acilg
do con ggua y el catidn de zinc liberado fue retirado junto
con el exceso inicialmente existente de acetato de zinc. Se
25« obtubieron asi 1,1 gr. de un sélido insoluble en el agua que
comprendfa la dibekscina N-acilada. EL sélido fue sometido a
la cromatografia en capa delgada de gel de sflice usando clp
roformo-etanol-amoniaco acuoso al 18% (1 : 1 : 1, fase infe-
rior) como disolvente de revelado para dar una sola mancha a

30. Rp 0,3, indicadora de gue el sélido consistla esencialmente
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en 3,2',6'-tri-N~benciloxicarbonildibekacina con una traza -
de zine.

El tratamiento subsiguiente del compuesto del titu
lo por el procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 31
dié la 1-N-((S)-4-amino-2-hidroxibutiril)-dibekacina.

Para su posterior purificacidn, el producto crudo
del compuesto del t{tulo, tal como fue obtenido anteriormen-
te, fue lavado con solucidén de emonfaco 3M para dar el pro--
ducto sin contaminacidén de ion zine. (5&7%5 + %19 (¢ 1, sgua~
dimetilformamida, 1 : 2). ‘

Ejemplo 24
Preparacidn de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-6'-N-metildi-

bekacina.
Se disolvieron 500 mg. (1,07 m moles) de 6'=N-mew-

tildibekacina (base libre) y 1,2 gr. (5,45 m moles) de dihi-
drato de acetato de zinc en 20 ml. de dimetilsulféxido, a lo
que se afladieron lentamente, durante 30 minutos aproximada--
mente, 910 mg. (3,6 m moles) de N-benciloxicarboniloxisucci-
nimida. Ia solucién de reaccién fue dejada en reposo a tempe
ratura ambiente durante la noche y posteriormente tratada -—-
del mismo modo gue se menciona en el Ejemplo 23, dando 910 -
mg. del compuesto del titulo que era sustancialmente puro.

El tratamiento subsiguiente del compuesto del titu
lo por el procedimiento similar al deserito en el Ejemplo 31
dié la 1~N-((S)-4-amino=-2~hidroxibutiril)-6'-N-metildibekaci
na.

Ejemplo 25
Preparacién de 3,2'-di-N~benciloxicarbonilkanamicina C.

Se obtuvo el compuesto del titulo bajo la forme de

un sélido de color con un rendimiento de 730 mg. (79%) sigulen
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do los mismos procedimientos que se,describeﬁ en el Ejemplo
1 (1), (ii) y (iii) A pero partiendo de 500 mg. (1,03 m mo—-
les) de kanamicina C (base libre). 155755 + 759 (¢ 1, agua-
dimetilformamida, 1 : 2).

El tratamiento subsiguiente del compuesto del titu
lo por el procedimiento similar al descrito en el Ejemplo 31
aié la 1-N-((S)-4-amino-2-hidroxibutiril)-kanamicina C.
Ejemplo 26

Prepargeidn de 6!-N-benciloxicarbonilkanemicina A.

Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanamici
na A (base libre) en 20 ml. de dimetilsulféxido y se afiadié
0,5 gr. (2,3 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la -
suspensién. La mezcla fue zgitada a temperétura ambiente hag
ta que formé§ una solucidén homogénea, a la que se afiadieron -
después 283 mg. (1,13 m moles) de N-benciloxicarboniloxisuc~
cinimida. Ia mezcla resultante fue dejada en reposo durante
la noche a temperatura ambiente y posteriormente tratada del
mismo modo que en el Ejemplo 1 (ii) y (iii) (I) para dar 556
mge del compuesto del titulo bajo la forma de w s6lido inco
loro 45g7%5 = +922 (¢ 1, agua).

Ejemplo 27 |
Preparacidén de 6'=N-benciloxicarbonildibekacina.

Siguiendo el procedimiento deserito en el Ejemplo
26, se obtuvieron 382 mg. del compuesto del titulo usando =--
500 mg. de dibekacina (base libre), 12 nl. de dimetilsulfdxi
do, 0,7 gr. de dihidrato de acetato de zinc y 305 mg., de N-
benciloxicarboniloxisuccinimida. [55_7%5 + 1052 (c 0,5, ~

agua).

Y SN Continfia en Ejemplo 28).
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Ejemplo 28
Preparacidn de 3,2',6'~tri-N-benciloxicarbonil-3',4'~dideso-
xi=3'~enokanamicing B.

Se disolvieron 500 mg. (1,11 m moles) de 3',4'-di-

desoxi-3'~enokanamicina B base libre (véase el "Bulletin of
the Chemical Society of Japan™, Vol. 50, paginas 1580~1583 -
(1977)) en 12 ml, de dimetilsulfdéxido, y se afiadid 1 gr.
(4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la solucidn,
seguido de la amgitacién durante una hora. A la solucidn re=—-
sultante se afladieron lentamente, durante 30 minutos, 870 mg.
(3,49 m moles) de N-benciloxicarboniloxisuccinimida, Después
de dejar la mezela en reposo a temperatura ambiente durante
la noche, la solucidn de reaccidn obtenidas fue tratada con -
un gran volumen de éter de etilo como se ha mencionado en el
Ejemplo 1 (ii) para dar un material siruposo eapeso.

El material siruposo fue tratado después del mismo
modo que en el Ejemplo 1 (iii) (B) pero usando agua-dioxano
(1 ¢ 2envez de 2 ¢ 1) para dar 784 mg. del compuesto del -
titulo bajo la forma de un sélido incoloro. [3;7%5 + 309 - -
(c 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).

Fjemplo 29

Preparacién de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonilsisomicina,

Se obtuvo el compuesto del titulo bajo la forma de
w s6lido incoloro con un rendimiento de 780 mg. siguiendo -
el mismo procedimiento que en el Ejemplo 28 pero partiendo -
de 500 mg., (1,12 m moles) de sisomicina (base libre).
15L7%5 =+ 1102 (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 ¢ 2).

wee/ese (Continda en Ejemplo 30).
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" Preparacién de 3,21,6'-tri-N;benci;oxicg;bonilgentgmic;gas.

Se obtuvieron 787 mg. del compuesto del titulo ba-
jo la forma de un sélido incoloro siguiendo el mismo procedi
miento que en el Ejemplo 28 pero partiendo de 500 mg. de gen

tamicinas mezeladas (C, C, , Co» etc.).

1a

Ejemplo 31 (como referencia)
Preparacién de 1=N~((8)-4-amino-2~hidroxibutiril)kanamiciny

A {amikacinal.

Se disolvieron 55 mg. (0,062 m moles) de acetato -
de 3,6'~di-N-benciloxicarbonilkanamicina A preparado ccro se
describe en el Bjemplo 1 en 1,5 ml. de agua-tetrahidrofuranc
(2 : 5), a 1lo que se afiadieron 13 mg. (0,12 m moles) de sar-
bonato sédico anhidro y posteriormente 23 mg. (0,066 m moles)
de éster de N~hidroxisuccinimida del 4cido (S)-4~benciioxi--
carbonilamino-2-~hidroxibutirico. Ia mezela fue dejada en re-
poso a temperatura ambiente durante 10 horas. DIa solucién de
reaccidn obtenida fue concentrada en un pequefio volumen y el
concentrado fue recogido en 4 ml, de agua=dioxano (1 : 1). =
Se afiadid uwna pequefia cantidad de 4cido acético a la solucién
para volverls débilmente 4cida, y la solucidén fue sometida a
hidrogenolisis pasando a través de ella gas de hidrdégeno ba-
jo presién atmosférica durante una hora en presencia de ne--
gro de paladio (para la retirada del grupo benciloxicarboni-
lo). La solucién de reaccién resultante fue filtrada y conew
centrada y el concentrado fue pasado a través de una columma
de Cli-Sephadex C~25 (forma NHZ) (un producto de Pharmacia Fi

ne Chemical Co., Suecia). Iia columma fue sometida a la elu~-

cidn de gradiente con amonfaco acuose 0 a 0,5N. Ias fraccio-

nes del eluado que contenian el producto deseado fueron com-
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binadas entre s y concentradas hasta la sequedad para dar -
24 mg. (rendimiento 60%) del compuesfo del titulo como su mg
nocarbonato, cuyas propiedades fisicas y potencia antibacfe-
risna eran idénticas a las de una muestra auténtica.

Ejemplo 32 (como referencia)

Preparacidn de 1-N-(DI-isoseril)dibekacina.
Se disolvieron 58 mg. (0,06 m moles) de 3,2',6'-

tri-N-benciloxicarbonildibekacina preparada como en el Ejen-
Plo 23 en 1,5 ml, de agua~tetrahidrofurano (2 : 5), a lo gue
se afladieron 13 mg. (0,12 m moles) de carbonato sédico anni-
dro y después 21 mg. (0,063 m moles) de éster de N~hidroxi--
suceinimida de N-bencil-oxicarbonil-dL-isosering. La meszcla
fue dejada en reposo a temperatura ambiente y posteriormente
tratads por el procedimiento deserito en el Ejemplo 31 para
dar 21 mg. (rendimlento 59%) del compuesto del titulo come -
su monocarbonato, cuyas propiedades fisicas y potencia anti-
bacteriana eran idénticas a las de una muestra auténtica.

