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Kuvauksen kohteena on korkeasaantoinen
menetelmi, jolla 3,2',6'-tri-N-asetyyli-
sisomisiini muunnetaan netilisiiniksi.
Menetelmd kdsittdd vaiheen, jossa ldhtdaine
silyloidaan 5,2"-asemissa ja valinnaisesti
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talteen. Kuvauksen kohteena ovat myods

uudet vdlituotteet.
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8tdllning och valbart i 4%“-stillning,
l-aminosubstituenterna dverfires till
1=N-imino-substituenter, imino tver-
ftres till etylamino, fradn forening-
arna avlligsenas skyddet och netilmicin
tillvaratages. Uppfinningen avser Hven
nya mellanprodukter.,
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Netilmisiinin valmistusmenetelmid ja siind kaytetyt lahtodaineet
Férfarande f6r framstidllning av netilmicin och dar anvanda

utgédngsamnen

Timin keksinndn kohteena on entistd parempi menetelmda, jolla
sisomisiini muunnetaan netilmisiiniksi (1-N-etyyli-sisomi-

siini).

Tarkemmin sanoen timin keksinndn kohteena on menetelma, jolla
selektiivisesti salvattu sisomisiini muunnetaan 1-N-imiinijoh-
dokseksi, sen jalkeen pelkistetddn imiini 1-N-etyylijohdokseksi
(netilmisiini) olosuhteissa, jotka johtavat halutun yhdisteen
hyvin korkeisiin saantoihin ja hiiritsevien sivutuotteiden

hyvin alhaisiin saantoihin.

Netilmisiini, jolla on kaava

OH 2
Q ~
CH OH oY
3 0
/ CH,CH. HN NH 2
3¢ 2
CH,

on yleisesti tunnettu aminoglykosidi-antibiootti. Tamd anti-
biootti ja sen valmistus on kuvattu US-patenteissa 4.002.742;
4.029.882; 4.230.847 ja 4.337.335. Netilmisiini valmistettiin
alkuaan saattamalla sisomisiinisulfaatti reagoimaan asetalde-
hydin kanssa pelkistdvissada olosuhteissa. Koska sisomisiinilla
on kuitenkin viisi aminoryhmii, tidmin menetelmd johti epata-
vallisen korkeisiin ei-toivottujen tuotteiden prosenttimdériin,
ja kokokonaissaanto oli vain noin 10 - 11 %. US-patentissa
4.320.847 kuvattu menetelmid merkitsi huomattavaa parannusta.
Kiayttimalla kuparikomplekseja voitiin salvata selektiivisesti

sisomisiinin 3,2' ja 6' aminoryhmat.
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Tamdn vdlituotteen alkylointi asetaldehydin avulla pelkistimen
lasndollessa paransi oleellisesti saantoa (saanto laboratori-

ossa 60 %, 49 % kaupallisessa valmistuksessa).

Tdmad parannettu menetelmid kuitenkin myds johtaa siihen, etta
kokonaissaantoa alentavia ei-toivottavia tuotteita muodostuu
huomattava prosentuaalinen miiri. Suurin mi&rd ei-toivotuista
sivutuotteista muodostuu 1,1-N-dimetyyli-sisomisiinisti. Olo-
suhteissa, joissa kiaytetiin edelli mainitussa menetelmissi, so.
saatetaan reagoimaan asetaldehydin kanssa pelkistimen lasniol-
lessa, reagoimaan tai ylimiiriinen asetaldehydi ndyttia reagoi-
van jo muodostuneen 1-N-etyloidun sisomisiinin kanssa muodos-
taen 1,1-dietyloidun tuotteen.

Té&mdn keksinndn avulla parannetaan edellji mainittua menetelmii
ja padastddn pienempiin sivureaktioihin ja siten korkeimpiin
saantoihin. Tdmdn keksinnén mukaisessa menetelmissi:

a) selektiivisesti salvattu sisomisiini johdos, jonka yleiskaava

on
NHY
ox'
o
CH3 OX
A\
NY' CH
/ H, NHY 2y
CH3
1
— R
jossa kukin X on organosilyyliryhmd Si-— R2
\ R3

jolloin Rl - R3 ovat toisistaan riippumatta alempi alkyyli,
fenyyli tai fenyylialempialkyyli;
X' on vety tai edelli mddritelty organosilyyliryhmi;
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kukin Y on aminoryhmidn salpausryhmd, joka on asetyyli,
formyyli, propionyyli tai aryyli ja Y' on vety tai edella
madritelty Y,

saatetaan reagoimaan asetaldehydin kanssa inertissid aprootti-
sessa orgaanisessa liuottimessa vedettdmissa olosuhteissa,
jolloin muodostuu vastaava 1-N-etylideeni johdos;

b) reaktioseoksessa mahdollisesti lasndoleva ylimaddrdinen
reagoimaton asetaldehydi pelkistetaan metallihydridipelkisti-
melld, kuten natriumboorihydridilla, aminoboraaneilla tai
litiumalumiinihydridilla huoneen lampétilassa korkeintaan 30
minuuttia;

c¢) 1-N-etylideeniryhma pelkistetaan etyyliaminoryhmaksi vesi-
pitoisissa olosuhteissa ympardivissid lampotilassa korkeintaan
2 tuntia metallihydridipelkistimella saatamilla reaktion pH
arvoon 7 - 12;

d) kaikki suojaryhmdat poistetaan; ja

e) netilmisiini eristetd&n vapaana emiksena tai happoadditio-

suolana.

