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DESCRIZIONE

Questa invenzione riguarda un nuovo derivato del-

la istamicina A denominato come di~N6',O3—demetilistami
cina A (ciod 6'-N,3-0-didemetilistamicina 4) che & un
lantibiotico émminoglicosidico sintetico utile come a-
gente éntibatterico, e un procedimento per la prepara-
zione di gueste ed anche usi terapeutici del nuovo deri
vato.

Si descrivono e si rivendicano nuovi ed utili an-

tibiotici chiamati istamina A e lstamina B che sono

prodotti per mezzo di coltivazione di una nuova spec.e

di Streptomyces, cloe Streptomyces tenjimariensis cep-

po $8-939 (FERM-P 4932 o ATCC 31603) e che sono note-
volmente attivi contro una grande variets di batterl
gram-negativi e gram-positivi (vedi "Journal of
Antibiotics" 32, 964-366 (Settembre 1979); domanda Ai
brevetto U.K. GB 20488554 pubblicata il 17/12/1980).

Si sono condotti studi estensivi sulla produzione sin

tetica della istamicina A partendo dalla 3',4'-dideossi
neamina (Vedi "Journal of Antibiotics" 32, 1365-1366

(1979)). Durante un ulteriore sviluppo degli stu-

di estensivi, & 8tato preparato con successo un nuovo

1
derivato della istamicina A, di-N6 ,03—demetilistani—

cina A in un modo facile,

'
—di~N6

e & stato trovato che la

,03-demetilistamicina A presenta una elevata

Tr, TECH, ING. A, MANNUCCS



attivith antibatterica contro una larga gemma di batte-
ri gram-negativi e gram-positivi e in particolare una

maggiore attivitd contro la Pseudomonas aeruginosa che

istaﬁicina.A-

Uno scopo di gquesta invenzione & fornire un derivato

antibiotico della istamicina A che & utile come agente
antibatterico per il trattamento terapeutico di malattie
da batteri dell'uomo e degli animali ed anche per la
sterilizzazione di materiali e strumenti chirurgici.
In altro scopo dell'invenzione & fornire un procedimento
per la sintesi di detto nuovo derivato antibiotico della
igstamicina A. Ulteriore scopo dell'invenzione & fornire
una composizione farmaceutica comprendente il nuovo deri-
vato antibiotico della istamicina A come ingrediente

attivo.

Altri scopi e vantaggi risulteranno dalle seguenti

descrizioni.

DESCRIZIONYE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE

Secondo un primo aspetto di questa invenzione, sono
nuove

. B
fornite, come sostanze antibiotiche, la 4i-N ,03-

demetilistamicina A avente formula strutturale (I):

N, ING. A. MANNUCCI
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(1)

COCHENH2

e sali acidi di addizione di guesta.

Ia istamicina A hea 1la seguente formula strutturale:

— e

Quindi, il composto di formula (I) & corrispondente a

un derivato della istamicina A da culi sono stati elimi-

nati i due gruppi metile del gruppo metossi in posi-

zione 3 e del gruppo metilammino in posizione 6°.
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11 nuovo composto (I) di questa invenzione ha le
seguenti proprietid biologiche e fisico-chimiche:

I1 monocarbonato 4i di—NGI,03—demetilistamicina A
d in forma di polvere incolore che non ha un punto di
fugione definito, si decoumpone a2 138-145°C, da una ro-

]%2+ 136° (¢ 0,36 in acqua)

tazione ottica specifica diE(
e indica un'analisi elementare: - Trovato: C, 45,39;
H, 7,63; N, 16,42% che & conforme al valori teorici di
CygHyq N5 05 HyCO0, (¢, 45,38; H, 7,85; N, 16,54%). L
spettrometria di massa del monocarbonato mostra il pic
co di (M+1)+.a m/e = 362 e la cromatografia in strato
sottile di questo su gel di silice da un punto singolo
(positivo al reagente ninidrina) a R‘f 0,06 se sviluppa
to con la fase inferiore di un solvente nmiscela di clg
roformi o~-metanolo-amnoniaca acquosa al 28% (2:1:1 in
volume) o0 & Rf 0,46 se sviluppato con un solvente misce
1a 4i butanolo-etanolo-cloroformio-ammoniaca acquossz al
17% (4:5:2:5 in volume).

I1 composto di formula (I) di cuil sopra presenta
una elevata attivith antibatterica contro una larga
varietd di batteri gram-negativi e gram-positivi’co~
rie appare chiaro dagli spettri antibatterici indica-

+i nella tabella 1 qui sotto, dove sono indicatl per

confronto anche guelli della istamicina A.
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Le concentrazioni inibitorie minime (meg/ml) indicate
sono state determinate secondo un metodo standard d4di
diluizione in serie su piastre di agar nutritiva che

furono incubate ad una temperatura di 37°C per 17 ore.

UEE. TECN. ING. A. MANNUCC!

I risultati della tabells 1 rivelano che la di-demetil-

igtamicina A 4di questa invenzione & sostanzialmente

pih attiva particolarmente contro lo Pseudomonas

aeruginoss dells istamicina A.

Tabella 1

Microorganismi di prova

Concentrazioni inibitorie
minime (mcg/ml)

Di-demetil-—-
igtamicina A Istamicina A

e 2

Staphylococcus aureus FDA 209P

" " Smith
it 1 ApOl

Staphylococeus epldermidis 109

Micrococeus flavus FDA 16

Sargina lutea PCI 1001

Baclllus anthracis

Bacillus subtilis PCI 219

" tr

NRRL B-558

Baclllus cereus ATCC 10702

Corynebacterium bovis 1810

Mycobacterium smegmatis ATCC 607

ot S s b e —

1.56 0.78

0.20 < 0.20
1.56 0.78
1.56 0.78
3.13 3.13
0.78 0.20
0.39 < 0.20
0.20 < 0,20
0.20 0.39
3.13 3.13
1.56 1.56

0.39 1.56



Lscherichia coli NIHJ

L "o K-12
L " K-12 RS
" " K-12 R388
" " K-12 J5R11-2
" " K-12 ML1629
n " K-12 ML1630
R i K-12 ML1410
" " K-12 ML1410 R81
" " K-12 LA290 R55

R

Escherichia coli K-12 LA290 R56

" " K-12 LA290 R64
" " WeT7

" " JR66/W6ETT

i " K-12 €600 R135
" " JR225

Klebsiella pneumoniae PCI6G2

" " 22#3038

Shigella dysenteriae JS11910

Shigella flexneri 4B JS11811

Shigella sonnel JS11756

Salmonella typhl T-63

Salmonella enteritidis 1891

Proteus vulgarls 0X19

W W W

> 100

12,
12.
.25
.13
.25
.56

(o2 NN V'S B 51

.25
.25

.56
.13
.13

.25
.13

.13
.13
.13
.25

.13
.13
l2.

o W

oW W W W

.13
.56
.13
.78
.13
.13
13
.13
.56
.13

.56
.56
.56
.13

.56
.56
.13
.13
.25
.25
.78
.13
.78

ING. A MANNUCCI

UFF. TECN.

-



Proteus rettgeri GN311 | 50
" " GNU66 12.
Serratla marcescens 12.
Serratia sp. SOU > 100
Serratia sp. 4 50
Providencia sp. Pvlé - 12,
Providencia sp. 2991 . 12.
Pseudomonas aeruginosa A3 3.
" ‘ " No.1iz2 25
" " H9 12.

" " H1li 50
" " TI-13 12.

Pseudomonas aeruglnosa GN 315 25

" " 99 > 100

0 " B-13 > 100

" " 21-75 > 100

u " PST 1 50

" " ROS 134/ 50

PV 21
" " K-Ps 102 12.

Pseudomonas maltophilia GN 907 > 100

25

100

50

25

100
25
100

25

25
100
100
100
100

100

50
100

.25
.25

.25

.25

TECH. THG. A. MANNuCCH

f.

iﬁ



L]
I1 composto di questa invenzione, di—N6 ,03—demetil—

istamicina A & ottenuto usualmente in forma di base
libera o suo idrato o carbonato; che pud essere conver-
tita nella forma di gqualunque sale acido di addizione
non tossico farmaceuticamente accettabile per mezzo di
reazione con un acido farmaceuticamente accettabile in
un modo convenzionale, Esempi di acidi farmaceuticamen-
te accettabili da usare a guesto scopo includono acidi
inorganiei come l'acido cloridrico, bromidrico, solfo-
rico e nitrico e acidi organici come l'acido acetico,
malico, citrico, ascorbico e metamolfonico.

In accordo con un secondo aspetto di guesta invenzio-
ne, viene fornito un procedimento per preparare il com-
vosto di formula (I) di cui sopra, che comprende bloccare
simultaneamente con un gruppo ammino-protettivo i tre
gruppl ammino nelle posizioni 1-, 2'- e 6'~ del composto

di formula strutturale (VIII):

(VIII)

UFE. TECN. ING. A, MANNUCCI
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far reagire il risultante derivato tri-N-protetto del
composto (VIII) con glicina o glicina N-protetta il cui
gruppo ammino & stato bloccato con un gruppo ammino-pro-

tettivo o0 con equivalente funzionale di detta glicina

meti )
ver acilare il gruppOfamm%nO'non protetto in posizione

4- del composto (VIIT); e rimuovere tutti i rimsnenti
gruppi ammino-protettivi dal prodotto dell'acilazione.
I1 procedimento 4i guesta invenzione pud includere inol-
tre una fase di conversione del composto (I} cosi pro-
dotto nel suo sale acido di addizione o di conversione
di un sale acido di addizione del composto prodotto
nella base libera o altro sale acido di addizione di

questa per mezzo 4di un metodo convenzionale.

| 4
I1 composto di partenza avente formula (VIII) da

ugare nel presente procedimento, che & designato come

L ]
N4-deglicil-di—N6 ,03—demetilistamicina A, pud essere

preparato usando come materiale iniziale 3',4'-dideossi-

neamina che, a sua volta, pud essere fatta con tecnica
nota descritta nel "Journal of Antibiotics" 24, 71l-

712 {(1971) o nel "Bulletin of the Chemical Society of
Japan" 46, 3507-3510 (1973).

N

I1 metodo di preparazmione del composto iniziale

(VIII) 2 riassunto come segue:- I guattro gruppi am-

mine esistenti nella 3',4'-3dideossineamina di formula

TECN. ING. A. MANNUCCH

UFE.



- 11 -

(I1)

5 OH

sono bhloceati con un gruppo ammino-protettivo di un
tipo formante uretano e guindi convertiﬁi nel derivato
carbammato 1,6-ciclico del qomposto (IT) N-protetto
trattando con una base come un idruro di metallo alca-
lino.

