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Opfindelsen angar en fremgangsmdde til selektiv blokering af aminogrupper
med acyl-beskyttelsesgrupper Y i aminocyclitolaminoglycosider, hvori mindst én af
aminogrupperne udviser en tilgangelig, nabostillet hydroxygruppe, og hvori mindst
én af aminogrupperne ikke har nogen tilgangelig, nabostillet hydroxygruppe eller
mindst en af aminogrupperne er sterisk mindre tilgengelig for en sadan. Opfin-
delsen angdr endvidere visse selektivt aminoblokerede aminocyclitolaminoglycosi~
der, der kan fremstilles ved en s&dan fremgangsmdde og som er egnede mellempro-
dukter for fremstilling af en rakke nyttige 1-N-substituerede derivater af 4,6-
di-0~(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitoler.

Ved gennemfgrelse af visse kemiske omdannelser hos en polyamino-organisk
forbindelse, navnlig s&danne pa omradet for carbonhydrater og aminocyclitol-amino-
glycosider, er det for at opnéd gode udbytter af et gnsket produkt ngdvendigt fgrst

at fremstille derivater af aminofunktioner i molekylet med "blokerende'" eller "be-
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skyttende" grupper for at hindre aminofunktionerne i at indgi i konkurrerende re-
aktioner med de anvendte reagenser. Almindeligt benyttede blokerende grupper er
blokerende acylgrupper, der let bindes til aminogrupper og kan fjernes, efter at
den gnskede omdannelse er fuldendt, men som er stabile under de reaktionsbetingel-
ser, der skal anvendes.

Kemiske omdannelser i en polyamino-organisk forbindelse, hvori reaktions-
stedet skal vare én af aminofunktionerne, gennemfgres ideelt pa mellemprodukter,
hvor enhver anden aminofunktion er beskyttet selektivt med en blokerende gruppe.

I modsat fald dannes blandinger af forskellige mono-N- og poly-N-derivater, der
kraver besvarlig opdelingsteknik (szdvanligvis chromatografi eller flere chroma-
tografiprocesser) for at isolere det gnskede omdannelsesprodukt. Det er imidlertid
ikke altid muligt ved pi omrddet kendte metoder at fremstille det ideelle, selek-
tivt blokerede mellemprodukt, hvorfor der, med ubeskyttede aminogrupper, kun opnis
lave udbytter af det gnskede omdannelsesprodukt.,

Nir en polyamino-organisk forbindelse indeholder aminofunktioner med for-
skellig reaktivitetsgrad, der skyldes enten steriske faktorer og/eller den primzre
og/eller sekundzre og/eller tertizre natur af amingrupperne, er det undertiden
muligt, omend i moderate til lave udbytter, selektivt at beskytte nogle amino-
funktioner, mens andre aminofunktioner lades ubeskyttede, ved hvilke en gnsket re-
aktion kan finde sted. Sidanne metoder indebzrer sedvanligvis flertrins-omdannel-
ser, der kraver isolering og rensning af hvert mellemprodukt. Det er ofte umuligt
at beskytte alle andre aminofunktioner end den ene, for hvilken der gnskes en om-
dannelse, som for eksempel nir to aminofunktioner har samme reaktivitet, saledes
at i bedste tilfazlde kun nogle aminofunktioner blokeres, hvilket begraznser antal-
let af produkter dannet ved en given reaktion, men stadig giver anledning til en
blanding af produkter med deraf fglgende ringe udbytter af gnskede produkter, der
kun med vanskelighed kan isoleres 0og renses.

Gennem den foreliggende opfindelse er det nu muligt let og i gode udbytter
at fremstille selektivt blokerede aminoderivater af aminocyclitolaminoglycosi-
der, hvori mindst én aminofunktion har en tilgzngelig nabostillet hydroxygruppe.
Opfindelsen betyder, at det nu er muligt let og i gode udbytter at frem-
stille N-acylerede derivater, som det hidtil har veret umuligt at fremstille, eller
som hidtil kun har kunnet fremstilles i sma mengder, Endvidere er det fremstillede
selektivt N-acylerede aminocyclitolaminoglycosid af tilstrakkelig renhed og
forudsigeligt udbytte til at tillade yderligere reaktioner at blive gennemfgrt
uden isolering af det N-acylerede aminocyclitolaminoglycosid.

Forud for den foreliggende opfindelse var komplekser af salte af divalent
overgangsmetal med par af nabostillede amino- og hydroxy-grupper ukendte. Den
kendte teknik postulerer (Bull. Chem. Soc. Japan, Vol. 39, nr. 6, 1235-1248 (1966))
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forekomsten af cupraammonium-komplekser mellem aminer pi et chiralt center og
nertbeliggende vicinale hydroxygrupper fé et chiralt center in situ i fortyndede
vandige ammoniakoplgsninger, hvilke cupra-ammonium-komplekser anvendes til under-
sggelser af optisk rotation som et analytisk redskab ved bestemmelse af det abso-
lutte rumlige forhold mellem vicinale amino/hydroxy-gruppepar.

Det har nu vist sig, at komplekser af salt af divalent overgangsmetal med
par af nabostillede amino/hydroxy-grupper (hvor amino- og hydroxy-grupperne even-
tuelt kan vazre vicinale eller eventuelt kan foreligge p& chirale centre) kan dan-
nes og yderligere kan dannes i et organisk oplgsningsmiddel med en minimal mengde
af divalent overgangsmetalion, uden at det er ngdvendigt at anvende ammoniumhyd-
roxid til damnnelse af en overgangsmetal-ammoniumion (f.eks. cupraammoniumion). Det
har ogséd vist sig, at (aminocyclitolaminoglycosid)—overgangsmetalsalt—komplek—
serne ifglge den foreliggende opfindelse vil bevares under acylerende reaktions-
betingelser, der omdanner en fri aminogruppe til et N-acyleret derivat deraf, og
yderligere at overgangsmetalsalt-komplekserne fremstillet ifelge opfindelsen vil
hindre de kompleksbundne amino/hydroxy-grupper i at indgd i reaktionen.

I overensstemmelse hermed er fremgangsmaden ifelge opfindelsen e jendomme-
lig ved, at en 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3~diaminocyclitol med hydroxygrupper,
der er tilgengelige for og nabostillet til enhver aminogruppe bortset fra dem i
stillingerne 3 og 6' eller i stillingerne 2' og 3 eller i stillingerne 2' og 6'
eller i stillingerne 3, 2' og 6', i et aprotisk eller protisk, indifferent or-
ganisk oplesningsmiddel, der kan indeholde op til ca. 25 vol% vand, omszttes med
mindst 2 molzkvivalenter af et salt af en divalent kation af overgangsmetaller-
ne kobber, nikkel, cobalt eller cadmium eller af blandinger af disse overgangs-
metaller pr. molekvivalent 4,6-di-O-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol, hvor-
efter det saledes dannede kompleks mellem overgangsmetalsaltet og mindst ét
gruppepar bestdende af aminogruppen og den for denne tilgengelige, nabostillede
hydroxygruppe omszttes med omtrent s& mange molzkvivalenter af et aminoacyle-
ringsmiddel, som svarer til antallet af aminogrupper,henholdsvis 3 og 6' eller
2' og 3 eller 2' og 6' eller 3, 2' og 6', der skal acyleres med Y, 0og at det sa-
ledes vundne, tilsvarende Y-acylerede kompleks ved hjelp af et faldningsmiddel
for overgangsmetal-kationer eller med ammoniumhydroxid omszttes til den tilsva-
rende 3,6'-di-, 2',3-di~, 2',6'-di- eller 3,2",6'-tri-N-Y-4,6-di-0-(aminogly-
syl)-1,3-diaminocyclitol.

Udtrykkene "én af nazvnte aminogrupper har en tilgengelig nabostillet hydro-
xygruppe" og "gruppepar best3ende af aminogruppen og den for denne
tilgengelige, nabostillede hydroxygruppe" omfatter anvendt

her amino- og hydroxy-funktioner, der er beliggende p& nabostillede
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carbonatomer pd cis-vicinal- eller dizkvatorial trans-vicinal made og omfatter og-
s& amino- og hydroxy~grupper, der ikke er bellggende pa vicinale carbonatomer, men
som er rumligt nazrtbeliggende (dvs. de er tat nok til at blive hydrogenbundne) og
tilgzngelige for hinanden. Ved udtrykket "tilgangelig!" menes endvidere, at parrene
af nabostillede amino- og hydroxy-grupper skal, for at vare anvendelige ved frem-
gangsmaden ifglge opfindelsen, foruden at vare tilgzngelige for hinanden, vare si-
ledes beliggende i molekylet af aminocyclitolaminoglycosidet, at de er ste-

risk tilgezngelige for et indkommende. reagens, sisom en kation af et divalent over-
gangsmetal. I for eksempel en 4,6-di-0- (aminoglycosyl)- -2-deoxystreptamin med en
2!'-aminogruppe, sidsom i sisomicin, tobramycin, verdamicin -0og gentamiCiner Cl, la
og 02, er saledes 5- ~hydroxygruppen, selvom 5- -hydroxygruppen af 2- -deoxystreptamin-
delen er nabostillet til og tilgengelig for 2'-aminogruppen, si sterisk hindret,

at et salt af et divalent overgangsmetal, sisom cupriacetat, ikke kan komme i til-
strakkelig narhed af 5-hydroxy-2'-amino-parret til at danne et overgangsmetalsalt-
kompleks deraf.

De overgangsmetalsalte, der kan anvendes som kompleksdannende midler ved
den foreliggende fremgangsmade, omfatter et hvilket som helst divalent salt af
kobber (II), nikkel (II), cobalt (II) og cadmium (II). Blandt de, der har starkest
kompleksdannende aktivitet, er salte af divalent overgangsmetal med svage syrer,
fortrinsvis svage organiske syrer, sdsom benzoesyre, propionsyre og eddikesyre.
Foretrukne salte af divalent overgangsmetal omfatter acetatsaltet af kobber (11),
nikkel (II), cobalt (II) og cadmium (II) og blandinger deraf. Sarligt anvendeligt
er nikkel(IT)acetat, kobber(II)acetat og cobalt(II)acetat.

Hvis man anvendte salte af monovalent bvergangsmetal, f.eks. cuproacetat,
ville cuproacetatkomplekset af par af tilgzngelige nabostillede hydroxy- og amino-
grupper blive dannet i ringe udbytter og vare svagt bundet, sdledes at der, nir N- -
acyleringstrinnet gennemferes, indtrader N-acylering ved stillingerne for svagt kom-
pleksbundne aminogrupper (omend med en noget lavere hastighed) séavel som ved stil-
lingerne med ikke-kompleksbundne aminogrupper resulterende i produktblandinger og
ringere udbytter af gnsket produkt.

Fremgangsmiden ifglge opfindelsen gennemfgres i et indifferent organisk
oplgsningsmiddel, der omfatter et hvilket som helsﬁ organisk oplgsningsmiddel,
hvori aminocyclitolaminoglycosidet og overgangsmetalsaltet savel som det
resulterende (aminocyclitolaminoglycosid)—overgangsmetalsalt—kompleks—mellem—
produkt  er rimeligt oplgselige, og som ikke vil reagere i nogen vasentlig grad
med de i processen indgdende reagenser. Foretrukne oplgsningsmidler er polare,
aprotiske organiske oplgsningsmidler, navnlig dialkylamider (f.eks. dimethylform-
amid) og dialkylsulfoxider (f.eks. dimethylsulfoxid). Polare protiske oplgsnings-

midler, sdsom lavere alkanoler, navnlig methanol og ethanol, kan ogsi anvendes ved
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fremgangsmiden, ndr sddanne oplgsningsmidler kraves af hensyn til oplgselighed.
Nir der anvendes protiske oplgsningsmidler, er det i almindelighed gnskeligt at
anvende en stgrre mzngde salt af divalent overgangsmetal end tilfmldet er, nar der
anvendes aprotiske oplgsningsmidler, da protiske oplgsningsmidler svakker de kom-
pleksbundne funktioner i (aminocyclitolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt-kom-
plekset.

Det foretrmkkes at anvende i det vasentlige vandfri oplgsningsmidler med
henblik pd at vinde maksimale udbytter. Vand kan imidlertid vare til stede (og er
ofte snskeligt af hensyn til opleselighed) selv i mengder pad op til ca. 25% (efter
volumen) og mere, uden at pavirke udbytterne af selektivt blokeret N-acyleret
aminocyclitolaminoglycosid, forudsat at yderligere salt af divalent overgangsme-
tal anvendes, da vand, der er et protisk oplesningsmiddel, ogsa svakker de kom-
pleksbundne funktioner i (aminocyclitolaminoglycosidet )-overgangsmetalsalt-kom-
pleks-mellemprodukterne.

Ved den foreliggende fremgangsmide synes der at foreligge en ligevagt mel-
lem aminocyclitolaminoglycosidet med mindst ét par af nabostillede tilgzngelige
amino/hydroxy-grupper [Al], overgangsmetalsaltet (f.eks. cupriacetat, Cu(OAc)Z)

og oplesningsmidlet, hvilken ligevagt kan angives pa felgende made:

aprotisk
oplgsningsmiddel

[A]+Cu(0Ac)2+op1¢sningsmidde1 > A’Cu(0Ac), . oplgsningsmiddel +

Cu(OAc)Z. oplgsningsmiddel +
oplgsningsmiddel

protisk
oplgsningsmiddel

[A]+Cu(0Ac)2+op1¢sningsmidde1 & A'Cu(OAc)2 . oplgsningsmiddel +
L

Cu(OAc)Z. oplgsningsmiddel +
oplgsningsmiddel

Med et aprotisk oplgsningsmiddel begunstiger ligevagten dannelsen af et
overgangsmetalsalt-kompleks af et aminocyclitolaminoglycosid med tilgangelige,
nabostillede amino/hydroxy-grupper, mens et organisk protisk oplgsningsmiddel eller
tilstedevarelsen af overskud af vand i et organisk aprotisk oplgsningsmiddel be-
gunstiger kompleksoplgsning for (aminocyclitolaminoglycosid)-overgangsmetal-
salt-komplekset. I sidstnzvnte tilfzlde vil der saledes, med henblik at opna hgje-
re udbytter af (aminocyclitolaminoglycosid)-salt-komplekset i oplesning, kra-
ves stgrre mengder af overgangsmetalsaltet for at tvinge ligevagten i den gnskede
retning, end det er ngdvendigt, ndr der anvendes et i det vasentlige vandfrit
aprotisk oplgsningsmiddel.

Ved gennemfgrelse af fremgangsmaden ifglge opfindelsen er i almindelighed
den molare mzngde overgangsmetalsalt, der anvendes i det fgrste trin af processen,

mindst lig den molare mzngde af aminccyclitolaminoglycosidet gange antallet
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deriaf paraf tilgzngelige, nabostillede amino- og hydroxygrupper, og den molazre
mzngde af acyleringsmiddel, der anvendes irdet andet trin af fremgangsmiden, der
fortrinsvis gennemfgres in situ, er omtrent lig den molare mzngde af aminocycli-
tolaminoglycosidet gange det antal af ikke-kompleksbundne aminofunktioner i
molekylet, der skal beskyttes.

Nér der imidlertid foreligger en forskel i reaktivitet hos de ikke-kompleks-
bundne aminer, kan der anvendes mindre N-acyleringsreagens, hvis det kun gnskes at
N-acylere de mere reaktive aminer.

Efter at (aminocyclitolaminoglycosid)—overgangsmetalsalt-komplekset er
omsat med et acyleringsmiddel for at N-acylere de ikke-kompleksbundne aminogrupper,
bliver overgangsmetal-kationen som navnt fjernet fra det N-acylerede (aminocycli-
tolaminoglycosid)—overgangsmetalsalt-kompleks ved hjalp af ét_overgangs—
metal-faldende reagens eller ved hjzlp af ammoniumhydroxid. I sidstnavnte tilfalde
bliver overgangsmetal-kationen fjernet ved den fortrinsvise dannelse af et kom-
pleks med ammoniumhydroxid, hvilket kompleks er oplgseligt i ammoniumhydroxid og
vand. Denne metode til at fjerne overgangsmetal-kationen er hensigtsmessig, nir
det selektivt blokerede N-acyl-aminocyclitolaminoglycosidderivat er opleseligt i orc
niske oplgsningsmidler, da det derefter kan ekstraheres fra den blanding af vand
og organisk oplgsningsmiddel, der indeholder ammoniumhydroxid-overgangsmetalsalt-
komplekset.

Det er szdvanligvis mere hensigtsmessigt at fjerne overgangsmetal-kationen
ved hjzlp af pa omridet kendte udfzldende reagenser. Anvendelige fzldningsreagen-
ser omfatter dioxim af dimethylglyoxal, 1,3-dicarbonylalkaner, sisom acetyl-ace-
tone og heptan-3,5-dion, sével som sulfid-faldningsreagenser, sisom ammoniumsulfid,
alkalimetalsulfider (f.eks. natriumsulfid), jordalkalimetalsulfider (f.eks. cal-
ciumsulfid), jordalkalimetalhydrosulfider (f.eks. natriumhydrosulfid) og hydrogen-
sulfid. Blandt de foregiende er sarligt anvendelige faldningsreagenser dioxim af
dimethylglyoxal, acetylacetone og hydrogensulfid.

Ved fjernelse af overgangsmetal-kationen er hydrogensulfid et foretrukket
fazldningsreagens, da det er en simpel operation blot at boble hydrogensulfid gen-
nem reaktionsblandingen, og endvidere bliver det resulterende overgangsmetalsulfid
faldet fuldstzndigt pi kort tid og fjernes let ved filtrering.

Acyl-blokeringsgrupperne, Y, og de tilsvarende acyleringsmidler, med hvilke
de dannes, er velkendte pi omridet ligesom metoder til deres fjernelse, efter at
en gnsket kemisk omdannelse er gennemfgrt ved en anden stilling i molekylet. I den
foreliggende sammenhzng bliver acylblokeringsgrupper, Y, der kan indfgres selek-
tivt pé ikke-kompleksbundne aminofunktioner i (aminocyclitdlaminoglycosid)—
overgangsmetalsalt-kompleks-mellemproduktet, betragtet som omfattende benzyloxy-
carbonyl- og substituerede benzyloxycarbonyl-grupper, sisom p-nitrobenzyloxycar-

bonyl og p-methoxybenzyloxycarbonyl (der let kan fjernes ved katalytisk reduktion),
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aryloxycarbonylgrupper, sdsom phenoxycarbonyl, og alkoxycarbonylgrupper, sasom
methoxycarbonyl, ethoxycarbonyl og lignende (der fortrinsvis fjernes ved basisk
hydrolyse), trichlorethoxycarbonylgrupper (der kan fjernes med zink i eddikesyre),
tert.alkoxycarbonylgrupper, sasom tert,butoxycarbonyl og tert.amyloxycarbonyl-
grupper (der kan fjernes ved milé syrehydrolyse), halogenalkylcarbonylgrupper,
sadsom chloracetyl (der kan fjernes med base eller med thiourinstof eller lignende
reagens), og trifluoracetyl (der let kan fjernes under milde basiske betingelser),
succinimido- og phthalimidogrupper (der let kan fjernes med hydrazin), og alkanoyl-
grupper, sésom acetyl, propionyl og lignende, sidvel som aroylgrupper, sésom benzoyl
(der fjernes ved basisk hydrolyse). De reaktionsbetingelser, der er ngdvendige for
at indfgre et hvilket som helst af de foregdende N-acyl-derivater pa em fri amino-
funktion, er velkendte pa omradet.