Sjemplo 33
Produceidn de 3,6'~di-N-benciloxicarbonil-3"-N-trifluoroace-

tilkenamicina 4.
Se mezcl$ una solucidn de 504 mg. de 3,6'-di-N-ben

ciloxicarbonilkanamicina A (véase Ejemplo 1) en 4 ml. de di-
metilsulféxido con 220 mg. de trifluorcacetato de etilo, y -
la mezcla obtenida fue dejada en reposo durante la noche a -
temperatura ambiente. Después se afladid un pequefio volumen -
de geido trifluoroacético a la mezcla de reaccidn, la solu=-
c¢idn de reaccién fue vertida en un gran volumen de éter de -
etilo y el material oleoso resultante que se deposité fue la
vado perfectamente con éter de etilo para dar el material 80

lidificado. Este material fue secado perfectamente para obte
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ner 640 mg. del compuesto del titulo como una sustancia séli
da. Rendimiento 99%, &7%5 + 988 (¢ 1, piridina),

Andlisis elemental

Calculado para c36H4;,’N4o16F3-cr3coon
¢, 47,40; H, 5,02; N, 5,82%
Hallado: C, 47,13; H, 5,15; N, 5,79%
Ejemplo 34
Produccién de 3,6'~di-N-beneiloxicarbonile3"-N-trifluorcace-
tilkanamicinag A, .
Se mezcld una solucidn de 20 mg., de 3,6'~di-Nbenci
loxicarbonilkenamicina A en 0,4 ml. de dimetilsulféxidec con

6 mg. de trifluoroacetato de fenilo, y la mezcla- obtenida —-
fue dejada en reposo durante la noche a temperatura ambiente.
Posteriormente, la mezcla de resceidn fue tratada del mismo
modo que en el Ejemplo 33, dando 24,8 mg. del producto del -
titulo que resulté ser identico al del Ejemplo 33, Rendimien
to 9T | |
Ejemplo 35

Produccidn de 3,6'-di—N—benciloxicarbonil-,?."-N-'brifluoro_ace-

tilkanamicina A.

Se mezelé wna solueidn de 10 mg. de 3,6'=di-N-ben-
ciloxicarbonilkanamicina A en 0,3 ml. de triamida hexametil-
fosférica con 7 mg. de trifluoroacetato de etilo, y la mez--
cla obtenida fue dejada en reposo durante la noche a tempera
ture ambiente. La solucidén de reaccidén fue mezclada con une-
pequefio volumen de deido trifluorcacéfico y luego vertida en
un gran volumen de éter de etilo. El material oleoso gue se
deposité fue bien lavado con éter de etilo y la sustancia sf
lida resultante fue secada para dar 11,7 mg. (rendimiento --

91%) del producto del t{tulo como su mono~trifluoroacetato -
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bajo la forma de un sélido.

Ejemplo 36 )
Produceidn de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-3i"-N-trifluorogce-
$ilkanamicing A. |

Se mezclé una suspensidén de 10 mg. de 3,6'-di-N-
benciloxicarbonilkanemicina A en 0,3 ml. de dimetilformamida
con 7 mg. de trifluoroacetato de etilo, y la mezcla obtenida

fue dejada en reposo durante la noche a temperatura ambierte.
La solucidén de reaccidn homogénea asi obtenida fue mezclada
con un pequefio volumen de dcido trifluorocacético y despuds -
vertida en un gran volumen de éter de etilo. El material diso
g0 depositado fue bien lavado con éter de etilo para solidi-
ficarlo y la sustancia s6lida resultante secada, dando 11,5
mg. (Re-ndimiento 90%) del producto del tftulo como su mono-
trifluoroacetato bajo la forma de un sélido.

Bjemplo 3i

Produccidn de 3,6'~di-N-benciloxicgrbonil-3"-N-trifluoroace~

tilkanamicina A.

Se mezcld una suspensién de 10 mg. de 3,6'=di-N-

benciloxicarbonilkanamicine A en 0,35 ml. de sulfolano con 7
mz. de trifluorcacetato de etilo, y la mezela fue agltade du

rante la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, la ~=
mezcla de reaccién fue tratada del mismo modo que en el Ejem
plo 33, dando 12,0 mg. (Rendimiento 94%) del producto del %1
tulo como el mono-trifluoroacetato bajo la forma de una sus-

tancia sélida.

Ejemplo 38
Produccidén de 3,6'~di-N-benciloxicgrbonil-3it-N-trifluoroace-

tilkanamicineg A.
Se mezeld une sugpensidn de 22 mg, de 3,6"'=dim=N-
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beneciloxicarbonilkanamicing A en 0,8 ml. de tetrahidrofuranc
con 10 mg, de trifluoroacetato de etilo, y la mezela fue agi
tada durante 2 dfas. La solucidn de reaccién homogénea resul
tante fue mezclada con 15 mg. de trifluoroacetato de etilo y
8 mg. de carbonato sédico anhidro, agitada durante la noche

y despuds dejada en reposo durante 2 dias, La solucién de --
reaccidn resultante fue concentrads en un pequefio volumen, y
el concentrado fue lavado con agua y despuds secado para dar
wn material sélido. El material sélido fue suspendido en un

pequefio volumen de tetrahidrofurano junto con una pequefis —-
cantidad de 4cido trifluoroacético.La mezcla as{ obtenida --
fue agitada seguido de la adicidn de éter de etilo. EL séli-
do precipitado fue separado por filtracién, lavado con éfer

y secado, dando 21 mg. (Rendimiento 74%) del producto del ti
tulo, es decir monotrifluoroacetato como una sustancia zéli-

da. [X7%° + 982 (c 1, piridina).

- Ejemplo 39

Producecidn de 3,6'-di-N-benciloxicarbonilw3"-N-trifluoroace-
tilkenamicing A. " '

Se mezeld una solucidn de 10 mg. de 3,6'=-di-N-ben-
ciloxicarbonilkanamicina A en agua-tetrahidrofurane (1 : 1,
0y3 ml) con una solucidén de 5 mg. de trifiuoroacetato de eti
lo en 0,1 ml. de tetrahidrofurano, y la mezcla resultante =-
fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante un dfa.
Posteriormente, se afladié una mezcla de trifluoroacetato de

etilo (10 mg), carbonato sédico amhidro (4,4 mg) y tetrahi--
drofurano {0,1 ml) a la solucién resultante a intervalos de

5 horas (cuatro veces en total) para efectuar la 3"-N-trifluo
roacetilacién. Ia solucién de reaccién fue concentrada ¥y pos

teriormente tratads del mismo modo que en el Ejemplo 38 para
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dar 5,5 mg. (Rendimiento 43%) del producto del titulo, es de
cir mono-trifluoroacetato como una sustancia sélida.
Ejemplo 40
Produccidn de 3,6'-di-Nnbenciloxicggbon;;:3"-N—tz;:luorggcev
tilkanamicina A, "

Se mezeld una solucidén de 10 mg. de 3,6'-di~N-ben-

ciloxicarbonilkanemicina A en ague~etanol (2 : 3, 0,6 ml) ==

con tna solucidén de 5 mg. de trifluoroacetato de etilo en --

0,1 ml. de tetrahidrofurano, y la mezcla fue dejada en repo-

80 a temperstura embiente durante un diam. La solucién de reae

cién fue tratada posteriormente del mismo modo que en el Ejem

plo 38, dando 2,3 mg. (Rendimiento 18%) del producto del ti-

tulo, es decir monotrifluorcacetato coho s sustancia séli-

dae

emplo 41

Produccién de 3,6'~di-N-t-butoxicarbonil-3"-N-trifluoreace-—

tilkenamiocina A. |

(g) FPreparacidén de 3,6'-di-N~t-butoxicarbonilkanamicina A,
Se suspendieron 500 mg. (1,03 m moles) de kanamici

na A (base libre) en- 12 ml, de dimetilsulféxido, y se afiadié

1 gr. (4,55 m moles) de dihidrato de acetato de zinc a la -~
suspensién obtenida. La mezcla fue agitada a temperatura am-
biente hasta que formé una solucién homogénea, a la que se -
afiadieron después 370 mg. (2,59 m moles) de azida de t-~buto-
xicarbonilos. La mezcla resuliante fue dejada en reposo duran
te la noche a temperaturas ambiente y posteriormente fue tra-
tada del mismo modo que se ha descrito en el Ejemplo 1 (ii)

vy (iii) B para dar 590 mg. (80%4) de un s8lido incoloro del -
compuesto del t{tulo, [337%5 + 892 (¢ 1, agua~dimetilformami

da, 1 2)-
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(b) Produccién de 3,6'-di-N-t-butoxicarbonile3"-N-trifluoro—-

acetilkanamicina A.

Se disolvid 3,6'-di-N-t-butoxicarbonilkanamicina A
(60 mg) en 0,5 ml. de dimetilsulféxido, y la solucién resul-
tante fue mezclada con 25 mg. de trifluorcacetato de etilo,
después de lo cuzgl se dejé reposar la mezcla obtenida, duran
te la noche, a temperatura ambiente. Posteriormente, la solu
cidn de reaceidn fue tratads del mismo modo que se ha dasexi
to en el Ejemplo 33, dando 76,8 mg. (Rendimiento 98%) del --
compuesto del t{tulo, trifluorocacetato como un sélido. - - -
[E§7%5 + 722 (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).
Mndlisis eléméntg;
Calculado para 030H51N4016F300F30003:
¢, 42,95; H, 5,86; N, 6,26%
Hallados C, 42,77; H, 5,92; N, 6,38%
Ejemplo 42 -
Produccidn de 3,6'~di-N-(p-metoxibenciloxicarbonil)=3"-N-tri

fluorcacetilkanamicina A.

Se mezclé una solucién de 40 mg. de 3,6'=di-Ne(p-
metoxibenciloxicarbonil)kanamicina A (véase el Ejemplo 8 an-
tes indicado) en 0,4 ml. de dimetilsulféxido con 18 mg. de ~
trifluoroacetato de etilo, y la mezcla fue dejada en reposo
durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormente, se
traté la solucién de reaccidn del mismo modo que en el Ejem=
plo 33, dando 49,3 mg. (Rendimiento 98%) del compuesto del -
titulo como una sustancia sélida. [3£7%5 + %89 (c 1, agua=di
metilformamida, 1 : 2).

Anzlisis elemental
Caloulado para CagHs W0, oF « CF,, COOH:

373
c, 46,97; H, 5.12; N, 5,4875
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Hallado: C, 47,18; H, 5,03; N, 5,314
Ejegplo 43

Produccidn de 3,6', I"~tri-N-trifluoroacetilkanamicina A.

Se mezclarén 75 mg. de 3,6'=di-N-trifluoroacetilkg
namicina A (véase el Bjemplo 10 antes indicado) y trietilami
na (12 mg.) con 0,6 ml. de dimetilsulfdéxido y después con 35
mg. de trifluoroacetato de etilo, y la mezcla fue agitada du
rante la noche para efectuar la 3"-N-trifluoroacetilacién de
seada. Ia solucién de reaccién fue trétada pomteriormerite -
del mismo modo gue en el Ejemplo 33, dando 94,2 mg. (Rendi--
miento 96%) del compuesto del titulo como una sustancia séli
da. /X757 + 768 (o 1, agua~dimetilformemida, 1 ¢ 2).
Agé;isié elemental

Caloulado para 024H33N40%4F9°CF3000H

C, 35,223 H, 3,87; N, 6,32%
Hellado: C, 35,09; H, 3,99; N, 6,074

Ejemplo 44
Produccién de 3,6'-di-N-fenoxicarbonil=3"-N-trifluoroacetil-
kanamicina A.