I1 gruppo idrossile in posizione 5- del derivato

carbammato 1,6-ciclico & bloccato con un gruppo idros-—

gil-protettivo per produrre un composto di formula (III):

rtog-N—=>F! 1
| H ‘fR
0
4o 0 ?O
5t o - NH 2 (III)
NH
3 1
0
Cf R20 0_______/
ORl 3 \O

in cui ciascun Rloco rappresenta il gruppo ammino-pro-
tettivo monovalente di tipo formante uretano dove Rl &

un gruppo alchile (per es. alchile di 1 - 6 atomi di

MANNUCCH

-
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carbonio), un gruppo cicloalchile (per es. cicloalchi
le di 5-6 atomi di ecarbonie) o un gruppo aralchile

{per es. fenil-—C1 alchile come benzile) e R2 rap-

- 4
presenta un gruppo alchile (per es. alchile di 1-6 ato
mi d1 carbonio), un gruppo benzile o un gruppo tetra-—
idropiranile come 11 gIUppo idrossil-protettivo. Suc~
cessivamente, il composto Ai formula (III) & trattato
con un alcale come idrato acquoso di sodio o bario

ver idrolizzare l'ancllo del carbammato 1,5-ciclico,
seguito da protezione del risultante gruppoe ammine 1i-
hero iﬁ posizicone 1- con un gruppo ammino vrotettivoe
di tipo formante uretano diverso dal sopradetto grup-
PO ammino protettivo R1OCO~, e da solfonilazione del
risultante zruppo ldrossile livero nella posizione.6—

4SO I

3

con un reagente di sclfonilazione avente formula R
0 un equivalente reattivo di questo per produrre un

composto di formula (IV):

rRYoc-N—E'
o
o
| (TV)
NH 2
1 NHCOORS
5 0S0 R4

2
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R . .o s s .
in cui R e R2 hanno gli stessi significati di cui
sopra, R3OCO~ rappresenta il gruppo ammino-protettivo

monovalente di tipc formante uretano dove R3

& un grup-
po alchile (per es. alchile di 1 -~ 6 atomi di carbonio),
un gruppo cicloalchile (per es. cicloalchile di 5 - 6
atomi di carbonio) ¢ un gruppo aralchile (per es. benzi-
| 1 4 Eruppo
le) ma diverso dal gruppo R, e R rappresenta unyalchile
(per es. alchile di 1 - 4 atomi di carbonio), arile
(per es. fenile o metilfenile) o aralchile (per es.
benzile). Il composto di formula (IV) & quindi trattato
con una base come alcoolato di metallo alecalino ier for-

mare un composto portante un anello aziridinico ed aven-

te 1la formula (V):

RIOC-N ——6'

(V)

in cui Rl, R2 e R3 gono definiti come dopra. Il composto
di formula (V) & ulteriormente trattato con un sale di
metallo alcalino di un acido organico come un acido

alcanoico inferiore o acido benzoico per aprire l'anello

UFF. TECN. ING. A. MARNUCCI
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aziridinico, producendo in tal modo un composto d4i

formula (VI):

o
cO
| (V1)
6 NH 2
2 4 3
RO R

OR?

in cui Rl, R2 e R3 sono come definiti sopra e R5 rap-

presenta un gruppo acile come il gruppo alcanoil? o©
benzoile che trae origine dall'acido organico impiegato.
I gruppi idrossil-protettivi (Rz e HS) nelle posizioni

3~ e 5- del composto (VI) vengono rimossi da quest'ul-

timo in un modo convenzionale. Se necessario (ciog,

quando il gruppo 4-ammino-protettivo --COOR3 d stato

eventualmente rimosso durante il trattamento con il sale
di metallo alealino di aeide orgaaid§ o0 simulfaneamente
alla rimozione dei gruppi idrossil-protettivi R,y R5),
viene nuovamente introdotto un ulteriore gruppo ammino-
protettivo (—COOR3) di tipo formente uretsno nel gruppo

4~ammino liberojper dare un composto di formula (VII):

TEF, TECK, ING. A MANNUCCE
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il
?o (VII)
6 NH o
HO 3
5

OH

3

in cui Rl e R

sono come definito sopra. Dopodiché, i
gruppl ammino-protettivi (-COORl) nelle posizioni 1-,
2'— e 6'- del composto (VII) sono rimossi da quésto in
una maniera usuale ma mantenendo il gruppo 4-ammino-
protettivo (—COORB) deprotetto, seguito da riduzione
con un idruro di metallo per convertire il gruppo 4-
ammino protetto (—NHCOOR3) nel gruppo metilammino-4.
Viene cosl prodotto il composto avente formula (VIII)
di cui sopra.

-Viene data di seguito una descrizione di una appli-
cazione preferenziale del metodo per la prebarazione
del composto di partenza (VIII).

Nella prima fase, i quattro gruppi ammino nelle po-
sizioni 1l-, 3-, 2'- e 6'-della 3',4'-dideossineamina
avente formula (II) sono bloccati con un noto gruppo
ammino-protettivo di tipo formante uretano per dare un

derivato N-protetto della 3',4'~dideossineémina avente

—

UEF. TECN. ING. A. MANNUCCI
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1la formula (IXI'):

OR™T

| (TT")

60

NH 5
K

NHCOOR™®

HO oy *

: H

in cui ciascun Rloco— sta per il gruppo ammino-protet-

' 3,
tivo monovalente di tipo formente uretano dove R €& un

gruppo alchile, cicloaslchile o aralchile come descritto

in precedenza. I1 gruppo ammino-protettivo da usare

per guesto scopo & un tipo capace di far reagire i1
gruppo idrossile adiacente (dove esiste) per formare

un anello carbammato ciclico una volta trattato con

una base nella fase seguente, Esempi del gruppo ammino-

protettivo atto a questo scopo comprendono i gruppi
alchiossicarbonile di 2 -~ 7 atomi di carbonio come il
tert-butossicerbonile e il tert-amilossicarbonile; i gruppi

eielo alchilessicarbonile di 6 - 7 atomi di carbonio

come il cicloesilossicarbonile e i gruppi aralchilossi-
carbonile come il benzilossicarbonile e il para-metossiben
zilossicarbonile.

Pra questi & preferibile usare un grunpo

ammino-protettivo di tipo formante uretano che &

TECN. ING. A. MANNUCCI
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facilmente rimuovibile senza rompere il gruppo am-
mino-protettivo -COOR3 che sari stéto introdotto in
seguito nel gruppo l-ammino del composto di formula
(IV). A tsl fine & raccomandabile selezionare un grup-
po aralchilossicarbonile che pud essere rimosso per
idrogenolisi. I'introduzione del gruppo ammino-pro-
tettivo —OCOR1 pud essere eseguita facilmente con qua-
lunque procedura convenzionale, per esempio, per
mezzo di reazione con un noto reagente ammino-protet-
tivo in forma di alogenuro acido,azoturo.acidooestere
attive.

Nella seconda fase, il composto di formula (II')
& trattato con una base come idruro di metallo per

dare un composto in forma di carbammato 1,6-ciclico

avente la formula (II"):

| (1)

HO ) |
5 0

in cui Rl & come definito sopra. Fra i quattro
gruppi ammino-protettivi del composto (II') N-pro-
tetto, il gruppo ammino-protettivo in posizione 1-

& fatto reagire facilmente persino a bassa

e -

TEF. TEEN. ING. A MANNUCCH
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temperatura, per esempio, sotto 0°C conlil grunno
idrogsile adiacente nella nosizione 6~ per formare
il carbammato ciclico gquando gia trattato con una
base come un idruro di metallo alcalino, per es.
idruro di sodio 0 idruro d4i litio in un appropriato
solvente organico come dimetilformammide anidra.
Nella terza fase, il gruppo idrossile in posizio-

ne 5- del composto carbammato ciclico (II") & bloc-
cato con un noto gruppo idrossil-protettive in un

modo usuale per produrre un composto di formula (III)

indicato precedentemente., Questa fase & seguita dal

trattamento con un alcale acouoso per idrolizzare

1'anello carbammato 1,6-ciclico dando luogo cosi ad

un composto di formula (IIXI*):

(II1')

I1 gruppo protettivo (RZ), per bloccare il gruppo

5-idrossgile del composto (II"), deve essere non influen

zabile dalle condizioni gotto le quali deve essere con-
. detta

dottaVidrolisi alcalina del composto carbammato

NCCI

Iy
H

£xE
\|

WA

UFF. TECK. ING. A. |
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1,6-ciclico (ITI). Quindi, fra i noti gruppi idros-
sil-protettivi vengono selezionati quelli di tipo

etere come eteri alchilici ed eteri benzilici e
quelli di tipo acetale come il tetraidropiranile,i quali
tutti possono essere introdotti nel gruppo 5-idrossile

per mezzo di una qualungque tecnica convenzionale
idrossil-protettiva. 1In particolare, per il gruppo
idrossil-protettivo R2, g1 preferisce usare il grup-

po tetraidropiranile che & facilmente rimuovibile per
idrolisi in condizioni acide deboli.

La successiva idrolisi del composto carbammato
1,6-ciclico (III) pud essere ottenuta con trattamento
in una soluzione acquosa diluita di un aleale o di
idrossido di metallo alcalino terroso come idrossido
di sodio o idrossido di bariJ&a aprire l'anello car-
bammato 1,6-ciclico in forma di un amminoalcool libero
raporesentato dalla formula (III') di cui =sopra.
L'idroligsi pud essere preferibilmente eseguita ad
una elevata temperatura compresa fra 40 e 60°C e
ad una concentrazione di alcale di 0,1 ¥ o minore,
Queste condizioni di reazione non comportano la
rimozione degli altri gruppi ammino- e idrossil-

protettivi e guindi danno luogo alla formazione pre-

"UFF. TECN. ING. A. MAHNUCCI
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Inoltre, il gruppo l-ammino liberato del composto
(III') & bloccato con un gruppo ammino-protettivo
(-COOR3) di tipo formante uretano che & diverso dal
gruppo esistente Rloco_ per bloccare i gruppi ammino
del composto (II), e il gruppo 6-~idrossile & solfoni-
1ato per reazione con un reagente solfonilante, per

esempio, un solfonil slogenuro di formula : R4SO X

2

in cui R4 ¢ il gruppo alchile, arile o aralchile'e X
3 un atomo d4i cloro o di bromo. In tal modo viene
prodotto un composto di dormula (IV) di cul sopra.

Come gruppo di tipo formante uretano di protezione
del gruppo l-ammino del composto (III'), si preferisce
usare particolarmente un gruppo alchiossicarbonile
poiché quest'ultimo pud essere selettivamente tratte-
nuto nel composto che si deve produrre attraverso il
successivo trattamento di rimozione degli =altri gruppi
ammino-protettivi nelle posizioni 3-, 2'- e 6'- ed &
vantaggioso per la formazione riduttiva del gruppo
metilammino in pésizione 4- del composto (VII))come
descritto pilt avanti.

La surmenzionata solfonilazione del gruppo 6-idros-
sile pud essere effettuata facilmente a temperatura

ambiente con una buona resa per reazione in un oppor-

tuno solvente organico come piridina secca con un

UEF. TECH. ING. A. MANNUCCI



noto reagente di solfonilazione come solfonil alogenuro
di formula R4802X, specialmente metanosolfonil, nara-
toluenesolfonil o benzilsolfonil cloruro.
Nella fase successiva, il composto di formula (IV)
& trattato con una base per formare un composto avente
formula (V) di cui sopra portante l'anello aziridinico,
seguito da ulteriore trattamento con un sale di metallo
alcalino di un acido organico per aprire l'anello
aziridinico.
'I1 composto di aziridina (V) pud essere ottenuto
con buona resa trattando il composto {IV) con una base
come un alcoolato di metallo alcalino per esempio,
alcoolato di sodio, specialmente metilato di sodio
in un solvente organico anidre come tetraidrofurano
secco. La reazione per formare 1'anéllo aziridinico
pud procedere anche a bassa temperatura compresa fra
0 e 10°Cpalla quale temperatura la reazione pud essere
generalmente completata in 24 ore.
I1 composto di aziridina (V) cosl prodotto, che 2
un importante nuovo intermedio per la preparazione
del composto oggetto di guesta invenzione, pud essere
sottoposto direttamente (ciod senza purificazione)
alla successiva reazione di apertura dell'anello.

L'apertura dell'anello aziridinico nel composto

WG TECH, 86, A, NARRUCC
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(V) pud essere effettuata con una resa favorevole per
reazione con un sale di metallo alcalino di un acido
organico come un acido aleanoico inferiore o acido
benzoico e speciamlmente, per esempio, con benzoato di
sodio o acetato 31 sodio in un solvente organico snidro
come dimetilformammide secca. La reazione di una

ulteriore forma di amminociclitolo avente la formula

(VI):

s A i BT bt

B e e

(V1)

in cui Rl, R2 e R3 sono come definiti precedentemente/

e R5 d 11 gruppo acile come il gruppo alcanoile o
benzoile che trae origine dall'acido érganico impiegato.
Come si vede dalle formule (IV) e (VI), lo scambio

fra la posizione del gruppo ammino e la posizione del
gruppo idrossile ha luogo per l#4apertura delltanello
aziridinico, quando generalmente il gruppo protettivo
tipo uretanc rimane nel gruppo ammino mentre il gruppo
acile derivante dall’acide organico usato nella reazione

di apertura dell'anello & introdotto nel gruppo idrossile
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come indicato dalla formula (VI) 4i cui sopra. Rispetto
alla nuova forma di amminociclitolo (1,4-diammino-1,
o,4-trideossiamminociclitol derivato) di formula (VI),
la numerazione della parte caratteristica della mole-
cola di amminociclitolo 2 basata su quella della for-
timicina e dell‘'istamicina. La stessa numerazione si
applica alle formule (VII), (VII') e (VIII). Per quan-
to riguarda i composti 4i amminociclitolo (1,3-diam-
mino-1,2,3-trideossi~amminociclitol derivati) rappre-
sentati dalle formule (I) - (V) di cui sopra, la nume-~
razione & basata su gquella della 2-deossistreptanina.

