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Pfizer Corporation; Calle 15 1/2, Avenida Santa Isabel, Colon, Panama.

Menetelmd uusien 2-decksistreptamiiniaminoglykosidiyhdisteiden val-
mistamiseksi - F&rfarande f®&r framstdllning av nya 2-deoxistreptamin-

aminoglykosid-foreningar

Lisdys patenttihakemukseen n:o 752951

Tdmdn keksinndn kohteena ovat antibakteeriset yhdisteet ja
keksintd koskee erityisesti uusien antibakteeristen 2-deoksistreptamii-
niaminoglykosidien ryhmdd sekd menetelmid ndiden yhdisteiden valmis-
tamiseksi.

Pd&hakemuksen n:o 752951 kohteena ovat uudet yhdisteet, joil-

la on yleinen, kaava:

1
CHZNHR NH2

oH
!
0 NHCHZCH(CHZ)DNH2 (I

R30 ORu -

yhdisteitd, jossa kaavassa Rl on vetyatomi tai alempi alkyyliryhmd;



R2 on amino- tai hydroksyyliryhmZ,; Jjoko R3 tal Rq on vetyatomi,

toisen niistd ollessa glykosyyliryhmd; ja n on 1, 2 tai 3; sexd ndi-
den yhdisteiden farmasgaffigésti hyvéksytytyﬁ happo-additiosuolat. (

Ru:n ollessa glykosyyliryhmd se voli olla yksinkertainen hekso-
pyranosyyliryhmd, joka edullisesti sisdltdd aminoryhmdn, esim. 3-ami-
no—3—deoksi*irD—glukopyranosyyliryhmé, joka on todettavissa kanamy-
siini A:ssa ja B:ssd. R3:n ollessa glykosyyliryhmd, tdmd ryhmd on
yleensd pentofuranosyyliryhmd, mahdollisesti kytkettynd toiseen hek-
sopyranosyyliryhmddn toisella glykosidisidoksella. R3 voi esim.
olla /@—D—ribofuranosyyliryhmé, joka ryhmd on todettu ribostamysii-
nissé.

Sanonnalla "alempi alkyyli" tarkoitetaan 1-4 hiiliatomia
sisdltdvdd ryhmdd, joka voli olla joko suora tai haarautunut.

Keksinndén mukaisesti gg~§;5§@§§§§EE_ngggﬂg§ pddhakemuksen
n:o 752951 mukaiseen keksintd6n valmistamalla yhdisteitd, joiden
kaavassa (I) n on L4-6.

Keksinnén mukaisten yhdisteiden farmaseuttisesti hyvdksyttid-
vid happoadditiosuoloja ovat ne, jotka muodostuvat hapoista, jotka
muodostavat myrkyttémid, farmaseuttisesti hyvdksyttdvid anioneja,
kuten hydrokloridi-, hydrobromidi-, hydrojodidi~-, sulfaatti- tai
bisulfaatti-, fosfaatti- tai hapan fosfaatti-, asetaatti-, maleaatti-,
fumaraatti-, laktaatti-, tartraatti-, sitraatti-, gukonaatti-,
sukkinaatti-, p-tolueenisulfonaatti- ja karbonaattisuolat.

Keksinnén mukaisia yhdisteitd valmistetaan pididhakemuksessa
n:o 752951 kuvatuilla menetelmilld, esim. pelkistdmilld yhdiste,

jolla on kaava:

1
CH,NHR §$2
0 0 0H
" 1
HO 0 NH-C-CH(CH,) Ni, (IT)
HO R2 r30 orR?

. 1 4 . " . o

jossa kaavassa R"-R’ merkitsevdt samaa kuin edelld ja n on u4-8,
saattamalla se reagoimaan pelkistdvdn aineen kanssa sopivassa liuo-
tinaineessa, jotta aikaansaataisiin N-l:n asemassa olevan amidisi-

doksen pelkistyminen.



Useat kaavan (II) mukaiset yhdisteet ovat tunnettuja yhdis-
teitd. Esim. 1-N-(6-aminc-2-hydroksiheksanoyyli) kanamysiini A on
kuvattu julkaisussa "J. Antibiotiecs', 1974, 27, 8531. Muut yhdisteet
voldaan valmistaa analogisilla menetelmilld.