Fremgangsmdden finder anvendelse pd aminocyclitol-
aminoglycosid-omrédet, hvor kemiske omdannelser af aminoglycosid-antibiotica fore-
tages til stadighed for at syntetisere nye derivater med forbedret antibakteriel
aktivitet og/eller et mere gunstigt antibakterielt spektrum. De fleste af disse
omdannelser er flertrins-processer med lavt udbytte, hvor flere indledende trin er
rettet pa blot at beskytte amino- og/eller hydroxy-funktioner med blokerende grup-
per forud for gennemfgrelse af det egentlige kemiske omdannelsestrin, i et forsgg
pé at forbedre udbyttet af det gnskede omdannelsesprodukt. Ved den foreliggende
fremgangsmdde bliver de amino-grupper, der kraver beskyttelse, blokeret selektivt

i udmerket udbytte ved en simpel totrins-énbeholder-proces.
Den foretrukne udfgrelsesform for fremgangsmaden er den, hvor aminogrupper

blokeres selektivt i et antibakterielt 4,6-di-O-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocycli-
tol-middel. Ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen er det nu muligt let og i gode
udbytter at fremstille selektivt blokerede antibiotiske aminoglycosid-derivater,
sédsom 2',6'-di-N-acyl-, 3,6'-di-N-acyl-, 3,2',6'-tri-N-acyl- og 1,3,2',6'-tetra-
N-acyl-derivater af 4,6-di-O-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol-derivater ved en
totrins-énbeholder-proces, hvilke derivater alle er hidtil ukendte, og som er vear-
difulde som mellemprodukter ved fremstilling af antibakterielt aktive omdannelses-
produkter af stam-aminoglycosidet.

En sarligt verdifuld udfgrelsesform er den, hvor der fremstilles et 3,2',6'-
tri-N-acyl-derivat af en 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol, sisom siso-
micin, tobramycin, verdamicin, gentamicin Cl’ gentamicin C1a og gentamicin C2, der
er verdifulde mellemprodukter ved fremstilling af de tilsvarende 1-N-alkylamino-
glycosider (efter fjernelse af N-acylgrupperne ved 3-, 2'- og 6'-stillingerne),
der er vardifulde antibakterielle midler beskrevet i USA-patentskrift nr. 4002742,
Blandt de foregdende er 3,2',6'~tri-N-acylsisomiciner, navnlig 3,2',6'-tri-N-ace-
tylsisomicin, af stor vardi som mellemprodukter ved fremstilling af 1-N-ethylsiso-

micin, der er et virksomt antibakterielt middel.
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Ved gennemfgrelse af fremgangsmidden ifglge opfindelsen har det vist sig, at
blandinger af ovérgangsmetalsalt-komplekser undertiden med “fordel kan anvendes til
at opna gode udbytter af selektivt N-acylerede polyaminoforbindelser. Det menes,
at dette skyldes det forhold, at nogle overgangsmetalsalte danner mere stzrkt bund-
ne overgangsmetalsalt-komplekser med visse par af tilgzngelige nabostillede amino/-
hydroxy-grupper, end tilfzldet er med andre overgangsmetalsalte. Ved fremstilling
af 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin opnis sdledes forbedrede udbytter, nir fremgangs-
méden gennemfgres under anvendelse, som salt af divalent overgangsmetal, af en
akvimolar blanding af nikkel(II)acetat og cupriacetat (idet de totale molare zkvi-
valenter af overgangsmetalsalte er fire gange zkvivalentet af sisomicin). Det her-
ved vundne udbytte er mindst 90% af det teoretiske sammenlignet med et udbytte pi
76% af det teoretiske, ndr der anvendes cupriacetat alene. En szrligt vardifuld
udfgrelsesform er den, der ggr brug af cobalt(II)acetat som overgangsmetal, hvor-
ved der opnads nasten teoretiske udbytter af i det vasentlige rene selektivt blo-
kerede N-acylerede derivater.

Ved at modificere mzngden af overgangsmetalsalt og af acyleringsmiddel og
(eventuelt) =ndre oplgsningsmidlet kan der vindes gode udbytter af 1,3,2',6'-tetra-
N-acetylsisomicin i stedet for 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin. Ved at tilsatte fra
ca., en halv til én zkvimolar =zkvivalent mengde af cupriacetathydrat pr. mol siso-
micin i en vandig methanolisk oplgsning er der siledes in situ vundet. et sisomicin-
cupriacetat-kompleks involverende 3"-amino-4"-hydroxy-gruppeparret. Omsztning af
dette in situ med ca. 4 molzre zkvivalenter eddikesyreanhydrid efterfulgt af fjer-
nelse af cupri-kationen ved feldning som sulfidsaltet og derefter isolering og
rensning ved anvendelse af kendt teknik giver 1,3,2',6'~-tetra-N-acetylsisomicin i
udbytter pd nzsten 80% af det teoretiske, hvilket er et mellemprodukt, der kan an-
vendes, ndr der ¢gnskes omdannelse ved 3"-amino-gruppen.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen tilvejebringer ogsi den mulighed trinvis
in situ at fremstille blandede N-acyl-derivater af de resterende ikke-kompleks-
bundne aminogrupper, nir nzvnte aminer har forskellig reaktivitetsgrad. Alt efter
éyperne af N-acylgrupper, der er indfgrt i molekylet, og den relative lethed, hvor-
med de kan fjernes, er det muligt at fremstille en hvilken som helst gnsket kombi-
nation af selektivt N-acyleret polyamino-organisk forbindelse. Siledés bliver der
for eksempel, ved omsztning af sisomicin i 95% vandig methanol med ca. en zkvimolar
mengde cupriacetat, in situ vundet et sisomicin-cupriacetat-kompleks i det vasent-
lige involverende 3'"-amino- og 4'"-hydroxy-grupperne. Omsztning af dette sisomicin-
cupriacetat-kompleks med ca. en molar zkvivalent af ethylthioltrifluoracetat frem-
bringer et monoacyl-derivat af den mest reaktive ikke-kompleksbundne aminofunktion
deri, nemlig 6'-amino, under dannelse in situ af 6'-N-trifluoracetylsisomicin-

cupriacetat-kompleks. Ved derefter at tilsztte ca. tre molmre =kvivalenter eddike-
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syreanhydrid til det foreglende derivat in situ bliver de resterende tre ikke-
kompleksbundne aminogrupper N-acetylerede, hvorved dannes_1,3,2'—tri-N-acety1-6'-
N-trifluoracetylsisomicin-cupriacetat-kompleks. Efter nedbrydning af cupriacetat-
komplekset efterfulgt af behandling af resten indeholdende 1,3,2'-tri-N-acetyl-6'-
N-trifluoracetylsisomicin med ammoniumhydroxid, hvilket bevirker hydrolyse af 6'-
N-trifluoracetyl-gruppen uden at pavirke N-acetyl-grupperne, isoleres 1,3,2'-tri-
N-acetyl-sisomicin ved kendt teknik. 1,3,2'-Tri-N-acylaminoglycosiderne er vardi-
fulde mellemprodukter ved fremstilling af 6'-N-alkylaminoglycosider, der er nyttige
antibakterielle midler.

Ved in situ at danne 6'-N-trifluoracetylsisomicin-cupriacetatnikkel(II)ace-
tat-kompleks i dimethylsulfoxid og tilsaztte to zkvivalenter eddikesyreanhydrid
dannes et di-N-acetyl-derivat involverende de to yderligere reaktive ikke-kompleks-
bundne aminofunktioner ved 3- og 2'-stillingerne, hvorved in situ dannes 3,2'-di-
N-acetyl-é'-N—triFluoracetylsisomicin—cupriacetat—kompleks, der efter fjernelse
af komplekset med hydrogensulfid og hydrolyse af 6'-N-trifluoroacetylgruppen ved
mild basisk hydrolyse giver 3,2'-di-N-acetylsisomicin. 3,2'-Di-N-acetylaminocycli-
tol-aminoglycosiderne er vardifulde mellemprodukter ved fremstilling af 1,6'-di-
N-alkylaminoglycosider, der er vardifulde antibakterielle midler beskrevet i

belgisk patentskrift nr. 847.900.
Ligeledes kan der fremstilles blandede N-acyl-derivater af et aminocycli-

tolaminoglycosid ved in situ at indfere nogle N-acyl-derivater pad (aminocyclitol-
aminoglycosid)-overgangsmetalsalt—komplekset, derefter nedbryde komplekset
efterfulgt af N-acylering af de amino-funktioner, der tidligere var blevet gjort
inaktive pé& grund af kompleksernes tilstedevarelse. Ved at anvende denne metode er
det muligt at vinde et 1,3,3"-tri-N-acetylsisomicin-derivat, der er et nyttigt
mellemprodukt ved fremstillingen af 2',6'-di-N-substituerede derivater, sasom 2!,
6'-di-N-alkylsisomicin, der har antibakteriel aktivitet. Saledes giver for eksem-
pel behandling af sisomicin med ca. 2 til 3 molare zkvivalenter af nikkel(II)ace-
tat i methanol in situ et sisomicin-nikkel(II)acetat-kompleks involverende 3"-
amino-4"-hydroxy-gruppeparret og 1-amino-2"-hydroxy-gruppeparret., Omsztning af
sisomicin-nikkel(II)acetat-komplekset in situ med ca. to mol N-tert.butoxycarbonyl-
oxyphthalimid fgrer til et di-N-acyl-derivat involverende de mere reaktive ikke-
kompleksbundne 2'- og 6'-aminogrupper sammenlignet med den ikke-kompleksbundne 3-
aminogruppe, hvorved der dannes 2',6'-di-N-tert.butoxycarbonyl-sisomicin-nikkel-
(II)acetat-kompleks. Fjernelse af nikkel(II)-ionen som nikkelsulfid efterfulgt
af omsztning in situ af det resulterende filtrat indeholdende 2',6'-di-N-tert.but-
oxycarbonylsisomicin med eddikesyreanhydrid giver 1,3,3"~tri-N-acetyl-2',6!'-di-N-
tert.butoxycarbonylsisomicin, der ved styret syrehydrolyse in situ, sdsom med 5%

trifluoroeddikesyre i tetrahydrofuran, giver 1,3,3"-tri-N-acetylsisomicin.
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Alternativt kan 2',6'-di-N-tert.butoxycarbonylsisomicin-mellemproduktet,
fremstillet ved ovennzvnte metode, isoleres per se og derefter reduceres med 1i-
thivmaluminiumhydrid i tetrahydrofuran, hvorved dannes 2',6'-di-N-methylsisomicin,
der er anvendeligt som antibakterielt middel.

Den ovenstaende diskussion, der beskriver fremstillingen af selektivt N- .
acylerede sisomicin-derivater, der er serligt vardifulde mellemprodukter fremstil-
let ved den foreliggende fremgangsmade, illustrerer processens smidighed og de
verdifulde mellemprodukter, der #indes ved processen.

Den foreliggende opfindelse angdr fglgelig ogsi de hidtil ukendte selektivt
blokerede aminocyclitol-aminoglycosid-derivater, der fremstilles ved den ovennzvnt
fremgangsmade og kan defineres som 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitoler,
der er selektivt blokerede i stillingernme 3, 2* og 6', og som er valgt blandt:
3,2',6'~tri-N-Y-sisomicin, 3,2',6"~tri-N-Y-verdamicin,
3,2',6'-tri-N-Y-tobramycin, 3,2',6'-tri-N-Y~-gentamicin Cl’
3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin Cla’ 3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin CZ’

3,2 ,6'-tri-N-Y-gentamicin C2a’ 3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin ch’

3,2',6'~tri-N-Y-Antibioticum 66-40B,
3,2',6"'~tri-N-Y-Antibioticum 66-40D,
3,2',6'-tri-N-Y-Antibioticum JI-204,
3,2',6'-tri~N-Y-Antibioticum JI-20B,
3,2",6"'-tri-N-Y-Antibioticum G-52,

de 5-epi- og 5-epi-azido-5-deoxy-analoge af de foregéende,
3,2',6'-tri-N-Y-kanamycin B,

3,2',6'~tri-N-Y-31 ,4'-dideoxykanamycin B,
3,2',6'~tri-N-Y-nebramycin-faktor &,
3,2',6'-tri-N-Y-nebramycin-faktor 5',
3,2',6'-tri-N-Y-3',4'-dideoxy-3',4'-dehydrokanamycin B,
3,2,6'~tri-N-Y-31 41 -dideoxy-6'-N-methylkanamycin B og
3,2',6'-tri-N-Y-5-deoxysisomicin,

hvor Y er en acylgruppe omfattende acetyl, 2,2,2-trichloroethoxycarbonyl og ben-
zyloxycarbonyl.

Af sarlig vardi som mellemprodukter er de forbindelser, hvor Y er lavere
alkanoyl, fortrinsvis acetyl. Blandt disse er serligt foretrukket 3,2',6'-tri-N-
acetylsisomicin.

Andre verdifulde 3,2',6'~tri-N-acylaminocyclitol-aminoglycosider er de,
hvor Y er 2,2,2- trichlorethoxycarbonyl, idet der sazrligt foretrmkkes 3,2',6'-tri-
N-(2,2,Z;trichlorethoxycarbonyl)sisomicin, der er et vardifuldt mellemprodukt ved
fremstilling af 1-N-acyl-4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitoler, navnlig

1-N-acyl-derivater af sisomicin, f.eks. l-N-acetylsisomicin, der er vardifulde som
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antibakterielle midler og som mellemprodukter ved fremstilling af de tilsvarende

1-N-alkyl-derivater.
Andre hidtil ukendte mellemprodukter er &,6-di-O-(aminoglycosyl)-1,3-di-

aminocyclitoler, der er selektivt blokeret i stillingerne 2',6', og som er valgt
blandt:

2',6'~-di-N-Y-sisomicin, 2',6'-di-N-Y-verdamicin,
2',6'-di-N-Y-tobramycin, 2',6'-di-N-Y-gentamicin Cl’
2t,6'-di-N-Y-gentamicin Cla’ 2',6'-di-N-Y-gentamicin CZ’
21,6'-di-N-Y~-gentamicin CZa’ 2',6'~-di-N-Y-gentamicin CZb’
21,6'-di-N-Y-Antibioticum 66-40B, 21 ,6'-di-N-Y-Antibioticum 66-40D,
21,6'-di-N-Y-Antibioticum JI-20A, 2',6'-di-N-Y-Antibioticum JI-20B,
2',6'-di-N-Y-Antibioticum G-52,

de 5~epi~ og 5-epi-azido-5-deoxy-analoge af de foregaende,
2',6'-di-N-Y-kanamycin B, 2',6'-di-N-Y-3!,4'-dideoxykanamycin B,
2',6'-di-N-Y-nebramycin-faktor 4,

2t ,6'-di-N-Y-nebramycin-faktor 5',
2',6%-di-N-Y-3' 4 -dideoxy-3"',4'-dehydrokanamycin B,
2t,6'-d1-N-Y-3',4'-dideoxy~6'-N-methylkanamycin B og
2',6'-di~-N-Y-5-deoxysisomicin,

hvor Y er en acyl-gruppe.

Serligt verdifulde derivater af de foregaende er de, hvor Y er 2,2,2-tri-
chlorethoxycarbonyl eller tert.butoxycarbonyl, navnlig 2',6'-di-N-(2,2,2-trichlor-
ethoxycarbonyl)sisomicin  og 2',6'-di-N-(tert.butoxycarbonyl)sisomicin, der er
vaerdifulde mellemprodukter ved fremstilling af 2',6'-di-N-alkyl-4,6-di-0-(aminogly-
cosyl)-l,3-diaminocyclit01er med antibakteriel aktivitet, f.eks. 2',6'-di-N-ethyl-
sisomicin,

Endnu andre hidtil ukendte mellemprodukter er 4,6-di-O-(aminoglycosyl)-1,3-
diaminocyclitoler, der er selektivt blokeret i stillingerne 3,6', og som er valgt
blandt 3,6'-di-N-Y-kanamycin A, 3,6'-di-N-Y-gentamicin B, 3,6'-di-N-Y-gentamicin

B,, 3,6'-di-N-Y-gentamicin A, og 3,6'-di-N-Y-6'-N-methylkanamycin A, hvor Y er en

>
aiylgruppe, fortrinsvis acetgl, tert.butoxycarbonyl, benzyloxycarbonyl og 2,2,2-
trichlorethoxycarbonyl. Nir Y er acetyl, er de foregdende derivater hovedsageligt
verdifulde som mellemprodukter ved fremstilling af de tilsvarende l-N-alkyl-deri-
vater. Nir Y er f.eks. tert.butoxycarbonyl, er de foregidende forbindelser af szrlig
vardi ved fremstillingen af de tilsvarende 1-N-(B-amino-a-hydroxybutyryl)-, 1-N-
(B-amino-a-~hydroxypropionyl)~ og 1-N-(&-amino-a-hydroxyvaleryl)-derivater, der,
nér 3,6'-di-N-acylgrupperne er fjernet, er virksomme antibakterielle midler, der
er kendt pid omradet.

De ovenfor beskrevne 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitoler ifel-

ge opfindelsen, er anvendelige ved fremstilling af 4,6~di—0-(aminoglycosyl)—1,3—
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diamiocyclitoler med substituenter ved aminogrupper, der ikke var beskyttet under
processen til deres fremstilling. Substitution i 1-stilling af molekylet giver °
serligt foretrukne forbindelser. S&ledes kan man herudaf fremstille 1-N-
substituerede derivater af 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-
diaminocyclitolerne sisomicin, verdamicin, tobramycin, gentamicin Cl’ gentamicin
Cla’ gentamicin CZ’ gentamicin CZa’ gentamicin CZb’ Antibioticum 66-40B, Antibio-
ticum 66-40D, Antibioticum JI-20A, Antibioticum JI-20B, Antibioticum G-52, de 5-
epi- og 5-epi-azido-5-deoxy-analoge af de foregdende, kanamycin B, 3',4'-dideoxy-
kanamycin B, nebramycin-faktor 4, nebramycin-faktor 5°', 31',4'-dideoxy-3",4"<de~
hydrokanamycin B, 3',4'-dideoxy-6',N-methylkanamycin B, 5-deoxysisomicin, gentami-
cin B, gentamicin Bl’ gentamicin A,, kanamycin A, 6'-N-methylkanamycin A, kanamycii
C, Antibioticum G-418, gentamicin A, gentamicin Al og gentamicin XZ’ hvor l~N-sub5
X eller -¢20, hvor X er hydrogen, alkyl, alkenyl, cycloalkyl,

2
cycloalkylalkyl, hydroxyalkyl, aminoalkyl, mono- eller di-N-alkylaminoalkyl, amino-

stituenten er -CH

hydroxyalkyl, mono- eller di-N-alkylaminohydroxyalkyl, phenyl, benzyl eller tolyl,
hvilke alifatiske grupper har op til 7 carbonatomer og, hvis de er substitueret
med amino og hydroxy, bzrer substituenterne pi forskellige carbonatomer, og farma-
ceutisk acceptable syreadditionssalte deraf, ved en fremgangsmade omfattende,

at der i en forbindelse ifelge opfindelsen indferes 1-N-substituenten —CHZX el-
ler ~ng, hvor X er som ovenfor defineret, og alle amino-blokerende grupper,

der er til stede i molekylet, derefter fjernes, og det 1-N-substituerede derivat

isoleres som sadant eller som et farmaceutisk acceptabelt syreadditionssalt.
Indfgring af l-N-substituenten -CHZX kan foregd ved pa omradet kendte meto-

der til alkylering af primmre aminogrupper. For eksempel er sidanne metoder be-
skrevet i belgisk patentskrift nr. 818.431, og en sarligt foretrukket metode omfat-
ter omsztning af et syreadditionssalt af 3,2',6'-tri-N-Y- eller 3,6'-di-N-Y- eller
3,2'-di-N-Y-4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3~diaminocyclitolen med ca. ét zkvivalent
af et reducerende hydriddonor-reagens valgt fra gruppen bestdende af dialkylamino-
boran, tetraalkylammoniumcyanoborohydrid, alkalimetalcyanoborohydrid og alkali-
metalborohydrid i et indifferent oplgsningsmiddel og med mindst ét =kvivalent af
et aldehyd med formlen XCHO, hvor X er som ovenfor defineret. Efter fjernelse af
N-acyl-blokeringsgrupperne vindes l-N-alkyl-derivatet i langt stgrre totale udbyt-
ter (f.eks. sadvanligvis over 50% af det teoretiské) af renere produkt end ved de
hidtil kendte fremgangsmader til fremstilling af 1-N-alkylaminoglycosider (szdvan-
ligvis mindre end 20% af det teoretiske).