1 gruppi idrossil-protettivi (R2 e Rs) nelle posi-
zioni 3- e 5- del composto (VI) sono quindi rimossi da
quest'ultimo per produrre il composto di formula (VII)
precedentemente indicato. Il gruppo acile (RS) come
gruppo idrossil-protettivo in posizione 3~ pud essere
facilmente rimosso per mezzo di idrolisi alcalina con
una comune base, per esempio, soluzione di ammoniaca
metanolica, mentre il gruppo idrossil-protettivo (RQ)
in posizione 5- come il gruppo tetraidropiranile pud
essere rimosso per mezzo di idrolisi acida in condi-
zioni acide.deboli come gik menzionato, per esempio,
per trattamento con una soluzione acguosa di acido

trifluorcacetico ad una bassa temperatura compresa
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fra O e 10°C,

In alcuni casi, il gruppo ammino-protettivo

(-COORB) in posizione 4~ pud essere rotto nel corso
della detta reazione per l'apertura dell'anello azi-
ridinico o qualche volta simultaneamente alla rimozio-
ne dei gruppi idrossil-protettivi (RQ, RS). E' quindi
necessario che il gruppo ammino-protettivo di tivpo
formante uretano, che & diverso da quello (-OCORI)

usato per bloccare i gruppi 1-, 2'- € 6'_ammino)sia

reintrodotto nel gruppo 4-ammino libero. Questo, per
esempio, & il caso in cui il gruppo ammino-protettivo
in.posizione 4- & il gruppo tert-butossicarbonile

che pud essere rotto simultaneamente alls rimozione

del gruppo idrossil-protettivo (R2) in posizione 5-

per mezzo di idrolisi acida debole. Il gruppo

ammino-protettivo (—COOR3) di tipo formante uretano
da reintrodurre nel gruppo 4-ammino, in questo caso,
dovrebbe egsere possibilmente insensibile alla rea-
zioﬁe successiva per le rimozione degli altri grup-
pi ammino-protettivi (~OCOR1) nelle posizioni 1-,
2'—- e 6'- e dovrebbe essere utilizzabile per la
formazione del gruppo metilammino in posizione 4-.
Hsempi preferiti di questi sono i gruppi metoasi-

carbonile e etossicarbonile.
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Successivamente, i gruppi ammino-protettivi
(—OCORl) nelle posizioni 1-, 2'- e 6'- del composto
(VII) sono rimossi selettivamente da questo per

mezzo di una convenzionale tecnica deprotettiva, che

& nota.per = rimuovere i gruppi protettivi _OCOR™

e atta 3
ma nonya rimuovere il gruppo protettivo -COOR™ in

posizione 4-, per cui viene prodotta una 4-N-protet-

4 3

[ ]
ta N -deglicil-tri-N ,N ,O ~demetilistamicina A

di formula (VII'):

(VII')

HO
OH
>

3

in cui R” & come definito sopra.

Nella fase finale, il composto (VII') viene
ridotto con un idruro di metallo, in modo che il
gruppo 4-ammino protetto (-NHCOORS) sia convertito
nel gruppo 4-metilammino (4~N-metilazione), dando

'

luogo a N4—deglicil—di-N6 ,O3ﬁdemetilistamicina

A di formula (VIII):

UFF, TECN. ING. A. MANNUCC!
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6 NH (VIII)

HO OH

L.a 4-N-metilazione pud essere effettuata ridu-
cendo il composto (VII') con un idruro metallico
litio

come idruro difalluminio o di boro in un solvente

organico anidro come tetraidrofuranoc secco. Ila
reazione & generalmente effettuata ad una temperatu—
ra di 40 fino a 60°C per un periodo di 10 ore o
pit a lungo.
4 o 6' 3 . '
11 composto N -deglicil-di-N ,0"-demetilista-
micina A cosi prodotto, che 2 usato come materiale
iniziale nel procedimento di questa invenzione, ha
le seguenti proprieti:-
4 . R .
I1 monocarbonato di N -deglicil-di-N y0 " ~demetil-
istamicina A & in forma di polvere incolore che non
ha alcun punto di fusione definito, decompone &
115-118°C, dh una reazione ottica specifica di [}]gz
+102° (¢ 0,65, acqua) ed indica un'analisi elementare:-

Trovato: C, 46,15; H, 7,97; N, 15,37% che & coinci-

t i valori teorici di C. . H .
dente con i valori teorici di Cl3 25N404 H2003 (c,

TECN. ING. A. MANNUCCI |
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45,89; H, 8,25; N, 15,29%). La spettrometria di massa
del monocarbonato mostra il picco M a m/e = 304, e ia
cromatografia in strato softtile su gel di silice di
queste d& un punto singolo (positivo al reagente nini

7 0,12 guando sviluppata con la Tase infer o

re 4i un solvente miscela di cloroformio-~metanolo-nu

drina) a R

moniace acquosa al 28% (2:1:1 in volume) o a Rf 0,50
quando sviluppata con un solvente miscela  di butans
lo-etanolo-cloroformio~ammoniaca acquosa al 17% (4:5:215
in volume).

Secondo il procedimento di guesta invenzione,
principalmente il composto in oggetto di questa in-
venzione, di—NG',03—demetilistamicina 4 i formula (1)
& preparato per mezzo di acilazione con glicina {(cioé
glicilazione) del gruppo metilammino in posizione 4
del composto (VIII)}. Allo scopo di fare una selettiva
glicilazione del gruppo 4-metilammino con un'alta resa,
¢ necessario bloccare precedentemente gli altri gruppil
ammino nelle posizioni 1-, 2'- e 6'~ con un gruppo ammi
no-protettivo. Fortunatamente, vi & una considerevole
differensza nella reattivith fra gquesti tre gruppl amni
no e il gruppo 4-metilammino. Quindi pud essere prepa-
rato con alta resa un derivato N-protetto del composto

(VIII), 1 +tre gruppi ammino del quale sono stati
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bloccati in posizioni 1-, 2'- e 6', per mezzo di un
metodo convenzionale per l'introcduzione di un noto
gruppo ammino-protettive, per esempilo, facendo reagl
re il composto (VIII) con 3 - 3,5 equivalentl molari
di un noto reagente ammino-protettivo in forma 4i
alogenuro acido, azoturo acido, estere acida o ani -
dride acida. Esempi di guesti noti gruppi ammino-pro

tettivi adatti allo scopo comprendono gruppl alcossi

carbonile come il tert-butossicarbonile e 1l tert-aml

lossicarbonile; 1 gruppl cicloalchilessicarbonile co-

g
me il cicloesilossicarbonile; i gruppl aralchilossi-
carbonile come il benzilossicarbonile; i grﬁppi aci-
le come trifluorocacetile e U-nitrofenossiacetile; i
“gruppi fosfinotioile come 11 difenilfosfinotioile

e il dimetilfosfinotioile; ¢ i gruppi fosfinile co-
me il difenilfosfinile. Anche noti gruppi bivalentl
ammino-protettivi possono essere usatl per bloccare
i gruppi amuine in Torma di base Schiff.

I1 derivato 1,2',6'-tri-N-protetto della N4—

61

15, & MANNUCCE
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deglicil-di-N ,OB—demetilisfamicina A cosl preparato
pud essere usato direttamente senza purificazione, per
la succéssiva glicilazione del gruppo 4-metilammino.
Ta reazione di 4-N-glicilazione pud essere effettuata

usando la glicina stessa o un equivalente funzionale
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di questa secondo una qualunque tecnica nota impie-
gatg per la.sintesi dei peptidi. L'equivalente fun-
zionale della glicina per il presente uso comprende
dicicloesilecarbodiimmidi, anidridi acide miscelate,
azoturi ed esteri attivi della glicina. E' preferi-
bile che il gruppo amuino della glicina debba esse-
re precedentemente bloccato con un gruppo ammino-pro
tettivo che pud essere lo stesso o diverso da quello
usato per i gruppli ammino del composto (VIII). Esem-

pi preferenziali del gruppo ammino-protettivo da u-

rl
ot

sarsi convenientemente scono il gruppo beﬁzilossioéﬁ;
bonile che & rimuovibile per idrogenolisi in presen
za di un catalizzatore, come 1'ossido di palladio o
di platine, o il gruppo tert-~butossicarbonile che &
rimuovibile con idrolisi acida, per esempio, in so-
luzione acquosa di acido trifluoroacetico o acetico
o goluzione diluita di acido cloridrico.

In una forme preferenzliale del presente procedi
mento, la reazione di 4-N-glicilazione pud essere
eseguita usando un estere attive di una glicina N-
-protetta ad una elevata temperatura compresa fra
A0 e 60°C in un opportuno solvente organico come
i1 diossano. Come estere attivo di alta reattivitad

sl pud menzionare l'estere N-idrosuccinimnmide della

k|

[fa“ﬁhs

3
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N-benzilossi—carbonilglicinazche pud essere prodotto

in un modo convenzionale e che pud essére usato per

1la glicilazione in una proporzione di 1 a 1,5 equi-—
- valenti molari.

Dopo il completamente della glicilazione; tutti 1
gfuppi ammino-protettivi rimanehti nel prodotto della
reazione sono rimossi con un metodo convenzionale,
pér esempio con idrogenolisi o idrolisi acida come
deseritto sopra, per cui viene prodotto il composto
in ﬁggetto di formula (I).

Come gid descritto, il nuove composto (I) df}gle-
sta invenzione possiede un'elevata attivita antiﬁattem
rica contro una larga ;arieth di batteri. Inoltre,
il composto ha una bassa togsicith verso gli animali,
come viene dimostrato dai fattolche i fopi tollerarono
una somministrazione éndovenoaa di 100_mg/Kg del
composto., Quindi, 1l composto & molto utile come
agente antibatterico e per Questo scopo esso 3 gene-~
ralmenté formulato in forma di composizione farmaceu-
tica, che pud essere somministrata nell'uomo o nellf

animale in un‘modo 4i per sé noto.

Percib; questa invenzione fornisce anche una
composizione farmaceutica comprendente una quantita

terapeuticamente o battericidamente efficace del

URE. TECN. ING. A. MANNUCCI
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composto d4i formula (I) o un sale.acfdo di addizione

di questo farmaceuticamente accettabile in combina-
zione con un Veigolo - o coadiuvante farmaceutica-

mente accettabile. Questa invenzione fornisce anche

un metodo 4i inibiéione della crescita 4i batteri in

un animale, che comprendeltomministrare una quantiti
terapeuticamente o battericidamente efficace del
composto (I) o un sale farmaceuticamente accettabile

di questo ad un animale che & infettato da batteri o

2 suscettibile di diventare infetto. Si comprenderi

che una quantith appropriata dell'ingrediente effiggce
da somministrarsi per lo scopo prefisso varierk a sécon—
da della particolare composizione formulata, del modo

di somministrazione, delle condizioni di trattamento

e della natura dei batteri da controllare. Come indi-
cazione orientativa, l'ingrediente efficace potrd essere
somministrato in un animale con dosi d4i 0,5 - 5 mg per
g di peso corporeo. dell'animale.

Questa invenzione & ulteriormente illustrata ma non

limitata dal seguente esempio.

Egempio 1

1] Lo
Sintesi della di-N6 ,O3~demetilistamicina A di formula (I)

(&) Preparazione di 1,3,2',6'-tetra-N-benzilossicar-

bonil-3',4'-dideossineamina (Rl = benzile in
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formuléﬁll')
2,10. g (7,23 mmoli) 4i 3',4'—dideossineamina
furono disciolti in 100 ml di un miscuglio di acqua
e metanolo_(i:i in volume), ed alla soluzione furono

aggiunti 11,9 g (4,3 mmoli) di benzil 4,6-dimetilpiri

UFF, TECH. ING. A MANNUCC

midil-2-tiolcarbonato e 2,3 ml di‘trietilammina, facen
do seguife agitazione a temperaturs ambiente per 15
ore. La soluzione di reazione risultante fu concentra
ta fino a secchezza (eséiccazione) a pressipne ridot
ta ed il residuo fu lévato succesgivamente éon 300 ml
di acqua e 206 ml di etere etilico per dare 6,0 g “g
{(100%) del compostod91 titolein forma di polvere giai
lo pallida. Punto di decomposizione 237-238°¢,
[4] §°+ 45° (o 2, ch:n.j).
(v) Preparazione di 3,2!;6'rtrinubenziloasioarbonil—
3',4'-dideossineaminé 1, 6-carbammato (R‘l = benzil

in formula II")

1,34 g (1,62 mmoli) del prodotto ottenuto nella

fase (a) furono disciolti in 13 ml di dimetilformammide
anidra, a cul furono aggiunti 235 mg (4,9 mmoli) di
idruro di sodio (50% di sospensione in olio) mediante
raffreddamento con ghiaccio in atmosfera di gas argon.
La miscela fu agltata a temperatura ambiente per 4 ore,

dopo di che la soluzione di reazione risultante

1

fu
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neutralizzata con acido acetico e versata in 500 ml
4i acqua ghiacclata per separare un precipitato. I1
precipitato fu raccolto per filtrazione e purificato
per mezzo di cromatografia in colonna su gel di sili
ce (50 g i Wako-gel C-200 prodotta dalla Wakojunyaku
Co., Jgpan) sviluppato con solventi miscelati di clo-

roformio/acetone (2:1 e 1:1 in volume) per dare 6383 mg

(62%) del composto del titolo. [d:]%8+ 58° {c 2, CH013)f

R, 0,25 in cromatografia in strato sottile (TLC) su
gel di silice sviluppata con cloroformio-etanolo
(20:1).