Se mezclé una solucién de 53 mg. de 3,6'~di-N-feno
xicarbonilkanamicinag A (véase el Ejemplo 11) y trietilamina
(9 mg) en 0,5 ml. de dimetilsulféxido con 23 mg., de trifluo-
roacetato de metilo, ¥y la mezcla fue tratada posteriormente
del mismo modo que en el Ejemplo 33, dando 65 mg. (Rendimien
to 95%) del compuesto del titulo como un material sélido.
Z?§7%5 + 702 (¢ 1, aguawdimetilformamidas, 1 : 2).

Andlisis elemental
Oaleoulado para c34H43N4o1633#chGOOH
C, 46,263 H, 4,74; N, 5,99%
Hallado: C, 45,88; H, 4,96; N, 5,77%
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EBjemplo 45
Produccién de 3,6', 3"-~tri-N-formilkanamicina A.

Se calenté‘una mezcls de 62 mg. de 3,6'~di~-N-for--
milkanamicina A (véase el Ejemplo 13), 90 mg. de formato de
etilo y 1 ml. de dimetilsulféxido a 10020 durante 12 horas -
en un tubo sellado para efectuar la 3"-N-formilacién deseada.
Ia solucién de reaccién fue mezclada con una pequefia canti--
dad de dcido férmico, despuds de lo cual fue vertida en un -
gran volumen de éter de‘etilo, y tratada del mismo modc que
en el Ejemplo 33, dando 69 mg. (Rendimiento 98%) del compues
to del titulo como un material sélido positivo a la ninhidri
na. /8757 + 109¢ (¢ 1, sgue-dimetilformamida, 1 : 2).
Anflisis elementsl

Caleulado pare CpqHyeN,0,,<HCOOH

¢, 43,00; H, 6,23; N, 9,12%
Hallado: C, 42,83; H, 6,19; N, 9,10%
Efemplo 46
Produccién de 3,6'~di-N-benciloxicarbonile6'-N-motilw3"~N-
trifluoroacetilkanamicina 4. |

Se traté una mezcla de 68 mg. de 3,6'-di-N~bencilg
xicarbonil-6'=N-metilkanamicina A (véase el Ejemplo 15), y -
trietilamina (11 mg), 30 mg. de trifluoroacetato de etilo y
0,% ml. de dimetilsulféxido del mismo modo que en el Ejemplo
33, dando 86 mg. (Rendimiento 99%) del compuesto del titulo,
es decir mono-trifluoroacetato como una sustancia sélida.
(%723 4 658 (c 1, agus-dimetilformamida, 1 : 2).

Ejemplo 47
Produccién de 3,6'~di-N-benciloxicarbonil-3’-desoxi«3"-N-
trifluoroacetilkanamicina A.

Se mezcld una solucidén de 52 mg. de 3,6'~di-N-ben-
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ciloxicarbonil-3'~desoxikanamicina A (véase el Bjemplo 16) y
trietilamina (11 mg) en 0,4 ml. de dimetilsulféxido con 21 -
mge de trifluoroacetato de etilo, y la mezela fue dejada en
reposo durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormen
te, la solucidén de reaccién fue tratada del mismo modo gue -
en el Ejemplo 33, dando 64,8 mg. (Rendimiento 9%%) del com--
puesto del titulo como un materiel sélido. [357%5 + 708 = -
(¢ 1, agua~dimetilformamida, 1 : 2). '
Andlisig elemental
Calculado pare CagHylN,0,sFye CF,COOH
C, 48,21; H, 5,113 N, 5,92%
Hallado: C, 47,943 H, 5,35; N, 5,77%

Ejemplo 48
Produccién de 3,6'-di~N~benciloxicarbonil-3'~desoxi-3"-N-for

pilkanamicina A.
Se mezcld una solucidn de 78 mg. de 3,6'-di-N-hen-

ciloxicarbonil-3'-desoxikanemicing A en 0,7 ml. de dimetil--
sulféxido con 65 mg. de formato de fenilo, y la mezcla fue ~
calentada durante la noche a 502C para la 3"-N~formilacién.

la solucién de reaccién fue mezclada con una pequefia centi--
dad de dcido férmico, y elaborada del mismo modo que en el -
Ejemplo 33, dando 83 mg. (Rendimiento 97%) del compuesto del
t{tulo, es decir monoformato como una sustancia sélida. = -

[517%5 + 842 (¢ 1, agua-dimetilformamids, 1 3 2).

Ejemplo 49
Produccidn de 3,6'=-di-N-benciloxicarbonil-3i"=-N-dicloroacetil-

3'-desoxikanamicina A.
' Se mezcldé una solucién de 35 mg. de 3,6'-di-N-ben-

ciloxicarbonil=-3'~desoxikenamicing A en 0,5 ml. de dimetile~
sulféxido con 12 mg. de dicloroacetato de metilo, ¥y la mez--
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cla fue dejada en reposo durante la noche a temperatura'amr-
biente. La solucién de reaccién fue mezclada con un pequefio
volumen de 4cido dicloroacético y posteriormente tratada del
mismo modo que en el Ejemplo 33, dando 44,5 mg. (Rendimiento
96%) del compuesto del t{tulo como ung sustanciz sélida. - -
(3727 + 658 (c 1, ague~dimetilformamida, 1 1 2).
Andlisig elemental
Calculado para 036H4§N40150;2'0H012000H
C 46,73; H 5,16; N 5,74; C1 14,52%
Hallado: C 46,58; H 5,333 N 5,62; CL 14,28%
Ejemplo 50
Produccidn de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-3"-N-tricloroace——
$il-3'-desoxikanamicina A. .

Se mezeld una solucidén de 58 mg. de 3,6'-di-N-Len-
ciloxicarbonil-3*-desoxikanemicing A en 0,5 ml., de dimetil--
sulféxido con 25 mg. de triclorocacetato de metilo, y la mez-
cle fue dejada en reposo durante la noche a 502C. La solucidn
de reaccidén fue mezclada con un pequefio volumen de acido tri
cloroacético y despuds tratada del mismo modo que en el Ejem
plo 33, dando 80,5 mg. (Rendimiento 98%) del compuesto del -
titulo bajo la forma de una sustancia sélida.[Eg7%5 + 652 -
(¢ 1, agua~dimetilformamida, 1 ¢ 2).

Andlisig elemental
Calculado para c36H4§Nho15013-cc13coan
C 43,65; H 4,63; N 5,36; C1 20,34%
Haellado: C 43,44; H 4,77; N 5,30; Gl 20,19%
Ejemplo 51
Produccidn de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-3tdesoxi~3"-N-tri-
fluorogcetil~6'=N-metilkanamicing &, |

Se mezecld ung solucidn de 72 mg. de 3,6'~di-N-ben-
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ciloxicarbonil=3'-desoxi=6'~N-metilkanamicina A en 1 ml. de
dimetilsulféxido con 30 mg. de trifluoroacetato de etilo, ¥y
1a mezela fue dejada en reposo durante la noche a temperatu-
ra ambiente. Posteriormente, la solucidén de reaccidén fue tra
tada del mismo modo que en el Ejemplo 33, dando 89,5 mg. - -
(Rendimiento 97%) del compuesto del titulo, es decir mono~tri
fluoroacetato, como una sustancia sélida. [Eﬁ7%5 + ;02 (c 1,
agua-dimétilformamida, 1 : 2). ’
Ejemplo 52

Produccién de 3,6'-di-N~benciloxicarbonil-4'~desoxi-3"-N~tri~

fluorogeetilkanamicina a.

Se elaboré una solucién de 71 mg. de 3,6'~di-N-ben

ciloxicarbonil-4'-desoxikenamicina 4 (véase el Ejemplo 18 an
tes citedo) trietilamina (12 mg. y 30 mg. de trifluorosceta-
to de etilo en 1 ml. de dimetilsulfdéxido del mismo modo qbe

en el Ejemplo 33, dando 90 mg. (Rendimiento 99%) del compueg
to del tftulo, es decir mono-trifluoroacetato, como uns sus-

tancia sélida. /(727 + 128 (c 1, sgua~dimetilformemida, 1
2). |

Ejemplo 53
Produccién de 3,6'=di-N~benciloxicarbonilw3',4t-didesoxiw3!

N-trifluoroacetilkanamicing A.

Se traté wna solucién de 75 mg. de 3,6'~di-N-benci
loxicarbonil-3',4'~didesoxikanamicing A y 30 mg. de trifluo-
roacetato de etilo en 1 ml. de dimetilsulféxido del mismo mo

do que en el Ejemplo 33, dando 96 mg. (Rendimiento 99%) del
compuesto del titulo como una sustancia sélida. [057%5 + T2¢
(¢ 1, agha~dimetilsulféxido, 1 : 2).

vee/eess (Continda Ejemio 53 en pagina siguiente)
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Andlisis elemental
Calculado para 036H 4.iN’40 1 41'3-CF3000H:
C, 49,03; H, 5,20; N, 6,02%
Hellado: C, 48,83; H, 5,46; N, 5,87%
Ejemplo 54
Produccién de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-3',4'~didesoxi-3"-
N-formilksnemicina A, ‘

Se disolvieron 75 mg. de 3,6'-&1—N—beneiloxicarbn~
nil=3',4'~didesoxikenamicinag & y 65 mg. de formato de femilo

‘en 1 ml. de dimetilsulfoxido ¥ la solucién resultante fuc —-

elaborada del mismo modo que en el Ejemplo 48, dando 80 mg.

(Rendimiento 97%) del compuesto del titulo, es decir monofor

mato, como una sustancia sélida. 1317%5 + 802 (¢ 1, agua~di-

metilformamida, 1 ¢ 2).