For eksempel bliver der ved fremstilling af l-N-ethylsisomicin ved fgrst at
omdanne sisomicin til 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin via in situ-overgangsmetalsalt-
kompleksprocessen ifglge den foreliggende opfindelse efterfulgt af omsatning af et

svovlsyreadditionssalt af den resulterende 3,2!',6'-tri-N-acetylsisomicin med ace-
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tylsisomicin med acetaldehyd efterfulgt af reduktion med natriumcyanoborohydrid og
pafglgende fjernelse af 3,2',6'-tri-N-acetyl-funktionerne ved basisk hydrolyse,

vundet 1-N-ethylsisomicin med hgj renhed i udbytter pd ca. 60% af det teoretiske,
mens omdannelse af sisomicin til l-N-ethyl-sisomicin ved samme fremgangsmade, men

uden acetylering ved 3-, 2'- og 6'-stillingerne, frembringer l-N-ethylsisomicin i
udbytter pi ca. 11% af det teoretiske.

Indfgring af 1-N-substituenten -C%X omfatter omsztning af 3,2',6'-tri-N-Y-
eller 3,6'-di-N-Y- eller 3,2'-di-N-Y-4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3~-diamino-cycli-
tolen, hvor Y er en blokerende gruppe, der kan fjernes uden at pavirke 1-N-acyl-
substituenten, med en syre med formlen HO-ka, hvor X er som ovenfor defineret,
med enhver primer eller sekund=r aminogruppe beskyttet, i nzrvarelse af et carbo-
diimid, eller med et reaktivt derivat af nzvnte syre. Ved en foretrukket udfgrel-
sesform for denne fremgangsmade anvendes 3,6'-di-N-Y-derivater af kanamycin A, gen-
tamicin B og gentamicin Bl,ohvor Y er tert.butoxycarbonyl eller benzyloxycarbonyl,
og acyldelen af syren HO-CZX er -amino-a-hydroxypropionyl, ¥-amino-a-hydroxy-
butyryl eller &-amino-a-hydroxyvaleryl, hvor aminogruppen deri er beskyttet.

Det skal bemzrkes, at 1-N-(aminohydroxyalkanoyl)-substituenten i de séledes
vundne l-N-(aminohydroxyalkanoyl)-aminocyclitol-aminoglycosider kan foreligge i
R,S-formen eller i R-formen eller i S-formen,

Ved hjzlp af de hidtil ukendte 3,6'-di-N-acyl-derivater af gentamiciner B
og B1 og af kanamycin A, fremstillet ifelge opfindelsen, kan hver af
gentamicinerne B og Bl og kanamycin A nu omdannes til de tilsvarende 1-N-amino-
hydroxyalkanoyl~derivater i hgje udbytte af rent produkt. Saledes er for eksempel
kanamycin A omdanneligt til krystallinsk 3,6'-di-N-benzyloxycarbonyl-kanamycin A,
uden at der kraves chromatografisk rensning, via di-nikkel(II)acetat-~komplekset i
dimethylsulfoxid i udbytter p& over 80% af det teoretiske. Omsztning af det fore-
géende 3,6'-di-N-acyl-derivat med N-(S-Y-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryl-
oxy)succinimid efterfulgt af behandling af det resulterende l-N-(S-¥-benzyloxy-
carbonylamino-a-hydroxybutyry1)-3,6'-di-N-benzyloxycarbonylkanamycin A med hydro-
gen og en katalysator for at fjerne benzyloxycarbonyl-beskyttelsesgrupperne frem-
bringer 1-N-(S-¥-amino-&-hydroxybutyryl)kanamycin A (ogsé kendt som amikacin og
som Antibioticum BB-K-8) af hgj renhed i udmerkede totale udbytter pd over 50%.

Den foreliggende opfindelse reprasenterer saledes en betydelig forbedring
sammenlignet med de p& omradet kendte fremgangsmader til omdannelse af kanamycin
A til amikacin, sisom den der er beskrevet i J. Antibiotics 25, 695-708 (1972),
hvor kanamycin A fgrst omdanmes til 6'-N-benzyloxycarbonyl-derivatet i udbytter
p& 45%, og som ved omdannelse gennem i det vesentlige de samme omdannelser, som
beskrevet ovenfor, frembringer renset amikacin i totale udbytter pa mindre end 10%.
Tilsvarende er ved hjelp af fremgangsméden ifelge den foreliggende opfindelse ka-

namycin A omdannelig via 3,6'-di-N-benzyloxycarbonyl—mellemproduktet til 1-N-(B-
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amino~a—hydroxypropionyl)kanamycin A (ogsd kendt som 1-N-isoserylkanamycin A) i
totale udbytter hejere end 50% af det teoretiske sammenlignet med totale udbyt-
ter pa mindre end 8% via de pa omradet kendte fremgangsmdder under anvendelse af

6'-N-tert. butoxycarbonyl-mellemproduktet sdsom beskrevet i USA-patentskrift nr.
3939143,

Tilsvarende bliver der ved omsztning af gentamicin B i dimethylsulfoxid med
ca. 3 molare zkvivalenter cupriacetat, in situ vundet def tilsvarende gentamicin
B~cupriacetat-kompleks involverende 3"-amino-4"-hydroxy- og 1-amino-2"-hydroxy-
gruppeparrene. Omsztning af dette in situ med ca. 1 molart xzkvivalent af N-tert,-
butoxycarbonyloxyphthalimid giver det tilsvarende 6'-N-tert.butoxycarbonylgenta-
micin B-di-cupriacetat-kompleks, mens omsztning med mindst to mol N-tert.butoxy-
carbonyloxyphthalimid giver det tilsvarende 3,6'~di-N-tert.butoxycarbonylgenta-
micin B-di-cupriacetat-kompleks. Omsztning af hver af disse med hydrogensulfid
efterfulgt af fraskillelse af det resulterende cuprisulfid ved filtrering giver
en oplgsning omfattende henholdsvis 6'-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B eller
3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B. Hver af disse kan isoleres fra deres
respektive reaktionsoplgsninger og renses pi kendt mide og derefter omszttes med
N-(SJT-benzyloxycarbony1amino-a-hydroxybutyryloxy)succinimid eller med N-(S-§3-
benzyloxycarbonylamino-c-hydroxypropionyloxy)succinimid eller med N-(S-£-amino-a-
hydroxyvaleryl)succinimid til dannelse af henholdsvis 1-N-(S-¥~amino-a-hydroxy-
butyryl)gentamicin B eller l-N-(S-B-amino-a-hydroxypropionyl)gentamicin B eller
1-N-(S-6-amino-a-hydroxyvaleryl)gentamicin B, der alle er vardifulde antibakteriel-
le midler.,

Alternativt kan den kemiske omdannelse gennemfgres ved G-l in situ uden at
isolere 3,6'~di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B til dannelse af det tilsvarende
1-N-(S-¥-amino-et-hydroxybutyryl)gentamicin B eller 1-N-(S-B~amino-a-hydroxypro-
pionyl)gentamicin B eller 1-N-(S-§-amino-a-hydroxyvaleryl)gentamicin B i udmer-
kede totale udbytter pi ca. 50% af det teoretiske. Det foregdende representerer
ogsd en betydelig forbedring sammenlignet med de pi omridet kendte fremgangsmader
til fremstilling af disse forbindelser, sisom den beskrevet af P.J.L. Daniels et
al., i J. Antibiotics 27, 889 (1974), der frembringer 1- N-am1nohydroxya1kanoy1-
gentamicin Cl-derlvater i udbytter pa mindre end 15%.

Det skal ogsd bemzrkes, at udbyttet af 6'-N-tert.butoxycarbonylgentamicin
B er nmsten kvantitativt og ikke kraver nogen chromatografisk rensning i modsazt-
ning til de pd omradet kendte fremgangsmidder, der kun giver udbytter pi ca. 46%
og krzver chromatografisk isolering. 7

Nar der anvendes 3,6'-di-N-acyl-gentamicin B-mellemprodukter, f.eks. 3,6'-
di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B, ved omdannelsen af gentamicin B til et 1-N-
(aminohydroxyalkanoyl)-derivat deraf, f.eks. 1-N-(B-amino-a-hydroxypropionyl)gen-

tamicin B, vil omsztning af 3,6'-di-N-acyl-derivatet med et racemisk reagens,
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f.eks, N-(B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxypropionyloxy)succinimid, give en di-
astereoisomer 3,6'-di-N-acyl-1-N-(R,S-aminohydroxyalkanoyl)gentamicin B-blanding
(f.eks. 3,6'-di-N-(benzyloxycarbonyl)-l-N-(R,S-B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxy-
propionyl)gentamicin B). Det har overraskende vist sig, at denne blanding let kan
opdeles ved chromatografisk teknik i hver diastereoisomer, f.eks. i 3,6'-di-N-
benzyloxycarbonyl-1-N-(R-B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxypropionyl)gentamicin B
og 3,6'-di-N—(benzyloxycarbonyl)-l-N-(S-ﬁ-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxypropio-
nyl)gentamicin B, der efter fjernelse af 3,6'-di-N-blokeringsgrupperne giver det
respektive diastereoisomere antibakterielle middel, f.eks. henholdsvis 1-N-(R-8-
amino-a-hydroxypropionyl)gentamicin B og 1-N-(SgB-amino-a-hydroxypropionyl)genta-
micin B. Alternativt giver fjernelse af beskyttelsesgrupperne fra 3,6'~di-N-(ben-
zyloxycarbonyl)-l-N-(R,S—B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxypropionyl)gentamicin
1-N-(R,S-B-amino-x-hydroxypropionyl)gentamicin B, der kan vindes fri for urenhe-
der ved chromatografi pa silicagel, men som ikke derved opdeles i de respektive
diastereoisomere.

Under forlebet af fremgangsmaden ifelge opfindelsen optrader (aminocycli-
tolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt-komplekser, hvor mindst én af aminogrupper-
ne har en tilgengelig nabostillet hydroxygruppe, og navnte salt er et salt af
en divalent overgangsmetalkation valgt blandt kobber (II), nikkel (II), cobalt
(II) og cadmium (II) eller er en blanding af navnte salte, hvilket (aminocycli-
tolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt-kompleks har komplekse funktioner
mellem navnte salt af divalent overgangsmetal og navnte par af tilgangelige nabo-
stillede amino- og hydroxygrupper, hvorhos antallet af komplekse funktioner ikke
er stgrre end antallet af nzvnte par af tilgzngelige nabostillede amino- og hyd-
rOXy-grupper,

Sadanne (aminocyclitolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt-komplekser videre-
reagerer hensigtsmessigt in situ i det oplesningsmiddelmedium, hvori de er frem-
stillet, og der er derfor sadvanligvis intet behov for at isclere disse over-
gangsmetalsalt-komplekser. Overgangsmetalsalt-komplekserne kan imidlertid isole-
res enten ved at fordampe oplesningsmiddelmediet i vakuum eller ved at udfalde
komplekset ved at hazlde oplesningen deraf i ether, hvorved der frembringes et
(aminocyclitolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt-kompleks som et amorft pulver,
der er karakteristisk ved farver forskellige fra overgangsmetalsaltet og fra
precursoren for aminocyclitolaminoglycosidet og som ogsd karakteriseres ved in-
fraredt spektrum taget i den faste tilstand.

Blandt sddanne (aminocyclitolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt-komplekser
er sisomicin-dicupriacetat-kompleks, sisomicin-dicobalt(II)acetat-kompleks,
sisomicin-dinikkel(II)acetat-kompleks og det blandede sisomicin-cupriacetat-
nikkel(II)acetat-kompleks interessante, idet de kan optrade ved fremstilling af

selektivt blokerede 3,2',6'~tri-N-acylsisomicin-forbindelser.
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Andre interessante (aminocyclitolaminoglycosid)-overgangsmetalsalt—kom-
plekser er gentamicin B-dicupriacetat-kompleks, gentamicin B-dicobalt(II)acetat-
kompleks og kanamycin A-dinikkel(II)acetat-kompleks, der kan optrazde ved frem-
stilling af 3,6'-di-N-acyl-derivaterne af gentamicin B og kanamycin A, f.eks.
3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B og 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylkanamy-

cin A.

Opfindelsen skal beskrives nazrmere gennem felgende eksempler og forseg.

Eksempel 1
3,2',6'-Tri-N-acetylsisomicin,
A, Via Cupriacetatkompleks.

Cupriacetathydrat (9 g, 45 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af siso-
micin (1,3 g, 2,9 mmol) i vand (16 ml) og dimethylformamid (54 ml). Der blev om-
rgrt ved stuetemperatur i 35 minutter, hvorefter der til det herved dannede cupri-
saltkompleks drabevis ved en hastighed pid ca. 25 drdber pr. minut blev sat 9,3 ml
af en 1 moler oplgsning af eddikesyreanhydrid i dimethylformamid (9,3 mmol). Re-
aktionsblandingen blev omrgrt i ydérligere 30 minutter, hvorefter der blev tilsat
30 ml vand, og hydrogensulfid blev boblet gennem oplgsningen i ca. 10 minutter,
hvorefter blandingen blev omrgrt i yderligere 30 minutter og derefter filtreret
gennem en pude af Celite) og cuprisulfid-resten blev vasket med tre portioner vand
pa hver 20 ml. De samlede filtrater og vandvaskevaesker blev koncentreret, og den
resulterende inddampningsrest blev chromatograferet pa silicagel (150 g, 60-200
mesh), idet der blev elueret med chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (30;10:1).
Ensartede fraktioner, bestemt ved tyndlagschromatografi pa silicagel under anvendel-
se af oplgsningsmiddelsystem bestdende af chloroform:imethanol:ammoniumhydroxid
(2:1:0,34), blev samlet, og fraktionerne indeholdende hovedproduktet blev inddampet
i vakuum, og den resulterende vandige blanding blev lyofiliseret til en rest om-
fattende 3,2',5'-tri-N~-acetylsisomicin (1,29 g, udbytte 76%), [a]§6 + 186,7o
(c, 4,4 i vand), pmr (ppm) (DZO): 81,22 (4"'07223)’ 1,94, 1,98, 2,0 (N-Acetyler),
2,51 (3“-N-§§3), 2,59 (H-3m, JZ"’3"=9’5 Hz), 5,10 (H-l",J1",2"=4,0 Hg), 5,51 (H-l!,
Jl"2'=2’5 Hz, massespektrum: (M+') m/e 573, ogsié m/e 392, 374, 364, 346, 233, 215,
205, 1873 1603 443, 425, 415, 3973 169. Analyse beregnet for 025H43010N5,

H2003: C: 49,13, H: 7,14, N: 11,02%. Fundet: C: 49,10, H: 7,02, N: 11,38%,
B. Via blanding af cupriacetat- og nikkel(II)acetat-komplekser.
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(1) Cupriacetathydrat (8 g, 40 mmol) og nikkel(II)acetattetrahydrat (10 g, 40 mmol)
blev sat til en omrgrt oplgsning af sisomicin (8,94 g, 20 mmol) i dimethylsulfoxid
(400 m1). Efter 30 minutter ved stuetemperatur blev der dribevis tilsat en oplgs-
ning af eddikesyreanhydrid (5,4 ml i 50 ml tetrahydrofuran, 60 mmol)., Efter endt
tilsztning blev reaktionsblandingen omrgrt i yderligere 30 minutter. Reaktions-
blandingen blev haldt i 1,5 liter ether, og indholdet blev blandet grundigt. Efter
at blandingen havde fdet lov at afsztte sig, blev etherlaget dekanteret. Ovennavn-
te operation blev gentaget tre gange under anvendelse hver gang af 500 ml ether.
Den halvfaste rest blev oplgst i 400 ml methanol, og hydrogensulfid blev boblet
gennem oplgsningen for at fjerne cupri- og nikkel(II)-ioner. De faste stoffer blev
fjernet ved filtrering gennem Celite og filterresten blev vasket med methanol.
De samlede filtrater blev koncentreret i vakuum, og inddampningsresten blev oplgst
i vand (150 ml). Den vandige oplgsning blev behandlet med AmberlitéE&RA-éols-ion-
bytterharpiks i hydroxidcyclus, indtil pH var ca. 9, Harpiksen blev fjernet ved
filtrering og vasket grundigt, og den vandige oplgsning blev enten lyofiliseret,
hvorved vandtes 3,2',6'~tri-N-acetylsisomicin i et udbytte pa 90% (10,3 g), eller
koncentreret til en tyk sirup, der blev oplgst i en minimal mengde isopropanol,

og produktet blev udfzldet med overskud af ether,

(2) Alternativt blev, efter fjernelse af cupri- og nikkel(II)-ionerne ved be-
handling med hydrogensulfid og filtrering, filtratet koncentreret, og inddampnings~
resten blev oplgst i en minimal mengde isopropanol, og produktet blev fzldet med
overskud af ether, hvorved vandtes 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin-eddikesyresalt i

et udbytte pa 90%.

C. Via cobalt(II)acetat-kompleks.

(1) Sisomicin (0,447 g, 1 mmol) blev omrgrt i dimethylformamid (20 ml), og der
blev tilsat cobalt(II)acetattetrahydrat (0,516 g, 2,07 mmol). Der blev omrgrt i
20 minutter ved stuetemperatur, hvorefter der til det herved dannede cobalt(II)-
acetat-kompleks drébevis blev sat en 1 molar oplgsning af eddikesyreanhydrid i
tetrahydrofuran (3 ml). Omrgring blev fortsat i 1 time, hvorefter der blev tilsat
vand (10 ml), og hydrogensulfid blev boblet gennem oplgsningen, indtil alt cobalt
(11) var udf=zldet. Cobalt(1I)sulfidet blev fjernet ved filtrering gennem en pude
af Celite; og filterresten blev vasket med vand. Filtratet blev inddampet i vaku-
um, og inddampningsresten blev oplgst i en minimal mengde chloroform:methanol:am-
moniumhydroxid (2:1:0,35). Oplgsningen blev ledt gennem en sgjle af silicagel

(50 g, 60-200 mesh), og sgjlen blev vasket med samme oplgsningsmiddel. De ensarte-
de fraktioner indeholdende 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin, bestemt ved tyndlags-
chromatografi, blev samlet, 0g de samlede fraktioner blev inddampet i vakuum, og

inddampningsresten blev lyofiliseret, hvorved vandtes 3,2',6'-tri-N-acetylsiso-

micin (udbytte = 0,498 g, 88% af det teoretiske).
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(2) Ved i ovennzvnte fremgangsmide at erstatte dimethylformamid med dimethyl-

sulfoxid og isolere og rense det resulterende produkt pd er mide svarende til den

i eksempel 1B beskrevne, vandtes 3,2',6'~tri-N-acetylsisomicin i gode udbytter.

D. Ved anvendelse af acetyl-acetone som overgangsmetal-fzldende reagens.

I fremgangsmaderne ifglge eksemplerne 1A, 1B og 1C blev der i stedet for
hydrogensulfid anvendt acetyl-acetone som overgangsmetal=-fzldende reagens, og det
resulterende bundfald af det tilsvarende overgangsmetal-acetyl-acetonat blev fra-
skilt ved filtrering, hvorefter hvert resulterende produkt blev isoleret og renset

pa tilsvarende mide som beskrevet, hvorved vandtes 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin.