(¢) Preparazione di 3,2',6'-tri-lN-benzilossicarbonil-

-3',41-dideossi-5~0O~tetralidropiranilneamnina 1,6~

—carbammato (R1 = benzile e Rz = tetraldropiranile

in formula III)

3,7 & (5,15 mmoli) del prodotto ottenuto nella
fase (b) di cui sopra furono disciolti in-50 ml di
dimetilformammide, e alla soluzione furono aggiunti
1,3 g (15,5 mmoli) di 3,4-diidro~ZH-piranc e 156 mg
(1,14 mmoli) di acido para-toluene-solfonico anidro.
Lo miscela fu lasciata riposare a temperatura ambien
te per 72 ore, e 1 ml di trietilammina fu aggiunto al-
1o soluzione di reazione risultante, che fu poi fatta

evaporare g pressione ridotta per lasciare un residuo.

[
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Quest'ultimo fu cromatografato su gel di silice (300 g
di Wako-gel C-200) usando cloroformio-etanolo (100:1)
come solvente di sviluppo per produrre 2,4 g (57%) del
composto del titolo. Puﬁto di decomposizione 79 - 83°C.
[4] 12)2+ 33° (e C,5, C‘H013). R, 0,51 in TLC su gel di
silice sviluppata con cloroformio-etanclo (15:1).

(d) Preparazione di 3,2',6'~tri-N-benzilossicarbonll-

{1-N-tert-butossicarbonil-3',4’'-dideossi-6-C-mesil-

5~0~tetraidropiranilneamina (R1 = benzile, R2 = te

trgidropiranile, R3 = tert-butile e R4 = metile in
formula IV) |
2,3 g (2,86 mnoli) del prodotto proveniente dal
la fase (c¢) di cui sopra furcno disciolti in 80 ml di
diossano, e 25 ml di idrossido di bario 0,05M furonc
aggiuntli alla éoluzione risultante. La miscela fu agi-
tata a 60°C per 30 minuti, seguita da ulteriore aggiun
ta di 30 ml di idrossido di bario 0,05M in acqua ed a-
gitazione per un'ora, Furono poi aggiunti altri 30 ml
41 idrossido di bario 0,05M e tutta la miscela fu agi-
tata per una ulteriore ora per aprire l'anello carbam-
mato 1;6—ciclico. Dopo il completamento della reazione,
.il biossido di carbonio gassoso fu passato nella solu-
zione di reazione per separare il precipitato; che fu

filtrato. I1 filtrato fu fatto evaporare a pressione
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ridotta e iltresiﬁuo fu estratto con 200 ml di clo-
roformio. L'estratto fu concentrato a secchezza a
pressione ridotta per dare 2,24 g di una polvere gial-
lo pallido di 3,2',6'-tri-N-benzilossicarbonil-3',4'-
dideossi-5-0-tetraidropiranilneamina (R1 = benzile e
R® = tetraidropiranile in formula III').

La polvere cosl ottenuta fu disciolta in 50 ml di
metaholo, al quale furono poi aggiunti 0,4 ml di
trietilammina e 1,35 g (5,7rmoli) d4i tert-butil 4,6-
dimetilpirimidil-2-tiolecarbonato. Dopo agitazione per
tutta 1a notte a temperatura ambiente, la soluzion;.
di reazione risultante fu evaporata a pressione ridotta
per lasciare un residuo, che fu raccolto iﬁ 20 ml di
toluene, seguito da aggiunta 41 n-esano per separare
un precipitato. Il precipitato fu raccolto per filtra-
zioné e lavato con acqua per produrre 2,24 g di una
polvere di 3,2',6'-tri-N-benzilossicarbonil-l-N-tert-
butossicarbonil-3',4'~dideosgsi~5-0~tetraidropiranil-
neamina.,

Una soluzione di questa polvere disciolta in 50 ml
di piridina fu mescolata con 574 mg (5,745311) di
metaho-suifonil cloruro, e la miscela fu agitata per
tutta la notte a temperatura ambiente. ILa soluzione

di reazione risultante fu concentrata a secchezza e
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il residuo fu purificato per mezzo di cromatografia
in colonna su gel di silice (150 g di Wako~gel C-200)
sviluppata con toluene-acetone (5:1) per dare 1,65 g
(60%) del composto del titolo. Punto di decomposizio-
ne 101-105°¢C, [4] %2 +29° (c 0,44, CH013).

(e) Preparazione di 3-O=benzoil-1,27,6'-tri-l-benzi

lossicarbonil-4-N-tert-butossicarbonil-b-0-tetra-~

. o 4 o R L .
idropiranil-N -deglicil-tri-N ,N° ,0 ~demetil-

istamicina A (R1 = benzile, R2 = tetraidropirani

le, R = tert-butile e R’ = benzoile in formula VI)

i

1,37 g (1,43 mmoli) del prodotto della fase (d,

di cui sopra furono disclolti in 55 ml di tetraidrofu-

rano secco, ed alla soluzione furono aggiunti 194 nmg

(3,6 mmoli) di metilato di sodio a 0°C in atmosfera di

argon. La miscela ottenuta fu agitata per 30 minuti
e quindi lasciata riposare a 10°C per 15 ore. La so-~
luzione di reazione risultante fu mescolata con una
gquantitia in ecceasso di cloruro di ammonio e acqua, 5S¢
guita da estrazione con cloroformio. L'estratto fu
concentrato a secchezza per dare 1,23 g di una polve-
re del derivato di aziridina (R1 = benzile, R2 = te-
3

ﬁraidroﬁiranile e R° = tert-butile in formula V).

[*] 2%, 100 (c 0,5, CHOL,). Ry 0,41 in TLC su gel di

f

silice sviluppata con benzene-etil acetato (1:1).

NG A L JCG
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1,12 g della polvere cosl ottenuta furono di-
geiolti in 50 ml di dimetilformammide, a cui furono
poi aggiunti 1,3 g di benzoato 4i sodio e la miscela
fu lasciata riposare a temperatura ambiente per 10
ore per effettuare 1la fissioﬁe delltanello aziridinico.
La soluzione di reazione risultante fu mescolata con
300 ml 4i cloroformio e lavata due volte con cloruro
di sodio acquoso saturato. Lo strato di cloroformio
fu separato, essiccato con solfato di sodio anidro e
concentrato a secchezza. Il residuo fu purificato per
mezzo di cromatografis in coldnna su gel di silice
(180 g di Wako-gel C-200) sviluppata con toluene—etil
acetato (5 : 2) per produrre 878 mg (76%) del composto
del titolp. Punto di decomposizione 84-86°C, [djgz
+61¢ (¢ 0,49, 0H013). R, 0,54 in TIC su gei di silice
gviluppata con benzene-etil acetato (1 : 1).

t i
(f) Preparazione di tri_Nl,N2 ,N6 ~benzilossicarbonil-

4atertnbutdsaicarboniluoﬁutetraidropiranil-N4—

1
deglicil-tri—n*,n8", 03

N

~-demitilistamicina A (R =
benzile, r? - tetraidropiranile, R> = tert-butile
e Rcj = H in formula IV).

860 mg (O,88m;bli) del prodotto ottenuto nella

fage (e) furono disciolti in 20 ml di una miscela d4i

ammoniaca metanolica a8l 12% e la soluzione fu lasciata
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ripogsare a temperatura ambiente per 40 ore per effet~
tuare la rimozione del gruppo 3~0O-benzoile. ILa solu.
zione di reazione.risultante fu concentrata a secchezza
e i1l residuo fu cromatografato su gel di silice (70 g
di Wako-gel C 200) usando benzene-etil acetato (1 : 1)
come gsolvente di sviluppo per dare 693 mg (90%) del
composto del.titolo.Punto di decomposizione 88 - 90°C.
[djgz +44° (¢ 0,5, CHCl3). Re 0,18 in TLC su gel di
silice sviluppata con benzene-etil acetato (1 : 1).

]
(g)  Preparazione di N4—deglicil—di-N6 ,03-demetilf

‘istamicina A (composto di formula VIII) »
.680 mg (0,78’%511) del prodotto della fase (f)
- 4i cui sopra furono diseciolti in 10 ml 4i acido tri-
fluoroacetico acquoso al 90% a 0°C e lasciati riposare
per due ore per effettuare la rimozione idrolitica del
gruppo tetraidropiranile con eventuale rimozione del
gruppo tert-butossicarbonile. La soluzione di reazio-
ne fu quindi concentrata a secchezza. Il residuoc
ottenuto fu messo in 50 ml di cloroformio e lavato
succéssivamente con idrossido di sodio acquoso 1N e
acqua. Lo strato di cloroformio fu separato, essic-
cato con solfato di sodioc anidro e concentrato fino a

secchezza. Il residuc fu purificato per mezzo di

cromatografia in colonna su gel di silice (50 g di
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Wako-gel C 200) sviluppata con un solvente miscelato
di cloroformio-metanolo-~ammoniacs acquosa al 17% (8C :

10 : 1) per dare 350 mg (65%) di una polvere di Nl,Nz
N6'-benzilossicarbonil—N4-deglicil—triﬂﬂa,N6',03~
demitilistamicina A.

A una soluzione -di 293 mg (O,42ﬂEbli) della polvere
ottenuta come sopra in 5 ml 4i metanolo fu aggiunta
una soluzione di 27 mg di carbonato di sodio in 0,5 ml
di acqua, e quindi 55 mg (O,SWHoli) di cloroformato
di etile a 0°C. La miscela risultante fu agitata a
temperatura ambiente per due ore per effettuare 1'in-
troduzione del gruppo etossicarbonile, dopo di che la
soluzione di reazione fu concentrata a secchezza e il
residuoc fu messo in 30 ml di cloroformio e lavato con
acqua. Lo strato di cloroformio fu quindi egsicecato
con solfato di sodio anidro ed ancora concentrato a
secchezza per dare 318 mg (98%) di una polvere di tri-

12" .6 . 4 4
N",N° ,N° -benzilossicarbonile-N -atossicarbonil-N -

4 3 1

' [}
deglicil-tri-N ,N6 ,0"~demetilistamicina A (R~ =

benzile e R3 = etile in formula VII). R_ 0,62 in

f
TILC su gel di silice sviluppata con un golvente misce-
lato di cloroformio-metanolo-ammoniaca acquosa a2l 17%

(80 : 10 : 1).

La polvere cosl ottenuta fu disciolta in 8 mi di

¥
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una miscela di metandlo, acqua e acido acetico (2

1 : 1), a cui furono poi aggiunti lﬁO mg di palladio-
carbonio 5% come catalizzatore di idrogenolisi e la
miscela Tu lasciata riposare sotto una corrente di
gas idrogeno per due ore per effettuare la rimozione
dei-gruppi benzilossicarbonilici. Dopo 4i cid, il
catalizzatore fu rimosso dalla miscela di reazione,
che fu quindi concentrata a secchezza. Una soluzione
del residuo disciolto in acqua fu passato attraverso
una colonna di 11 ml di Amberlite CG-50 (forma NH4,

un prodotto della Rohm & Haas Co., USA). Ia colcnna

fu Buccessivamente lavata con acqua e ammoniaca acgquosa

0,14 e guindi eluita con ammoniaca acquosa 0,2M.