Ejemplo 55

Produccidn de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-3',4'~didesoxi~3"-

N-dicloroasetilkanamicing A o
Se mezecld una soiucidn de 68 mg. de 3,6'=di-N-ben-

ciloxicarbonil=-3',4'~didesoxikanamicing A en 0,9 ml. de dime

tilsulféxido con 25 mg. de dicloroacetato de metilo, y la --

mezcla fue dejads en reposo durante la noche a temperatura -
ambiente. La solucidén de reaccién fue mezclada con una pequg
fila cantidad de deido dicloroacético y después elaborada del

mismo modo gque en el Ejemplo 33, dando 88 mg. (Rendimiento -
9%%) del compuesto del titulo, es decir mono-dicloroacetato,
como una sustancia sélida. [Eg7§5 + sﬁec (¢ 1, agua-dimetil~
formamida, 1 : 2). ,

ses/ees (Continfa en Ejemplo 56).
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BEjemplo 56
Produceién de 3,2',6'~tri-N~benciloxicarbonile3*-N-trifluo-

rogeetilkanamicing B.
Se mezclé una solucidn de 78 mg. de 3,2',6'-tri-N-

benciloxicarbonilkanamicina B (véase el Ejemplo 19 antes ci-
tado) y trietilamina (11 mg.) en 1 ml, de dimetilsulféxido -
con 35 mg. de trifluoroacetato de etilo, y la mezcla fue elg
borada del memo modo que en el Ejemplo 33, dando 92 mg. (ren
dimiento 95%) del compuesto del titulo, es decir monotriflug
roacetato, como una sustencia sélida. 4557%5 + 602 (¢ 1, -~ -

egua~dimetilformamida, 1 ¢ 2).

emplo
Produceidn de 3,2',6'-tri-N~benciloxicarbonile3"=N~formilto-
bramicing, |

Se mezeldé una solucidén de 82 mg. de 3,2',6'~tri-~-N-
benciloxicarbonil-tobramicina (véase el EBjemplo 20 antes ci-
tado) y trietilamina (12 mg.) en 1,2 ml, de dimetilaulféxido
con 60 mg, de formato de fenilo, y la mezcla fue elaborada -
del mismo modo que en el Ejemplo 48, dando 86 mg. (Rendimien
to 97%) del compuesto del titulo como una sustancia sélida.
45&7%5 + 719 (c 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).

Andlisis elemental
Calculado para 043H55N5016-H000H .
¢, 55,98; H, 6,09; N, 7,42%
Helledo: C, 55,503 H, 6,22; N, 7,284
Ejemplo 58
Produceidn de 3,2',6'=tri-N-benciloxicarbonilef'=N-metil—3"-
N-trifluorcacetiltobramicing.

Se mezcld una solucidn de 80 mg, de 3,2',6'~tri~N-

beneiloxicarbonil-6'~N~metiltobramicina (véage el Ejemplo 21
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antes citado) y trietilamina (12 mg) en 1,2 ml. de dimetil--
sulféxido con 30 mg. de trifluoroacetato de etilo, y la mez-
cla fue elgborada posteriormente del mismo modo que en el ~-
Ejemplo 33, dando 97 mg. (Rendimiento 98%) del compuesto del
titulo, es decir mono-trifluoroacetato, como una sustancia -
s6lide. /X720 + 602 (c 1, ague-dimetilformemida, 1 : 2).
Eiemplo 29

Produccidn de 3,2',6'-tri-N~benciloxicarbonile3"=Netriflucn-

- roacetildibekacina.

Se mezeld una solucién de 82 mg. de 3,2',6'~tri«N-
benciloxicarbonil-dibekacina (véase el Ejemplo 23 antes cita
do) en 1 ml. de dimetilsulféxido con 30 mg. de trifluoroace-
tato de etilo, y la mezcla fue elaborada del mismo modo éue
en el Bjemplo 33, dando 100 mg. (Rendimiento 98%) del cone- -
puesto del titulo como una sustancla sélida. /'¢5<7'25 + 619 ‘-
(¢ 1, agua~dimetilformamida, 1 : 2).
dndlisis elemental

Caleulado para 044H54N5015F3 GFBCOOH

Cy 51,93; Hy 5p21; N, 6,58%
Halledo: C, 51,843 H, 5,38; N, 6,47%
Ejemplo 60 |
"totra-N-trifluoroacetildibekacina.

Se dejé en reﬁoso durante la noche, a 402C, ung =-
mezcla de 71 mg. de 3,2';6'-tri-N-trifluoroacétil—éibekacina
y 30 mg. de trifluoroacetato de etilo en 1 ml., de dime¥ilsul
féxido. Posteriormente, se elaboré la solucidn de reaccidén -
del mismo modo que en el Ejemplo 33, dando 90 mg. (Rendimien
to 99?) del compuesto del titulo como una sustancia sélida¢
zﬁk + 700 (c 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).

coefoes
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dndlisis elemental
Caleculado para 026H33N5012F12'CF3000H:
¢, 35,42; H, 3,61; N, 7,38%
Hallado: C, 35,40; H, 3,893 N, 7,17%

Bjemplo 61
Produceidn de 3,2',6'-tri-N~benciloxicarbonil-3"-N-formildi-

bekacina.

Se elabord una mezcla de f9 mg. de 3,2',6'~triwl-
benciloxicarbonil-dibekacina y 60 mg. de formato de .fenilo
en 1,1 ml. de dimetilsulfdéxido del mismo modo que en el Ejem
plo 48, dando 84 mg. (Rendimiento 98%4) del compuesto del ti=
tulo, es decir monoformato, como uns sustancia sélida, - - -
[7% + 702 (¢ 1, sgua-dimetilformamida, 1 s 2).

Ejemplo 62 |
Produccién de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-3"-N-dicloros-

cetildibekacina, ‘
Se hizo reaccionar una solucidén de 84 mg. de 3,2°,

6'-tri-N-benciloxicarbonil-~dibekacina en 1,2 ml. de dimetil-
sulféxido con 25 mg. de dicloroacetato de metilo del mismo -
modo que en el Ejemplo 49, dando 104 mg. (Rendimiento 9%%) -
del compuegto del titulo, es decir monodicloroacetato, como
una sustancia sélida. /B<72° + 599 (¢ 1, agua-dimetilformami
day 1 ¢ 2). |

Bjemplo 63
Produccién de 3,2',6'~tri-N-benciloxicerbonil-6'-N-metil=3"-

N-irifluoroacetildibekacina,.
Se mezecld una solucidn de 85 mg. de 3,2',6'=tri-N-

benciloxicarbonil-6'-N-metildibekacina (véase el Ejemplo 24)
en 1 ml., de dimetilsulféxido con 30 mg. de trifluoroacetato

de etilo, y la mezcla fue elaborada del mismo modo que en el
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Ejemplo 33, dando 103,5 mg. (Rendimiento 98%) del compuesto
del titulo, es decir mono-trifluoroacetato, como una sustan=
cia 8blida. [?57%5 + 602 (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2),
Ejemplo 64

Produccidn de 3,2'-di-N-beneiloxicarbonile3i"-N-formilkanami-
cing C. “

Se mezclé una solucién de 81 mg. de 3,2'=di-N-ben-
ciloxicarbonilkanamicina C (véase el Ejemplo 25) y trietila~-,
nina (14 mg.) en 1,5 ml. de dimetilsulféxido con 90 mg. de -

formato de etilo, y la mezcla obtenida fue tratada del migmo
modo que en el ejemplo 48, dando 85,5 mg. (Rendimiento 96%)
del compuesto del titulo, es decir monoformato, como una sug
tancia sblide. /5472 + 812 (¢ 1, agua-dimetilfornamida, 1 ¢
2).

Ejemplo 65
Produccidn de 3,2',5'—tri—N~bggciloxicarhogi;-B"—N~tri£1ué--

roacetilsisomicing. 4

Se mezeld una solucién de 82 mg. de 3,2',6'-=tri-N-
benciloxicarbonil-sisomicina (véase el Ejemplo 29 antes citg
do) en 1,5 ml. de dimetilsulféxido con 30 mg. de trifluoroa-
cetato de etilo, y la mezcla fue elaborada del mismo modo =-
que en el Ejemplo 33, dando 99 mg. (Rendimiento 97%) del com
puesto del titulo, es decir mono-trifluoroacetato, como una
sustancia @6lida. /34727 + 1512 (c 1, agus-dimetilformemida,
12 2). ' ‘

Ejemplo 66
Produceidén de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil—-3¥-N-trifluo——

roacetilnetilmicina.
Se mezcld una solucién de 85 mg. de 3,2',6'-tri-N-

benciloxicarbonil-netilmicina en 1,3 ml. de dimetilsulféxido
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con 30 mg. de trifluorocacetato de etilo, ¥ la mezela fue elg
boreda del mismo modo que en el Ejemplo 33, dando 103 mg, ==
(Rendimiento 98%) del compuesto del titulo, es gecir monotri
fluoroacetato, como una sustancia sdélida. (B$7%5 + 1452 =« -
(c 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2). |

Ejemplo 67
Produceidn de 3, 6'~di-N-benciloxicarbonilei"-N-trifluoroace-

tilgentamicing B.
Se mezcld una solucidén de 72 mg. de 3,6'-di-N-ber-

ciloxicarbonilgentamicina B en 1,2 ml., de dimetilsulféxico -

con 30 mg. de trifluorocacetato de etilo, ¥y la mezcla fue elg
borada del mismo modo que en el Ejemplo 33, dando 91 mg. (Ren
dimiento 99%) del compuesto del t{tulo, es decir mono-trifluo
roacetato, como una sustancia sélida. 4357%5 +928 (01, ~ -

agua~dimetilformamida, 1 : 2). “

Ejemplo 68

Produccién de mezcla de 3,2',6'=tri-N-benciloxicarbonil-3"-

N—triflhoroaeetilgentamicina 01 Y c1a;
Se mezecld una solucidén de 84 mg. de mezela de 3,2',

6'~tri-N~benciloxicarbonil-gentamicina 01 Y °1a en 1,5 ml, -
de dimetilsulféxido con 30 mg. de trifluoroacetato de etilo,
¥y la megzela resultante fue elaborade del mismo modo gue en -
el Bjemplo 33, dando 101 mg. del compuesto del titulo, es de
cir mono-trifluoroacetato, como una sustancia sélida. - = -
(Z$7§5 + 872 (¢ 1, ague-dimetilformamida, 1 : 2).