Yleensd renkaat ovat molemmat "tuoli" muotoa, ja jokainen
substituenttiryhmistd sijaitsee ekvatoriaalisesti renkaan suhteen.
Edelleen heksopyranosyylirenkaan ja 2-deoksistreptamiinirenkaan
vdlinen glykosidisidos on yleisemmin cA-sidos edellisen suhteen,
erityisesti silloin kun kaavan (II) mukaiset yhdisteet on valmistettu
luonnossa esiintyvistd 2-deoksistreptamiiniaminoglykosideistd, Li-
sdksi saattaa N-1l:ssd oleva /ﬁ—hydroksi—GU-aminoalkyyliryhmé olla
S- tai R-konfiguraatiomuodossa tai se saattaa esiintyd kummankin
optisen isomeerin seoksena.

Keksinnén mukaisten yhdisteiden arvostus antibakteerisina
aineina in vitro suoritetaan mddrddmdlld sopivassa vdliaineessa
testattavan yhdisteen pienin estovdkevyys (M.I.C.), jolle kyseisen
mikro-organismin kasvua ei endd tapahdu. Kdytdnndssd ympdtddn agar-
levyille, joissa jokaisessa on testattavan yhdisteen tietty vdkevyys,
vakiom&ddrd testettavien mikro-organismien soluja, ja Jjokainen levy
id4tetadn 24 tuntia 37°C:ssa. Levyiltd tutkitaan bakteerien kasvun
ldsndolo tai poissaolo ja kyseessd oleva M.I.C.-arvo merkitddn.
Ndissd kokeissa testattiin seuraavien mikro-organismien kantoja:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus sekd Streptococcus faecalis.

In vivo arvostus suoritetaan antamalla yhdisteitd ruiskeina
ihon alle hiirille, jotka on tartutettu kannalla Escherichia coli.
Jokainen yhdiste annetaan hiiriryhmille annosmddriltddn sarjoina,
ja yhdisteiden aktiviteetti mddrdtddn sen annocksen mukaan, jcoka
antaa 50 %:n suojan Escherichia coli:n tappavaa vaikutusta vastaan 27
tunnin ajaksi.

Thmiselle voidaan keksinnén mukaisia antibakteerisia aineita
antaa sellaisenaan, mutta ne annetaan yleensd sekoitettuina farma-
seuttisiin kantoaineisiin, jotka on valittu ottamalla huomioon aiottu
annostustapa sekd farmaseuttinen kdytdntd. Yhdisteitd voidaan annos-
tella esim. suun kautta tablettien muodossa niiden sisdltHessd sel-
laisia tdyteaineita kuin tdrkkelystd tai laktoosia, tai kapseleina

joko sellaisenaan tail sekoitettuina tdyteaineisiin, tai maku- tai



vidriaineita sisdltdvien eliksiirien tai suspensioiden muodossa.
Niitid voidaan antaa parenteraalisesti, esimerkiksi suoneen, lihak-
seen tai ihon alle. Parenteraalisesti kdytettyind tulos on paras
yvhdisteen ollessa liuotettuna steriiliin vesiliuokseen, joka voi
sisdltdd toisia siihen liuotettuja aineita, esim. riittdvidsti suo-
loja tai glykoosia, jotta liuos saataisiin isotooniseksi.

Thmiselle annettuna keksinnén mukaisten antibakteeristen
yhdisteiden pdivittdisen annoksen suuruus 92~verrattav1ssa nykylsln\
kaytossa olevien antlbakteerlsten amlnoglykos1d1yhdlste1den vastaa—
vien annoksien suuruuksiin, esim. 0,1-50 mg/kg (jaettuina annok81na)
annostuksen ollessa parenteraalinen, tai 10-100 mg/kg (jaettuina
annoksina) annostuksen tapahtuessa suun kautta. Ndin ollen yhdistei-
td sisdltdvdt suun kautta aina 4 kertaa asti pdivdssd otettavat
tabletit tai kapselit sisdltdvdt 0,1-1 g aktiivista ainetta, kun
taas parenteraaliseen kdyttddn tarkoitetut annosyksikdt sisdlta-
vat 10-500 mg aktiivista ainetta. Lddkdri mddrdd joka tapauksessa
yksittdiselle potilaalle annoksen sopivimman suuruuden, joka vaihte-
lee potilaan idn, painon ja herkkyyden mukaan. Edelld mainittujen
annosten suuruudet ovat esimerkkejd keskivertopotilaalle annettavista
annoksista. On tietysti olemassa yksittéisié tapauksia, joissa suurem-
pien tai piehempien annoksien antaminen on suositeltavaa, Ja tdmin-
kaltaiset tapaukset kuuluvat keksinndn suojapiiriin.