L'eluato proveniente dalla colonna fu concentrato a

secchezza per dare 143 mg (95%) di una polvere di N4m
4 6' 3

etossi-carbonil—N4mdeglicilmtri-N ,N° ,0 -demetil-

istamicina A (B> = etile in formula VII'). R 0,55
in TLC su gel di silice sviluppate con cloroformio-
metanolo-ammonisca acquosa al 17% (3 ¢ 3 : 1).

130 mg (O,?g moli)} della polvere préparata come
sopra furono disciolti in 6 ml di acido trifluoroace-
tico anidro a 0°C, la soluzione fu concentrata a

secchezza e il residuo fu messo in 3 ml di tetraidro-

furano secco. Alla soluzione risultante furono
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aggiunti 15 ml del complesso tetraidrofuranc~idruro

di boro 1M (un prodotto della Aldorich Co., UsSa) e

13 miscela fu agitata a‘50°c per 18 ore per effettua
re la conversione riduttiva del gruppo etossicarbonil
ammino nel gruppo metilammino. Una certa quantita d'ac
qua fu aggiunta alla soluzione di reazione, che fu guin
di concentrata a secchezza e il residuo fu messo in

10 ml di acque. La soluzione acquosa fu regolata a

pH 8 con addizione di ammoniaca acquosa € passata at-
traverso una colonna di 30 ml di Amberlite CG-50 (for
ma NH4). La colonna fu gquindi successivamente lavata
con acqua e soluzioni 4di ammoniaca acquosa 0,2 M, 0,3 H
e 0,4 M e quindl eluifa con ammoniaca acquosa 0,5 M.
L'eluato fu raccolto e concentrato & secchezza per da-
re 45 mg (40%) di monocarbonato del composto del tito~
1o in forms di polvere. Punto di decomposizione 115~
~1180¢, [4] %2+ 102¢ (c 0,65, HEO)' Spettrometria di
nassa: m/e 304 (). TLC su gel di silice: R, 0,12 se
sviluppata con lo strato inferiore di cloroformio-me
tanolo-amnonisca scquosa al 28% (2:1:1) e Re 0,50 sme
sviluppata con butanolo-etanolo-cloroformio-ammoniaca
acquosa al 17% (4:5:2:5).

Bsempio 2

1
Preparazione di di—N6 ,03—demetilistamicina A
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PR

(composto finale di formula I)

3 '
45 mg (0,123Taoli) di N4—deglicil—din6 ,03~
demetilistamicina A monocarbonato ottenuta nella fase

(g) dell'esempio 1 di cui sopra furono disciolti in

3 ml d4i metanolo, e alla soluzione furono aggiunti

——

0,017 ml (0,123"moli) di trietilammina e 94,9 mg (0,38

mmoli) A4i N-benzilossicarbonilossisuccinammide

0
‘ 0

La miscela risultante fu lasciata riposare a températura
ambiente per 6,5 ore per effettuare 1'introduzione dei

gruppi benzilossicarbonilici come gruppo ammino~pro-
tettivo.

Ia soluzione di reazione comprendente la

t ] 1
tri—Nl,N2 ,N6 -benzilossicarbonil~N4—deglicil—di—N6 y

0°—demetilistamicinae A cosl prodotta fu quindi concen-
treta & secchezza e il residuo fu raccclto in 3 ml di
diossano, facendo seguire 1'aggiunta di 67,9 mg (0,18

mmoli) di estere N-idrossisuccinimmide d4i benzilossi-

carbonilglicina., La miscela cosl ottenuta fu lasciata

riposare a 60°C per 6 ore per effettuare l'introduzione
del gruppo glicile, dopo di che la soluzione 4i res-

l ot 6! on
zione comprendente la tetra-N",N  ,N ,N = =benzilos-

L]
sicarbonil-di-N ,03—demetilistamicina A cosl formata

uF, T

¥
%

hall
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X
[
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fu concentrata a secchezza e il residuo fu disciolto
in 4 ml di un solvente miscelato di acido acetice,
metanol& e acqua (2 : 1 : 1).

Alla soluzione risultante furono aggiunti 50 mg di
palladio~-carbonio 5% come catalizzat&re di idrogenolisi
é la miscela fu lasciata riposare sotto una corrente
di idrogeno per 4 ore per effettuare la reazione di
deprotezione per la rimozione deil gruppi benzilossi-
carbonilici. ILa miscela di reazione fu filtrata per
rimuovere il catalizzatore, il filtrato fu concentrato

N v,
a seochezza e il residuo fu versato in acqua. Le% so-

luzione acquosa ottenuta fu passata attraverso una colon—

na di 6 ml di Ambérlite CG-50 (forma NH4) e la colonna
fu successivamente lavata con acqua, ammoniaca acgquosa
0,1 ¥ e ammoniaca acquosa 0,3 M e gquindi eluita con
ammoniaca acquosa 0,4 M. L'eluato fu raccolto in
frezioni da 1 ml, e le frazioni attive N° 4 -~ 10 furono
combinate'insieme e concentrate a secchezza per dare

L]
6 ,03—demetilistamicina A monocarbo-

15 mg (29%) di di-N
nato in forma di polvere. Punto di fusione 138 - 145°C
(decomposizione), [B];z +136° (¢ 0,36, acqua).

RIVENDICAZIONT :

6' 3

1. Il composto, designato come di-N -,0 ~demetil-

istamicina A, di formula strutturale:
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(1)

NCH

\

COCHZNH2

3

e un sale acido di addizione di questo.
2. Un procedimento per preparare il composto di
formula (I) secondo la rivendicazione 1 che comprende

bloecare simultaneamente con un gruppo smmino-protet-

tivo i tre gruppi ammino nelle posizioni 1-, 2'- e
6'—- del composto avente formula strutturale:
(VIII)

far reagire il risultante derivato tri-N-protetto
del composto (VIII) con glicina o una glicina N-
protetta)il cui gruppo ammino d stato blocecato con

un gYuppo ammino—protettivo o con un equivalente
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funzionale di detta glicina per acilare il gruppo
metilammino non protetté nella posizione 4- del com-
posto (VIII)}e rimuovere tutti i rimanenti gruppi
ammino-protettivi dal prodotto dell'acilazione.

3. Un précedimento come rivendicato nella rivendica-
zione 2]ip cui il gruppo ammino-protettivo per il
bloccaggio dei tre gruppi ammino & il gruppo benzi-
lossicarbonile.

4. Un procedimento coﬁe rivendicato nelle rivendica-
zioni 3 o 4 in cui il derivato protetto del composto

(VIII) & fatto reagire con l'estere N-idrossisuccinim-

mide della N-benzilossicarbonilglicina.

5. Un procedimento come rivendicato nella rivendi-
cazione 2, 3 © 4Jin,cui i rimanenti gruppi ammino-
protettivi sono rimossl per mezzo di idrogenolisi.
6. Una composizione farmaceuticé comprendente una
quantita terapeuticamente efficace del composto di
formula (I) secondo la rivendicazione 1 o un asale di
addizione aéido farmadeuﬁicamente accettabile di questo,
in qombinazione con un veleolo o coadiﬁvante farma—
ceuticamente accettabile.

74 Un metodo d4i inibizione della crescita di batteri
in un animale che comprende somministrare una gquantith

terapeuticamente efficace del composto (I) secondo la
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rivendicazione 1 o un sale farmaceuticamente accetta-
bile d4i gquesto ad un animale infettato da batteri o

sugcettibile di esserlo.

]
8. . Il composto, N4—deglicil—din6 ,03—demetilistamiw
cina A avente formula gtrutturale:
2 (VIII)
6 N
HO ] 3
5 OH
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(Caso 78.767)

Traduziéne del documento estero di Priorita relati-

vo alla domanda di brevetto di Invenzione Industria-

le di ZAiDAN HOJIN BISEIBUTSU KAGAXU KENKYU KAI di

nazionalitd giapponese a SHINAGAWA-KU, TOKYO (Giap-

pone); depositata il 27 Marzo 1981; N._Prot; 9369 A/81,

UFFICIQ BREVETTI

GOVERNO GIAPPONESE

Questo & per certificare che la copia annessa
& una copia autentica della seguente domanda come dg

positata presso questo Ufficio,.

Data della doménda: 28 Marzo 1980

Numero della domanda: Domanda di brevetto N. 38889/80
Richiedente: ZAIDAN HOJIN BISEIBUTSU KAGAKU

XENKYU KAI

Questo giorno 10 Marzo 1981

Direttore Generale
Ufficio Brevetti

Haruki SHIMADA

Certificato N. 5259/81
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Yen 5.400
Domanda di brevetto (brevetto depositato

a norma della clau-
sola delltart, 38
della Legge suil
brevetti)

28 Marzo 1980

Direttore Generale

UFF. TECN. ING. 4. MANNdLG

UFFICIO BREVETTI

1, Titolo delltInvenzione:

. 6! o .
Di-N , Os—demetlllstam1c1na A e processo per la

sua preparazione,

2., Numero delle rivendicazioni: 2

3. Inventorij
Indirizzo: 23, Toyotama Kita 4-chome, Nerima-ku, Tokyo

Nome: Hamao UMEZAWA ed altri due

4. Richiedente:
Indirizzo: 14~23, Kami Csaki 3-chome, Shinagawa-ku,Tokyo
Nome: ZAIDAN HOJIN BISEIBUTSU KAGAKU XKENKYU KAI

Rappresentante: Tokuji ICHIKAWA

5. Agenti:
105) Bussan Building Bekkan, N.1-15,

Indirizzo: (
Nishi-Shimbashi 1-chome, Minato-ku,

Tokyo Tel. (591) 0261

Nome: (6145} Tadao ASAUCHI ed altri tre

6. ANnessis

(1) Descrizione 1 copia
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(3) Procura da depositare

1 copia

in un secondo tempo

- -



(4) Duplicato dei documenti
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Indirizzo: 1157~1, Ichigao-cho, Midori-ku, Yokohama-s
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Kanagawa-ken Eg

=

. 3 - - z
Nome: Shinichi KONDO =
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Nome: Daishiro IKEDA %2
5
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Indirizzo: Bussan Building Bekkan, N. 1—#5, Nishi- =

-Shimbashi 1~-chome, Minato-ku, Tokyo

Indirizzo: come sopra

Nome: Takao HAMANO

Indirizzo: come sopra

Nome: Tetsuji MORITA



DESCRIZIONE

1. TITCLO DELL'INVENZIONE

. 6! - i o
Di-N , 03—demetlllstam1c1na A e processo per

la sua preparazione.

2. RIVENDICAZIONI

.61 5. AU ..
1s Di=-N , Ojfdemetlllstam1C1na A della formula {(I)

(1)

ed un suo sale di addizione acido,
61

2, Un processo per la preparazione di di-N ,

03¥dimeti1istamicina A della formula (I):

AL A

(L)
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che comprende il bloccaggio simultaneo con un gruppo

ammino-protettivo dei tre gruppi ammino nelle posi-
zioni 1-, 2'- e 6! del composto di paftenza,_N4—deglicilw

L}
—di~N6 ’ 03—demetilistamicina A, della formmla (VIII):

6!