Sisomisiini johdos saatetaan reagoimaan aminoryhmin salpausyh-
disteiden kanssa 3,2',6' ja valinnaisesti 3"_-asemassa. Parhaina
pidettyja aminoryhmén salpaussubstituentteja ovat asetyyli-,
formyyli-, propionyyli- ja aroyyliryhmiat, jolloin erityisen
hyvind pidetaan asetyylisubstituentteja. Menetelmiat, joilla
asetyyli-, propionyyli- Jja aroyyliryhmit lisataan sisomisiiniin
on esitetty US-patentissa 4.337.335, joka tassa yhteydessa mai-
nitaan viitteenid. Formyylisubstituentti voidaan lisdta saatta-
malla sisomisiini reagoimaan epasymmetrisen muurahashappoan-

hydridin kanssa.

3,2',6'-tri-N-asetyyli-sisomisiinin (jal jempand yhdiste
1) muodostuminen sisomisiinist& on myés esitetty US-paten-
teissa 4.320.848 ja 4.136.254. Kummassakin patentin

esimerkissia 16C (1) on esitetty kupari(II)asetaatti-
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hydraatin reaktio sisomisiinin kanssa ja senjilkeinen
reaktio etikkahappoanhydridin ja td@mdn jilkeen reaktio
rikkivetykaasun kanssa. Tuote otetaan talteen ioninvaihto-
hartsista hydroksidisyklissi. Tdssd yhteydessi on annettu
viitteeni spesifinen esimerkki.

Toinen menetelmd, jolla voidaan valmistaa 3,2',6'-
tri-N—asetyylisisomisiini sisomisiinisté, on seuraavanlainen.
Kupari(II)asetaattiin, joka on suspendoitu N,N-dimetyyli-
formamidin ja veeen noin 6:2-seckseen, lisitiin sisomisiini-
konsentraattia. PH sdddetdidn arvoon 8,5 - 10,5 lisdamilli
trietyyliamiinia. Suspensio jdihdytetiin noin 5°C:een

ja 0 - 10°C:ssa lisdtd&n vihitellen etikkahappoanhydridin
liuosta N,N—dimetyyliformamidissa samalla tehokkaasti
sekoittaen. Reaktioseoksen PH pidetdidn arvossa vdlilla

8,5 - 10,5 lisddmills tarvittaessa lisii trietyyliamiinia.
Vaihtoehtoisesti lisdtddn kuvatulla tavalla ensin noin

90 % etikkahappoanhydridiliuoksesta N,N-dimetyyliform-
amidissa. Liuoksen loput 10 % laimennetaan noin 6 tilavuu-
della N,N-dimetyyliformamidia ja lisdtddn timin jdlkeen.
Reaktion menemistj loppuun seurataan ohutlevykromato-
grafian avulla. Jos reaktio ei ole tdydellinen, voidaan
reaktion loppuun saattamiseksi lisiti vdhitellen etikka-
happoanhydridiliuosta N,N-dimetyyliformamidissa. Reaktion
tapahduttua loppuun seos vdkevSidddn alipaineessa.
Konsentraatti laimennetaan vedelld, jiihdytetiin noin

4 tuntia 0 - 10°C:ssa ja kiintoaines suodatetaan. Tuote
otetaan jédlleen talteen ioninvaihtohartsista osittaisessa
ammoniumsyklissi.

Jommalla kummalla menetelmdlld valmistettu 3,2',6'-
tri-N-asetyylisisomisiini spray-kuivataan tdmin jilkeen
veden poistamiseksi.

Tdmdn keksinnén mukaisella menetelmilli saadaan netilmi-
siinid noin 85 - 90 3 saannolla tai enemmidn laskettuna
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1ihtdaineesta (yhdiste 1) reagoimattoman sisomisiinimddran
ollessa noin 3 - 7 %, yleensd noin 5 %, ja reaktion

sivutuotteita ollessa mitdton maara.

Timdn keksinndn mukaisen menetelmdn ensimmiisessd vaiheessa
silyloidaan 3,2‘,6‘-tri—N-asetyylisisomisiini (yhdiste

1). Potentiaalisten reaktiokohtien salpaamisen lisdksi
silylointi myds parantaa sisomisiinijohdoksen liukoisuutta
liuottimeen. Silylointiaineisiin kuuluvat organosilyyli-
yhdisteet, jotka reagoivat hydroksyylikohtien kanssa

ja johtavat yleiskaavan §l

si <:::;§
. R ?/

mukaisiin organosilyylisubstituentteihin, jossa kaavassa

gl - R3 ovat alempialkyyli, fenyyli tai fenyylialempi-
alkyyli. Parhaina pidettyjé substituentteja ovat trialempi-
alkyylisilyylit ja erityisen hyvina pidetdidn trimetyyli-

silyylisubstituentteja.