Seuraavat esimerkit kuvaavat uusien keksinn®n mukaisten

-

aineiden valmistusta. Lampdtilat ovat OC:ina;_on rekisterdity tava-

|
\

ramerkki.

Esimerkki 1
l—N(?S)—2—hydroksi-6-amino-heksanoyyli]kanamysiini A dikarbo-

naattia (1,0 g, 1,36 millimoolia) liuotettiin vedettdmddn trifluori-

etikkahappoon (10 ml) ja liuos haihdutettiin kuiviin tyhjdssd, jol-
loin saatiin viskoosista kumin tapaista ainetta. Jddnndstd kdsitel-
tiin diboraanin 1 molaarisella liuoksella tetrahydrofuraanissa (75 ml)
kuivassa typpi—atmosfaéfissé ja saatua liuosta kuumennettiin 50-.
55°:ssa 5 tuntia. Haihdutettaessa orgaaninen liuos vdhennetyssd pai-
neessa saatiin kumin tapaista ainetta, joka otettiin 2 N kloorivety-
happoon (10 ml). 10 minuutin kuluttua liuos tehtiin emdksiseksi

pH-arvoon 10 kdyttden 5N natriumhydroksidiliuosta ja sitten tehtiin



pH-arvoon 6 kdyttden 2N kloorivetyhappoa. Liuos kromatografoitiin
kdyttden Sephadex CM-25 kolonnia ammonium-ioni-muodessa (3,5 x 90 cm)
ja eluoimalla vedelld ammoniumhydrcxsidilla, jonka vikevyys kasvoil
arvosta 0 arvoon 0,6N. Tuotefraktiot todettuna ohutkerros-kromato-
grafian avulla yhdistettiin ja haihdutettiin tyhjdssi, jolloin saa-
tiin 1-N-{{8)-2-hydroksi-6-amino-heksyylilkanamysiini A (0,64 g,

6L %).

Ohutkerros-elektroforeesi: Rf = 0,85

(Elektrolyytti muodostuil yhtdsuurista osista etikka- ja muu-
rahaishappoa, jolloin saatiin pH-arvo 2, ja 900 voltin potentiaali-
ero asetettiin 20 cm pituisen, silikapddllystetyn levyn pdihin 45 mi-
nuutin ajaksi. Toteaminen suoritettiin kuivaamalla levy, suihkutta-
malla tert.-butyylihypokloriitin sykloheksaaniliuoksella, jota seu-
rasi levyn kuivaaminen, jddhdyttdminen ja kehittdminen, joka suori-
tettiin tdrkkelys-kaliumjodidiliuoksella. Ndissd olosuhteissa 1l&h-
tdaineelle saatiin Rf-arvo 1,0).

Ndyte muutettiin haihtuvaksi penta-N-asetyyli-okta-0-trimetyy-
lisilyylijohdannaiseksi kdsittelemd 114 sitd etikkahapon anhydridil- \
1& huoneenldmpdtilassa metanolissa 24 tunnin ajan, jonka jdlkeen
yhdiste saatiin reaktioon heksametyylidisilatsaanin ja trimetyyliklo-
rosilaanin 2:1 seoksen kanssa huonelémpétilassa 24 tunnin aikana.

m, . .. . ..M,
/e:n todettiin olevan 1385. C58H123N5017818vaat11 /e:n 1385.

Esimerkit 2 ja 3 |
Tarkalleen samalla tavalla kuin mitd esimerkissd 1 on kuvattu, |
mutta ldhtemdlld vastaavista l-N-asyylikanamysiini A-johdannaisista

valmistetaan 1-N-(2-hydroksi-7-amino-heptyylidkanamysiini A ja

1-N(2-hydroksi-8-amino-oktyyli)kanamysiini A.
Koetulokset, jotka on saatu esimerkin 1 mukaisesta yhdis-
teestd mddrdttdessd sen antibakteerinen aktiviteetti: in vitro edel-

1& kuvatuilla menetelmilld, on esitetty seuraavassa taulukossa.