Ll' 0

la reazione del risultante derivato protetto del com
posto (VIII) con glicina il cui gruppo ammino & sta
to bloccato con un gruppo ammino protettive o con un
equivalente funzionale di detta glicina per acilare

il gruppo metilammino non protetto nella posizione

4-- del composto (VIII) e la rimozione di tutti i ri-
manenti gruppi ammino protettivi dal prodotto di aci

lazione,

3« DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE,

Questa invenzione si riferisce a nuovi composti,

LI . . . .

di-N , O —demetilistamicina A e suol sali di gddizio=
‘ne acidi, che sono utili come antibiotici amminogli-

cosidici sintetici, nonché ad un processc per la pre-—

parazione deli composti,
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Abbiamo scoperto antibiotici della istamicina A

e della istamicina B che vengono prodotti con la col-

tivazione di una nuova specie 'di Streptomyces, e cioé

il ceppo Streptomyces tenjimariensis $S~639 (Domanda
di brevetto giapponese N. 52517/79). |

Abbiamo condotto studi approfonditi sulla produ-
zione sintetica della istamicina A partendo dalla 3°',

4'~dideossineamina {vedere "Journal of Antibiotics",

32, 1365-1366 (1979)e In un ultericre sviluppo dei nostri

ampi-studi’ ora-abbiamo con successo. preparato ’
: . 6! o o
un nuovo composto, di-N , 03—demetlllstam1c1na I
e . trovato che i1 composto presenta untattivita

antibatterica contro la Pseudomonas aeruginosa piu al-

ta di quella della istamicina A.
Secondo un primo aspetto di questa invenzione, co
6! 3

me nuovi composti sono forniti di-N , O ~dimetilista

micina A della formula (I):

- —p [

(I)
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e suoi sali di addizione acidi.
{

I1 nuovo composto di questa invenzione ha le sg

guenti proprietd biologiche e fisico-chimiche:

A . ..
I1 monocarbonato di di-N , Oa—demetlllstamlclna A

& in forma di polvere incolore che si decompone a

]

138~145°C, d& una rotazione ottica specifica di

gi + 136° (¢ 0,36 in acqua) e presenta un'analisi de
gli elementi: - Trovato: C, 45,39%; H, 7,63%; N, 16,42%
che & conforme ai valori teorici di C15H31H505.HECO3
(C, 45,38%; H, 7,85%; N, 16,54%). La spettrometria

di massa del monocarbonato mostra il picéo di (M+1)+

a m/e = 362 e la sua cromatografia in strato sottile
su gel di silice da una macchia singola (positivo al
reagente ninidrina) a Ro 0,06 se sviluppato con la
fase inferiore di una miscela solvente di cloroformio—
-metanolo-ammoniaca acquosa al 28% (2:1:5 in volume)

o a Rf 0,46 se sviluppato con una miscela solvente

di butanolo-etanolo-cloroformio-ammoniaca acquosa al

17% (4:5:2:5 in volume).

]
N 03-demg

) . . . . .6
Gli spettri antibatterici della di-N
tilistamicina A secondo questa invenzione sono indie-

cati in tabella 1 per raffronto con quelli della i-

stamicina A,
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TABELLA 1 i

Concentrazioni inibitorie
minime (mcg/ml)

Microorganismi di prova Di~demethyl- Istamicina
istamicina A ) A

Staphylococcus aureus FDA 209P 1,56 | ’ 0,78_
" " Smi.th < 0,20 <0,20
n " ApO? 1,56 0,78
Staphylococcus epidermidis 109 1,56 0,78
Micrococcus flavus FDA 16 3,13 3.13
Sarcina lutea PCI 1001 0,78 ‘0,20
Bacillus anthracis 0,39 < 0,20
Bacillus subtilis PCI 219 < 0,20 < 0,20
Bacillus subtilis NRRL B-558 < 0,20 0;39
Bacillus cereus ATCC 10702 3,13 3,13
Corynebacterium bovis 1810 1,56 1,56
Mycobacterium smegmatis ATCC 607 0,39 1,56
Escherichia coli NIHT 6,25 3,13
" o K-12 6,25 1,56
1 H K-12 RS 100 3,13
" " K-12 R388 1,56 0,78
" " K~12 J5R11-2 3,13 3,13
" " K-=12 ML1629 3,13 3,13
" " K-12 ML1630 12,5 3,13
o " K-12 ML1410 6,25 3,13
" " K-12 ML1410 R81 3,13 1,56
" " K-~12 LA2S0 R55 12,5 3,13

- 8 «
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Escherichia coli

n"

n”n

L]

"

K~=12 LA290 R56
kK-12 LA290 R64
w677

JRE66/W677

3,13
3,13
3,13

6,25

K-12 C600 R135 3100

JR225

Xiebsiella pneumoniae PCI1602

it

22 = 3038

Shigella dysenteriae J81i910

Shigella flexneri 4B J511811

Shigella sonnep JS11756

Salmonella typhi T-63

Salmonella énteritidis 1891

Proteus vulgaris OX19

Proteus rettgeri GN311

GN466

Serratia marcescens

Serratia sp. S0U

Serratia sp. 4

Providencia spe. Pvi6

Providencia sp. 2991

Pseudomonas aeruginosa A3

Li}

n

n

Nol.12

HS

H11

3,13
3,13
12,5
12,5
12,5
6,425
3,13
6,25
1,56
50
12,5
12,5
3100
50
12,5
12,5
3,73
25
12,5

50

1,56
1,56
1,56

3,13

© >100

1,56
1,56
3,13
3,13
6425
6,25
0,78
3513
0,78
a5
6425
6,25
>100
50
6,25
25
6,425
100
25

100

UFF. TECN. NG, A MANNUCCT



Psevdomonas aeruginosa TI-13 12,5 25

" - n GN 315 25 25
" " 99 5106 - 2100
" " B~13 2100 »100
" i 21-75 >100 " >100
" " PST 1 : 50 100
" " ROS 134/ 50 100
: PU 21
" " X-Ps 102 12,5 50
Pseudomonas maltophilia GN 907 >100 *}100

I1 composto di questa invenzione, di;NG',O3—demg
tilistamicina A & ottenuto usualmente in forma di ba
se libera o suo idrato o carbonato, che pud essere
convertita nella forma di qualunque sale acido di ad
dizione non tossico farmaceuticamente accettabile
per mezzo di reazione con un acido farmaceuticamente
accettabile in un modo convenzionale, Esempi di aci-
di da usare a questo scopo includono acidi'inorganici
come ltacido cloridrico, bromidrico, solforico, fos-—
forico e nitrico e acidi organici come 1'acido aceti
¢o, malico, citrico, ascorbico e metansolfonico.

In accordo con un secondo aspetto di guesta in-
venzione, viene fornito un procedimento per prepara-

. 6 3 . C s
rela di-N ,0 -demetilistamicina A della formula (I):

- 10 =
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. che comprende: il bloccaggio simultaneo con un’ gruppo
ammino protettivo dei tre gruppi ammino nelle posizio~
ni 1-, 2'~ e 6!~ del composto di partenza, N4—deg1icil—

3—démetilistamicina A, formula (VIII):

et e,

]
—di-n® , O

SEE. TECN, INGSA. MANNUCLH

i

o i i —

6! .

H,N

4o

ol
¢ . T
.l e T N

(VIII)

. . . protetto
la reazione del risultante der1yat0A§e1 composto (VIII)

con glicina}il cui gruppo ammino & stato bloccato con
un gruppo ammino-protettivo o con un equivalente fun-
zionale di detta glicina per acilare il gruppo metil
ammino non protetta nella posizione 4- del composto
(VIII); e la rimozione di tutti i rimanenti gruppi am-

- 11 -



b,
N,

L]

i

migo—protettivi dal prodotto dell'acilazione. ;
11 composto di partenza della formula (VIII) da
usare nel presente procedimento, e cio& N ~deglicil-
—diaNG', 03~demetilistamicina A, pud essere prepara-
to uéando come materiale iniziale'3',4'—dideqssineamina
che, a sua vqita, pud essere ottenuta con uﬁa tecnica
nota descritta nel tJournal of Antibiotics® 24, 711-
712 (1971) o nel "Bulletin of the Chemical Society of
Japan® 46, 350”)—3510 (1973)e I1 metodo di preparazio
ne del composto iniziale & riassunto come seque: -

I quattro gruppi ammino esistenti nella 3', 4'-dideossi

neamina della formula (II): o B

(1I1)

sono bloccati con un gruppo ammino-protettivo di ti-

po formante uretano e quindi convertiti nel derivato
carbammato 1,6-ciclico trattando con una base. Il grup-
po idrossile in posizione 5-del derivato carbammato
1,6~ciclico & bloccato con un gruppo idrossil-protet

tivo per produrre un composto della formula (III):

- 12 =
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in cui ciascuﬁ R1OCO rappreseﬁta il gruppo ammino-pro
tettivo monovalente di tipo formante uretanq}dove R1
& un gruppo alchile, un gruppo cicloalchile o{ﬁn
gruppo aralchilé e R2 rappresenta un gruppo alchile,
un gruppo benzile o un gruppo tetraidropiranile come
il gruppo idfossil—protettivo; Successivamente, il
composto della formula (III) & trattato con un alca-
le per idrolizzare la forma del carbammato 1,6-cicli
co, seguito dalla protezione del gruppo ammino libero
nella posizione 1« con un gruppo ammino protettivo

di tipo Formante uretato diverso dal sbpraddetto grup-
po ammino protettivq)e dalla solfonilazione del grup-
po idrossile libero nella posizione 6-— in forma di

estere solfonico per produrre un composto della for

mula (IV):

- 13 -
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. N 2 . I . s .
in cui R e R™ hanno gli stessi significatl di cui
‘

sopra, R3OCO— rappresenta il gruppo ammino-protettivo
monovalente di tipo formante ufetanq/dove R3 é un
gruppo alchile, un gruppo cicloalchile o un gruppo

. . 1
aralchile ma diverso dal gruppo R , e R4 rappresenta

un gruppo alchile, arile o aralchile., Il composto del
1a formula (IV) & quindi trattato con una base per

formare un composto portante un anello aziridinico

ed avente la formula (V):

-
p— -

(V)

. N 2 s
inculi R , R e R3 sono come definiti sopra. 11 com-

- 14 -
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posto della formula (v) & ulteriormente trattato con
un sale di metallo alcalino di un acido organico per
aprire lt'anello aziridinico, producéndé in tal modo

un composto della formula (VI):

(VI)

in cul R1, R2 e R3 sono come definiti sopra e R5 rap-
presenta un.gruppo acile come il gruppo alcanoile ©
benzoile. I gruppi idrossil-protettivi nelle posi-
zioni 3- e 5- del composto (VI) vengono rimossi da
questtultimo in un modo convenzionale e, S€ necessa-
rioc, viene nuovamente introdotto un gruppo ammino-
npfotettivo di tipo formante uretano ﬁel gruppo 4-

—~ammino libero, per dare un composto della formula

(VII):
RTOC-N
| H _
0 ork
b éo (VII)
}
. MNE 5
L wrcoor3
HO
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in cui R1 e R3 sono come definiti sopra. Dopodiche, %
gruppi ammino-protettivi nelle posizioni 1-, 2'- e 61—
del composto (VII) sono rimoséi da quéSto in una ma-
niera usuale, cui fa seguito la riduzione con un idru
ro di metallo per metilare il gru?ﬁo 4-ammino. Viene
cosi prodofto‘il composto di partenza della formula
(VIII) di cul sopra.
Viene data di seguito uné descrizione d4i una ap-

plicazione preferenziale del metodo per la preparazio

ne del composto di partenza (VIII). '

Nella prima fase, i quattro gruppi ammino nelle
posizioni 1-, 3-, 2'-= e 6'~ della 31 ,4'-dideossineamina
della suespoéta formula (II) sono bloccati con un noto

gruppo ammino-protettivo di tipo formante uretano per

dare un derivato ammino-protetto della 3',4'~-dideossi

neamina avente la formula (II'):

rY0C-N —6°
3 E )
flJR (II')
he ?O
' NH 2
oy
(I:O o NHCOOR™
I HO— on !

- 16 -~
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in cui ciascun R1OCO— sta per il gruppo ammino-protet
tivo monovalente di tipo formante uretano/dove R1 &
un gruppo alchile, cicloalchile © aralbhile._Ii grup
po ammino-protettivo da usare per questo scopo & un
grup?o capace di formare un anello-carbammatq ciclico
se trattato con una base nella fase seguente, Esempi
del gruppo ammino-protettivo di tipo formante uretano
comprendono gruppi alchilbssicarbonile come tert~butos
sicarbonile e tert-amilossicarbonile; e gruppi ciclo
alchilossicarbonile come cicloesilossicarbohille e
gruppi aralchilossicarbonile come benzilossicarbonile
e para-metossibenzilossicarboni1e. Fra questi & pre-
feribile usare un gruppo ammino-protettivo di tipo
formante uretano che & facilmente rimovibile dal grup-
po ammino-protettivo che sard stato successivamente
introdotto nel gruppo 1-ammino della 3t=4'~dideossi
neamina come esposto di seguito. A tal fine & racco-
mandabile scegliere un gruppo aralchilossicarbonile
che pud essere rimosso per idrogenolisi. L'introdu-
zione del gruppo ammino-protettivo pud essere esegul
ta facilmente con gqualunque procedura convenzionale,
per esempio per reazione con un alogenuro acido, azo
turo acido o estere attivo.
Nella seconda fase, il composto della formula
(II') & trattato con una base per dare un composto in

- 17 -
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Forma di carbammato 1,6-ciclico avente la formula (II"):

\ o (II™)

in cui R.t & come definito sopfa. Fra i quattro grup
pi ammino-protettivi del derivato (T1') tefra—N~
—-protetto della 3',4'-dideossineamina, il gruppo am
mino»protettivd in posizione 1- & Fatto reagire facil
mente persine a bassa temperatura, per esempio infe
riore a 0°C, con il gruppo idrossile adiacente nel-
la posizione 6~ per formare il carbammato ciclico
quando sia trattato con una base come idruro di so-
dio o idruro di litio in un appropriato solvente coO-
me dimetilformammide anidra.