EBjemplo 69 ‘

Produccién de 3,2',6'~tri-N-benciloxicarbonil-3',4'-didesoxi~
3'w=eno=3"-N-trifluoroacetilkanamicing B,

Se dejé en reposo durante la noche, a temperatura

ambiente, une mezcla de 83 mg., de 3,2',6'-tri-N-benciloxicar
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bonil-3',4'-didesoii-3'~eno-kanamieiné B (véase el Ejemplo 28
antes citado) y 35 mg. de trifluoroacetato de etilo en 1,2 -
ml. de dimetilsulféxido. Posteriormente, la solucidén de reac
cién fue elaborada del mismo modo que en el Ejemplo 33, dan~
do 99,5 mg. (Rendimiento 96%) del compuesto del titulo, es -
deci: mono-trifluoroacetato, como una sustancia sélida. - -
ZE§7%5 + 262 (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).

Ejemplo %0

Produccidn de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-3'-desoxi=3"=N=fap

milkanamicing 4.

Se mezcld una solucidén de 90 mg. de 3,6'-di-N-ben-
ciloxicarbonil-3'-=desoxikanamicing 4 en 0,8 ml. de dimet%l—-
sulféxido con 13 mg. de N-formilimidazol, y la mezcla fue de
jada en reposo a temperatura ambiente durante la noche. ?a -
solucién de reaccién fue mezclada con una pequefia cantidad -
de 4cido férmico y despuds tratada con &ter de etilo como en
el Ejemplo 33, dando 94 mg. (Rendimiento 95%) del compuesto
del titulo, es decir monoformato, como una sustancia sélida.

ﬁjémglo T1

Produccién de 3,6', 3"~tri-N-acetilkanamicing A.

Una mezcla de 100 mg. de 3,6'-di-N-acetilkanamici-
na Ay 20 mg. (1,03 proporcién molar por 1 mol del material
de partida) de N-acetilimidazol en 1 ml. de dimetilsulféxido
fue agitada bajo enfriamiento con hielo durante 3 horas y ==
después dejada en reposc a temperatura ambiente durante la -
noche. La solucién de reaccién fue hecha alcalina por mezela
con 0;3 ml. de amoniaco acuéso al 28% y después dejada en re
poso & temperatura ambiente durante 3 dias. ILa mezcla de reac
cidn resultante fue tratada con éter de etilo para dar un jg

rebe insoluble en éter. El jarabe fue recogido en agua y des
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pués pasado a través de una columna de CM-Sephadex C-25 - -
(forma NHZ) (un producto de Pharmacia Fine Chemicals Co., —-
Suecia). La columna de resina fue revelada con amoniaco acug
80 0,05N. Las fracciones que contenfan el producto deseado -
eluido fueron combinadas entre si y concentradas hasta la se
guedad. El concentrado fue recogido en agua, y la golucidn -
acuosa fue neutrglizada con dcido acético y nuevamente con--
centrada hasta la sequedad, dando 109 mg. (Rendimiento 90%)
del compuesto del titulo como un producto sélido. /X %5 .

+ 98¢ (¢ 1, agua-dimetilformamida, 1 : 2).
Ané;isis elemental
Caleulado para 024H42N401400H3COOH0H20
C, 45,34 H, 7,02; N, 8,14%
Hallado: C, 45,22; H, 7,20; N, 8,114

Ejemplo 72
Sintesis de la 1=N=(L~4-amino—2-hidroxibutiril)-kanamicing

A (amikacina),

(a) Preparacién de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil)-kanamicina A
(i) Se mezcldé una suspensién de 2,0 gr. (4,13 mili

mol) de kanamicina A (base libre) en un disolvente mezclado

de dimetilsulféxido (50 ml) y tetrahidrofurano (20 ml.) con

4 gr. (18,1 milimol) de dihidrato de acetato de zine (II), y

la mezcla resultante fue agitads a temperatura ambiente has-

ta que formé la mezcla de reaccidén une solucidén homogénea. -
Tardé aproximadamente 4-5 horas la kanamicina suspendide A -
disuelta en formar un complejo de kanamicina A-catién de —w-
zinc. La solucidn resultante fue entonces enfriada a 02C, y

a esta solucidén se afiadid gota a gota, durante una hora apro
ximadamente, una solucién fria (a 09C) de 2,37 gr. (9,5 mili
mol) de N-benciloxicarboniloxisuccinimida en 40 ml. de un di
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solvente mezclado de tetrahidrofurano-dimetilsulféxido (1 : 1
en volumen). Después se dejé la solucién de reaccidn en repo
go durante 4 horas a temperatura ambiente. En el transcurso
de este perfodo de tiempo, el complejo de zinc de la kanami-
cina A fue sometido a la benciloxicarbonilacién. La solucién
de reaccidén resultante fué sometida a la cromatografia en ca
pa delgada de gel de silice usando una capa inferior de clo-
roformo-metanol-amoniaco acuoso al 28% (1 : 1 : 1 en volumen)
como ggente de revelado, ¥y se observé entonces que la placa
de gel de s{lice mostraba una mancha principal a Rf 0,23 y -
dos o tres manchas menores ligeramente perceptiblesrgue e -
encuentran encima de la mancha principal y éxribuibles’a -
otros subproductos. , |

(ii) La solucidén de reaccidén conteniendo el comple
jo de kanamicina A N-benciloxicarbonilada-catifn de zinc ob-
tenido en el paso anterior (i), fue vertida en 500 ml, de ==~
éter de etilo, y el producto oleoso precipitado fue lavado -
seguidamente con éter de etilo varias veces para dar 8,8 gr.
de un producto siruposd espeso que comprende el complejo Ne
beneciloxicarbonilado.

(iii) Ia retirada del catidén de zinc del producto
comple jo siruposo fue realizada del modo aentes mencionado -
usando una resins cambiadora de cationes débilmente dcida —-
que contenia funciones carboxilicas (-COOH) (resina Amberli-
te 0G-50 (forma H'), un producto de Rohm & Haas Co., EE.UG)

Se saturd bien, previamente, 60 ml. de resina Am--
berlite CG-50 (forma H') con agua~dioxano (2 : 1 en volumen).
Se 1llené una columa con esta resina y después se pasé una -
golucidén de 1 gr. del producto complejo siruposo en agua-dig -

xano (1 ¢ 1 en volumen) a través de la columna, que fue pos-
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teriormente revelada con agus~dioxano (2 : 1 en volumen) con
teniendo 1% de 4cido acético. Las fracciones del eluado que
contenfan el producto deseado, la 3,6'~di-N-benciloxicarbo--
nil~kanamicing A positiva a la ninhidrins, salieron las pri-
meras, y después fueron recogidas las fracciones que contenian
acetato de zinc positivas a la coloracién con difenilearbaci
da. Las primeras fracciones que contenfan el producto desea-
do fueron combinadas entre s{ y concentradas hasta la seque~
dad, y el concentrado fue lavado con éter de etilo para dar
340 mg. (Remdimiento 81%) de 3,6'-di-N-benciloxicarbonil-ka~-
namicina A bajo la forma de un sélido incoloro. 1257%5'+<§69
(¢ 1, agua~dimetilformamida, 1 : 2). -
dndlisis elemental
Calculado para 034H48N4015°20H3002H-H20
¢, 51,23; H, 6,56; N, 6,29%

Hallado: G, 51,02; H, 6,%1: N, 6,22%

(b)_Preparacién de trifluorocacetato de 3,6'-di-N-benciloxicar

bonil-3"-N-trifluorogcetilkanamicine A.
m producto obtenido en el procedimiento (a) ante-

rior fue elaborado del mismo modo que en el Ejemplo 33 pero
con adicidén de 1,5 equivalente molar de irietilamina, dando
el compuesto del titulo.,

(¢) Preparacidn de 1-N-(I-4mgmino-2-hidroxibutiril)-kanami—-
cing A.

Una solucidn de 60 mg. de trifluoroacetato de 3,6'-
di-N-benciloxicarbonil-3"-N-trifluorcacetilkanamicina A obte
nidg en el procedimiento”(b) anterior en 1,5 ml. de agua-te-
trahidrofurane (1 : 1 en volumen) fue mezeclada con 7 mg, de
carbonato sédico anhidro seguido de la adicién de 23 mg. de
égter de N-hidroxisuccinimida del dcido I=-4~benciloxicarboni
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lamino~2-hidroxibutirico, y la mezcla fue dejada en reposo a
temperatura ambiente durante 10 horas.

La solucidn de reaccién asf obtenida fue concentra
da en un pequefio volumen y mezclada con agua, dando- un preei
pitado sélido. El sélido fue recogido en 3 ml. de amoniaco -
acuoso 2N-tetrghidrofurano (5 : 3 en volumen) y la solucidn
fue dejada en reposo durante la noche a temperatura ambiente
para efectuar la retirada del grupc 3W=N-trifluoroacetilo, -
La mezcla de reaccidén fue concentrada.hasta 1la sequedad para
dar un residuo sdélido. Este residuo sélido fue disuelio en -
4 ml. de agua-dioxano (1 : 1), ¥y la solucién fue hecha &ébil
mente dcida por adicidén de un volumen muy pequefio de deido -
acético y sometida a hidrogenolisis catalitica con hidrdgeno
a presién atmosférica durante una hora en presencia de cata-
lizador de negro de paladio para efectuar la retirada ds los
grupos benciloxicarbonilo. La solucién de reaccifn resulian~
te fue filirada y concentrada, y el concentrado fue pasado a
través de una columna de CM-Sephadex C=25 (forma NHZ) {(un ==
producto de Pharmacia Fine Chemicals Co., Suecias), que fue -
posteriormente revelada a'gradiente con amonfaco acuoso --
0 — 0,5N. Las fracciones que contenian el producto deseado
fueron combinadas entre si y concentradas hasta la sequedad
para dar 36 mg. (Rendimiento 89%) del monocarbonato del com-
puesto del titulo. Las propiedades fisico-quimicas y las ac-
tividades antibacterianas de este producto resultaron ser ~-

perfectamente -idénticas a las de una muestra auténtica.

veeSene (Continda en Ejemplo 73)
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Ejemplo 73
Sintesis de la 1-N-/{L)-4-amino-2-hidroxibutirilZ3'~desoxika
pamicina A.