Eksempel 2

3,2',6'-Tri-N-acetylverdamicin via cupriacetat-kompleks,

Til en omrgrt oplgsning af verdamicin (4,61 g, 10 mmol) i dimethylformamid
(300 ml) og vand (90 ml) blev der sat cupriacetat-monohydrat (14 g, 70 mmol), og
reaktionsblandingen blev omrgrt ved stuetemperatur i ca. 30 minutter, hvorefter
der til det herved dannede cuprisaltkompleks dribevis blev sat 33 ml af en 1 moler
oplgsning af eddikesyreanhydrid i dimethylformamid (3,3 zkvivalenter). Omrgring
blev fortsat ved stuetemperatur i ca. 18-20 timer, hvorefter der blev tilsat vand,
og hydrogensulfid blev boblet gennem oplgsningen. Det herved dannede kobbersulfid
blev frafiltreret gennem filterhjzlpestof pad en tragt af sintret glas, idet der
blev skyllet med vand (50-200 ml). Filtratet blev inddampet i vakuum, inddampnings-
resten blev oplgst i vand, og pH af den vandige oplgsning blev indstillet pi ca. 9
under anvendelse af Amberlité:%RA-4OLS-ionbytterharpiks i hydroxidform. Oplgsnin-
gen blev frysetgrret til en rest omfattende 3,2',6'-tri-N-acetylverdamicin (5,5 g).
Der blev renset ved chromatografering p& 300 g silicagel (60-200 mesh), idet der
blev elueret med chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (28%) (30:10:1). Ensartede
fraktioner, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de samlede frak-
tioner blev inddampet i vakuum til en rest omfattende -3,2',6'-tri-N-acetylverda-
micin, udbytte 1,68 g (2,8 mmol, 28% af det teoretiske), pmr (ppm) (DZO): 81,25
(4"-01953), 1,36 (6'-C-g§3, Jg137:= 7Hz), 1,97, 2,04 (N-Acetyler), 2,56 (3"-Nfg§3),
4,91 (H-4"), 5,11 (H'l"Jll’2' = 4Hz), 5,60 (d, H-1", Jiusgn = 255 Hz), masse-
spektrum: m/e 587 [M]'*; 392, 374, 364, 3465 233, 215, 205, 187; 457, 439, 429,
4113 183,

Eksempel 3

3,2',6'-Tri-N-(2,2,3-trichlorethoxycarbonyl)-derivater af sisomicin og gentamicin

C1a via cupriacetat-kompleks.

A. 3,2',6'-Tri-N-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl)sisomicin.
Cupriacetathydrat (14 g, 70 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af siso-
micin (5,0 g, 11,1 mmol) i dimethylsulfoxid (300 ml), hvorefter der blev omrgrt i
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45 minutter og derefter til det sdledes dannede cuprisaltkompleks portionsvis sat

N-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyloxy)succinimid (9,25 g, 32" mmol) over en periode
pé& 2-3 minutter. Den resulterende grgnne oplgsning blev omrgrt i 1 time, hvorefter
reaktionsblandingen blev fortyndet med 2N ammoniumhydroxid (3 liter), og der blev
ekstraheret med ethylacetat (to portioner pad hver 600 ml). De organiske ekstrak-
ter blev samlet, vasket med 2N ammoniumhydroxid (600 ml) indeholdende natrium-
chlorid (60 g), tgrret over natriumsulfat og inddampet i vakuum. Inddampningsres-
ten blev chromatograferet pa silicagel (300-350 g), idet der blev elueret med en
chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid-oplgsningsmiddelblanding (7:2:0,1
efter volumen). De ensartede eluater indeholdende det ¢gnskede produkt, bestemt ved
tyndlagschromatografi, blev samlet, og de samlede eluater blev inddampet i vakuum,
hvorefter inddampningsresten blev tgrret ved 60°C og 0,1 mm, hvorved vandtes
3,2',6'-tri-N-(2,2,2~-trichlorethoxycarbonyl)sisomicin, udbytte 7,52 g (77% af det
teoretiske), smp. 124-127%, [a]§6 +91,0° (c, 0,5 i chloroform), pmr (ppm)
(GDC1,): 81,17 (4"-C-CH,), 2,58 (3"-N-GH,) og 4,77 (-GH,CCLy).

B. 3,2',6'-Tri-N-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl)gentamicin Cia
Cupriacetathydrat (2,8 g, 14 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af gen-
tamicin C1a (1,0 g, 2,22 mmol) i dimethylsulfoxid (56 ml) ved 25°C. Omrgring blev
fortsat i 1 time, hvorefter der til det herved dannede cuprisaltkompleks portions-
vis blev sat N-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyloxy)succinimid (1,8 g, 62 mmol) i
1gbet af 15 minutter. Omrgring blev fortsat i 2 timer, hvorefter reaktionsblandin-
gen blev fortyndet med 2N ammoniumhydroxid (800 ml) og ekstraheret med ethylacetat
(3 x 75 ml). De samlede ekstrakter blev inddampet i vakuum, og inddampningsresten
blev chromatograferet pa en silicagelsgjle (110 x 2,5 cm), idet der blev elueret
fgrst med chloroform (250 ml) og derefter med chloroform:methanol:koncentreret am-
moniumhydroxid (7:2:0,1 efter volumen). De ensartede eluater indeholdende det ¢n-
skede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet og de samlede eluater
blev inddampet til en inddampningsrest af 3,2',6'-tri-N-(2,2,2-trichlorethoxy-
carbonyl)gentamicin Cla’ udbytte 1,51 g (78% af det teoretisk;), [a]§6 + 80,00
(¢, 0,3 1 chloroform),\’§g§ 3330, 1730, 1520, 1040, 1025 cm™ ~, pmr (ppm) (CDCl3):
$1,14 (4"-0-_9113), 2,55 (3"-N-_QI_I_3) og 4,64 (-91120013).

Eksempel 4
21,6'-Di-N-substitueret sisomicin.
A. 21 ,6'-Di-N-(2,2,2-trichlorethoxycarbonyl)sisomicin via nikkel(II)acetat-
kompleks.

Sisomicin (5 g, 11,1 mmol) og nikkel(II)acetathydrat (15 g, 75 mmol) blev
sat til methanol (350 ml), og der blev omrgrt indtil oplgsning. Til den derved
vundne oplgsning af nikkel(1I)saltkomplekser, afkglet i et isbad, blev der sat N-

(2,2,2-trichlorethoxycarbonyloxy)succinimid (6,40 g, 22 mmol) i portioner over
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en periode pi 2-3 minutter, og reaktionsblandingen blev omrgrt ved stuetemperatur

i 1 time. Der blev til reaktionsblandingen sat koncentreret ammoniumhydroxid (5 ml)
og derefter inddampet i vakuum til et volumen pi ca. 100 ml, tilsat 2N ammonium-
hydroxid (500 ml) sammen med natriumchlorid (50 g) og ekstraheret med chloroform
(tre portioner pd hver 300 ml). De organiske faser blev samlet, tgrret over nat-
riumsulfat og inddampet. Den vundne inddampningsrest blev chromatograferet p& 300g
silicagel, idet der blev elueret med en chloroform:methanol-koncentreret ammonium-
hydroxid-op1¢sningsmidde1blanding-(3:;:0,1 efter volumen). Ensartede fraktioner
indeholdende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet,
og de samlede fraktiomer blev inddampet i vakuum. Bundfaldet blev tgrret ved 60°C
ved 0,1 mm tryk til en rest af 2',6'-di-N-(Z,2,2-trichloreth6xycarbonyl)sisomicin,
udbytte 5,80 g (72% af det teoretiske), smp. 115-119°C, [“]56 + 94°% (¢, 0,4 i
chloroform, pmr (ppm) (CDClB): 1,16 (4"-C-§§3), 1,33 (H-2, Jzax,zeq=J1,28x=J2ax,3=
10Hz), 2,60 (3"-N-§§3), 4,73 (-9220013), 4,95 (H-1" og H-4'), 5,50 (H-1'
3 Hz), 6,28 (2'-NH, J=8 Hz) og 7,45 (6'-NH).

> Jpiege”

B. 2',6'-Di-N-tert.butoxycarbonylsisomicin via cupriacetat-kompleks.

Cupriacetathydrat (0,6 g, 3 mmol) blev sat til en oplgsning af sisomicin
(447 mg, 1 mmol) i dimethylsulfoxid (10 ml), og der blev omrgrt i 10 minutter ved
stuetemperatur. Til det derved dannede cuprisalt-kompleks blev der dribevis sat en
oplgsning af N-tert.butoxycarbonyloxyphthalimid (576 mg, 2,2 mmol) i dimethylsul-
foxid (3 ml). Der blev omrgrt i 18 timer ved stuetemperatur, og derefter blev re-
aktionsoplgsningen drabevis sat til omrgrt diethylether (75 ml). Det resulterende
bundfald fik lov at afsatte sig, diethyletheroplgsningen blev dekanteret, og bund-
faldet blev revet to gange med hver gang 75 ml diethylether, Bundfaldet blev op-
1gst i methanol, og hydrogensulfid blev boblet gennem methanoloplgsningen, og det
resulterende cuprisulfid-bundfald blev frafiltreret, hvorefter den methanoliske
oplgsning blev deioniseret med Amb.rlité:&RA-4OIS (OH™)-ionbytterharpiks (20 g),
filtreret, filtratet blev koncentreret i vakuum, og inddampningsresten blev chro-
matograferet pad aluminiumoxid (75 g) i en sgjle (2,4 x 30 cm), idet der blev elu-
eret med chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid (30:10:1 efter volumen).
Ensartede fraktioner indeholdende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschroma-
tografi, blev samlet, og de samlede fraktioner blev inddampet, og inddampnings-
resten blev frysetgrret, hvorved vandtes 2',6'-ai-N-tert.butoxycarbonylsisomicin,
udbytte 258 mg (40% af det teoretiske), massespektrum: (M+') m/e 647, ogsid m/e
5473 5303 517, 499, 489, 4713 4623 350, 332, 3043 191; 160.

C. 2',6'-Di-N-tert.butoxycarbonylsisomicin via cobalt(II)acetat-kompleks

eller via nikkel(II)acetat-kompleks.

Ved anvendelse af fremgangsmdden ifglge eksempel 4B, men ved at anvende
methanol som oplgsningsmiddel (i stedet for dimethylsulfogid) og enten nikkel(II)-

acetat eller cobalt(II)acetat som overgangsmetalsalt (i stedet for cupriacetat),
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vandtes 2',6!'-di-N-tert.butoxycarbonylsisomicin i forbedrede udbytter.

Eksempel 5
1,3,2',6'-Tetra~N-acetylsisomicin via cupriacetat-kompleks.

Cupriacetathydrat (49 g, 24,5 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af
sisomicin (22 g, 49,2 mmol) i 91% vandig methanol. Omrgring af oplgsningen blev
fortsat i et isvandbad i 15 minutter, hvorefter der til det derved dannede cupri-
salt-kompleks drabevis i lgbet af 10 minutter blev sat 21 ml eddikesyreanhydrid
(226 mmol), idet temperaturen holdtes under 25°c. Reaktionsblandingen blev omrgrt
i 3 timer ved stuetemperatur, hvorefter hydrogensulfid blev boblet gennem oplgs-
ningen. Det resulterende bundfald af cuprisulfid blev fjernet ved filtrering gen-
nem Celite], og filterresten blev vasket med methanol. Filtratet og vaskevaskerne
blev samlet og koncentreret i vakuum. Inddampningsresten blev chromatograferet pa
600 g silicagel (60-200 mesh), idet der blev elueret med en oplgsningsmiddelblan-
ding af chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid (30:10:1). Ensartede
fraktioner indeholdende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi,
blev samlet og inddampet i vakuum, og inddampningsresten blev lyofiliseret, hvor-
ved vandtes 1,3,2',6'-tetra-N-acetylsisomicin, udbytte 23,5 g (78% af det teoretis-
ke), [a]§6 +191° (c, 0,2 1 vand), pur (ppm) (D,0): 51,18 (G-GH,), 1,88-1,98 (N-
acetyler), 2,48 (Nﬁg§3), 4,88 (H-4'), 5,07 (H-1v, J1"’2" = 4 Hz), 5,48 (H-1', I
' =3 Hz), massespektrum: (M+') m/e 615, ogsd m/e 592, 5503 485, 467, 457, 439;
434, 416, 406, 3883 274, 257, 247, 2293 2113 160.

Eksempel 6
1,3,2'-Tri-N-acetylsisomicin.
A, 6'~N-Trifluoracetylsisomicin via cupriacetat-kompleks.

Cupriacetathydrat (17,48 g, 87,3 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af
sisomicin (40 g, 89,5 mmol) i 95% vandig methanol (3,12 liter). Der blev omrgrt i
5 minutter, hvorefter der til det derved dannede cuprisalt-kompleks drdbevis i
lgbet af 3 minutter blev sat ethyltrifluorthiolacetat (11,65 ml, 91,9 mmol). Om-
rgring blev fortsat i 1 time, hvorefter der blev tilsat en yderligere portion
ethyltrifluorthiolacetat (1,6 ml, 12,45 mmol). Denne reaktionsoplgsning indehol-
dende 6'-N-trifluoracetylsisomicin anvendtes som sidan ved fremgangsmaden i ek-
sempel 6B.

B. 1,3,2'-Tri-N-acetylsisomicin,

Reaktionsblandingen fremstillet i eksempel 6A blev afkglet i et isvandbad,
og der blev dribevis tilsat eddikesyreanhydrid (28 g, 280 mmol) med en hastighed
pa 25 drdber pr. minut. Der blev omrgrt i 18 timer ved stuetemperatur, og derefter
blev hydrogensulfid boblet gennem oplgsningen i 10 minutter. Det udfzldede cupri-

sulfid blev fjernet ved filtrering gennem en pude af Celitg?'Filtratet blev ind-
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dampet i vakuum, inddampningsresten blev oplgst i koncentreret ammoniumhydroxid
(1 liter), og der blev omrgrt i 3 timer ved stuetemperatur., Oplgsningen blev kon-
centreret i vakuum, og inddampningsresten blev chromatograferet pa 4,5 kg silica-
gel (60-200 mesh), idet der blev elueret med et oplgsningsmiddelsystem bestiende
af chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid (30:10:1). Ensartede frak-
tioner indeholdende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev
samlet, og de samlede fraktioner blev koncentreret i vakuuﬁ, og inddampningsresten
blev lyofiliseret, hvorved vandtes 1,3,2'-tri-N-acetylsisomicin, [u]éé + 191,5°
(c, 0,3 i vand), pmr (ppm) (D,0): 81,31 (c-_c'_H_B), 1,92, 1,94, 1,96 (N-acetyler),
2,82 (N'QEB)’ 5,15 (H-1", M = 3,5 Hz), 5,55 (H-l',Jl',z‘ = 2,5 Hz),
massespektrum: (M%') 573 ogsa m/e 443, 425, 415, 3973 275, 257, 247, 2293 434,
416, 406, 3883 169, 160. '

Eksempel 7

6'-N-Hydrocarbonyloxycarbonylaminoglycosider.
A, 6'-N-Benzyloxycarbonylgentamicin B via cuprichlorid-kompleks.

Cuprichloriddihydrat (0,34 g, 2 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af
gentamicin B (0,964 g, 2 mmol) i vand (3 ml) og dimethylsulfoxid (30 ml). Der blev
omrgrt ved stuetemperatur i 20 minutter, og derefter blev der til det derved in
situ dannede cuprisalt-kompleks drébevis sat en oplgsning af N-benzyloxycarbonyl-
oxyphthalimid (1,105 g, 4 mmol) i dimethylsulfoxid (5 ml). Reaktionens forlgb blev
fulgt ved tyndlagschromatografi p& silicagel under anvendelse af et oplgsnings-
middelsystem bestiende af chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid
(2:1:0,35). Efter endt reaktion, pavist ved tyndlagschromatografi (ca. 3 timer),
blev der til reaktionsblandingen sat vand (10 ml), og hydrogensulfid blev boblet
gennem oplgsningen. Det resulterende bundfald af cuprisulfid blev fjernet ved
filtrering gennem en pude af Celiteg)og filterresten blev vasket med methanol.
Samlet filtrat og methanolvaskevaske blev omrgrt med AmberliteR'RA-40IS (0H™)-ion-
bytterharpiks. Harpiksen blev frafiltreret og vasket med methanol. Samlet filtrat
og methanolvaskevaske blev inddampet i vakuum under anvendelse af benzen som et
co-oplgsningsmiddel, indtil alt vandet var fjernet. Den resulterende koncentrere-
de reaktionsoplgsning blev hzldt i et stort volumen methylenchlorid under ome
rgring. Det resulterende bundfald blev fraskilt ved filtrering, og bundfaldet blev
vasket med ether, hvorved vandtes 6'-N-benzyloxycarbonylgentamicin B, udbytte
100%, pmr (ppm) (D,0): 61,26 (4"-C-CH,), 2,65 (3"-N-CH,), 5,13 og 7,43 (0-CH)=C H).

B. Ved anvendelse af fremgangsmaden ifglge eksempel 7A, men ved at erstatte
gentamicin B med et hvilket som helst antibakterielt aminoglycosid-middel med en
primer carbinamin ved C-5', vandtes det tilsvarende 6'-N-benzyloxycarbonylamino-

glycosid, f.eks. sisomicin, gentamicin Cla’ gentamicin A, Antibioticum JI-204,
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Antibioticum 66-40B, Antibioticum 66-40D, de 5-epi-, 5-epi-azido-5-deoxy- og 5-
epi-amino-5-deoxy-analoge af disse, Antibioticum Mu-1, Antibioticum Mu-2, Anti-
bioticum Mu-4, Antibioticum Mu-5, tobramycin, kanamycin A, kanamycin B, Anti-
bioticum BBK-8, Antibioticum XK-88-3 og Antibioticum XK-88-35.

C. Ved anvendelse af fremgangsmaderne ifglge eksemplerne 7A og 7B, men i ste-
det for N-benzyloxycarbonyloxyphthalimid anvende zkvivalente mengder af andre
phthalimid-reagenser, f.eks. N-tert .butoxycarbonyloxyphthalimid eller N-(2,2,2-
trichloroethoxycarbonyloxy)phthalimid; vandtes det tilsvarende 6'-N-hydrocarbonyl-
oxycarbonylaminoglycosid, f.eks. de tilsvarende 6'-N-tert.butoxycarbonylamino-

glycosid- og 6'-N-(2,2,2-trichloroethoxycarbonyl)-aminoglycosid-derivater.

D. 6'-N-Tert,butoxycarbonylgentamicin B via cupriacetat-kompleks.

Cupriacetathydrat (24 g, 120 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af
gentamicin B (19,28 g, 40 mmol) i dimethylsulfoxid (1 liter). Omrgring blev fort-
sat i 20 minutter, og til det derved in situ dannede cuprisalt-kompleks blev der
sat en oplgsning af N-tert.butoxycarbonyloxyphthalimid (16 g, 61 mmol) i dimethyl-
sulfoxid (200 ml) over en periode pad 20 minutter. Der blev omrgrt i 18 timer ved
stuetemperatur, og derefter blev hydrogensulfid boblet gennem oplgsningen for at
felde cuprisulfid. De faste stoffer blev fjernet ved filtrering gennem en pude af
Celitg? og filterresten blev vasket med 200 ml vand. Samlet filtrat og vaskevasker
blev omrgrt med 200 ml AmberlithIRA-QOIS (OH™)-ionbytterharpiks i 1 time. Har-
piksen blev fjernet ved filtrering, vasket med vand, og samlet filtrat og vaske-
vesker blev koncentreret i vakuum, idet benzen anvendtes til azeotrop med vand.
Inddampningsresten blev oplgst i methanol, og methanoloplgsningen blev heldt 1
overskud af ether under omrgring. Det resulterende bundfald omfattende 6'-N-tert.-
butoxycarbonylgentamicin B blev frafiltreret og tgrret, udbytte 23 g (1007 af det
teoretiske), [a]§6 +124° (c, 1 i methanol).
pur (ppm) (D20): 1,21 (4"-C-£§3), 1,42 (t-butyl), 2,55 (3"-Nﬁ§§3), 5,06 (H-1",
Jl"’ o1 = 4,0 Hz), 5,21 (H-1', Jl" 91 = 3,0 Hz). Analyse beregnet for CZ4H46N4012’
COZ,HZO: C: 46-57, H: 7,51, N: 8,68%. Fundet: C: 46,80, H: 7,82, N: 8,54%.