" Nella terza fase, il gruppo idrossile in posi-
zione 5- del composto carbammato ciclico (II") @
bloccato con un noto gruppd‘idrossil—protettivo in
un modo usuale per produrre un composto della form

la (II1):

- 18 =
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. N . ; 2 .
in cui R & come definito sopra e R & un gruppo al

chile, benzile o tetraidropiranile.Questa fase & se-

quita dal trattamento con un alcale per idrolizzare

l1t'anello di carbammato 1,6-ciclico,ottenendo  ~ un

____composto della formula (II1*): o

(II1')

OR 5 ol '

. . o1 2 . e
in cui R e R sono come definiti sopra.

I1 gruppo protettivo per bloccare 11 gruppo

5-idrossile del composto (IIt') di carbammato 1,6 ci-

. Bus il .
clico non deve essere U.cgttitn.gile condizioni in cui

& condotta detta idrolisi alcalina. Di conseguenza,
Pra i gruppi idrossili-protettivi noti, vengono scel-

- 19 -
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Fi,quelli del tipo etere come alchil eteri e benzil
eteri e quelli del tipo acetale come tetraidropirani
le, i quali possono essere tutti 1ntr0dott1 nel grup
quqlsiasi

po Sfidrossile con una tecnica conyen21onale. In par
ticolare, & preferibile impiegare un gfuppo tetra-
idropiranile che & facilmente rimovibile per idroli
si in condizioni moderatamente acide.

La succéssiva idrolisi dél composto carbammato
1,6~ciclico (III) pud essere ottemuta con trattamen—
to in una soluzione acquosa diluita, ad esempié di

idrossido di sodio o idrossido di bario e porta alla

formazione di un amminoalcool libero rappresentato

dalla formula (III') di cui sopra. L'idrolisi pud es

sere preferibilmente eseguita ad una elevata tempe-
ratura compresa fra 40 e 60°C e ad una concentrazio-
ne di alcale di 0,17 M o minore. Queste condizioni di
reazione non hanno alcun effetto sugli altri gruppi
ammino~ e idrossil- protettivi e danno qulndl luogo
alla formazione preferenziale del composto 1,6—ammi
noalcool della formula (III').

Inoltre, ‘il gruppo 1-ammino del composto (II1')
& bloccato con un diverso gruppo ammino-protettivo
di tipo formante uretano, e il gruppo 6-idrossile &
solfonilato per reazione con un reagente solfonilan
te, per eseméio un solfonil alogenuro della formula:

- 20 =~
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R4502X1in cui R4 & come definito sotto e X &€ C1 o Br.

Tn tal modo viene prodotto un composto della formula

(IV):

5 0S0,RY

in cui R1 e R2 hannorgli stessi significatli come so-
pra, R3 & un gruppo alchile, cicloalchile o aralchile
ma differenté dal gruppo R1, e R4 rappresenta un grup-
po alchile, arile o aralchile.

Come gruppo di protezione del gruppo Te—ammino 1i
bero del composto (III') 1,6-amminoalcool si preferi-
sce usare ancora un gruppo ammino-protettive di tipo
formante uretano e particolarmente un Qruppo alchibs—
sicarbonile, poiché quest'ultimo pud essere selettiva
mente trattenuto nel composto che si deve produrre at
fraverso il successivo trattamento di rimozione de-
gli altri gruppi ammino-protettivi nelle posizioni 3-,
21_ e 6'- ed & molto vantaggioso, come specificato in
seguito, per la reazione di N-metilazione,

I,a summenzionata solfonilazione del gruppo 6-idros

- 21 -
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;ile pud essere effettuata facilmente a temperatu-
ra ambiente con una buona resa per trattamento in un
opportuno solvente organico, come piridina secca, con
un noto reagente di solfonilazione come solfonil alo
genuro della formula R4502X, specialmente méFanosol—
fonil, paratoluenesolfonil o benzilsolfonil cloruro.

In tal modo, viene prodotto un composto della
suesposta formula (IV) che & un utile composto inter
medio nel processo di questa invenzione.

Nella fase successiva, il composto della formi-—
1a (IV) & trattato con una base per trattare un com-
posto che porta l'anello di aziridina della formula

seguente (V):

Tt s T U L)
VEE R O LEE S B

RS AU I

in cui Rq, R2 e R3 sono come definiti sopra, detta
fase essendo seguita da un ulteriore trattamento con
un sale di metallo alcalino di un acido organico per
aprire l'anello di aziridina.

I1 composto di aziridina pud essere ottenuto

- 23
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con una buona resa trattando 11 composto (IV) con una
base come alcoolato di sodio in un solvente
anidro come tetraidrofurano secco. La reazione pud
procedere anche a bassa temperatura, compresa : fra
0 e'10°cla11a quale temperatura ialreazione-pué esse—
re generalmenfe portata a termine in una notte. Il
composto di aziridina (V) cosi prodotto, che é& un im
portante ~ composto intermedio per la preparazio
ne del composto oggetto di questa invenzione, pud es
sefe sottoposto direttamente (cioé senzalpuri?icazig
ne) alla successiva reazione di apertura dell'anello.
L'apertura dell'anello aziridinico pud essere ef
fettuata con una resa favorevole per reazione con un
sale di metallo alcalino di un acido organico come
benzoato di sodic o acetato di sodio in un solvente
anidro come dimetilformammide secca, dando
luogo alla produzione di una nuova forma di ammino-
ciclitolo con trasposizione‘tra,gruppd ammino ed il
gruppo idrossile, Allora, il gruppo protettivo di ti

generalmente
po uretano rimane’ nel gruppo ammino)mentre il grup-

po acile derivato dalltacido organico usato nella rea-

zione di apertura delltanello viene introdotto nel
gruppo idrossile, Rispetto alla nuova forma di ammino
ciclitolo (1,4-diammino-1,2,4-trideossiamminociclitol
derivato), la numerazione & data conformemente alla

- 23 -
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pomenclatura per la fortimicina e la istamicina come
indicato a partire dalla formula (VI). Per quanto ri
guarda i composti di amminociclitolo (1,3—diammino—
-1,2,3~trideossiamminociclitol derivati) rappresenta
ti éalle suesposte formule (I) e (V),-la numerazione
& data conformemente alla nomenclatura della 2-deossi
streptaminae

Ltapertura delltanello di aziridina porta alla

formazione di un composto della formula (VI):

v
1

or”
o
f (VI)
Y NH 2
0
R0 I 3
> OR?

3 e
sono conme definiti in precedenza

o0 2
incui R , R e R

e R

noile o benzoile.

I gruppi protettivi idrossile nelle posizioni 3-

e 5— del composto (VI) sono quindi rimossi da questo

e, se necessario, il gruppo ammino-protettivo di tipo
formante uretano viene di nuovo introdotto nel gruppo

4—ammino per la produzione di un composto della for-

mala (VII)s'
- 24 -
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OR* _
|
?0 A ’ (VII)
NH
6 2
HO
5 OH

3 c s
e R sono come definiti sopra.

. , 1
in cui R

I1 gruppo acile quale gruppo idrossil-protettivo
nella posizione 3- pud essere facilmente rimosso per
mezzo di un comune alcale, per esempio una soluzione

di ammoniaca metanolica, mentre il gruppo idrossil-

~-protettivo nella posizione 5- come il gruppo tetraidro

piranile pud, come gid detto, essere rimosso con 1'1i
drolisi acida in condizioni moderatamente acide per
esempio trattandolo con una soluzione acquosa di aci
do trifluorcacetico ad una temperatura bassa compresa
fra 0 e 10°C, Se il gruppo ammino-protettivo del tipo
uretano nella posizione 4- & sensibile alltidrolisi
moderatamente acida, come & il caso del gruppo terbu
tossicarbonile, esso sard rimosso nel corso della rea
zione. E' allora necessario che il gruppo ammino~pro
tettivo di tipo formante uretano che & differente da
quello usato per bloccare i gruppi 1-, 2'- e 61— ammi
no venga nuovamente introdotto nel gruppo 4~ ammino

- 25 =
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libero. "' - . Il gruppo ammino-protetti
vo del tipo formante uretano che deve essere nuovamen
te introdotto dovrebbe essere-preferibilpgnte non sensibile
alla successiva
® reazione per la rimozione degli altri gruppi ammino-
—profettivi nelle posizioni 1-, 2?—.e 6'— ed essere uti=
lizzabile per ia N-metilazione nella posizione 4-, E
sempi preferiti di ess sono gruppli metossicarbonile
e etossicarboﬁiie.
Successivamente, 1 gruppi ammino-protettivi nel

le posizioni 1-~, 2'= e &'~ del composto (VII) %enQOno

rimossi da esso per produrre un composto della for-

mula (VIIt):
6"

H2N

b (VII')

HO OH
5

in cui R3 & come definito sopra.

Nella suesposta reazione i gruppl ammino-protet
tivi nelle posizioni 1-, 2'~ e 6'~ sono rimossi se-
lettivamente per dare il composto (VII'), cioé N4—dg

.. . 4 €6 3 . .y , )
glicil-tri-N , N , O -demetilistamicina A, in cui sol
tanto i1 gruppo 4-ammino rimane bloccato con il grup-
po protettivo del tipo uretanoc.

- 06 -
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. . iv s O ' g )
mino, producendo N4-deg11c11wd1~N yO ~demetilistaml

cina A della formula (VIII):

H

2

-~

con un idruro di metallo per metilare il gruppo 4-am

N

Nella Fase finale, il composto (VIIt) & ridotto

UFF. TEC, Ing, 4, MaNNUCe

6!

Lp
(VIII)

La 4—N-mefilazione pud essere effettuata riducen
do il composto (VII') con un idruro di métallo come
idruro di 1iinnalluminio o \druro di boro in un sol-
vente anidro quale tetraidrofurano secco. La reazione

& preferibilmente effettuata ad wna temperatura com-

presa fra 40 e 60°C per un periodo minimo 4i 10 ore.
3 .
0" ~demetil

L}
Viene cosl prodotto N4—deglicil—di—N ’

istamicina A (formula VIII)/che & usata come materia

le di partenza del processo di gquesta invenzione.
]

I1 monocarbonato di N4—deglici1—di-N ' 03~dem§

tilistamicina A cosi prodotto & in forma di polvere

incolore che si decompone a 115-118°C, d4a una reazio
102° (¢ 0,65, acqua)

. . o . 22
ne ottica specifica di [lx]l)
e presenta un'analisi degli elementi: Trovato: C, 46,15;

H, 7497 3 N, 15,37% che & coincidente con i valori
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teorici di C13H25N404oH2003 (c, 45,89 3 H, 8,25 3
N, 15,29%). La spettrometria di massa del monocarbo
nato mostra il picco M a m/e ¢ 304, e la sua croma
tografia in strato sottile su gel di silice da una sin:
301a'macchia(Positiva al reagente.ﬁinidrina)ua R, 0,12
se sviluppata.con la fase inferiore di una miscela

di solvente di cloroformio-metanolo—ammoniaca acquo

sa al 28% (2:1:1 in volume) o a R, 0,50 se sviluppa

ta con un solvente miscela di butanolo-etanolo-clo

roformio-ammoniaca acquosa al 17% (4:5:2:5 in‘volume),
Secondo il procedimento di questa invenzione,

. . . . . . OF 3

1l composto oggetto di questa invenzione, di-N , 07—

~demetilistamicina A (formula I) & preparato per mez

zo di glicilazione, ciodé di acilazione con glicina

del gruppo metilammino in posizione 4~ del composto
)
N4—deglicil-di—N6, O

3-demetilistamicina A (Formula
VIII). Allo scopo di acilare il gruppo 4-metilammino
con‘glicina con un'alta resa, & preferibile bloccare
brecedentemente 1 gruppi ammino nelle pogizioni 1-,
2'—- e 6'- con un gruppo ammino-protettivo. Fortuna-
tamente, vi € una considerevole differenza di reatti
vita fra questi tre gruppi ammino e il gruppo 4-metil
ammino. Pertanto, pud essere preparato con alta resa
un derivato tri-N-protetto del composto (VIII), i cui

gruppi ammino sono stati bloccati nelle posizioni 1=,

- 28 -
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2'- e 6'—, per mezzo di un metodo convenzionale per
1*'introduzione di un noto gruppo ammino-protettivo,
per esempio facendo reagire il composto N4~deglicilw
_di_N6', 03-demetiﬂstamicina A con 3 - 3,5 equivalen
ti molari di un noto reagente ammiﬁo-protettivo in
forma di alogenuro acido, azotur acido, estere attivo
o anidride acida. Esempi di questi noti gruppi ammi
no~-protettivi adatti allo scopo comprendono gruppi
alcossicarbonile come 1l tert-butossicarbonile e il
tert-amilossicarbonile; gruppi cicloalchilossicarbo
nile come il cicloesilossicarbonile; gruppi aralchi
lossicarbonile come il benzilossicarbonile; gruppi
acile come trifluorocacetile e C-nitrofenossiacetile;
gruppi fosfinotiocile come il difenilfosfinotiocile e
il dimetilfosfinctioile; e gruppi fosfinile come il
difenilfosfinile, Noti gruppi bivalenti ammino-pro-
tettivi possono essere usati per bloccare i gruppi
ammino in forma di base Schiff.