Taulukko: In vitro aktiviteetti

. M.I.C.'s S/}Lg/ml)

E. Coli Klebsiella Proteus B Pseudomonas Staphylococcus
o prieumoniae mirabilis aeruginosa aureus
6.2 . 6.2 3.0 |- 3.1 1.6

Edelld esitetyn perusteella on selvdd, ettd esilld oleva kek-
sintd koskee: . |

(1) Uusia kaavan (I) mukaisia 2-deoksistreptamiini-aminogly-
kosideja | |

(2) farmaseuttisia koostumuksia sisdltden uusia kaavan (I)
mukaisia aminoglykosideja farmaseuttisesti hyvdksyttdvdnd happoaddi-
tiosuolana '

(3) menetelmdd oram-positiivisten ja gram-negatiivisten
infektioiden hoitamiseksi annostelemalla uusia kaavan (I) mukaisia
aminoglykosideja |

(4) menetelmid uusien kaavan (I) mukaisten aminoglykosidien

valmistamiseksi.



Patenttivaatimukset.

1. Menetelm¥ uusien 2-deoksistreptamiini-aminoglykosidien,

joilla on yleinen kaava:

CH NHR

& b—NHCH CH(CH ) NH (I)

jossa kaavassa Rl on vetyatomi tai alempi alkyyliryhmi; R2 on amino-

tai hydroksyyliryhmd; joko R3 tail RL+ on vetyatomi, toisen niistd

ollessa glykosyyliryhméd;ja n on 4,5 tai 6; sekd niiden farmaseutti-

sesti hyviksyttyjen happo-additiosuolojen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd pelkistetddn yhdiste, jolla on kaava:

CH NHR

0 OH
n ¢
NHC—CH(CHz)nNH2 (I

jossa RY-R" sekd n merkitsevdt samaa kuin edelld, ja kaavan I mukai-~
nen yhdiste eristetddn.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unne t tu
siitd, ettd kaavan (II) mukainen yhdiste pelkistetd3n diboraanilla
kaavan (I) mukaisen yhdisteen saamiseksi. ‘

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd R3 on vetyatomi ja Rl+ on 3-amino-3-deok-
si-0&-D-glukopyranosyyliryhmi.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd Rq on vetyatomi ja R® on /Q-D-riboranoszg}iryhmé. t_j?

5. Jonkin patenttivaatimusten 1-4 mukainen menetelmd, t u n -

-

nettu siitd, ettd Rl'on vetyatomi tai metyyliryhmé.

6. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un n e t-
tu siitd, ettd kaavan (I) mukainen yhdiste on 1-N-{(S)-2-hydroksi-6-
amino-heksyyli]-kanamysiini A.



"Patentkrav.

1. F&rfarande fdr framstdllning av nya 2- deox1streptam1n ami-
no- glyk051der med den allminna formeln '

N
_}cuzuun n

.varl Rl betecknar en vdteatom eller en ldgre alkylgrupp; R2 betecknar
en ‘amino- eller hydroxylgrupp, ndgondera av R3 och Ru betecknar en
véteatom medan den andra &r en glykosylgrupp; och-n dr 4,5 eller 6;
jémte deras farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalter, k & n -

. netecknat ddrav, att man reducerar en f8rening med formeln:

1
lﬂ%ﬁﬂR

O OH

i I
NHC-CH(CHz)nNHz = (11)

vari Rl till Ru .och n dr sdsom ovan definierats, och man isolerar
férenlngen med formeln I.

2. F¥rfarande enligt patentkravet 1, k anneteckna t
ddrav, ‘att féreningen med formeln (II) reduceras med diboran f&r
avgivande av f8reningen med formeln (I).

3. Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2, kdnnecknat
ddrav, att R dr en vdteatom och Ru d4r en 3-amino-3-deoxi-{-D-
glukopyranosylgrupp.

L. F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k & nneteck-=-
nat dirav, étt Rq“ar.en vdteatom och R3 dr enn/B-D-ribofuranosyl—
grupp. B
_ 5. F6rfarande enligt ndgot av patentkraven l-4, k & n n e teck
nat d&rab, att R; .
6. Férfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k Enneteck -

n a t-  dérav, att féreﬁingen med formeln (I) &r 1-N-/(S)-2-hydroxi-

dr en vdteatom eller en metylgrupp.

BraminOThéxyI7—kanamycin A.
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