Kolme hydroksyylikohtaa, so. 5,2" ja 4" voidaan silyloida.
Keksinndn piiriin kuuluu kuitenkin myds se, ettd voidaan
silyloida vain kaksi kohtaa, so. 5 ja 2" kohdat. Tamd
voidaan suorittaa valitsemalla sopivalla tavalla silylointi-
aine, silylointiolosuhteet ja sddtelemdlld lisdtyn
silylointiaineen miirdd. Sisomisiinijohdoksen silyloitu-
misen midirdd voidaan seurata NMR:114. Silylointimene-
telman yksinkertaistamiseksi ja liukoisuuden parantami-
seksi on suositeltavaa silyloida kaikki kolme hydroksyy-
likohtaa. Jdljempdnd kuvatussa parhaana pidetyssd mene-
telmissd silyloidaan 3,2',6‘-tri—N-asetyylisisomisiini
3,2',6'-tri-N-asetyyli-S,Z",4"-trimetyylisilyylisiso-
miiniksi (yhdiste 2) seuraavan reaktiokaavion mukaisesti.
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KAAVIO A

i NHAc

dimetoksietaani
heksametyylidisilatsaani

N/
OTMS

ol
OTMS ‘

NHAC NHAcC

Kaaviossa A kuvattu reaktio suoritetaan vedettdmissi
olosuhteissa refluksoiden, parhaiten katalyytin, kuten
sulfaattisuolan; ammoniumsuolan, kuten ammoniumkloridin
tai ammoniumsulfaatin; rikkihapon; tai trimetyylisilyyli-
kloridin ldsndollessa. Erds hyvidni pidetty katalyytti

on yhdisteen 1 sulfaattisuola, so. 3,2",6'-tri-N-asetyyli-
sisomisiinisulfaatti. Yhdisteen 1 (jonka kanssa on
sekoitettu hyvin pieni mddrd sen sulfaattisuolaa) ja
silylointiaineen, esimerkiksi trimetyyli-silylointi-
aineen, kuten heksametyylidisilatsaanin, bis(trimetyyli-
silyyli)asetamidin (BSA), mono(trimetyylisilyyli)-
asetamidin (MSA), trimetyylikloorisilaanin (TMCS) tai
muun vastaavan silylointiaineen vidlinen reaktio suori-
tetaan inertissd orgaanisessa liuottimessa, so. orgaa-
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nisessa liuottimessa, joka on inertti reaktio-olosuhteille,
esimerkiksi asetonitriilissid, tolueenissa, 1,2-dimetoksi-
etaanissa ja vastaavassa. Erds hyvidnd pidetty liuotin

on 1,2-dimetoksietaani (DME). Silyloinnin etenemistd
seurataan 'H-NMR:n avulla. Reaktio tapahtuu loppuun

noin 5 tunnissa. Silyloitua susbstituenttia kdytetidin
salpaamaan alkyloituminen 3'-amiiniryhmdssid trimetyyli-
silyloitujen 2"- ja valinnaisesti 4"-asemien steerisen

estymisen avulla.

Sen jdlkeen muunnetaan vhdisteen 2 l-aminoryhmd N-
iminoksi seuraavan reaktiokaavion mukaisesti parhaiten
vedettomissd olosuhteissa. Veden ldsndolo N-iminon
muodostamisvaiheen aikana voi johtaa epdtdydellisiin
reaktioihin l-asemassa.

KAAVIO B

NHAC
o
(a) CH3CHO OTMS
2 S D .
. T™M o]
aprootinen liuotin IN CHB-HC= NHAC
Hy .

~

Tdmdn imiinin muodostamisreaktio on avainreaktio tédmén
keksinndén mukaisessa monivaiheisessa menetelmidssa.
Yhdisteen 2 reaktio asetaldehydin kanssa suoritetaan
lampotiloissa vdlilld noin 10°¢ ja huoneen lampodtila

NHA
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(noin 25°C), parhaiten noin 15°C:ssa orgaanisessa aprootti-
sessa liuottimessa, joka on inertti reaktion olosuhteille,
esimerkiksi l1,2-dimetoksietaanissa, asetonitriilissi,
tolueenissa, heksaanissa, metyleenikloridissa, tetrahydro-
furaanissa ja vastaavissa. Erds hyvdni pidetty liuotin

on metyleenikloridi. Sen jdlkeen, kun reaktio on edennyt
noin 30 minuuttia, lisitdin seokseen metallihydridi-
pelkistintd, jolloin parhaiten yhi ylldpidetddn vedettdmit
olosuhteet, jotta mahdollinen ylim#iriinen asetaldehydi
saataisiin reagoimaan tiydellisesti ja siten estettdisiin
mahdolliset ei-toivotut sivureaktiot. Suositeltaviin
pelkistimiin kuuluvat natriumboorihydridi, amiiniboraanit,
litiumalumiinihydridi. Ndistd erityisen hyvdnid pidetdian
natriumboorihydridid. Natriumboorihydridi lisitddn

ja reaktioseos limmitetdin noin huoneen lampétilaan

ja saatetaan reagoimaan noin 10 - 15 minuuttia. Imiinin
muodostumista seurataan 'H-NMR:n avulla. Reaktion ensimmiinen
vaihe tapahtuu loppuun noin 30 minuutissa. Natriumboori-
hydridi pelkistdd mahdollisen reagoimattoman asetaldehydin
ja estdd ndin ei-toivotut sivureaktiot.