Eksempel 8

3,6'—Di-N-hydrocarbonyloxycarbonyl-aminoglycosider.
A, 3,6'-Di-N—benzylokycarbonylgentamicin B via blanding af cupriacetat- og

nikkel(II)acetat-komplekser.

Cupriacetathydrat (8 g, 40 mmol) og nikkel(II)acetattetrahydrat (9,92 g,
40 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af gehtamicin B (9,64 g, 20 mmol) i di-
methylsulfoxid (400 ml). Der blev omrgrt ved stuetemperatur i 30 minutter, hvor-
efter der til det herved dannede cupri-nikkel(II)salt-kompleks blev sat N-benzyl-

oxycarbonyloxyphthalimid (14 g, 47,2 mmol) i dimethylsulfoxid (70 ml) drabevis
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over en periode pa 10 minutter. Der blev omrgrt 1 time ved stuetemperatur, og der-
efter blev reaktionsblandingen hzldt i ether (4 liter) og rystet i 1 minut. Olien
fik lov at afsztte sig, og overliggende ether blev dekanteret fra. Denne operation
blev gentaget to yderligere gange under anvendelse af henholdsvis 1500 ml og
1000 ml diethylether. Den resulterende gummiagtige rest blev oplgst i methanol
(400 ml) og koncentreret ammoniumhydroxid (40 ml), og hydrogensulfid blev boblet
gennem oplgsningen, hvorefter det resulterende bundfald omfattende cuprisulfid og
nikkelsulfid blev fraskilt ved filtrering gennem en pude af Celité% Filterresten
blev vasket med methanol, og derefter blev samlet filtrat og methanolvaskevaske
omrgrt med Amberlite IRA-401S (OH")-ionbytterharpiks (400 ml) for at fjerne N~
hydroxyphthalimidet. Oplgsningen blev filtreret, harpiksen blev vasket med metha-
nol, og derefter blev samlet filtrat og methanolvaskevaske inddampet i vakuum, og
inddampningsresten blev chromatograferet pa silicagel (900 g), idet der blev elu-
eret med chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid (30:10:1). Ensartede
fraktioner indeholdende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi,
blev samlet, og de samlede fraktioner blev inddampet i vakuum til en inddampnings-
rest omfattende 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B, udbytte 10,86 g (75% af
det teoretiske), [a]gé + 105,3° (c, 4,07 i vand). Analyse beregnet for:
035H50014N4,002,2H20: C: 52,04, H: 6,55, N: 6,74%. Fundet: C: 51,94, H: 6,33,
N: 6,83%.

B. 3,6'-Di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B via cobalt(II)acetat-kompleks.
Gentamicin B (4,82 g, 10 mmol) blev oplgst i dimethylsulfoxid (195 ml) og
vand (5 ml). Der blev tilsat triethylamin (2 ml) og omrgrt. Der blev tilsat co- _
balt(II)acetattetrahydrat (7,08 g, 28,5 mmol), og omrgring blev fortsat i 30 mi-
nutter, hvorefter der til det herved dannede gentamicin B-cobalt(II)acetat-kom-
pleks dribevis blev sat en oplgsning af N-(benzyloxycarbonyloxy)phthalimid (6,5 g,
20 mmol) i dimethylsulfoxid (20 ml) og omrgrt i 3 timer, hvorefter der blev hzldt
i ether og isoleret pid den i eksempel 8A beskrevne made. Den resulterende rest
blev renset ved oplgsning i en lille mzngde methanol og tilsztning af ethylacetat
efterfulgt af overskud af diethylether. Det resulterende bundfald blev frafiltre-
ret og lufttgrret, hvorved vandtes rent 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B,

udbytte 90% af det teoretiske.

C. 3,6'-Di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B via cadmium(II)acetat-kompleks.
Gentamicin B (4,82 g, 10 mmol) blev oplgst i dimethylsulfoxid (195 ml), og

der blev tilsat cadmium(II)acetatdihydrat (7,98 g, 30 mmol). Der blev omrgrt i

30 minutter, og derefter blev der til det derved dannede gentamicin B-cadmium(II)-

acetat-kompleks sat en oplgsning af N-(benzyloxycarbonyloxy)phthalimid (6,5 g,

20 mmol) i dimethylsulfoxid (20 ml). Der blev omrgrt i 3 timer ved stuetemperatur

og derefter isoleret og renset pd den i eksempel 8A-beskrevne made, hvorved vand-

tes 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B.
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D. 3,6'-Di-N-benzyloxycarbonylkanamycin A via nikkel(II)acetat-kompleks.

Nikkel(II)acetattetrahydrat (24,8 g, 10 mmol) blev sat til en omrgrt op-
1gsning af kanamycin A (9,7 g, 20 mmol) i dimethylsulfoxid (400 ml). Der blev om-
rgrt ved stuetemperatur i 30 minutter, og til det resulterende nikkel(II)salt-
kompleks blev der sat N-benzyloxycarbonyloxyphthalimid (13,0-15,6 g, 44-52 mmol)
i dimethylsulfoxid (70 ml) over en periode p& 10 minutter. Der blev omrgrt ved
stuetemperatur i 1 time, og derefter blev reaktionsblandingen hzldt i ether
(2500 ml) og rystet i 1 minut. Olien fik lov at afsztte sig, og den overliggende
dimethylsulfoxidether blev dekanteret. Denne operation blev gentaget to yderligere
gange under anvendelse af henholdsvis 1500 ml og 1000 ml ether. Den resulterende
gummiagtige rest blev oplgst i methanol (1000 ml) og koncentreret ammoniumhydroxid
(50 ml). Hydrogensulfid blev boblet gennem oplgsningen, og det resulterende bund-
fald af nikkel(II)sulfid blev fraskilt gennem en pude af Celite, og filterresten
blev vasket med methanol. Samlet filtrat og methanolvaskevaske blev omrgrt med
Amberlite IRA-401S (OH )-ionbytterharpiks (300 g), harpiksen blev frafiltreret, og
filtratet blev inddampet i vakuum. Den resulterende gummiagtige inddampningsrest
blev revet med en 50:50-blanding af acetonitril:ether, og det resulterende hvide
krystallinske faste stof, blev frafiltreret, hvorved vandtes 3,6'-di-N-benzyloxy-
carbonylkanamycin A, udbytte 12,5 g (83,5% af det teoretiske), [a]§6 + 78°
(¢, 4,84 i 50% vandig methanol). Analyse beregnet for: C34H48015N4,H20: C: 56,2,
H: 6,75, N: 6,94%., Fundet: C: 51,02, H: 6,26, N: 6,85%.

E. Hvert af de fglgende aminoglycosider blev behandlet med en blanding af
cupriacetathydrat og nikkel(II)acetattetrahydrat eller med cobalt(II)acetattetra~
hydrat eller med cadmium(II)acetatdihydrat ved fremgangsmaderne ifglge henholdsvis
eksemplerne 8A til 8D.

1) gentamicin B,

2) gentamicin A,

3) 6'-N-methylkanamycin A.
Hvert af de resulterende produkter blev isoleret og renset, hvorved vandtes hen-
holdsvis:

1) 3,6!'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B1

2) 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin A3

3) 3,6'-di-N-benzyloxycarbonyl-6'-N-methylkanamycin A.

F. Fremstilling af 3,6'-Di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B ud fra 6'-tert.~
butoxycarbonylgentamicin B via cupriacetat-kompleks.,
Til en oplgsning af 6'-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B (10 g, 17,1 mmol)
i dimethylsulfoxid (300 ml) blev der sat cupriacetatmonohydrat (6,9 g, 34,5 mmol),
og der blev omrgrt i 20 minutter. Til det herved in situ dannede cuprisaltkompleks

blev der dradbevis sat en oplgsning af N-tert.butoxycarbonyloxyphthalimid (4,5 g,
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17,1 mmol) i dimethylsulfoxid (20 ml). Omrgring blev fortsat i 2 timer, hvorefter
der blev tilsat yderligere 2,4 g N-tert.butoxycarbonyloxyphthalimid, og omrgring
af reaktionsblandingen blev fortsat i 10 timer. Reaktionsblandingen blev hzldt i
ether (1,5 liter) under omrgring. Det resulterende bundfald eller den resulterende
olie fik lov at afsztte sig, og overliggende vaske blev dekanteret forsigtigt.
Resten blev vasket to gange med ether (300 ml). Den resulterende rest blev oplgst
i methanol (100 ml), og hydrogensulfid blev boblet gennem oplgsningen for at ud-
felde cuprisulfid fuldstzndigt. De faste stoffer blev fjernet ved filtrering gen-
nem en pude af Celité:%g vasket med methanol. Den methanoliske oplgsning blev om-
rgrt med netop nok Amberlite~IRA-401S (OH )-ionbytterharpiks til at bringe pH til
ca. 9, og N-hydroxyphthalimid blev fjernet. Harpiksen blev fjernet ved filtrering,
vasket med methanol, og samlet filtrat og vaskevasker blev koncentreret til et vo-
lumen péd ca. 50 ml indeholdende 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B, der
uden yderligere rensning kunne anvendes som udgangsforbindelse ved fremgangsmiden
ifglge eksemplerne 15 og 16B. For at isolere forbindelsen blev der krystalliseret
ved rivning af resten, efter inddampning, med ether, hvorved vandtes 3,6'-di-N-
tert.butoxycarbonylgentamicin B (udbytte 907 af det teoretiske). Alternativt blev
der renset ved chromatografering pa silicagel (forhold forbindelse:silicagel=1:40)
under anvendelse af chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (2 ¢ 1:0,35) som fremkal-
dende oplgsningsblanding. De ensartede fraktioner indeholdende 3,6'-di-N-tert.bu-
toxycarbonylgentamicin B, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet og kon-
centreret og lyofiliseret, hvorved vandtes 3,6!'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin
B, [m]§6 + 113,3° (¢, 0,39 i vand), pmr (ppm) (0,0): 61,17 (4"-C-CH;), 1,38 (t-bu-
tyl), 2,5 (3"-N-§§3), 2,54 (H-3", I, gt =10 Hz), 4,02 (H-5" eq, Jg" ax,eq =
12 Hz), 5,04 (H-1", J,",," = 3,5 Hz), 5,23 (H-1', J;',," = 3,0 Hz).
Analyse beregnet for 029H57015N4,H20: C: 49,63, H: 8,19, N: 7,98%.
Fundet: C: 49,83, H: 7,81, N: 7,68%.
G. 3,6'-Di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B ud fra gentamicin B via cupri-

acetat-kompleks.

Cupriacetatmonohydrat (5,0 g, 25 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af
gentamicin B (4,82 g, 10 mmol) i dimethylsulfoxid (250 ml). Der blev omrgrt i 30
minutter, og derefter blev der til det derved in situ dannede cuprisaltkompleks
drabevis sat en oplgsning af N-tert.butoxycarbonyloxyphthalimid (10,5 g, 40 mmol)
i dimethylsulfoxid (20 ml). Der blev omrgrt ved stuetemperatur i 2 timer, hvor-
efter der blev tilsat yderligere N-tert.butoxycarbonyloxyphthalimid (1,5 g, 5,7
mmol). Der blev omrgrt i 16 timer, derefter igen tilsat yderligere N-tert,butoxy-
carbonyloxyphthalimid (0,35 g, 1,33 mmol). Omrgring blev fortsat i 6 timer, og
derefter blev reaktionsblandingen hzldt i 1,5 liter omrgrt ether., Der blev omrgrt
i 30 minutter, reaktiénsblandingen blev henstillet, overliggende oplgsning blev

dekanteret, der blev igen tilsat 500 ml ether til resten, henstillet, og overlig-
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gende oplgsning blev dekanteret. Den resulterende rest blev oplgst i 100 ml metha-
nol, og hydrogensulfid blev boblet gennem i 15 minutter. Det faste cuprisulfid
blev fjernet ved filtrering gennem en pude af Celitg? og filterresten blev vasket
med methanol. Den methanoliske oplgsning blev behandlet med Amberlitgz&RA-401S
(OH™)-ionbytterharpiks for at bringe pH af oplgsningen til ca. 8,5-9,0, hvorefter
de faste stoffer blev fjernet ved filtrering, og de faste stoffer blev vasket med
methanol. Oplgsningen blev inddampet til nzsten tgrhed, og der blev lyofiliseret
fra vand. 3,6'-Di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B blev krystalliseret ved riv-
ning med ether. Alternativt kunne det r4 koncentrat anvendes som udgangsmateriale

ved fremgangsmaden ifglge eksemplerne 15 og 16B.

Eksempel 9

Andre 3,2',6'-tri-N-acylaminoglycosider.
A. 3,2',6'-Tri-N-benzyloxycarbonylgentamicin 02 via blanding af cupriacetat-

kompleks og nikkel(II)acetatkompleks.

Cupriacetathydrat (0,6 g, 3 mmol) og nikkel(II)acetattetrahydrat (0,743 g,
3 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af gentamicin 02 (0,925 g, 2 mmol) i di-
methylsulfoxid (40 ml). Der blev omrgrt ved stuetemperatur i 30 minutter, og der-
efter blev der til det derved dannede blandede cupri- og nikkelsaltkompleks sat
N-benzyloxycarbonyloxyphthalimid (1,8 g, 6,5 mmol) i dimethylsulfoxid (7 ml) over
en periode pid 10 minutter. Omrgring blev fortsat i 1 time, og reaktionsblandingen
blev derefter haldt i ether (400 ml) under omrgring. Den overliggende ether blev -
dekanteret, og den foregéende operation blev gentaget under anvendelse af henholds-
vis 200 ml og 100 ml ether. Den resulterende gummiagtige rest blev oplgst i metha-
nol (100 ml) og koncentreret ammoniumhydroxid (5 ml), og hydrogensulfid blev der-
efter boblet gennem oplgsningen. Det resulterende bundfald af cuprisulfid og nik-
kel(II)sulfid blev fjernet ved filtrering gennem en pude af Celitg?'bundfaldet
blev vasket med methanol, og derefter blev samlet filtrat og methanolvaskevaske
omrgrt med AmberlitéE&RA-4018 (OH")-ionbytterharpiks., Harpiksen blev frafiltreret
og vasket med methanol. Samlet filtrat og methanolvaskevaske blev inddampet 1
vakuum, og den resulterende gummiagtige inddampningsrest blev derefter chromato-
graferet pa silicagel (50 g), idet der blev elueret med chloroform:methanol:kon-
centreret ammoniumhydroxid (30:10:1). De ensartede fraktioner indeholdende det
gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de samlede
eluater blev inddampet til en rest omfattende 3,2‘,6'-tri-N-benzyloxyéarbonyl-
gentamicin 02, udbytte 1,4 g (81% af det teoretiske), massespektrum: m/e 484,
411, 325, 160.

B. P3 tilsvarende made som beskrevet i eksempel 9A blev gentamicin Cl behand-
let med cupriacetathydrat og nikkel(II)acetattetrahydrat i dimethylsulfoxid efter-
fulgt af behandling af det derved dannede saltkompleks med N-benzyloxycarbonyloxy-
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phthalimid og pafglgende benhandling med hydrogensulfid og isolering og rensning

af det resulterende produkt, hvorved vandtes 3,2‘,6!-tri-N;benzyloxycarbonylgenta-
micin Cl’ udbytte 1,3 g, 72,5% af det teoretiske. Massespektrum: m/e 749; 615,
484, 466, 4563 425, 4073 325, 307, 2973 291y 160.

C. Blandede 3,2',6'-tri-N-acylaminoglycosider og omdannelse til 3,6'-di-N-
acylaminoglycosid.

(1) 6'-N-Acetyl-2'-N-(2,2,2-trichloroethoxycarbonyl) sisomicin via cupriacetat-
kompleks. ' -

P2 tilsvarende mide som beskrevet i eksempel 4A blev 6'-N-acetylsisomicin
behandlet med ca. 7 zkvivalenter cupriacetathydrat i methanol, og derefter blev
der til det herved dannede cuprisaltkompleks portionsvis sat ca. 1 zkvivalent N-
(2,2,2-trichloroethoxycarbonyl) succinimid. Reaktionsblandingen blev omrgrt i 1 ti-
me og derefter behandlet med ammoniumhydroxid, og det resulterende produkt blev
isoleret og renset pé tilsvarende made som beskrevet i eksempel 4A, hvorved vandtes

2'-N-(2,2,2-trichloroethoxycarbonyl)-6'~N-acetylsisomicin.

(2) 3,6'-Di-N-acetyl-Z'-N-(2,2,2-trichloroethoxyqarbonyl)sisomicin via

cupriacetat-kompleks. .

Cupriacetathydrat (24 g, 120 mmol) blev sat til eﬁ omrgrt oplgsning af 2'-
N-(2,2,2-trichloroethoxycarbonyl)-6'-N-acetylsisomicin (26,5 g, 40 mmol) i dimethyl-
sulfoxid (1 liter). Omrgring blev fortsat i 20 minutter, hvorefter der til det her-
ved dannede cuprisalt-kompleks dribevis med en hastighed pi ca. 25 driber pr. mi-
nut blev sat 40 ml af en 1 molar oplgsning af eddikesyreanhydrid i tetrahydrofuran
(40 mmol). Reaktionsblandingen blev omrgrt i yderligere 30 minutter og derefter
. b2ldt i ether (8 liter). Der blev rystet godt og henstillet., Etherlaget blev de-
kanteret,og resten blev vasket to gange yderligere hver gang med 1 liter ether,
Resten blev oplgst i methanol (800 ml), og hydrogensulfid blev gennemboblet i
15 minutter. Blandingen blev omrgrt i yderligere 30 minutter, hvorefter oplgsnin-
gen blev filtreret gennem en pude af Celite, og cuprisulfatresten blev vasket med
vand. Samlet filtrat og vandvaskevasker blev koncentreret, og inddampningsresten
blev chromatograferet pa silicagel, idet der blev elueret med chloroform:metha-
nol:ammoniumhydroxid (30:10:1). Ensartede fraktioner indeholdende det gnskede pro-
dukt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de samlede fraktioner
blev inddampet i vakuum til en rest omfattende 3,6'-di-N-acetyl-2'-N-(2,2,2-tri-

chloroethoxycarbonyl)sisomicin.

(3) 3,6'-Di-N-acetylsisomicin.

3,9 Mol=re =zkvivalenter zinkpulver blev sat til en oplgsning af 3,6'-di-N-
acetyl-2'-N-(2,2,2-trichloroethoxycarbonyl) sisomicin i 10% eddikesyre i methanol.
Oplgsningen blev opvarmet ved tilbagesvalingstemperatur i to timer, idet reaktiomen

fulgtes ved tyndlagschromatografi pa silicagel under anvendelse af chloroform:me-
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thanol:ammoniumhydroxid (30:10:1) som oplgsningsmiddelsystem. Efter endt reaktionm,
bestemt ved tyndlagschromatografi, blev oplgsningen filtreret, der blev tilsat
natriumcarbonat til filtratet, filtreret, og filtratet blev koncentreret i vakuum.
Den resulterende rest blev renset ved chromatografi pd silicagel, idet der blev
elueret med chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (30:10:1). Ensartede fraktiomer
indeholdende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet,
og de samlede fraktioner blev derefter inddampet i vakuum, og den resulterende
vandige blanding blev lyofiliseret til en rest omfattende 3,6'-di-N-acetylsisomi-

cin,

Eksempel 10

1,3,2',3"-Tetra-N-acetylsisomicin via cupriacetat-kompleks.
A. 6'-N-trifluoracetylsisomicin via cupriacetat-kompleks.