(a) Preparacidn de 3,6'~di-N-benciloxicarbonil-3*~desoxika~

namicina A.
Se mezelé una suspensién de 500 mg. (1,07 milimol)

de 3'~desoxikanamicina A (base libre) en 12 ml. de dimetil--
sulféxido con 1 gr. (4,55 milimol) de dihidrato de acetato -
de zinc, y la mezcle resultante fue agitada hasta formar una
solucidén homogénea. A esta solucidn se le afladié una solu~ -
cién de 610 mg. (2,45 milimol) de N-beneiloxicarboniloxi-suc
cinimida en 5 ml. de dimetilsulféxido-tetrahidrofurano (1 : 1
en volumen), y la solucién de reaceién fue posteriormente dg
jada en reposo a temperatura ambiente durante la noche. Fos-
teriormente, la solucidén de reaccidén fue elaborada sustancial
mente del mismo modo que en el Ejemplo 72 (a) (iii), dando -
765 mg. (Rendimiento 82%4) del compuesto del titulo antes -in
dicado bajo la forma de un sélido incoloro. 4537%5 + 759,4 -
(c 1, agua~dimetilformamida, 1 & 2).
knglisis elemental
Celoulado para GgqHyg,0,, 20H;CO,HeH0
¢, 52,16; H, 6,68; N, 6,40%

Hellado: C, 51,995 H, 6,753 N, 6,20%
(b) Preparacidén de trifiluorcacetato de 3,6'~di-N-benciloxjw—-
garbonil-3'~desoxi-3"-N-trifluorcacetilkanamicina A,

El product6 obtenido en el procedimiento (a) ante-
rior fue elaborado como en el Ejemplo 47 para dar el compueg

to del titulo.

veefons
voiluns
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(¢)_Preparacién de 1-N-(I=A~amino-2-hidroxibutiril)=-3'wdeso=
xikanamicing 4.

Una solucidn de 50 mg. de trifluoroacetato de 3,6'-
di-N-benciloxicarbonil-3'~desoxi~3"~N~-trifluoroacetilkenami-
cina A obtenida en el procedimienté (b) anterior en 1,5 ml.
de agua-tetrahidrofuranc (1 : 2 en volumen) fue mezclada con
6 mg. de carbonato sédico enhidro, seguido de la adicidn de
20 mg. de éster de N-hidroxisuccinimida del dcido L-4-benci-
loxicarbonil-amino-2-hidroxibutirico. La mezcla fue dejada -
en reposo a temperatura ambiente durante 8 horas. La solucién
de reaccidén fue concentrada en un pequefio volumen y mezclada
con agua, dando un precipitado sélido.

El sélido fue mezclado con 3 ml. de amoniaco acuo~
s0 2N-tetrahidrofurano (1 : 1 en volumen) y la mezcla fue de
jada en reposo a temperatura ambiente durante la noche para
efectuar la retirada del grupo 3"-N-trifluoroacetilo. La so-
1ucién de reaccién fue concentrads hasta la sequedad para =—-
dar un residuo sélido, y este residuo fue mezclado con 4 rl.
de agua-dioxano (1 : 1 en volumen), La solucién fue hecha d¢
bilmente dcida por adicidén de un volumen muy pequefio de dci-
do acético y sometida a hidrogenolisis con hidrégeno bajo =-
presién atmosférica durante una hora sobre catalizador de —-
negro de paladio para efectuar la retirada de los grupos ben
ciloxicarbonilo. Posteriormente la solucién de la reaccidén -
de hidrogenolisis fue elaborada del mismo modo gque en el = -
Ejemplo 72 (¢), dando 30 mg. {Rendimiento 87%) del compuesto
del titulo como su monohidrato de monocarbonato. [557%5 + 802
(¢ 1, agua). 77

eve/eee (Continda en Ejemplo T4).
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Ejemplo 74
Sintesis de la 1=N-(I~4-amino-2-hidroxibutiril)-3',4'~dideso

xikgnamicing A.
Una solucidn de 70 mg. de trifluorcacetato de 3,6'-

di-N-benciloxicarbonil-3’,4'~didesoxi-3"-N-trifluoroacetilka
namicina A obtenida en el Ejemplo 52 en 2 ml. do agua~tetra~
hidrofurano (1 : 2) fue mezclada con 9 mg. de carbonato sédi
co anhidro, seguido de la adicidn de 28 mg. de éster de N-hi
droxisuccinimida del Acido I-4-benciloxicarbonilamino-2-hi--
droxibutirico. La mezela fue dejada en reposo a temperabura
ambiente durante 10 horas. La reaccién fue concentrada en =-
un pequefio volumen y mezclada con agus para dar un precipitg
do sélido. '
El sélido fue mezclado con 4 ml. de un disolvente
mezelado de amonfaco acuoso 3N-tetrghidrofurano (1 : 2), 7 -
1s mezcla fue de jada en reposc a temperatura ambiente duran-
te la noche. La solucidén de reaccién fue concentrads hasta -
la sequedad para dar un residuo sélido. El resgiduo fue mez--
clado con 6 ml. de agua~dioxano (1 : 3), ¥y la solucién fue -
hecha débilmente Acida por adicién de un volumen muy peguefio
de 4dcido acético a presidn atmoasférica durante 1,5 horas so-
bre catalizador de negro de paladio aftadido. Posteriormente,
la solucién de reaccidén fue elaborada del mismo modo gue en
el Ejemplo 72 (¢), dando 42 mg. (Rendimiento 91%) del com~ -
puesto del titulo como su monocarbonato. 1357%5 + 912 -

(¢ 1, agua).

vee/es. (Continda en Ejemplo 75).
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Ejemplo 75

Sintesig de la 1~N~(I-4-gmino-2-hidroxibutiril)tobramicina.

(a) Preparacién de la 3,2',6'~tri-N-benciloxicarbonil=tobra~

micina.

Una suspensién de 480 mg. (1,03 milimol) de tobra-~
micina (base libre) en 12 ml. de dimetilsulféxido fue mezcla
da con 1 gr. (4,55 milimol) de dihidrato de acetato de zine,
y la mezela fue agitada durante una hora. A la solucidén de -
reaccidén conteniendo el complejo de tobramidina—catién de --
zinc se le afiadidé gota a gota, durante una hora aproximada~-
mente, una solucién de 850 mg. (3,4 milimol) de N-beneiloxi-
carboniloxiguccinimida en 10 ml, de tetrahidrofurano-dimetil
sulféxido (1 : 1 en volumen), y la mezcla de reaccidn asl -
formada fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante
la noche. La solucidén de reaccidén resultante fue tratada con
un gran volumen de éter de etilo del mismo modo que en el ~--—
Ejemplo %2 (a) (ii), dendo un producto siruposo espeso que -~
comprendia el complejo de tobramicina-zine N-benciloxicarbo-
nilado. Posteriormente, el producto complejo siruposo fue ~--
elaborado del mismo modo que en el Ejemplo 72 (a) (iii) con
la excepcién de que se cambid la relacidén de aguardioxano -
(2 2 1) por 1 : 2 en volumen. Se obtuvieron 810 mg. (Rendi=--
miento 78%) del compuesto del ti{tulo bajo la forma de un sé-
lido incoloro. 4557%5 + 652 (c 1, agua-dimetilformami-
das 13 2). '

Anflisis elemental
Caleulado para OynHgsN50,5e2CH;COHH,O:
¢, 54,81; H, 6,50; N, 6,956
Hallado: G, 54,7T; H, 6,713 N, 6,88%
ces/ees
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(b) Preparacidén de monoformato de 3,2',6'-tri-N-benciloxicar

bonlle3N=N-Fformi.ltobramicina.

El producto obtenido en el procedimiento (a) ante-
rior fue elaborado del mismo que en el Ejemplo 57 para dar -
el compuesto del titulo antes indiecado.

(¢)_Preparacién de 1-N-(L=d-amino-2-hidroxibutiril)-tobrami--

cina.

Una solucidén de 100 mg. de monoformato de 3,2',6'-
tri-N-bencilozxicarbonil=3"-N~formiltobramicina obtenida en -
el procedimiento (b) anterior en 3 ml. de agua~-tetrahidrofu-
rano (1 ¢ 3) fue mezelada con 12 mg. de carbonato sédicc an-
hidro, seguido de la adicién de 40 mg. de éater de N-hidroxi
succinimida del dcido (L)-4-benciloxicarbonilamino-2-hidroxi
butirieo. La mezcla fue dejada en reposo a temperatura am- -
biente durante 10 horas. La solucidén de reaccién as{ forumuda
fue concentrada en un pequefio volumen y mezclada con agua pa
ra depositar un precipitado sdélido.

El s6lido fue suspendido en 2 ml, de peréxido de =
hidrégeno acuoso al 10%, y la suspensién fue agitada vigoro-
samente a 602C durante 3 horas y posteriormente filtrada pa-
ra dar un residuo s6lido que comprendfs el derivado del de-N-
formilo. El residuo sélido fue recogido en 8 ml. de agua-dio
xano (1 : 3), y la solucién fue hecha débilmente &4cida por -
adicidén de un volumen muy pequefio de dcido acético y someti-
da a hidrogenolisis a presién atmosférica durante 1,5 horas
gobre catalizador de negro de paladio. Posteriormente, la ag
luecidn de reaccidén fue elaborada del mismo modo que en el --
Ejemplo &2 (¢) ¥y pasada a través de la columna de CM-Sepha--
dex C-25, que fue posteriormente reveladas a gradiente con -~

emoniaco acuoso 0 — 1N. las fracciones que contenfan el pro-
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ducto déseadokfueron combinadas entre s{ y concentradas has
ta la sequedad para dar 67 mg. (Rendimiento 8%%) del compues
to antes mencionado como su diﬁidraﬁo de dicarbonato. - -
(372 + 788 (c 1, agua). Este producto fue colncidente —-
con un producte auténtico.

Ejemplo 76

Sintesis de la 1=N-(T~4—amino-2-hidroxibutiril)-dibekacina.