Sen jdlkeen, kun ylimdidridinen asetaldehydi on poistettu,
voidaan aminosubstituentti pelkistidi etyyliamino-funk-
tioksi pelkistimelld, kuten jo kuvatuilla pelkistimilli,
vesipitoisissa tai vedettdmissd olosuhteissa. Parhaiten
lisdtdidn puskurointiainetta ja pH pidetiddn vililli

noin 7 - 12, parhaiten noin 9,5 - 10. Kun tissi vaiheessa
kdytetddn pelkistimeni natriumboorihydridid, mukana

on* parhaiten protonointiainetta, kuten vettd ja/tai
puskurointiainetta. Tdmd reaktio on esitetty seuraavassa
kaaviona C.
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KAAVIO C

HAc
OTMS

H NHAC
NaBH ™SO HAc
CH cn

f .

-~ dﬂ

boraattipuskuri

Mikd tahansa tavanomainen puskuri, joka pitdd pH:n

arvossa noin 7 - 12, on sopiva, esimerkiksi fosfaatti-,
sitraatti- tai boraattipuskuri. Parhaina pidetddn boraatti-
puskureita. Puskuri lisdtddn nopeasti reaktioseokseen,

jota sen jdlkeen sekoitetaan ympdristdn lampotiloissa

noin 15 - 120 minuuttia, kunnes imiinin pelkistysreaktio
on tapahtunut loppuun. Reaktion etenemistd voidaan

seurata 'H-NMR:n avulla.

Asetyyli- ja trimetyylisilyyliryhmdt poistetaan yhdis-
teestd 4 hydrolysoimalla, jolloin saadaan netilmisiinid,
vhdistettd 5, kuten on havainnollistettu seuraavassa
reaktiokaaviossa.

KAAVIO D
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Ennenkuin salpaus poistetaan vyhdisteestid 4 hydrolysoimalla,
natriumhydroksidi aluksi deaktivoidaan lisddmdlld riitti-
vdsti natriumhydroksidia ja sen jdlkeen liuotin poistetaan
reaktioseoksesta. Tdmid tulisi tehdi heti reaktion tapahdut-
tua loppuun. Salpauksen poistaminen hydrolysoimalla

on tavanomainen menetelmi. On havaittu, ettd kun sen
jdlkeen lisidtdin emdstd, parhaiten 10-prosenttista
natriumhydroksidia ja hydrolyysireaktio suoritetaan
refluksoiden typen alla noin 10 - 20 tunnin ajan, saadaan
hyvd tulos. Reaktion etenemistid voidaan seurata ohutlevy-
kromatografian avulla. Saatu hydrolysaatti tehd&din
happameksi pH-arvoon 6 ja netilmisiini otetaan talteen
noin 85 - 90 % saannolla.

Seuraavat menetelmit havainnollistavat keksint&i. Esimer-
keissd HPLC on suuren suorituskyvyn nestekromatografia

ja NMR on ydinmagneettinen resonanssi.

ESIMERKKI 1

Tri-silyloitu tri-N-asetyvylisisomisiini

a) 15,0 g (26,2 millimoolia; HPLC:n perusteella puhtaus
83 %) 3,2',6'-tri-N-asetyylisisomisiinid, 0,750 g (1,12
millimoolia 3,2'",6'-tri-N-asetyylisisomisiinisulfaattia,
150 ml 1,2-dimetoksietaania (DME) ja 25 ml heksametyyli-
disilatsaania (118,5 millimoolia) lisdtdin 500 ml:n
kolmikaulaiseen pydredpohjaiseen kolviin, joka on varus-
tettu yldpuolisella mekaanisella sekoituslaitteella,
palautusjddhdyttimelld, jossa on kuivausputki, ja ldmpd-
mittarilla. Seosta kuumennetaan &ljyhauteessa (ulkoisen
8ljyhauteen limpétila 105°C) 5 tuntia ja silyloitumisen
edistymistd seurataan 'H-NMR:n avulla. Silylointireaktio
tapahtuu loppuun 5,2" ja 4" kohdissa noin 3 - 8 tunnin
kuluessa.
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Silyloitu 1-N-etyyli 3,2",6'-tri-N-asetyylisisomisiini

b) Lisdtddn 150 ml metyleenikloridia vedettdmiin reaktio-
seokseen osasta (a) huoneen lidmpStilassa. Seos jadahdy-
tetddn noin 15°C:een, ennenkuin siihen lisdt&din 3,0

ml kylmdd asetaldehydid (53,6 millimoolia). Sekoittamista
jatketaan 30 minuuttia ja sen jdlkeen lisdtdin 1,9 g
jauhemaista natriumboorihydridii (50,2 millimoolia).
Reaktioseos lidmmitetddn takaisin huoneen lampotilaan

ja sekoitetaan 10 - 15 minuuttia, jotta voitaisiin
tdydellisesti poistaa mahdollinen ylimddrdinen asetaldehydi.
Sen jdlkeen lisdtd&dn 30 ml 0,5M vesipitoista boraatti-
puskuria (pH 9,75) seokseen tiputtaen nopeasti toisesta
suppilosta ja annetaan sekoittua ympiristdn lampotilassa
2 tuntia ja ndin pelkistetdin imiini vastaavaksi etyyli-
aminosubstituentiksi.