Sisomicin (39,1 g, 87,5 mmol) blev oplgst i methanol (2950 ml) og vand
(200 ml). Under omrgring blev der tilsat cupriacetathydrat (8,92 g, 44,7 mmol).
Der blev omrgrt i 15 minutter og derefter drabevis over en periode pa tre minutter
tilsat ethyltrifluorthiolacetat (11,55 ml, 14,2 g, 90 mmol) efterfulgt af yder-
ligere 1,3 ml (1,6 g, 10 mmol) ethyltrifluorthiolacetat. Methanolen blev fjernet
ved inddampning i vakuum, og derefter blev der tilsat vand, indtil reaktionsvolu-
menet var 300 ml, Hydrogensulfid blev ledt gennem reaktionsoplgsningen, og deref-
ter blev det resulterende cuprisulfidbundfald frafiltreret gennem en Celite<pude,
hvorved vandtes en oplgsning indeholdende 6'-N-trifluoroacetylsisomicin, der an-

vendtes som sadant ved fremgangsmiden i eksempel 10B.

B, 1,3,2',3"-Tetra-N-acety1-6'-N-trifluoracetylsisomicin.

Til oplgsningen vundet i eksempel 10A blev der sat 300 ml methanol, og
derefter blev der tilsat eddikesyreanhydrid (109 ml, 1,16 mol, 13,2 zkvivalenter),
jdet reaktionsblandingens pH blev indstillet pa 8,5 med triethylamin forud for
tilsztning af de sidste 10 ml eddikesyreanhydrid. Der blev omrgrt i 18 timer ved
stuetemperatur og derefter inddampet i vakuum til en rest omfattende 1,3,2',3"-

tetra-N-acetyl-6'-N-trifluoracetylsisomicin.

cC. 1,3,2',3"-Tetra-N-acety1sisomicin.

Det i eksempel 10B fremstillede 1,3,2',3"-tetra—N-acetyl-6'-N-trifluor—
acetylsisomicin blev oplgst i 500 ml koncentreret ammoniumhydroxid. Der blev om-
rgrt ved stuetemperatur natten over 0Og inddampet i vakuum. Inddampningsresten blev
oplgst i vand, og oplgsningen blev omrgrt med Amberlite”IRA-401S (OH )-ionbytter-
harpiks. Harpiksen blev fjernet ved filtrering, vasket med methanol, og derefter
blev samlet filtrat og methanolvaskevaske inddampet i vakuum efterfulgt af chro-
matografi af inddampningsresten pa en 1,7 kg silicagelsgjle (7,5 x 165 cm), idet

der blev elueret med den nedre fase af et chloroform:methanol:ammoniumhydroxid
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(28%) (2:1:1)-oplgsningsmiddelsystem. Ensartede fraktioner indeholdende det gnske-
de produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet; og de samlede eluater
blev inddampet til en rest omfattende 1,3,2',3""-tetra-N.acetylsisomicin, udbytte
29,9 g (55% af det teoretiske), [m]§6 + 207,4o (¢, 0,3 i vand), pmr (ppm)
(D20): §1,07, 1,17 (4"-C-g§3), 1,95, 1,98, 2,03 (N-acetyler), 3,13, 3,00 (3"-N-
ggi)’ 5,29 (H-1", J M = 4,0Mz), 5,64 (H-1', MR 2,5Hz), massespektrum:
(M °) m/e 615, ogsid m/e 5984 5923 5503 443, 425, 415, 3973 453, 411y 275, 257,
247, 229; 2023 169. Analyse beregnet -for: 027H45011N5,1,5 H,0: C: 50,43, H: 7,52,
N: 10,89%. Fundet: C: 50,61, H: 7,36, N: 10,79%.
Eksempel 11

Isolering og eventuel videreanvendelse af aminocyclitol-aminoglycosid-overgangs-
metalsalt-komplekser.
A, Isolering af gentamicin B-dicupriacetat-kompleks.

Cupriacetathydrat (0,4 g, 2 mmol) blev sat til en oplgsning af gentamicin
B (0,482 g, 1 mmol) i methanol (25 ml), og der blev omrgrt i 30 minutter ved stue-
temperatur, og derefter blev oplgsningsmidlet afdampet i vakuum, og inddampnings-
festen blev tgrret ved 60°C i vakuum, hvorved vandtes gentamicin B-dicupriacetat-
kompleks som et dybblafarvet fast stof (i modsaztning til grgnfarvet cupriacetat-

dihydrat), udbytte 0,8 g,)\;Z’J{OI 6,42, 8,72, 13,90 my.

B, Isolering af gentamicin B-dicobalt(II)acetat-kompleks.

(1) Gentamicin B (0,482 g, 1 mmol) blev oplgst i dimethylsulfoxid (20 ml), og
der blev tilsat cobalt(IIl)acetattetrahydrat (0,598 g, 2 mmol)., Der blev omrgrt i
30 minutter ved stuetemperatur og derefter hzldt i ether (30 ml). Etherlaget blev
dekanteret, og resten blev revet med frisk ether (20 ml). Denne proces blev gen-
taget endnu en gang, hvorefter der blev revet med ethylether. Det resulterende
faste stof blev isoleret ved filtrering, vasket med ethylether og tgrret, hvorved

vandtes gentamicin B-dicobalt(II)acetat-kompleks som et lavendelfarvet fast stof
) nujol

(i modsatning til lysergdt cobalt(II)acetattetrahydrat), udbytte 0,8 g, A max

5,88, 6,36, 10,59, 12,42, 12,92, 13,90y,

(2) Det ovenfor isolerede gentamicin B-dicobalt(II)acetat-kompleks blev oplgst
i dimethylsulfoxid og behandlet med N-(benzyloxycarbonyloxy)succinimid pa til-
svarende mide som beskrevet i eksempel 8B efterfulgt af isolering og rensning pd

den beskrevne made, hvorved vandtes 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B.

C. P& tilsvarende made som beskrevet i eksempel 11A og 11B blev gentamicin B
behandlet med nikkel(II)acetattetfahydrat og med cadmium(II)acetatdihydrat, og de
derved dannede komplekser blev isoleret og remset, hvorved vandtes gentamicin B-
dinikkel(II)acetat-kompleks og gentamicin B-dicadmium(II)acetat~kompleks.

P& tilsvarende made kunne hvert af de i de foregiende eksempler in situ

fremstillede aminocyc1itoiaminoglycosid-overgangsmetalsalt-komplekser isoleres,
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Eksempel 12

Omsztning af 1,3-di-de-N-amidinodihydrostreptomycin med N-benzyloxycarbonyloxy-
phthalimid med og uden cupriacetatkompleks.
A, 1,3-Di-de-N~amidinodihydrostreptomycin,

En oplgsning af dihydrostreptomycinsulfat (25 g, 17,1 mmol) i vand (100 ml)
blev sat til en oplgsning af bariumhydroxid (54 g) oplgst i vand (600 ml). Det
herved damnede bariumsulfat blev fraskilt ved filtrering, og filtratet blev op-
varmet ved tilbagesvalingstemperatur under en atmosfare af nitrogen i 62 timer.
Til den afkglede reaktionsblanding blev der sat 4N svovlsyre drabevis, indtil re-
aktionsblandingen ndede en pH pd 7. Det derved dannede bariumsulfat blev fraskilt
ved filtrering, og der blev sat Amberlite IRA-401S (OH™)-harpiks til filtratet,
og blandingen blev opvarmet, indtil filtratet ndede en pH pd 10. Vandet blev fjer-
net ved destillation, og inddampningsresten blev chromatograferet pa silicagel
(600 g), idet der blev elueret med en oplgsningsmiddelblanding af chloroform/metha-
nol/28% ammoniumhydroxid (3:4:2). Ensartede fraktioner indeholdende 1,3-di-de-N-
amidinodihydrostreptomycin, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de
samlede eluater blev inddampet til en rest af 1,3-di-de-N-amidinodihydrostrepto-
mycin (udbytte 10,9 g).

B, Omsztning af 1,3-di-de~-N-amidinodihydrostreptomycin via cupriacetat-kom-
pleks med N-benzyloxycarbonyloxyphthalimid til dannelse af 2"-N-benzyloxy-
carbonyl-1,3-di-de-N-amidinodihydrostreptomycin.

Til en oplgsning af 1,3-di-de-N-amidinodihydrostreptomycin (5 g, 10 mmol)

i dimethylsulfoxid (200 ml) blev der sat cupriacetatmonohydrat (2 g, 10 mmol), og

der blev omrgrt ved stuetemperatur i 15 minutter, hvorefter der til det herved

dannede cuprisaltkompleks drdbevis under stadig omrgring af reaktionsblandingen
blev sat N-benzyloxycarbonyloxyphthalimid (5,5 g) i dimethylsulfoxid (20 ml). Om-
rgring blev fortsat i 2 timer, hvorefter reaktionsblandingen blev hzldt i diethyl-
ether (2 liter). Den overliggende ether blev dekanteret, og den foregdende opera-
tion blev gentaget under anvendelse af henholdsvis 1 liter og 500 ml diethylether.

Den resulterende gummiagtige rest blev oplgst i en op1¢sningémiddelblanding om-

fattende methanol (150 ml) og 28% ammoniumhydroxid (10 ml). Hydrogensulfid blev

boblet gennem oplgsningen, og det resulterende bundfald af cuprisulfid blev fra-
skilt ved filtrering gennem en pude af Celite; og filtratet blev inddampet, og
inddampningsresten blev chromatograferet pé silicagel (400 g), idet der blev
elueret med en oplgsningsmiddelblanding af chloroform/methanol/28% ammoniumhyd-
roxid (2:1:0,35). Ensartede eluater indeholdende den gnskede forbindelse, bestemt
ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de samlede eluater blev koncentreret
til en rest omfattende 2"-N-benzyloxycarbony1-l,3-di-N-amidinodihydrostreptomycin,
udbytte 6 g (98% af det teoretiske), [a]éé -96,5° (¢, 0,5 i vand). pmr (ppm)

(D,0): §1,21 (d, 4'-C-GHy, J=6 Hz), 3,04 (s, 2"-N-CH,), 5,13 (s, C ¢ ,CHyOCONH) ,
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7,41 (s, QGESCHZOCONH). Analyse beregnet for: 027H43014N3,H 0: C: 49,76, H: 6, 96

N: 6,45, Fundet: C: 49,69, H: 6,78, N: 6,27%. -

285 _
cp: [B] 0, = +7.320. |
C. Omsztning af 1,3-di-de-N-amidinodihydrostreptomycin med N-benzyloxycarbo-

nyloxyphthalimid uden cupriacetatkompleks, hvorved blev fremstillet 1-N-

benzyloxycarbonyl-l,3-di-de-N-amidinodihydrostreptomycin.

Til en oplgsning af 1,3-di-de-N-amidinohydrostreptomycin (1 g, 2,0 mmol) i
N,N-dimethylformamid (40 ml) blev der sat en oplgsning af N-benzyloxycarbonyloxy-
phthalimid (0,8 g, 2,7 mmol) i N,N-dimethylformamid (4 ml). Reaktionsblandingen
blev omrgrt i 1 time, hvorefter der blev tilsat vand (10 ml) og AmberlitgquA-401S
(OH")-harpiks, indtil pH af reaktionsblandingen ndede 8,5. Harpiksen blev fraskilt
ved filtrering, oplgsningsmidlerne blev fjernet ved destillation, og derefter blev
inddampningsresten chromatograferet pa silicagel (100 g), idet der blev elueret
med en oplgsningsmiddelblanding af chloroform/methanol/28% ammoniumhydroxid
(2:1:0,35). Ensartede eluater indeholdende 1-N-benzyloxycarbonyl~1,3-di-de-N-ami-
dinodihydrostreptomycin, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de
samlede eluater blev inddampet til en rest af 1-N-benzyloxycarbonyl-1,3-di-de-N-
amidinodihydrostreptomycin, udbytte-O 417 g, (33% af det teoretiske), [a]26 -93, 6°
(c, 0,55% i vand). pmr (ppm) (D 00 1,22 (d, 4'-C- -CH,, J=6 Hz), 2,42 (s, 2"-N-CH ),
5,12 (s, C6H5§§2060NH) 7,40 (s, 6—SCHZOCONH) Analyse beregnet for:

27 43 14 3,H 0: C: 49,76, H: 6,96, N: 6,45%. Fundet: C: 49,41, H: 6,55, N: 6,21%.
CD: [e]TACu +11.100.

Eksempel 13

Omdannelse af 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin til 1-N-ethylsisomicin.
A, 3,2',6'-Tri-N-acetyl-N-ethylsisomicin.

0,1IN Saltsyre blev sat til en omrgrt oplgsning af 3,2',6'-tri-N-acetyl-
sisomicin (1,146 g, 2 mmol) i 20 ml vand, siledes at oplgsningens pH-verdi blev
bragt til 2,7. Reaktionsblandingen blev afkglet til 3°C, og der blev tilsat 2,2 ml
af en 1 mol®r oplgsning af acetaldehyd i tetrahydrofuran (2,2 mmol), hvorefter der
drabevis blev tilsat en oplgsning af natriumcyanoborhydrid (0,16 g, 2,6 mmol) i
2 ml vand. Reaktionsblandingen blev omrgrt 1 time under opretholdelse af tempera-
turen under 5°C og pH ved ca. 2,7 ved tilsztning af 0,1N saltsyre, hvorefter der
blev tilsat 0,44 ml af en 1 mol=r oplgsning af acetaldehyd i tetrahydrofuran
(0,44 mmol) efterfulgt af en oplgsning af natriumcyanoborhydrid (35 mg, 0,56 mmol)
i nogle f& draber vand, idet pH blev opretholdt ved 2,7 ved tilsztning af 0,1N
saltsyre. Omrgring af reaktionsblandingen blev fortsat 1 time, og den foregiende
tilsztning af 0,22 ml acetaldehyd og 10 mg natriumcyanoborhydrid blev gentaget
2 gange. Omrgring blev fortsat ved stuetemperatur i 18 timer, hvorefter oplgsnin-
gen blev bragt til pH 9 ved omrgring af oplgsningen med AmberliteR RA-401S-ion~
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bytterharpiks i hydroxidform. Harpiksen blev fjernet ved filtrering, vasket med
vand, og samlet filtrat og vaskevasker blev koncentreret i Vakuum, og inddampnings-
resten blev chromatograferet pd 100 g silicagel (60-200 mesh), idet der blev elue-
ret med chloroform:methénol:ammoniumhydroxid (30:10:0,2). De ensartede fraktioner,
bestemt ved tyndlagschromatografi pd silicagel eller ved anvendelse af det samme
oplgsningsmiddelsystem som ovenfor, men i forholdet 30:10:1, blev samlet, og de
samlede eluater indeholdende hovedproduktet blev koncentreret i vakuum, og den re-
sulterende vandige blanding blev lyofiliseret til en rest omfattende 3,2',6'-tri-
N-acetyl-1-N-ethylsisomicin, udbytte 0,84 g (70% af det tedretiske), [a]§6 + 165°
(c, 0,8 i vand), pmr (ppm) (DZO): §1,05 (CHZQ_I_I_B, J=7,0 Hz), 1,17 (4"-0-933), 1,84,
1,9, 1,91 (N-acetyler), 2,52 (3"-N-§§3), 4,80 (H-4'), 4,92 (H-1", It = 4,0 Hz),
5,4 (H-11, Jl',z' = 2,5 Hz), massespektrum: (M+') m/e 601, (M + 1) + m/e 602, ogsd
mfe 402, 392, 374, 1603 471, 453, 443, 4254 2113 261. Analyse beregnet for:
C27H47N5010,1,5H20: C: 51,58, H: 8,02, N: 11,14%. Fundet: C: 51,47, H: 8,89,
N: 10,91%.
B. 1-N-Ethylsisomicin.

3,2',6'-Tri-N-acetyl-l-N-ethylsisomicin (0,1 g) blev sat til 10 ml 1N nat-
riumhydroxid, og oplgsningen blev opvarmet under en atmosfzre af nitrogen ved til-
bagesvalingstemperatur, indtil tyndlagschromatografisk analyse af en prgve pa sili-
cagel under anvendelse af en 2:1:0,35-blanding af chloroform:methanol:ammonium-
hydroxid som fremkaldende system angav i det vaesentlige fuldendelse af de-N-acety-
leringen (ca. 48 timer). Reaktionsoplgsningen blev afkglet, og vand blev tilsat,
indtil volumenet var ca. 50 ml, hvorefter der blev omrgrt med Amberlite IRC-50-ion~
bytterharpiks i proton-form (der var vasket med vand) ,indtil pH var ca. 5,5. Har-
piksen blev fjernet ved filtrering og vasket med vand, og harpiksen blev omrgrt
med 100 ml 7% vandig ammoniumhydroxid i ca. 30 minutter, hvorefter overliggende
oplgsning blev dekanteret, og den foregédende operation blev gentaget to gange un-
der anvendelse hver gang af 50 ml 7% vandig ammoniumhydroxid, hvorefter harpiksen
blev fjernet ved filtrering. Ammoniumhydroxid-filtratet og dekanteringerne blev
samlet, koncentreret i vakuum, og inddampningsresten blev ekstraheret med methanol.
Methanolekstrakterne blev samlet og koncentreret i vakuum, og inddampningsresten
blev oplgst i en oplgsningsmiddelblanding bestaende af chloroform:methanol:ammo-
niumhydroxid (2:1:0,35), og oplgsningen blev ledt gennem en sgjle af aluminiumoxid
(8 g, 0,8 cm x 30 cm-sgjle), idet der blev elueret med den samme chloroform:metha-
nol:ammoniumhydroxid-oplgsningsmiddelblanding. De ensartede eluater, bestemt ved
tyndlagschromatografi, blev samlet, og de samlede eluater indeholdende l-N-ethyl-
sisomicin blev inddampet, og den resulterende vandige blanding blev lyofiliseret

til en rest omfattende 1-N-ethylsisomicin (71 mg) (90% udbytte).
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C. Omdannelse af sisomicin til 1-N-ethylsisomicin uden rensning af mellem-
produkterne. -
(1) 3,2',6'-Tri-N-acetylsisomicin.

Cupriacetathydrat (3 g, 15 mmol) blev sat til en omrgrt oplgsning af siso-
micin (0,447 g, 1 mmol) i vand (5,33 ml) og dimethylformamid (18 ml). Der blev om-
rgrt ved stuetemperatur i 30 minutter, og derefter blev der dribevis ved en hastig-
hed pa ca. en drdbe hver tre sekunder tilsat 3,1 ml af en 1 molar oplgsning af
eddikesyreanhydrid i dimethylformamid. (3,1 mmol). Der blev omrgrt i yderligere 30
minutter og derefter tilsat 10 ml vand, og hydrogensulfid blev boblet gennem op-
lgsningen. Reaktionsblandingen blev omrgrt i 30 minutter, hvorefter det udfzldede
cuprisulfid blev frafiltreret gennem en pude af Celite, og den resulterende cupri-
sulfidrest blev vasket med vand, og det samlede filtrat blev bragt til pH 9 ved om-
rgring med AmberliteR&RA-QOIS-ionbytterharpiks i hydroxidcyclus. Harpiksen blev
fjernet ved filtrering, vasket med vand, og samlet filtrat og vaskevasker blev kon-

centreret til en rest omfattende 3,2',6'-tri-N-acetylsisomicin.