(a) Preparacién de 3,2',6'~tri-N-benciloxicarbonil-dibeka—-

cina.

Se mezclaron 600 mg. (1,33 milimol) de dibekacina
(base libre) con 15 ml. de dimetilsulféxido bajo agitaciér.
La solucién fue mezclada con 1,4 gr.‘(6,4 milimol) de dini-
drato de acetato de zinc bajo agitacién. 4 la solucidén se -
le afiadié gota a gota, durante sproximadamente una hora, -—-
una solucién de 1,1 gr. (4,4 milimol) de N-benciloxicarbeni
loxisuccinimida en 12 ml, de dimetilsulféxido, y la mezsla
fue dejada en reposo a temperatura ambiente durante la no--
che. La solucién de regecibén resultante fue posteriormente.
mezclada con un gran volumen de éter de etilo para dar un -
depésito oleoso que comprendia principalmente el producto -
deseado y una proporcién de dimetilsulféxido. El depésito -
oleoso resultante 'fue separado de la fase liguida superior

y posteriormente lavado con éter de etilo para dar un pro--

ducto siruposo espeso.

El producto siruposo fue lavado repetidamente con

agua. Con este tratamiento al agua, el exceso inicialmente
existente de acetato de zinc fue retirado e igualmente el -
complejo de zine N~benciloxicarbonilado fue destruido, den=-
do 1,1 gr. de un residuo sélido inso=luble en el agua. Este

gélido dié una sola mancha a Rf 0,13 en una cromatografis -
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de gel de silice en capa delgada revelada con la Pase infe-
1

.0

rior de cloroformo-metanol-amonfaco acuoso al 18% (1 : 1
en volumen) como disolvente de revelado y comprendfa 3,2,
6'~tri~N-benciloxicarbonil-dibekacina casi pura junto con -
5. una traza de zine incorporada en la misma. 43L7%5 £ TIE - -
(¢ 1, sgua-dimetilformamida, 1 : 2). No obstante, si se la-
vé el sblido con solucién de amoniaco acuoso 3M, se obtuvo

el producto puro sin contaminacién de catién de zinc.

(b) Preparacién de trifluorcacetato de 3,2',6'-tri-N-benci-
10. loxicarbonil-3"-N-trifluoroacetildibekacina. o

Rl pfoducto del procedimiento (a) anterior fue ==
elaborado como en el Ejemplo 59 para dar el compuesto del -
t{tulo.

(¢) Preparacién de 1-N-(I~4-amino—2-hidroxibutiril)-dibela~

15. cina,

Una solucién de 170 mg. de trifluoroacetato da --
3,2',6'-tri-N-benciloxioarbonil-3"-N-trifluoroacetildibékaa
cina obtenida en el paso (b) anterior en 5 ml. de agua-te—-
trahidrofurano (1 : 3) fue mezclada con 18 mg. de carbonato

20, gédico enhidro, seguido de la adicién de 60 mg. de éster de
N-hidroxi-succinimida del dcido (S)-4-benciloxicarbonilami-
no=-2-hidroxibutirico, y la mezecla fue dejada en reposo a ~-
temperatura ambiente durante 9 horas. La solucién de reac—-
cién fue concentrada en un peqguefio volumen y mezclada con -

25+ ggua para depositar un precipitado sélido.

Bl sélido fue mezclado con 12 ml. de amonfaco acug
80 4N-tetrahidrofurano (1 : 3) y la mezela fue dejada en re
poso durante la noche g temperaturs ambiente. La solucién -
de reaccién fue posteriormente concentrada hasta la seque--

30. dad para der un residuo sélido. El sélido resultante fue di
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suelto en 12 ml. de agua-dioxano (1 : 3), y la solucién fue
hecha débilmente 4cide por adicién de una cantidad muy peque
fia de dcido acético y sometida a hidrogenolisis a presién at
mosférica durante 1,5 horas sobre negro de paladio. Posteribr
mente, la solucién de reaccién fue elaborada del mismo modo
que en el Ejemplo 75 (¢), dando 96 mg. (Rendimiento 89%) del
compuesto del titulo como su dicarbonato. /X 75 25 . 869 - - -
(c 1, agua)s Se observé que las propiedades fisico-quimicas
¥ las actividades antibacterianas de este producto eran coin
cidentes con las de una muestra auténtica / Journal of anti-
biotiecs Vol. 26, pégina 412 (193317.

Ziemplo 71

Sintegis de la 1-N~(DI~3-amino-2~hidroxipropionil)-dibekaci~

na, es decir 1-N-DL-isoserildibekacina.

Se mezclé una solucidén de 150 mg., de trifluoroace-
tato de 3,2',6'-tri-N-benciloxicarbonil-3"-N-trifluoroacetil
dibekacina del Ejemplo 59 en 5 ml. de agué—tetrahidrofurano
(1 : 3) con 16 mg. de carbonato sédico anhidro, seguido de -
le adicidn de 51 mg, de éster de N-hidroxisuccinimida del ==
deido DI~-3~benciloxicarbonilsmino-2-hidroxipropidnico (es de
cir, DI~-3~benciloxicarbonilisoserina). La mezcla fue dejada
en reposo a temperstura ambiente durante 10 horas. Posterior
mente, la solucién de reaccién fue elaborada del mismo modo
que en el Ejemplo 76 (c), dando 82 mg. (Rendlmiento 88%) del
compuesto del titulo como su dicarbonato. 45L7 + 822 = - -
(e 0,32, agua). '

Ias propiedades fisico-quimicas y las actividades
antibacterianas de este producto resultaron ger idénticas a

las de una muestra auténtica.

cosfoen
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Ejemplo 78
S{ntesis de la 1=Nw(L-4-gmino-2-hidroxibutiril)-dibekacina,

(3) Preparscidén de 3,2',6'-tri-N-p-metoxibenciloxicarbonildi
bekacina,

Se suspendieron 500 mg. (1,11 m moles) de dibekaci
ns (base libre) en 15 ml. de dimetilsulféxido y la suspensién

fue sgitada para former uma solucidén, a la que se afiadieron
1,2 gr. (5,5 m moles) de dihidrato de acetato de zinc bajo -
agitacién., A la solucién resultante se affadié gota a gota, du
rante 30 minutos aproximadsmente, una solucién de 1,17 gr, -
(3,86 m moles) de éster de pnmetoxi-carbobenzoxiwp-nitfcféng
1o disuelto en 10 ml. de dimetilsulféxido, y la mezola fue -
dejeda en reposo durante lg noche a temperatura ambiente. La
solucién resultante fue elaborada después del mismo modo :gue
ge ha deserito en el Ejemplo 76 (a) para dar 893 mg. (Rendi-
miento 85%) del compuesto del titulo. ['_7 + 692 (¢ 1, =~
dimetilformamida, 1 t 2). ' '
(b) Preparaeidén de trifluoroscetato de 3,2',6'~tri=N=psmeto-
xibeneiloxicarbonil-3"-N-trifluoroacetildibekacina,
Une solucién de 160 mg. de 3,2',6'=trieN-p=metoxi-

beneiloxicarbonil-dibekacina en 2 ml. de dimetilsulféxido —-
fue mezdada con 48 mg. de itrifluorocacetato de etilo, y la ==
mezcla fue elaborada del mismo modo que se ha descrito en el
Ejemplo 33, dando 188 mg. (Rendimiento 96%) del compuesto w-
del titulo como una sustancia sélida. 1337%5 + 582 (¢ 1, sgua-
dimetilformemida, 1 ¢ 2). '

(c) Preparacién de 1=N-(Iwd-amino~2-<hidroxibutiril)-dibekacina

Una solucidén de 150 mg. de trifluorocacetato de 3,

2!y 6'~tri-N-p-metoxibenciloxicarbonil-3"~N~trifluoroacetildi
bekacina obtenida en la etapa (b) anterior, distelts en 5 ml,
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de sgua~tetrahidrofurane (1 : 3) fue mezclada con 14 mgz. de
carbonato sédico anhidro, seguido de la adicibn de 54 mg. de
doter de N-hidroxisuccinimida del #cddo (8)=4~(p-metoxibenci
Loxicexrbonil)amino~2-hidroxibutirico, y la mezcle fue dejada
en reposo a temperstura embiente duramte 8 horas. Ia solucién
de rsacclidén fue concenirada en un pequeiio volumsn y mezclade
cdn agua para deposi.tar un precipitadce sélido.

Al sblido se afiadid una solucidn de 1N-HCL en meta~
nol acuoso (1 3 3, 6 ml), ¥ la mezcla fue calentada n Goﬂé -
dursnte 4 horaes para la retirada del grupo p-metoxiboneiloxi
carbonilo. La solucidn fue concentrada en un pequeflo volumén,
2 1o que se afindié amonfsco acuosd SN hasta que la solucifén
moatré un pH de 10. La solucidn fue dejads en reposc a témpg
ratura ambients durante la noche y lz solucidn fue concentra
da para dar un residuo. El residuc fue disuelto en sgua ¥ la.
solucién cergeds en una columma de CE-Sephadex C-25 (forms.
ﬂﬁz), m' fue levada con aguas completamente y despuds revela
da escalonadamente con amenisco acucso 0 —1N. Las fraccio~
nes que contenfan el producto dessado fueron combinedas en—-
tre sl y concentradas haste la sequedad para dar 77 mg« (Ren
dimiento 874) del compuesto del tiiulo como su dicarbonaio.
[5T5 + 85 (e 1, egua).