Netilmisiini

30 ml 10-prosenttista vesipitoista natriumhydroksidi-
liuosta lisdtddn osasta (b) saatuun reaktioseokseen
natriumboorihydridin deaktivoimiseksi. Liuotinseos
(DME/CHZCIZ, poistetaan alipaineessa. Sen jdlkeen lisdtidin
200 ml 10-prosenttista natriumhydroksidivesiliuosta

ja seosta kuumennetaan refluksoiden O0ljyhauteessa (103°C)
20 tuntia lievdn typpikaasuvirran alla. Reaktion edisty-
mistd seurataan ohutlevykromatografian (TLC) avulla
kdyttdmdlld kehitysliuottimena 1:1:1-kloroformi:metanoli:
vdkevd ammoniumhydroksidi-seoksen alempaa faasia.

Hydrolysaatti jddhdytetddn jdidhauteella, tehddin happa-
meksi pH-arvoon 6 lisddmdlli 25-prosenttista rikkihappoa
ja sakka erotetaan suodattamalla. Niyte suodoksesta
laimennetaan HPLC-m#&rityksen sopivaan konsentraatioon.
Netilmisiinin korjattu HPLC-saanto on 88 %.
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ESIMERKKI II

2",5-disilyyli-3,2',6‘-tri-N-asetyylisisomisiinin valmis-

taminen

4,4 ml heksametyylidisilatsaania lisattiin sekoitettuun
suspensioon, joka sisdlsi 4,0 g (6,04 millimoolia)
HPLC-puhtaus 86,6 %) 3,2‘,6”-tri-N-asetyylisisomisiinia

ja 0,04 g (0,06 millimoolia) 3,2',6'-tri-N-asetyylisiso-
misiinisulfaattia 40 ml:ssa 1,2-dimetoksietaania (DME),

ja seosta kuumennettiin refluksoiden 3 tuntia &ljyhauteessa.
Reaktioseos muuttui kirkkaaksi homogeeniseksi liuokseksi

ja reaktio pysdytettiin tédssd vaiheessa ('H-NMR:n perusteella
seos sisdlsi piddosaltaan 2",5-disilyloitua tri-N-asetyyli-
sisomisiinia).

Imiinin muodostaminen, pelkistdminen ja hydrolysii
suoritettiin esimerkissd I kuvatulla tavalla.

Korjattu HPLC-saanto netilmisiinille on 83 %.

ESIMERKKI III

Netilmisiinin valmistaminen 3,2',6',3"-tetra-N-asetyyli-
sisomisiinista

Tissi tutkimuksessa kdytetty puhdistettu 3,2',6',3"-
tetra-N-asetyylisisomisiini saatiin asetyloimalla 3,2',6'-
tri-N-asetyylisisomisiinin 3"-aminoryhmd N-asetyyli-
imidatsolilla ja eristé@mdlla silikageelipylvddn avulla.

4 g tdtd lyofilisoitua tetra-N-asetyylisisomisiinia
suspendoitiin 40 ml:aan 1,2-dimetoksietaania ja lisdttiin
4,4 ml HMDS. Seosta kuumennettiin refluksoiden 7 tuntia.
'H-NMR:n perusteella-silylointireaktio oli tapahtunut
loppuun.
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Imiinin muodstaminen, pelkistdminen ja hydrolyysi suori-
tettiin esimerkissd I kuvatulla tavalla. Netilmisiinin
korjattu HPLC-saanto on 83,5 %.

3,2',6'-tri-N-asetyyli-5,2",4"—trimetyylisisomisiinin
ja 3,2',6'-tri—N-asetyyli 5,2",4"-1—N-etylideenisiso-

misiinin 'H-NMR-arvot on esitetty seuraavassa taulukossa
I.