(2) 3,2',6'-Tri-N-acetyl-1-N-ethylsisomicin.

Produktet fra eksempel 13G(1l) blev oplgst i 10 ml vand, og der blev tilsat
0,1N saltsyre, indtil oplgsningen var ved en pH-vardi pd ca. 2,7. Reaktionsblan-
dingen blev afkglet til ca. 3°C, og der blev tilsat 0,73 ml af en 1 moler oplgs-
ning af acetaldehyd i tetrahydrofuran (0,73 mmol), hvorefter der drabevis blev til-
sat en oplgsning af 0,55 g natriumcyanoborhydrid i 0,7 ml vand. Der blev omrgrt
i 1 time under opretholdelse af pH af oplgsningen ved ca. 2,7 ved tilsztning af
0,1N saltsyre, hvorefter der blev tilsat 0,15 ml af en 1 mol=r oplgsning af acet-
aldehyd i tetrahydrofuran (0,15 mmol) efterfulgt af en oplgsning af 12 mg natrium-
cyanoborhydrid i nogle fa dréber vand, idet pH igen blev opretholdt ved ca. 2,7.
Den foregdende operation blev gentaget 2 gange, idet der hver gang anvendtes 0,7 ml
af en 1 molar oplgsning af acetaldehyd i tetrahydrofuran og 3 mg natriumcyanobor-
hydrid, Der blev omrgrt ved stuetemperatur natten over, hvorefter oplgsningen blev
bragt til en pH p& ca. 9 med 1IN natriumhydroxid. Oplgsningen blev koncentreret i

vakuum til en rest omfattende 3,2',6'-tri-N-acetyl-1-N-ethylsisomicin.

(3) 1-N-Ethylsisomicin.

3,2',6'-Tri-acetyl-l-N-ethylsisomicinet vundet i eksempel 13C(2) blev op-
lgst i 60 ml 1N natriumhydroxid, og der blev opvarmet ved tilbagesvalingstempera-
tur under en atmosfzre af nitrogen i 48 timer. Der blev afkglet, og reaktionsblan-
dingen blev bragt til en pH p& ca. 5,5 ved tilsztning af Amberlitg%&RC-SO-ionbyt-
terharpiks i proton-form. Harpiksen blev fjernet ved filtrering og vasket med vand.
Harpiksen blev omrgrt med 100 ml 7% vandig ammoniumhydroxidoplgsning i 30 minut-
ter, hvorefter oplgsningen blev dekanteret, og den foregdende operation blev gen-

taget to gange under anvendelse hver gang af 100 ml 7% ammoniumhydroxid, hvorefter
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der blev filtreret. Ammoniumhydroxidfiltratet blev samlet med dekanteringerne og
inddampet i vakuum, og inddampningsresten blev chromatograferet pi en sgjle af
silicagel (25 g), idet der blev elueret med en oplgsningsmiddelblanding af chloro-
form:methanol : ammoniumhydroxid (2:1:0,34). De ensartede fraktioner, bestemt ved
tyndlagschromatografi pi silicagel under anvendelse af det samme oplgsningsmiddel-
system, blev samlet, og de samlede eluater indeholdende l-N-ethylsisomicin blev
koncentreret i vakuum, og den resulterende vandige blanding blev lyofiliseret til

en rest af 1-N-ethylsisomicin, udbytte 0,233 g (49% af det teoretiske).

Forseg A

Ondannelse af 3,2',6'-tri-N-acetylaminoglycosider til 1-N-ethylaminoglycosider.
A, 3,21,6'-Tri-N-acetyl-1-N-ethylverdamicin.

3,2',6'-Tri-N-acetylverdamicin (880 mg, 1,5 mmol) blev oplgst i vand
(15 ml), og pH blev indstillet til 2,7 under anvendelse af 0,1N saltsyre (ca. 28
ml). Der blev afkglet i et isbad til 8-10°C, hvorefter der under omrgring blev til-
sat vandig acetaldehyd (4,1 ml 0,73 moler acetaldehyd) i vand (2 zkvivalenter).
Der blev omrgrt i 5 minutter ved 8°C, hvorefter der drébevis blev tilsat en oplgs-
ninge af natriumcyanoborhydrid (182 mg, 3 mmol, 2 zkvivalenter) i 2,5 ml vand,
idet oplgsningens pH blev indstillet pd 2,7 med O,1N saltsyre. Oplgsningens pH
blev stadig holdt ved ca. 2,7 ved tilsztning af O,IN saltsyre, indtil reaktionen
var fuldendt, bestemt ved tyndlagschromatografi. Reaktionsblandingen blev henstil-
let ved stuetemperatur i 18 timer, hvorefter reaktionsblandingen blev frysetgrret,
og den resulterende rest blev chromatograferet pa silicagel (90 g) i en 1,5 x
126 cm sgjle, idet der blev elueret med chloroform:methanol: ammoniumhydroxid (28%)
(30:10:1). De ensartede fraktioner indeholdende 3,2',6'-tri-N-acetyl-1-N-ethylver-
damicin, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet. De samlede eluater blev
inddampet i vakuum til en rest af 3,2‘,6'-tri-N-acetyl-l-N-ethylverdamicin,
udbytte 550 mg, (0,84 mmol, 56% af det teoretiske), massespektrum: m/e 485, 467,
457, 4393 420, 402, 392, 374; 261, 243, 233, 215, 183.
B. 1-N-Ethylverdamicin.

3,2',6'-Tri-N-acetyl-1-N-verdamicin (200 ml, 0,304 mmol) blev behandlet med
IN natriumhydroxid (20 ml) ved tilbagesvalingstemperatur under en atmosfazre af
nitrogen, hvorefter det resulterende produkt blev isoleret og renset pa tilsvaren-
de made som beskrevet i eksempel 13B, hvorved vandtes 1-N-ethylverdamicin,

udbytte 88 mg (59% af det teoretiske).

Forseg B
Omdannelse af 3,6'-Di-N-substituerede aminoglycosider til de tilsvarende 3,6'-di-

N-usubstituerede-1-N-alkylaminoglycosider.

Omdannelse af 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B til 1-N-ethylgentamicin B.



DK 165451 B

36

Til en omrgrt oplgsning af 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B
(1,36 g) i vand (15 ml) blev der sat en 1l molar oplgsning af acetaldehyd i tetra-
hydrofuran (2 ml). Oplgsningens pH blev indstillet pi ca. 4,9 med 0,1N saltsyre,
Der'blev tilsat ﬁatriumcyanoborhydrid (0,2 g), og pH blev periodisk indstillet
P& ca. 4,9, Der blev omrgrt i 5 timer ved stuetemperatur, hvorefter oplgsningen
blev inddampet til tgrhed, og der blev tilsat trifluoreddikesyre (10 ml) til ind-
dampningsresten og henstillet i 5 minutter. Reaktionsoplésningen blev hzldt i
ether, og det resulterende bundfald blev isoleret ved filtrering og vasket med
ether. Bundfaldet blev chromatograferet pd 100 g silicagel, idet der anvendtes
chloroform:methanol : ammoniumhydroxid (3:4:2) som oplgsningsmiddelblanding. De ens-
artede fraktioner indeholdende 1-N-ethylgentamicin B, bestemt ved tyndlagschroma-
tografi, blev samlet og inddampet i vakuum, og inddampningsresten blev oplgst i
vand og lyofiliseret, udbytte 40% af det teoretiske; [a]§6 + 126,2o (c, 1 i vand),
pur (ppm) (D,0): 85,55 (H-1',J,,,,, = 3,0 Hz), 5,05 (H-1";J1";2" = 4 Hz), 2,9
(3"-N-CH,), 1,05-1,5 (2 G-CH,), massespektrum: [ + 1]* 511, ogsa m/e 380, 352,
3345 378, 350, 3323 219, 191, 173. Analyse beregnet for: C 2C0,3H,,0:C:

2114901 oN4»2C0,3H,
42,33, H: 7,41, N: 8,58%. Fundet: C: 42,37, H: 7,43, N: 8,81%.

Forseg C
Omdannelse af 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B til 1l-N-(¥-amino-c-hyd-
roxybutyryl)gentamicin B.
A, 1-N-(8-¥-amino~x-hydroxybutyryl)gentamicin B,
(1) Til en oplgsning af 68,2 g (0,1 mmol) 3,6'-di-N-tert-butoxycarbonylgenta-
micin B (remset produkt fra eksempel 8F) i vand (1 ml) blev der sat methanol (1 ml),
hvorefter der drdbevis under omrgring blev tilsat en oplgsning (0,25 ml) af N-(S-
X-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)succiﬁimid (0,1 mmol) i dimethyl-
formamid (0,4 molzr oplgsning). Der blev omrgrt 1 time, og derefter blev der til-
sat yderligere N-(S-¥-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)succinimid
(0,125 ml). Omrgring af reaktionsblandingen blev fortsat ved stuetemperatur i 18
timer, hvorefter der blev koncentreret i vakuum, og inddampningsresten blev oplgst
i methanol (4 ml) og vand (16 ml), Der blev tilsat 5% palladium-pé-kul-katalysator
(0,05 g) og hydrogeneret ved 4 atmosfzrer natten over. De faste stoffer blev fjer-
net ved filtrering gennem en pude af Celité? Celitégpuden blev vasket med vand, og
de samlede filtrater og vaskevasker blev koncentreret til et lille volumen og lyo-
filiseret. Den resulterende rest blev oplgst i trifluoreddikesyre (0,5 ml) og
henstillet 3 minutter. Oplgsningen blev hzldt i overskud af ether, bundfaldet blev
opsamlet ved filtrering, vasket med ether og tgrret, hvorved vandtes 1-N-(8-¥-
amino-a-hydroxybutyryl)gentamicin B som trifluoracetatsalt. Den frie base vandtes

ved at oplgse det foregdende salt i vand og omrgre oplgsningen med Amberlite IRA-

401S (OH™)-ionbytterharpiks. Der blev filtreret, og filtratet blev lyofiliseret,
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hvorved vandtes 1-N-(§-$-amino-a-hydroxybutyryl)gentamicin B, udbytte 49,7 mg (83%
af det teoretiske). -

(2) ud fra ra 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B.

Til de 50 ml oplgsning omfattende 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin
B fremstillet i eksempel 8F blev der sat 50 ml methanol. Til denne oplgsning blev
der drébevis under omrgring sat 10 ml af en 1 molzr oplgsning af I-N-(g;x-benzyl-
oxycarbonylamino-c-hydroxybutyryloxy)succinimid i dimethylformamid. Der blev om-
rgrt i 1 time, og reaktionen fulgtes ved tyndlagschromatografi under anvendelse af
chloroform:meﬁhanol:ammoniumhydroxid (2:1:0,35). Der blev tilsat yderligere 5 ml
af den 1 molare oplgsning af 1-N-(§-X-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)-
succinimid, og reaktionsblandingen blev omrgrt i 10 timer. Oplgsningen blev kon-
centreret i vakuum, og inddampningsresten blev chromatograferet pad 300 g silicagel
under anvendelse af chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (30:10:0,5) som eluerende
oplgsningsmiddel. De ensartede fraktioner indeholdende 1-N-(8-x~benzyloxycarbonyl-
amino-a-hydroxybutyryl)-3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B blev samlet og
inddampet til en rest. Resten blev oplgst i vand (50 ml) og methanol (18 ml) og
hydroéeneret i nerverelse af 5% palladium-pd-kul (600 mg) ved 4 atmosfarer i 10
timer, Katalysatoren blev fjernet ved filtrering gennem en pude af Celite? og fil-
terresten blev vasket med vand. Filtratet og vaskevaskerne blev samlet og inddampet
i vakuum for at fjerne methanolen. Det resulterende vandige lag blev vasket 3 gan-
ge med chloroform (25 ml), og den vandige oplgsning blev koncentreret i vakuum, og
inddampningsresten blev tgrret over phosphorpentoxid i vakuum. Inddampningsresten
blev oplgst i den minimale mengde trifluoreddikesyre, og oplgsningen blev henstil-
let i 3 minutter. Der blev tilsat ether, og det resulterende bundfald blev iso-
leret ved filtrering. Bundfaldet blev vasket med ether og tgrret. Det faste stof
blev oplgst i 30 ml vand, og oplgsningen blev bragt til ca. pH 8,5 ved omrgring
med Amberlite IRA-401S (OH™)-ionbytterharpiks. Det faste stof blev fjernet ved
filtrering, vasket med vand, og filtratet og vaskevaskerne blev samlet og lyofili-
seret, hvorved vandtes 1-N-(QJK-amino-a-hydroxybutyryl)gentamicin B.

Alternativt blev der tilsat svovlsyre, for at bringe den foregéende vandige
oplgsning til ca. pH 4,5, og lyofiliseret, hvorved vandtes sulfatsaltet af 1-N-(S=-
§ -amino-a-hydroxybutyryl)gentamicin B, pmr (ppm) (DZO): §1,3 (4"-C-g§3), 2,9 (3=
§-9§3), 4,28 (H-2™ , J=9 Hz og & Hz), 5,16 (H-1", Jl",z" = 3,5 Hz), 6,12 (H-1',
Jl"2' = 3,0 Hz).

B. l-N-(E-K-amino—a-hydroxybutyryl)gentamicin B.

(1) Til en oplgsning af 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B (3,41 g,

5 mmol) i methanol (25 ml) og vand (25 ml) blev der under omrgring sat en oplgs-
ning af N-(EJK-N-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)succinimid (1,8 g,

5 mmol) i dimethylformamid (10 ml). Reaktionsblandingen blev omrgrt i 6 timer,
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koncentreret i vakuum, og inddampningsresten blev chromatograferet pi silicagel

(60-200 mesh, 300 g) under anvendelse af et oplgsningsmiddelsystem omfattende chlo-
roform:methanol:ammoniumhydroxid (30:10:0,25). De ensartede fraktioner indeholden-
de det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet og koncen-
treret i vakuum, og inddampningsresten blev genchromatograferet pi den samme sgjle
under anvendelse af det samme oplgsningsmiddelsystem. De ensartede genchromatogra-
ferede fraktioner blev samlet og inddampet i vakuum til en rest omfattende 1-N-(E-
§-N-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)-3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgen-

tamicin B.

(2) Produktet fra eksempel 16B(1l) blev oplgst i 50% vandig methanol (20 ml) og
hydrogeneret over 5% palladium-pid-kul-katalysator (0,2 g) ved stuetemperatur og &
atmosfarer i 24 timer., Katalysatoren blev fjernet ved filtrering gennem en pude af
Celite, vasket med vand, og de samlede filtrater blev inddampet i vakuum. Inddamp-
ningsresten blev oplgst i trifluoreddikesyre (25 ml) og henstillet i 3 minutter.
Der blev tilsat ether, og det resulterende bundfald omfattende trifluoreddikesyre-
additionssaltet af 1-N-(R-¥-amino-e-hydroxybutyryl)gentamicin B blev isoleret,
vasket med ether og tgrret. Det tgrre bundfald blev oplgst i vand (10 ml), og der
blev omrgrt med Amberlite IRA-401S (OH )-ionbytterharpiks, tilstrakkelig til at
bringe pH til 9,5. Harpiksen blev fjernet ved filtrering, vasket med vand, og de
samlede filtrater blev lyofiliseret til en rest omfattende rent 1-N-(R-¥-amino-c-
hydroxybutyryl)gentamicin B, udbytte 0,6 g, [a];a + 118,1O (¢, 1 i vand). pmr
(ppm) (DZO): §1,23 (4"-C-EE3), 2,66 (3"-Nﬁg§3), 4,2 (H-2m', J=5Hz og 3Hz), 5,03
(H-1v, J=4 Hz), 5,4 (H-1', J=3,5 Hz).

Analyse beregnet for: C,.H,_0..N 3CO 4H 0: C: 39,64, H: 6,78, N: 8,89%.

237°45712°5?
Fundet: C: 39,88, H: 6,58, N: 9,28%.

Forseg D

Omdannelse af 3,6'-di-N-tert, butoxycarbonylgentam1c1n B til 1-N- (S~B-amino-a-
hydroxypropionyl)gentamicin B.
A, 1-N-(S~-p-N-benzyloxycarbonylamino~c-hydroxypropionyl)-3, 6'-d1-N—tert butoxy-

carbonylgentamicin B.

Til en omrgrt oplgsning af 3,6'-di-N-tert.butoxycarbonylgentamicin B
(11,28 g, 16,4 mmol) i methanol (100 ml) og vand (100 ml) blev der sat en oplgs-
ning af N-(S-B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxypropionyloxy)succinimid (10 g,
30 mmol) i 40 ml N,N-dimethylformamid i lgbet af 15 minutter. Efter en periode pi
to timer blev oplgsningsmidlerne afdampet i vakuum ved 50°C. Den resulterende ind-
dampningsrest blev chromatograferet pd 500 g silicagel under anvendelse af 30:10:
0,5 chloroform:methanol:koncentreret ammoniumhydroxid, hvorved vandtes 13,22 g
1-N-(§-B-benzy1oxycarbonylamino-a-hydroxypropionyl)-3,6'-di-N-tert.butoxycarbonyl-

gentamicin B.
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B. 1-N-(S-B-amino-at-hydroxypropionyl)gentamicin B.

Produktet fra trin A blev hydrogeneret ved 4 atmosfzrer ved stuetem-
peratur i en blanding af vand (730 ml) og methanol (240 ml) i nzrvarelse af 0,7 g
5% palladium-pd-kul-katalysator i 24 timer. Katalysatoren blev fjernet ved filtre-
ring gennem en pude af Celitég%g vasket med vand. De samlede filtrater blev kon-
centreret, og inddampningsresten blev tgrret omhyggeligt. Produktet blev oplgst i
trifluoreddikesyre (80 ml) og henstillet i 3 minutter. Oplgsningen blev hzldt i
et overskud af ether (2 liter) til udfzldning af trifluoreddikesyresaltet af rent
1-N-(S~B-amino-x-hydroxypropionyl)gentamicin B. Det blev isoleret ved filtrering,
vasket med ether og tgrret., Produktet blev behandlet med AmberlitgbIRA-4018 (OH™)-
harpiks i vand til pH 9, hvorefter oplgsningen blev filtreret, harpiksen blev vas-
ket, og den samlede oplgsning blev lyofiliseret, hvorved vandtes 1-N-(S-B-amino-a-
hydroxypropionyl)gentamicin B, [a]gé + 112,5o (c, 0,4 i vand), pmr (ppm) (DZO):
81,15 (4"-0-953), 1,36 (H-2ax, J;,, = Jys3 = J,ax,,eq=12,5 Hz), 1,90 (H-2eq),

2,45 (3"-N-E§3), 4,06 (H-5"eq, Js"eq,ax = 13,0 Hz), 4,13 (H-2m, Jz"‘,3"‘ =~ 4,0

og 7,0 Hz), 5,05 (H-1", J,", " = 4,0 Hz), 5,32 (H-1',J},5,, = 3,0 Hz).
Udbytte = nasten kvantitativt.
c. Fremgangsméderne ifglge eksemplerne 17A og 17B blev gennemfgrt under an-

vendelse af N-(§75-benzyloxycarbony1amino-a-hydroxyvaleryloxy)succinimid i stedet
for det 1 trin A specificerede succinimid-reagens, hvorved vandtes 1-N-(S-6-

amino-a-hydroxyvaleryl)gentamicin B.