N O T A

La Patente de Invencién que se sgolioiia por veinte
afiop para Espafia, de acuerdo con la vigente legislacidn, de—
beréd recasyr sobwres "PROCESO PARA LA FRODUCSION DE UN DERIVADO
SELBOPIVAMENTE ACILADO N~PROTEGIDO, DE UN AHTIBIOTICﬂ AHINC-
GLICOSIDICO", con Prioridades de las solicitudes de P.atentes.
Japonesas mbos. 138402/78 de fecha 11 de Noviembre de 1978 y
73064/79 de fecha 12 de Junic de 1979, segin las caracteris-
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REIVINDICAGCIGH S

1.- Proceso para la produccidén de un derivade seleg
tivemente acilmdo, Neproieglido de un sntibvidtico aminoglico~
eidico, conprendiende este mmtibidtico aminoglicosidico una
mitad desoxiestreptamina que tiene wn grupe J-sminoglicesilo
¢ 3-alquilaminoglicogiilo enlazado con el grupo 6~hidroxi de
la mitad desoxiestreptamine, y teniendo el derivedo selecti-
vamente aciledo, N-protegido algunos de sus grupos amino ge-
lectivemente protegides con un grupo acilo, que comprende, =
193 pasos consistentes ens |

(a) hacer resccionar un reaativo de acilacién q;t_xe:,e-
tilene un grupo acile a introducir come el grupo amino-pro;ﬁe:g
tor, con un complejo de antibidéticoe eminoglicosldioo-catio——
nen de zinc que ha sido formado por rsaccidn del antibidhico
aminoglicosidico con una sal de zinc en un disoclvenie orgéni
co inerte, para producir un complejo de cationes de zing con
el derivade seloctivamente Negeilado del antibidtico amino—-
glicosidico qus tiene acilados los grupos amine injcialmente
no scomplejadon, y

(b) hacer resccionsr al complejo de cationes de = -
zing con ¢l dexrivado selectivamente N-aciledo del antibiéti-
co aminoglicosidico, con un reactive que redtire los cationes
de zinc de dicho complejo, pera producir €1 deseedo derivado
gelecilivamente acilade; Neproteglde del antibidtico mminogll
cosidico.

2.~ Proceso pers la produccidn de wn derivado seleg
tivamente acilado, Neprotegido de un entidbidtico aminoglico-
sidicoy, segin la reivindicmeidn 1, en ol que el antibddiico
aminoglicusidico & acomplejar con cetiones de zinc es 1y ~ -
G=0=(3"~amino~ ¢ 3"-plquilamine-3"-desoxiglicosil)-2-desoxieg
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treptamina que tiens opcionslmente wn grupo 4~0-(sminoglico-
silo).

3.~ Proceso para la produccidn de un derivado seleg
tivamente acilado, B-protegido de un antibidtico sminoglico-
8ldice, semin le reivindicacidn 1, an el que el antivddtico
aminoglicos{dico es la kunamicing A, §'~f-alquilkmanicina
Ay 3t-desoxikmmsaicing i, 6'-N-metil-3'«degoxikensmioina A,
4'=degoxikmanicing A, 6'~N-metil-d‘-depsoxikanazicing A, 3*,
4'-didesoxikanamicing A, "-desoxikmexicine 4, 4*,6"-didoze
xikensdcing A; kmnmmicing B, 3'-dssoxikmnsmicing B, 4*-deo
xiksnsnicine B, 3*,4'-didesoxiksnsmicing B, 3',4"~didesoxi~
3'-sno-kmsaicing B, 6'-Bemetil=3",4’-didesoxikansmtcing B;
kanemicina 0, 3'-degoxikenmuicing O, 3*,4*-didssoxikmamici-
na C3 gentamicina A, gentamicina B, gentamicina C; wverdemici
na; sisomicina o netilmicina.

4+~ Procese pera la produccidn de un derivade veléc
tivemente aciledo, B-protegido de un mntibidtico eminogiico-
afdlco, segin la reivindicacida 1, en el que se raslisa la -
formacidn del complejo de sntibidtico aminoglicosfdicowce -
tién de sine por remcoidn del scetato de zino o clorure 4s -
zine en ung cantided de 2,3 u 6 mol. por mol. del entitiéii-~
oo aminoglicosfdico en un disolvente orgénico inerte slegido
entire el dimetileulféxido, dimetilsulféxido acucec, dimetil-
formemida, dimeiilformanida acuosa, mewcle de dimetilsulféxi
do y dimetilformmmida, tetrahidrofiranc, setrshidrofurasio
acuoso, metenol, metsnol scuvso, etanol y etenol acuoso en -
presencis o susencia de acetato addico afindido.

Je~ Frocssd para la producelén de un derivado selec
tivamente acilado, Neprotegido de un entibiético aminoglioco-
afdico, segin la reivindicacidn 1, en el qua el grupo acilo
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del reactivo de acilacidén emplesdo ¢s un grupo alcanoilo, un
grupo arcilo, un grupo slcoxicarbonile, wn grupo aralquiloxi
carbonilo, un grupo ariloxicarbonile, un grupo alquilsulfoni
lo, un grupo aralquilsulfonileo, ¢ un grupe arilsulfon.ﬂ.q co~
nocido como grupo eming-protector.

6.~ Procesc para la produccidén de un derivado selec
tivamente nciledo, N-protegido de wn sntibvidtico aminoglico~
sldico, segin la reivindicacién 1, en ¢l que el resctive de
aclilacidn es emplesds en una cantidad molar igxial a/o ngerﬁ
mente suporior sobre sl miimero de grupos amino a acilayr en -
el complsjo de antividtico aminoglicosf{dico~catidn de zinec.

7.~ Proceso pars la produceifn de un derivado a@:;!;eg
tivamente acilado, N-protegido, de un antiviético eminoglico

- sfdico, segfn la reivindicacién 1, en el que el conplejorda

cationes de zinc con el derivado de anbiblético aninogliéos_i_
dico selectivamente R-acilado @s separado uns vez do la mez-
cla de reaccifn de acilscidn antes de hacerle reaccionar con
un reactive para retirer los catlones zinc de este complejo.
8. Proceso pore la produceidn de un derivedo selec-
tivamente acilade N-protegido, de un antibidtico eaminoglico-
sidico, pegin la reivindicacifn 1, en ol @ue el complejo de
cationes zinc cem el derdvado de mntibidtico aminoglicosidi-
co N-acilado selectivemente es separado de la mezcla de rTenc
eidn de aeilacidn por extraccién con un disolvente orgénico,
por eveporacidn del medic disolvente orgénico de la mesels -
de resccidn de ecilacifn ¢ por dilwcidn da la mezcla de reag
cifn de acilecidn con un disolvente orgénico diluente, antes

ds reasccidner con un resctive para retirar los cationes «-
gincs ’ |

Je= Proceso para la produccidn de un derivedo seleg
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tivemente acilado Hrotcgido, de wm antibddtico aminoglico-
sidico, seglin la reivindicecidn 1, on el que &l complejo ds

cationes sing omn el derivado de antibidtico aminoglicosfdi-~
¢o N~aciledo selectivamenis una vez separado es mezclade ocon
agna o un disalvente orgénico polar, bien ssa anhidre © bien

20%090, qus slirve de reactivo retiredor ds los cstiones sinn.

10~ Proceso para la produceidén de un derivadc oo
loctivm#e aciledo Neprotegido, do un mmtm aninogld
cosidico, megin la reivindicecidn 9, en ol qus ol diulm
org&ioomwtammalquuma.mmmm-
pero en el que ses insoluble el derivado entidbidtico emino—-
glicosidico R-scilsdo, o bdmmomalqmmmsﬂnble la.
sal de pinc pero en el que ssa soluble elaarivmdamum
bidtico aminoglicosfdico N~acilado. .

11s= Proceso para ls produccidn de un dexivado ge--
Mtivaxmtc acilado N-proteglde, de un antibiético sainogli
oosidico, segin la reivindicecidn 1, en el que el complejo -
ds cationes zing oon el derivado de antibidtico eminogliicoel
dice N-aciledo una vez separadc es nusvamente disuelto tote};
mente en un disolvente orgénico que contiens unae proporcidn .
de agua, y la solucidn regultante es sometida & un procedie—
misnto cromatogréfico usmmdo una resina de intercsmbio catid
nico, una resina de intercambio enidnico, una resina de in-—
tercenbio de quelatos o wn polimero inpoluble en el aAgua que
contlens grupos funcimmeles capaces de combinarse con un mne—
tal, que sirva de reactivo retirador des los cationes sinoc.

12.~ Proceso pera la produccién de un derivedo so-—
lectivamente acilado K-protegido, de un entibiftioco asinegli
cosldico, segin las reivindicacién 1, en el qus la mescla de

30. la reaccidn de acllacidn es pamuada directamente s través ds
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une columme de une resina de intercembic catidnico, una resi
na Ge intercambio anidnico, resina cambiudora de guelatos o
un polimerd ingoluble en ¢l sgua que conténga log funeiones
combinadores de metales para la adsorcidn del complsje de cg
tiongs zinc con el derivade de anpibidtico aminoglicosidice
N~acilado, ¥ la columa es posteriormente revelede con un 4i
solvente orgdnico acuono que contengs o ng unga cantided de -
écido o base, y el cluado es recogldo en frecciones, geguide
de la recuperecién de las fracciones que contienen el d‘erim
do de antibidtico aminoglicosidico selectivamente Neacilado,
deseado pero no conteniendo cationes gzino. )
13+~ Froceso para la produccidn de un derivado éae-
lectivamente aciledo Ne-protegido, de un mmtibidtico m;;l_.'_a_
coaidico, segdn la reivindicacidn 1, en el que cuando el de~
rivado de antibidtice sminoglicosidico Neaciledo, deseads es
insoluble o sustuncicimente insoluble en sguk, la mozcla do
reaccién de scilacién es mesclads inmedistamente con agua, -
de tal modo que el cltado derivado se precipite por separade
de ls pal de xino restonbe que permanece disuelia en agus.
14.~ Procesd para lg producclién de un derivalo g
Iectivamente acilado Neprotesido, de un antibidtice aminggli
gosidico, segﬁn.la Teivindicacién 1, en el gue la mezcla de
reaceifn de acilacifn es tratads con sulfuro de hidrdgeno, -

- un sulfure de metal alesline ¢ un sulfure de metal alcalinoe

térrao que precipite log cstiomes zine como sulfure de gine,
© con hidréxido de amonfaco que precipite los cationes zine
como hidrdxido de zine. '

15« "PROCESO P4RA LA FRODJCCION DE UN DERIVADO )0t
LECTIVAMENTE ACILADO N~FROTEGIDO, DE UN ANTISIOTICO AMINOGLL
COSIDICOM.
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Segin queda sustancialmente desorito en la prasents
Hemoria que conste de olento veinte hojas, escritas a méqui~

na por una sole cara.

¥adrid, 8 K3V, 1979
 ZAIDAN HOJIN BISEIRUTSU KAGAKU KENKYU KAl
PaPe
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