TAULUKKO I

A. Tri-silyloitu tri-N-asetyylisisomisiini:

'H-NMR (CD2C12) § = 0,118 /S, 9H, Si-(CH3)3/, 0,124
/S, SH, Si-(CH3)3/, 0,165 /S, 9H, Si-(CH3)3 , 1,38
(s, 3H, CH, c-4":ssa 1,93 (s, 3H, CH3—C-N), 1,96 (s, 3H,
0
CH g-N), 1,98 (s, 3H, CH3-g-N), 2,45 (s, 3H, CH3-N
0

c-3":ssa), 4,69 (dd, 1H, J = 3,29 ja 4,02 Hz, CH c-
4':ssa, 5,01 (4, 1H, J = 2,19 Hz, CH C-1":ssa), 5,08
(d, 14, J = 1,82 Hz, CH c-1':ssa, 6,03 (4, 1H, J =
6,99 Hz, NH-S-), 6,47 (dd, 1H, J = 5,11 ja 6,96 Hz, CH, NH—S-),
0] o]
ja 7,1 ppm (4, 1H, J = 9,13 Hz, NH—S-).
0]
B. Silyloitu 1-N-etylideeni 3,2'—6'-tri-N-asetyylisisomi-
siini

'HNM (CD,CN) & = 0,08 /S, 9H, Si-(CH3)4/, 0,102 /s,
9H, si-(cn3)3/, 0,140 /s, 9H, si-(CH3)3/, 1,5 (s, 3H,
CH3 c-4":ssa, 1,83 (s, 3H, CHBS_N)' 1,86 (s, 3H,
o]
CH,C-N), 1,89 (4, 3§, J = 4,76 Hz, CH,CH)=N), 1,93 (S, 3H,

"\
o)
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CHy CN), 2,36 (s, 3H, CH
0

C-4':ssa ja Cc-1"), 5,19 (d, 1H, J = 1,46 Hz, CH C-1':ssa),

6,37 (d, 1H, J = 8,04, NH-C), 6,77 (d, 1H, J = 8,4 Hz,

NH-C-), 6,99 (t, 1H, J = 5948 Hz, CH,-N-C-) ja 7,69 ppm

(q,°1H, J = 4,76 Hz CH,CH=N). H O

3-N C-3":ssa), 4,71 (bm, 2H, CH's

3

CNMR (CD,CN) & = 162,04 (N = CHCH;) ja 22,46 ppm (N=CH-
CH,).
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi netilmisiinin valmistamiseksi 1-N-etyloimalla
sisomisiini asetaldehydin avulla, t unnet tu siita, etta

a) selektiivisesti salvattu sisomisiini johdos, jonka yleiskaava

on
ox’ NHY
0
ol
CH 0X
3 s 5 o l
y' CH2
HoN NHY T
CH3 NHY
1
/R
jossa kukin X on organosilyyliryhma Si — R2
\R3

jolloin R1 - R3 ovat toisistaan riippumatta alempi alkyyli,
fenyyli tai fenyylialempialkyyli;

X' on vety tai edelld mddritelty organosilyyliryhma;

kukin Y on aminoryhmin salpausryhmd, joka on asetyyli,
formyyli, propionyyli tai aryyli ja Y' on vety tai edella
maaritelty Y,

saatetaan reagoimaan asetaldehydin kanssa inertissad aprootti-
sessa orgaanisessa liuottimessa vedettdmissa olosuhteissa,
jolloin muodostuu vastaava 1-N-etylideenijohdos;

b) reaktiosecksessa mahdollisesti lisndoleva ylimddrdinen
reagoimaton asetaldehydi pelkistetdan metallihydridipelkisti-
melli, kuten natriumboorihydridilla, aminoboraaneilla tai
litiumalumiinihydridillid huoneen lampdtilassa korkeintaan 30
minuuttia;

c) 1-N-etylideeniryhma pelkistetadn etyyliaminoryhmidksi vesi-
pitoisissa olosuhteissa ympardividssd lampdtilassa korkeintaan
2 tuntia metallihydridipelkistimella sAAtamall4 reaktion pH

arvoon 7 - 12;
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d) kaikki suojaryhmét poistetaan; ja
e) netilmisiini eristetddn vapaana em#dksend tai happoadditio-

suolana.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd silylointia katalysoidaan katalyytilld, joka on
valittu ryhmstd, johon kuuluvat sulfaattisuola, ammonijumsucla,

rikkihappo, trimetyylisilyylikloridi ja niiden seokset.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen meneteimd, t u n -
nettu siitd, ettd silylointi suoritetaan 3,2',6'-tri-N-

asetyylisisomisiinisulfaatin l4sndollessa.

4, Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen
menetelmd, t un ne t t u siitd, ettd R1, R2 ja R3 ovat

alempia alkyyleja.

5. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen
menetelmd, t un n et t u siit4, ettd R' R2 ja R3

ovat kukin metyyli.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 5 mukainen menetelmd,

tunnettu siitd, ettd X' on organosilyyliryhméa.

7. Jonkin edell3d olevan patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen

menetelmd, t unnet t u siitd, ettd sisomisiinijohdos

silyloidaan saattamalla tdmi sisomisiinijohdos kosketukseen
yhdisteen kanssa, joka on valittu ryhmistéd, johon kuuluvat

heksametyylidisilatsaani, bis(trimetyylisilyyli)asetamidi,

mono(trimetyylisilyyli)asetamidi, trimetyylikloorisilaani

ja niiden seokset.

8. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 7 mukainen

menetelmd, t unnet tu siiti, ettd sisomisiinijohdos
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silyloidaan saattamalla kosketukseen heksametyylidisilatsaanin

kanssa.

9. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 8 mukainen
meneteimd, t unnettu siitd, ettd aproottinen liuotin on
valittu ryhmidstéd, johon kuuluvat 1,2-dimetoksietaani, aseto-

nitriili, tolueeni, heksaani, metyleenikloridi, tetrahydro-

furaani ja niiden seokset.

10. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 9 mukainen
menetelmd, t unnettu siitd, ettd aproottinen liuotin on

dimetoksietaani.

11. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 10 mukainen
menetelmd, t unnet tu siitd, ettad yliméddrédinen tai
reagoimaton asetaldehyd:i eliminoidaan lis&&méll4 metallihyd-

ridipelkistintd.

12. Jonkin edelli olevan patenttivaatimuksen 1 - 11 mukainen
menetelmd, tunnettu siité, ettd ylimddrdisen tai
reagoimattoman asetaldehydin eliminoimiseen kdytetty metalli-
hydridipelkistin on valittu ryhmidstd, johon kuuluvat natrium-
boorihydridi, amiiniboraanit, litiumalumiinihydridi ja niiden

seokset.

13. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 12 mukainen
menetelmd, tunnettu siitd, ettd yliméddrdinen aset-

aldehydi saatetaan reagoimaan 1isddmall4 natr iumboor ihydridié.

14. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 13 mukainen
menetelmd, t unnet tu siitd, ettd ylimddrdisen aset-
aldehydin pelkistimisen jédlkeen lisitddn vesipitoista puskuria

pH-arvon pitédmiseksi vdlilla noin 7-12.
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15. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 14 mukainen
menetelmd, t unnet tu siitid, ettd pH pidetddn arvossa
v&l1i114 noin 9,5 - 10 puskurin lisdédmisen jhdlkeen.

16. Jonkin edelli olevan patenttivaatimuksen 1 - 15 mukainen
menetelmd, t unnettu siitd, ettd vesipitoinen puskuri
on valittu boraatti-, fosfaatti-, sitraattipuskureista ja

niiden seoksista.

17. Jonkin edelli olevan patenttivaatimuksen 1 - 16 mukainen
menetelmd, t unnet tu siitd, ettd puskuri on natrium-

boraatti.

18. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 17 mukainen
menetelmd, t unnettu siitd, ettd 1-N-etylideeniryhmd
pelkistetd&n etyyliaminoryhméksi 1is&&md114 pelkistintéd, joka
on valittu ryhmistd, johon kuuluvat natriumboorihydridi,

amiiniboraanit, litiumalumiinihydridi ja niiden seokset.

19. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen 1 - 18 mukainen
menetelmd, t unnettu siiti, ettd etylideenisubstitu-
entti pelkistetédn etyyliaminosubstituentiksi lisdsamé4l 14

natr iumboorihyridia.

20. Selektiivisesti salvattu sisomisiinijohdos, jonka yleis-

kaava on

NHY
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1
~ R
jossa kukin X on organosilyyliryhma Si — R2
jolloin Rl - R2 ovat toisistaan riippumatta alempi alkyyli,

fenyyli tai fenyylialempialkyyli;

X' on vety tai edellid maidritelty organosilyyliryhmé;
kukin Y on aminoryhmin salpausryhmid, joka on asetyyli,
formyyli, propionyyli tai aryyli;

Y' on vety tai edelld madritelty Y; ja

Z on H> tai =CH-CHs.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen yhdiste, t unne t tu

siita, ettd kukin X on trimetyylisilyyli.

22. Patenttivaatimuksen 20 tai 21 mukainen yhdiste,

tunnettu siitid, ettd kukin Y on asetyyli.

23. Jonkin edellid olevan patenttivaatimuksen 20 - 23
mukainen yhdiste, t unn et tu siitd, etta Y' on

vety.

24. Patenttivaatimuksen 20 mukainen yhdiste, t unne t t u

siitda, ettd X' on trimetyylisilyyli.
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Patentkrav

1. Férfarande f6r framstdllning av netilmicin med hjalp av 1-N-
etylering av sisomicins asetaldehydin, k a nnetecknat

darav, att

a) ett selektivt blockerat sisomicinderivat med den allminna

formeln
ox' NHY
0
o_/
CH, OX 0
X0 ,O//fS;L,,,ffﬂxizl— I
NY' — CH
/ HONT Ny P~
CH, NHY
R1
diar varje X ar en organosilylgrupp Si—— R2
\\‘R3

varvid Rl - R3 dr oberoende av varandra lagre alkyl, fenyl
eller fenyllagrealkyl;

X' d4r vidte eller en ovan definierad organosilylgrupp:;

varje Y dr en aminogrupps blockeringsgrupp, som ar asetyl,
formyl, propionyl eller aryl och Y' &r vite eller ovan
definierad Y, omsédtts med acetaldehyd i ett inert aprotiskt
organiskt ld6sningsmedel i vattenfria betingelser, varvid
motsvarande l1-N-etylidenderivat bildas:

b) den i reaktionsblandningen eventuellt nirvarande dverskott
av oreagerat acetaldehyd reduceras med metallhydridreduktions-
medel, sdsom natriumborhydrid, aminoboran eller litiumalumi-
niumhydrid vid rumstemperatur under hdgst 30 minuter:

c) 1-N-etylidengruppen reduceras till en etylaminogrupp 1
vattenhaltiga betingelser vid omgivande betingelser under hégst
2 timmar med metallhydridreduktionsmedel genom att reglera
reaktionens pH-varde till 7 - 12;

d) alla skyddsgrupper avligsnas; och

e) netilmicin separeras som en fri bas eller syraadditionssalt.
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2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nnete cknat
darav, att silyleringen katalyseras med en katalyt, som ar vald
ur gruppen bestiende av sulfatsalt, ammoniumsalt, svavelsyra,

trimetylsilylklorid och deras blandningar.