Forseg E
Omdannelse af 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylaminoglycosider til 1-N-(S-¥-amino-a-
hydroxybutyryl)aminoglycosider.
A. Fremstilling af 1-N-(g-!-amino-a-hydroxybutyryl)kanamycin A,
(1) Til en omrgrt oplgsning af 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylkanamycin A (1,54 g,
2 mmol) i tetrahydrofuran (20 ml) og vand (20 ml) blev der drdbevis sat en oplgs-
ning af N-(§:K—benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)succinimid (1,163 g,
3 mmol) i 2 ml N,N-dimethylformamid. Der blev omrgrt i to timer. og derefter kon-
centreret i vakuum, og den sirupsagtige inddampningsrest blev chromatograferet pa
silicagel (150 g), idet der blev elueret med chloroform:methanol:koncentreret ammo-
niumhydroxid (2:1:0,35)-oplgsningsmiddelblanding. De ensartede fraktioner indehol-
dende det gnskede produkt, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev samlet, og de
samlede eluater blev inddampet i vakuum til en rest omfattende 1-N-(S-¥-benzyloxy-
carbonylamino-a-hydroxybutyryl)—3,6'-di-N-benzyIOXycarbonylkanamycin A, udbytte
1,3 g.

(2) Produktet fra trin A(1) blev hydrogeneret i vandig methanol (1:1)
(20 ml) i nerverelse af 5% palladium-pa-trazkul (0,10 g) i 3 timer. Katalysatoren
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blev fraskilt ved filtrering, og det resulterende filtrat blev inddampet i vakuum

til en rest omfattende 1-N-(§JT-amino-a-hydroxybutyryl)kanamycin A i kvantitative
udbytter.

B. Ved fremgangsmaden ifglge trin A blev N-(S-B-bénzyloxycarbonylamino-
a-hydroxypropionyloxy)succinimid anvendt i stedet for N-(S-¥-benzyloxycarbonyl-
amino-g-hydroxybutyryloxy)succinimid, hvorved vandtes 1-N-(S-B-amino-a-hydroxy-

propionyl)kanamycin A i et totalt udbytte stgrre end 50% af det teoretiske.

Forseg F

Omdannelse af 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B til 1-N-(S~-B-amino-a-hydroxy-
propionyl)gentamicin B og til 1-N-(R-B-amino-c-hydroxypropionyl)gentamicin B,
A. l-N-(S-B-amino-a-hydroxypropionyl)gentamicin B.

Til en oplgsning af 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B (3,75 g, 5 mmol)
i methanol (25 ml) og vand (25 ml) blev der under omrgring sat en oplgsning af N-
(8-B-benzyloxycarbonylamino-z-hydroxypropionyloxy) succinimid (2,18 g, 6,5 mmol) i
dimethylformamid (12 ml). Reaktionsblandingen blev omrgrt i 2 timer, koncentreret
i vakuum, og inddampningsresten blev oplgst i vand (75 ml) og methanol (75 ml).
Der blev hydrogeneret i narvarelse af 5% palladium-pa-trzkul (5 g) ved 4 atmosfzrer
i 24 timer. Katalysatoren blev fjernet ved filtrering genpeﬁ en pude af Celite og
vasket med vand. Samlet filtrat og vaskevasker blev koncentreret, og inddampnings-
resten blev chromatograferet pa Dowex-1 x 2-ionbytterharpiks (200 g, 200-400 mgsh)
i hydroxidform, idet der blev elueret med vand. De ensartede fraktioner indeholden-
de 1-N-(8-B-amino-a-hydroxypropionyl)gentamicin B, bestemt ved tyndlagschromato-
grafi pa silicagel under anvendelse af chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (3:4:2)
som oplgsningsmiddelsystem, blev samlet. Der blev koncentreret til lille volumen,
fortyndet med vand og lyofiliseret, hvorved vandtes 1-N-(S-B-amino-c~hydroxypro-

pionyl)gentamicin B, udbytte 1,7 g (60% af det teoretiske).

B. 1-N-(R-B-amino~-a-hydroxypropionyl)gentamicin B.

P4 tilsvarende mdde som beskrevet i trin A blev 3,6'-di-N-benzyloxy-
carbonylgentamicin B behandlet med 1-N-(R-B-benzyloxycarbonylamino-o-hydroxypro-
pionyloxy)succinimid, og det resulterende produkt blev isoleret og renset pi til-
svarende made som beskrevet, hvorved vandtes 1-N-(R-B-amino-c-hydroxypropionyl)-

gentamicin B.

c. Omdannelse af 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B til 1-N-(S-B-amino-a-
hydroxypropionyl)gentamicin B og 1-N-(R-B-amino-«-hydroxypropionyl)gentami-
cin B under anvendelse af racemisk (-N-benzyloxycarbonylamino-x-hydroxy-
propionsyre.

(1) Til en omrgrt oplgsning af 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B (1 g,

1,33 mmol) i methanol (5 ml) og vand (5 ml) blev der sat en oplgsning af racemisk
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N-(B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxypropionyloxy)succinimid (0,674 g, 0,2 mmol)

i dimethylformamid (2 ml). Der blev omrgrt i 2 timer, og dérefter blev oplgsnings-
midlet afdampet i vakuum, Inddampningsresten blev chromatograferet pa silicagel
(60-100 mesh, 100 g), idet der blev elueret med en blanding af chloroform:metha-
nol: ammoniumhydroxid (30:10:1). Fraktionerne fulgtes ved tyndlagschromatografi pa
silicagel under anvendelse af chloroform:methanol:ammoniumhydroxid (2:1:0,35) som
oplgsningsmiddelsystem., De ensartede fraktioner indeholdende 1-N-(S-B-benzyloxy-
carbonylamino-a-hydroxypropionyl)-3,6’-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B blev
samlet og inddampet i vakuum, og der blev tilsat vand til inddampningsresten og
lyofiliseret fra vand, udbytte 0,42 g (65% af det teoretiske). Tilsvarende blev
de ensartede fraktioner indeholdende 1-N-(R-B-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxy-
propionyl)gentamicin B samlet, oplgsningsmidlerne blev afdampet i vakuum, der blev

tilsat vand og lyofiliseret, udbytte 0,36 g (55,8% af det teoretiske).

(2) Hver af de to fraktioner blev hydrogeneret separat i methanol (5 ml) og
vand (5 ml) i nerverelse af 5% palladium-pé-trzkul-katalysator ved 4 atmosfzrer i
24 timer. I begge tilfzlde blev katalysatoren fjernet ved filtrering gennem Celite,
vasket med vand, og de samlede filtrater blev inddampet til en rest. Til inddamp-
ningsresten blev der sat vand og lyofiliseret, hvorved vandtes henholdsvis rent
1-N-(§-B-amino-a-hydroxypropionyl)gentamicin B og 1-N-(R-B-amino-a-hydroxypropi-
_onyl)gentamicin B i n=sten kvantitative udbytter.

Forseg G
Omdannelse af 3,6'-di-N-benzy1oxycarbony1gentamicin B til 1-N-(§~K-amino-a-hyd-
roxybutyryl)gentamicin B og l-N-(EJFLamino-a-hydroxybutyryl)gentamicin B under an-
vendelse af racemisk N-¥-benzyloxycarbonyl-a-hydroxysmgrsyre.
P4 tilsvarende made som beskrevet i forseg F del C blev 3,6'-di-N-benzyloxy-
carbonylgentamicin B i vandig methanol behandlet med en oplgsning af racemisk N-
CK-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryloxy)succinimid i dimethylformamid, hvor-
efter reaktionsblandingen blev inddampet i vakuum til en rest omfattende 1-N-(R,S-
5-benzyloxycarbonylamino-a-hydroxybutyryl)-3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin
B. Der blev chromatograferet pa silicagel pa tilsvarende mide som beskrevet i for-
seq F del C, og de ensartede fraktioner, bestemt ved tyndlagschromatografi, blev
samlet, og hver af de samlede fraktioner blev inddampet i vakuum til en rest om-
fattende henholdsvis 1-N-(SJX-benzyloxycarbony1amino-a-hydroxybutyry1)-3,6'-di-
N-benzyloxycarbonylgentamicin B og 1-N-(R-leenzyloxycarbonylamino-a-hydroxy-
butyryl)-S,6'-di-N-benzyloxycarbonylgentamicin B. Hver af de to fraktioner blev
hydrogeneret i nzrvarelse af 5% palladium-pé-trakul-katalysator pé tilsvarende
mide som beskrevet i forseg F del C(2)hvorved vandtes henholdsvis 1-N-(S-¥-amino-

a-hydroxybutyryl)gentamicin B og 1-N-(R-K-amino-m-hydroxybutyryl)gentamicin B.
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PATENTKRAYV

1. Fremgangsméde til selektiv blokering af aminogrupper med acyl-beskyttel-
sesgrupper Y i aminocyclitolaminoglycosider, hvori mindst én af aminogrupperne ud-
viser en tilgasngelig, nabostillet hydroxygruppe, og hvori mindst én af aminogrup-
perne ikke har nogen tilgengelig, nabostillet hydroxygruppe eller mindst en af
aminogrupperne er sterisk mindre tilgengelig for en sddan, kendetegnet
ved, at en 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol med hydroxygrupper, der
er tilgengelige for og nabostillet til enhver aminogruppe bortset fra dem i stil-
lingerne 3 og 6' eller i stillingerne 2' og 3 eller i stillingerne 2' og 6' eller
i stillingerne 3, 2' og 6', i et aprotisk eller protisk, indifferent organisk op-
lesningsmiddel, der kan indeholde op til ca. 25 vol% vand, omszttes med mindst 2
molekvivalenter af et salt af en divalent kation af overgangsmetallerne kobber,
nikkel, cobalt eller cadmium eller af blandinger af disse overgangsmetaller pr.
molekvivalent 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol, hvorefter det sdledes
dannede kompleks mellem overgangsmetalsaltet og mindst ét gruppepar bestdende af
aminogruppen og den for denne tilgengelige, nabostillede hydroxygruppe omszttes
med omtrent s& mange molzkvivalenter af et aminoacyleringsmiddel, som svarer til
antallet af aminogrupper henholdsvis 3 og 6' eller 2' og 3 eller 2' og 6' eller
3, 2' og 6', der skal acyleres med Y, og at det sdledes vundne, tilsvarende Y-acy-
lerede kompleks ved hjalp af et faldningsmiddel for overgangsmetal-kationer eller
med ammoniumhydroxid omsattes til den tilsvarende 3,6'-di-, 2',3-di-, 2',6'-di-
eller 3,2',6'-tri-N-Y-4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol.

2. Fremgangsmide if¢lge krav 1, k ende t e g n e t ved, at omsztningen
af komplekset med amino-blokeringsmidlet foregdr im situ.

3. Fremgangsmidde ifglge krav 1 eller 2, k end e t e gn e t ved, at der
som overgangsmetalsalt anvendes et salt af kobber(II), nikkel(II) og/eller cobalt

(I1), fortrinsvis et tilsvarende acetat.
4. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-3, kende t e g

net ved, at 4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitolen pr. molekvivalent
omszttes med i almindelighed mindst to, navnlig ved anvendelse af nikkelsalte dog
ofte ogsd ferre, molazkvivalenter af overgangsmetalsaltet, idet der i tilfelde af
et protisk oplesningsmiddel og/eller tilstedevarelse af vand fortrinsvis anvendes
et overskud af overgangsmetalsaltet.

5. Fremgangsmdde ifg¢lge krav 4, k ende t e gn e t ved, at der som 4,6~
di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol anvendes en af f¢lgende: gentamicin B,
gentamicin Bl’ gentamicin A3, kanamycin A eller 6'-N-methylkanamicin A, og at der
anvendes ca. to molzkvivalenter af amino-blokeringsmidlet og sdledes vindes den

tilsvarende 3,6'-di-N-Y-4,6-di-0-(aminoglycosyl)—1,3-diaminocyclitol.
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6. Fremgangsmide ifglge krav 4, kendetegnetved, at der som 4,6~
di-0-(aminoglycosyl)-1,3-diaminocyclitol anvendes en af fe¢lgende: kanamycin C,
Antibioticum G-418, gentamicin A, Al eller Xz, og at der benyttes ca. to molakvi-
valenter af amino-blokeringsmidlet og siledes vindes den tilsvarende 3,2'-di-N-Y-
4,6-di-0-(aminoglycosyl)-1,3~diaminocyclitol.

7. Fremgangsmide ifg¢lge krav 4, kendetegmnet ved, at der som 4,6-
dijg—(aminoglycosyl)-l,3—diaminocyclit01 anvendes en af f¢lgende: sisomicin, ver-
damicin, tobramycin, gentamicin Cl’ gentamicin Cia0 gentamicin Cys gentamicin C2a’
gentamicin CZb’ Antibioticum 66-40B, Antibioticum 66-40D, Antibioticum JI-20A,
Antibioticum JI-20B, Antibioticum G-52 eller deres 5-epi- og 5-epi-azido—5-deoxy-
analoge, eller anvendes en af felgende: kanamycin B, 3',4'-dideoxykanamycin B,
nebramycin-faktor 4, nebramycin-faktor 5', 3',4'-dideoxy-3"',4"'-dihydro-kanamycin B,
3',4'-dideoxy-6'-N-methylkanamycin B eller 5-deoxysisomicin, og at
der anvendes ca. to molzkvivalenter af amino-blokeringsmidlet og sdledes vindes
den tilsvarende 2',6'-di—N—Y—4,6—di-0—(aminoglycosyl)—l,3—diaminocyc1itol.

8. Fremgangsmide ifglge krav 4, kendetegnet ved, at der som 4,6—
dijgf(aminoglycosyl)-l,3—diaminocyc1itol anvendes en af f¢lgende: sisomicin, ver-
damicin, tobramycin, gentamicin Cl’ gentamicin Cla’ gentamicin Cy» gentamicin Coas
gentamicin CZb’ Antibioticum 66-40B, Antibioticum 66-40D, Antibioticum JI-20A,
Antibioticum JI-20B, Antibioticum G-52, en af de 5-epi~ og 5~epi-azido-5-deoxy-
analoge deraf, eller en af fglgende: kanamycin B, 3',4'-dideoxykanamycin B, nebra-
mycin-faktor 4, nebramycin-faktor 5', 3',4'~dideoxy-3',4"'~dehydrokanamycin B,
3',4"'-dideoxy-6"-N~methylkanamycin B og 5-deoxysisomicin, og at der anvendes ca.
tre molakvivalenter af amino-blokeringsmidlet og siledes vindes den tilsvarende
3,2',6'-tri—N—Y—a,6-di—0—(aminoglycosy1)-1,3—diaminocyclitol.

9, 4,6-Di—0—(aminog1ycosy1)—1,3—diaminocyclitol, der er selektivt blokeret
i stillingerne 3,2',6' og kan fremstilles ved fremgangsmdden ifelge krav 1, til
anvendelse som mellemprodukt ved fremstilling af 1-N-substituerede derivater af
4,6—di—0-(aminoglycosyl)—1,3—diaminocyclitoler, kendetegnet ved, at
den er valgt blandt:
3,2',6'~tri-N-Y-sisomicin, 3,2',6'-tri-N-Y-verdamicin,
3,2',6'-tri-N-Y-tobramycin, 3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin Cl’
3,2',6'~tri-N-Y-gentamicin C, _, 3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin C,,
3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin CZa’ 3,2',6'-tri-N-Y-gentamicin CZb’
3,2',6'-tri-N-Y-Antibioticum 66-40B,
3,2',6'-tri-N-Y-Antibioticum 66-40D,
3,2',6'-tri-N-Y-Antibioticum JI-20A,
3,2',6'-tri-N-Y-Antibioticum JI-20B,
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3,2",6'-tri-N-Y-Antibioticum G-52,

de 5-epi- og S-epi-azido-S-deoxy-analoge af de foregéende:
3,2',6'~tri-N-Y-kanamycin B,
3,2',6'-tri-N-Y-3',4'-dideoxykanamycin B,
3,2',6'-tri-N-Y-nebramycin-faktor 4,
3,2',6'~tri-N-Y-nebramycin-faktor 5,
3,2',6'-tri-N-Y-3',4'~dideoxy-3‘,4'-@ehydrokanamycin B,
3,2',6'-tri-N-Y-3',4'-dideoxy-6'-N-methylkanamycin B og
3,2',6'-tri-N—Y-S-deoxysisomicin,

hvor Y er en acyl-gruppe.

10. Forbindelse ifglge krav 9, k end e ¢t egnetved, at Y er acetyl,
2,2,2~trichlorethoxycarbony1 eller benzyloxycarbonyl. '

11. Forbindelse ifglge krav 9 oglo,kendetegnet ved, at den er
3,2",6'-tri-N-~acetylsisomicin.

12. 4,6—Di-0-(aminoglycosyl)—l,3-diaminocyc1itol, der er selektivt blokeret
i stillingerne 3,6' og kan fremstilles ved fremgangsmaden ifelge krav 1,
til anvendelse som mellemprodukt ved fremstilling af 1-N-substituerede derivater
af 4,6—di-0-(aminoglycosyl)—1,3-diamin0cyclitoler, kendetegnet ved, at
den er valgt blandt:
3,6'-di-N-Y-gentamicin B, 3,6'-di-N-Y-gentamicin Bl’
3,6'-di-N-Y-gentamicin A3, 3,6'~di-N-Y-kanamycin A,
3,6’-di-N-Y-6'-N-methylkanamycin A,
hvor Y er en acylgruppe.

13. Forbindelse ifglge krav l2, kendetegnet ved, at Y er valgt
blandt acetyl, tert.butoxycarbonyl, benzyloxycarbonyl og 2,2,2-trichlorethoxycar-
bonyl.

14, Forbindelse ifglge krav 12 og 13, kende t e gnet ved, at den er
3,6'-di—N-tert.butoxycarbonylkanamycin A eller 3,6'—dif§fbenzyloxycarbonylkanamy-
cin A,

15. Forbindelse ifglge krav 12 0og 13, k en d e tegnet ved, at den er
3,6'—di—N—tert.butoxycarbonylgentamicin B eller 3,6'-di-N-benzyloxycarbonylgenta—
micin B.

16. 4,6—Di—0—(aminog1ycosyl)—1,3—diaminocyc1itol, der er selektivt blokeret
i stillingerne 2',6' og kan fremstilles ved fremgangsmaden ifelge krav 1,
til anvendelse som mellemprodukt ved fremstilling af 1-N-substituerede derivater
af 4,6—di—0—(aminoglycosyl)-1,3¥diaminocyclitoler, kendetegnet ved, at
den er valgt blandt:
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2 ,6'-di-N-Y~sisomicin, 2',6'-di-N-Y-verdamicin,
2',6'-di-N-Y-tobramycin, 2',6'-di-N-Y-gentamicin C,,
2',6'-di-N-Y-gentamicin Ciav 2',6'-di-N-Y-gentamicin C,,
21 ,6'-di-N-Y-gentamicin CZa’ 21,6'-di-N-Y-gentamicin C2b’
2',6'-di-N-Y-Antibioticum 66-40B, 2',6'-di-N-Y-Antibioticum 66-40D,
2',6'-di-N-Y-Antibioticum JI-20A, 2',6'-di-N-Y-Antibioticum JI-20B,
2! ,6'-di-N-Y-Antibioticum G-52,
de 5-epi- og 5-epi-azido-5-deoxy-analoge af de foregdende,
21,6'-di-N-Y-kanamycin B, 2!,6'-di-N-Y-3',4'-dideoxykanamycin B,
2',6'~di-N-Y-nebramycin-faktor 4,
21 ,6'.di-N-Y-nebramycin-faktor 5',
21,6'-di-N-Y-3',4'-dideoxy-3',4'~-dehydrokanamycin B,
2',6'-di-N-Y-3',4'-dideoxy-6'-N-methylkanamycin B og
21,6'-di-N-Y-5-deoxysisomicin,
hvor Y er en acylgruppe.

17. Forbindelse if¢lge krav 16, k ende t e gn e t ved, at Y er valgt
fra giuppen bestdende af 2,2,2-trichlorethoxycarbonyl, tert.butoxycarbonyl og ben-

zyloxycarbonyl.
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