3. Forfarande enligt patentkraven 1 eller 2, k 4 nn e -
t ecknat darav, att silyleringen utférs i nirvaro av

3,2',6'-tri-N-acetylsisomicinsulfat.

4. Forfarande enligt nigot av patentkraven 1 - 3, k A nn e -

t ecknat dédrav, att R}, R2 och R3 ar ligre alkyler.

5. Forfarand enligt njdgot av patentkraven 1 - 4, k A& nn e -

t ecknat dédrav, att R1' R2 och R? var och en ir metyl.

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 5, k 4 nne --

t ec knat darav, att X' &r en organosilylgrupp.

7. Forfarande enligt n3got av patentkraven 1 - 6, k 4 nn e -
t ecknat darav, att sisomicinderivatet silyleras genom
att bringa detta sisomicinderivat i beréring med en féreninge,
som valts ur gruppen bestiende av hexametyldisilazan, bis(tri-
metylsilyl Jacetamid, mono(trimetylsilyl )acetamid, trimetylklor-

silan och deras blandningar.

8. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 7, k A4 nn e -
t ecknat darav, att sisomicinderivatet silyleras genom

att bringa det i berdring med hexametyldisilazan.

9. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 8, k a nn e -
t ecknat darav, att det aprotiska losningsmedlet valts ur
en bestidende av 1,2-dimetoxietan, acetontril, toluen, hexan,

metylenklorid, tetrahydrofuran och deras blandningar.
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10. Forfarande enligt nigot av patentkraven 1 - 9, k 4 nn e -

t ecknat darav, att aprotiska l16sningsmedlet ar dimetoxi-
etan.

11. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 10, k & n -
netecknat darav, att 6verskottet av eller oreagerad
acetaldehyd elimineras genom tillsats av metallhydridreduk-

tionsmedel.

12. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 11, k & n -
netecknat darav, att f6r eliminering av Sverskott av
eller oreagerad acetaldehydn det anvdnda metallhydridreduk-
tionsmedlet ar vald ur gruppen bestdende av natriumborhydrid,

aminboran, litiumaluminiumhydrid och deras blandningar.

13. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 12, k 4 n -
netecknat darav, att Sverskottet acetaldehyd omsitts

med tillsats av natriumborhydrid.

14, Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 13, k & n -
netecknat dirav, att efter reduktionen av dverskottet
av acetaldehyd tillsatts vattenhaltig buffert fér att hialla
pH-vardet vid mellan 7-12.

15. Fo6rfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 14, k &4 n -
netecknat dirav, att pH hills vid ett viarde av mellan
ca 9,5 - 10 efter tillsatsen av buffert.

16. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 15, k &4 n -
netecknat darav, att den vattenhaltiga bufferten valts

bland borat-, fosfat-, citratbuffert och deras blandningar.

17. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 16, k & n -

netecknat dirav, att bufferten &r natriumborat.
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18. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 17, k a n -
netecknat dirav, att 1-N-etylidengruppen reduceras
till en etylaminogruppgenom tillsats av ett reduktionsmedel,
som valts ur gruppen bestdende av natriumborhydrid, aminboran,

litiumaluminiumhydrid och deras blandningar.
19. Férfarande enligt nd3got av patentkraven 1 - 18, k a n -
netecknat diarav, att etylidensubstituenten reduceras

till en etylaminosubstituent genom tillsats av natriumborhyrid.

20. Selektivt blockerat sisomicinderivat med den allmanna

formeln
ox' NHY
ol
¢ 3
/” CH
CH NHY
3
. R1
didr varje X ar en organosilylgrupp Si — R2
R3
varvid Rl - R3 Ar oberoende av varandra lagre alkyl, fenyl

eller fenyllagrealkyl;

X' Ar vite eller en ovan definierad organosilylgrupp;
varje Y 4r en aminogrupps blockeringsgrupp, som ar acetyl,
formyl, propionyl eller aryl;

Y' &r vate eller ovan definierad Y; och

Z ar H2 eller =CH-CHsa.

21. Férening enligt patentkravet 20, k @& nnetecknad

didrav, att varje X dr trimetylsilyl.
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22. Forening enkigt patentkraven 20 eller 21, k 4 nn e -

t ecknad dirav, att varje Y ir acetyl.

23. Forening enligt ndgot av patentkraven 20 - 23, k 4 nn e -

t ecknat darav, att Y' ar viate.

24. Forening enligt patentkravet 20, k 4 nnetecknad

darav, att X' ar trimetylsilyl.
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