I1 derivato tri-N-protetto cosl preparato pud es
sere usato direttamente senza purificazione, per la
successiva glicilazione del gruppo 4-metilamminoc, La
reazione di glicilazione pud essere effettuata usan-
do la glicina stessa o un equivalente funzionale di
questa secondo una qualunque tecnica nota impiegata
per la sintesi dei peptidi, l'equivalente funzionale
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della glicina comprendendo dicicloesilcarbodiimmidi,‘
anidridi acide miscelate, azoturi ed esteri attivi
della glicina. Efpreferibile che il gruppo ammino del
la glicina debba essere precedentemente bloccato con
un grﬁppo ammino—protettivo}che pub'essére lo: stesso
o diverso da qﬁello usato per i gruppi ammino del com
posto N4—deglici1—di-N6', OB—demetilistamicina A, Esem
pi preferenziali del gruppo ammino-protettivo da usar
si convenientemente gono il gruppo benzilossicarboni-
le che & rimovibile per idrogenolisi in presenié di
un catalizzatoré, come 1'ossido di palladio o di pla-
tino, o il gruppo tert-butossicarbonile che & rimovibi
le con idrolisi acida, per esempio in una soluzione
acquosa di acido trifluorcacetico o acetico o in una
soluzione diluita di acido cloridrico.

In una forma preferenziale del presente procedi
mento, la reazione di glicilaziéne pud essere esegui
ta usando un estere attivo di glicina ad una elevata
temperatura compresa fra 40 e 60°C in un opportuno
solvente organico come il diossanoc., Come estere attivo
di alta reattivitd si pud menzionare ltestere N-idro
succinimmide della N-benzilossicarbonilglicina, che
pud essere prodotto in un modo convenzionale e che

pud essere usato in una proporzio

ne di 1 a 1,5 equivalenti molari,
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I1 seguente riferimento illustra la preparazio
ne del composto di partenza da usare nel procedimen-—

to delltinvenzione, e ltesempio riportato di seguito
j1lustra il presente procedimento.

Riferimento 1
(a) Preparazione di 1,3,2',6'ﬂtetrawN—benzilossicag

= benzile nella

UFF. TECN, ng. 4 MANKUCCt

bonil-3',4'-dideossineamina (R

forrnmla II').
2,10 g (7,23 mmoli) di 31 ,4'-dideossineamina

sono sciolti in 100 ml di una miscela di acqua e meta
nolo (1:5) ed alla soluzione sono aggiunti 11,39 g
(43 mmoli) di benzil 4,6-dimetilpirimidil-2-tiolcar
bonato e 2,3 ml di trietilammina, facendo seguire agi
tazione a temperatura ambiente per 15 ore. La solu-
sione di reazione risultante & concentrata fino a es
siccazione a pressione ridotta e, successivamente,
i1 residuc & lavato con 300 ml di acqua e 200 ml di
etere etilico per dare 6,0 g del composto del titolo

in Forma di polvere giallo pallida. Resa 100%, Punto

di decomposizione 237-238°C,

20 o] 2
[q]l) + 45° (c 2, CHCE3).
(b) Preparazione di 3,2°', 61—tri-N-benzilossicarbonil-

31 ,4t—dideossineamina 1,6-carbammnato (R = benzil

nella formula II").
1,34 g (1,62 mmoli) di 1,3,21,6'-tetra«N-benzi
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lossicarbonil-3',4'-dideossineamina 6ttenutaanella
;EP suddetta fase (a) sono sciolti in 13 ml di dimetilfor
mammide anidra, a cui sono aggiunti 235 mg (4,9 mmoli )
di idruro di sodio (50% di sospensione in olio) me-
diante raffreddamento con ghiaccio‘in‘un'atmpsfera

di gas argonn'La miscela & agitata per 4 ore, dopo

di che la soluzione di reazione risultante & neutra
lizzata con acido acetico e versata in 500 ml di acqua
ghiacciata per separare un precipitato. I1 precipi-
tato & raccolto per filtrazione e depurato per mez-—
70 di cromatografia in colonna su gel di silice

(50 g di Wako-gel C~200 prodotto dalla Wakojunyaku
Co., Giappone) sviluppato con miscele di solventi di
cloroformio/acetone {2:1 e i:1) per dare 683 mg del
composto del titolo. Resa 62%.

[o{] 38 + 58° (¢ 2, CHCIS).

R. 0,25 in cromatografia in strato sottile (TLC) su

£
gei di silice sviluppata con cloroformio-etanolo

T (20:1).
i (c) Preparazione di 3,2!,6'-tri-N-benzilossicarbonil-—
-3 ,4'=dideossi~5-0-tetraidropiranilneamina 1,6-

. 1 . 2 . .
-carbammato (R = benzile e R = tetraidropira

nile nella formula IIXI).
3,7 g (5,15 mmoli) di 3,2',6'-tri-N-benzilossi

carbonil-3',4'-dideossineamina 1,6 carbammato ottenu-
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ti nella fase {(b) di cui sopra sono sciolti in S0 ml
di dimetilformammide, e alla soluzione sono aggiuntil
1,3 g (15,5 mmoli) di 3,4-diidro—2H—pifano e 196 mg
(1,0 mmoli) di acido para-toluene-solfonico anidro.
La miscela & lasclata riposare a teﬁpen?tura ambiente
per 72 ore, e i ml di trietilammina & aggiunto alla
soluzione di reazione risultante, che & poi fatta eva
porare a preséione ridotta per lasciare un residuo.
Quest'ultimo & cromatografato su gel di silice (300 g
di wWako-gel C-200) usando cloroformio-—etanolo tﬁOO:l)
come solvente di sviluppo per produrre 2,4 g del com
posto del titolo. Punto di decomposizione 79 — 83°C.
Resa 57%. [o{‘]gg + 33° (c 0,5, CHCI3). Ry 0,51 in

TLC su gel di silice sviluppata con cloroformio-eta

nolo (15:1).

(a)

1-N-tert-butossicarbonil-3',4'~dideossi~6-0-nesil~

5wO-tetraidropiranilneamina (R = benzile, R =

> - tert-butile e r? - meti

= tetraidropiranile, R~ =

le nella formula IV).

Preparazione di 3,2',6!'-tri~-N-benzilossicarbonil

2,3 g (2,86 mmoli) di 3*,2!',6'-tri-N-benzilossi
carbonil-3',4'-dideossi-5~0O~tetraidropiranilneamina
1,6-carbammato proveniente dalla fase (c) di cul sopra
sono sciolti in 80 ml di diossano, e 25 ml di idrossi
do di bario O;OSM sono aggiunti alla soluzione risul-
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tante. La miscela & agitata a 60° C per 30 minuti,
seguita da ulteriore aggiunta di 30 ml di idrossido
di bario 0,05M ed agitazione per un'ora. Vengono poi
aggiunti altri 30 ml di idrossido di bario 0,05M e
tutta la miscela & agitata ancora ﬁer un'oréf Al ter-~
mine della reazione, il biossido di carbonio gassosd
¢ passato nella soluzione di reazione per separare
11 precipitato, che viene filtrato, Il filtrato & fat
to evaporare a pressione ridotta e il residuo & estrat
to con 200 ml di cloroformioc. Ltestratto & concentra-
to fino all'essiccazione a pressione ridotta per da-
re 2,24 g di una polvere giallo pallide d4i 3,2',6'-
—triuN—benzilossicarbOni1—3',4'—dideossi—5—ogtetrai—
dropiranilneamina (R1 = benzile e R2 = tetraidropira-
nile nella formula III').

La polvere cosi ottenuta € sciolta in 50 ml di
metanolo, al quale sono poi aggiunti 0,4 ml di trie
tilammina e 1,35 g (5,7 mmoli) di tert-butil 4,6-dime
tilpirimidil-2-tiolcarbonato, Dopo l'agitazione della
scela per tutta la notte a temperatura ambiente, la
soluzione di reazione risultante & fatta evaporare a
pressione ridotta per lasciare un residuo, che & as-
sorbito in 20 ml di toluene, seguito da aggiunta di
n-esano per separare un precipitato. Il precipitato
@ raccolto per filtrazione e lavato con acqua per pro
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durre 2,24 g di una polvere di 3,2',6'-tri-N-benzilos
sicarbonil-i-N-tert-butossicarbonil-3?,4'-diédeossi-
~5-0-tetraidropiranilneamina.
Una soluzione di questa polvere sciolta in 50 mi
di piridina & mescolata con 574 mg (5,7 mmoii) di me
tano~sulfonil cloruro, e la miscela € agitata per
tutta la notte a temperatura ambiente. La soluzione
di reazione risultante & concentrata fino alltessic-
"cazione e il residuo purificato per mezzo di cromato
grafia in colonna su gel di silice (150 g di Wako-gel
C~200) sviluppata con toluene-acetone (5:1) per dare
1,65 g del composto del titolo. Resa (60%). Punto di
decomposizione 101~105°C, I}{]ig + 29° (c 0,44, CHClS).
{(e) Preparazione di 3-0O-benzoil-1,2',6'~tri-N-benzi
lossicarbonil-4-~N-tert-butossicarbonil-5-0-tetra

. . . 4 . . 4 r 3
idropiranil-N ~deglicil~tri-N ,N ,0

-demetilista
. . 1 . 2 . . .
micina A (R = benzile, R = tetraidropiranile,

3 benzoile nella formula VI).

R = tert-butile e R5 =
1,37 g (1,43 mmoli) di 3 ,2',6'-tri-N-benzilos
sicarbonil-1-N-tert-butossicarbonil-3',4'-dideossi~6~
~0=-mesil~5-0O-tetraidropiranilneamina della fase (d)
di cui sopra sono sciolti in 5% ml di tetraidrofurano
secco, ed alla soluzione sono aggiunti 194 mg (3,6
mmoli)} di metilato di sodio a 0°C in untatmosfera di
gas argon. La miscela ottenuta ¢ agitata per 30 minu-
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ti e quindi lasciata riposére a 10°C per 15 ore. La
soluzione di reazione risultante & mescolata con una
quantita in eccesso di cloruro di ammonio e acqua,
seguita da estrazione con cloroformio, L'estratto &
concéntrato fino all'essiccazione per dare 1,23 g di

‘ . . P 1 .
una polvere del derivato di aziridina (R = benzile,

2 . . . .
R = tetraidropiranile e R3‘= tert-butile nella for.-

mla V). [d]Eg + 10° (c 0,5, CHCL,)e R 0,41 in

TLC su gel di silice sviluppata con benzene-etil ace

tato (1:1).

1,12 g deila polvere cosl ottenuta sono sciolti
in SO ml di dimetilformammide, a cul sono poi aggiun~
ti 1,3 g di benzoato di sodio e la miscela & Ffatta
reagire a 105°C per 10 ore. La soluzione di reazione
risultante & mescolata con 300 ml di cloroformioc e la-
vata due volte con cloruro di sodio acquosb saturato.
Lo strato di solvente & separato, essiccato con sol-
fato di sodio anidro e concentrato fino all'essicca—
ziones Il residuo & depurato per mezzo di cromatogra-
fia in colonna su gel di silice (180 g di Wako-gel
C-200) sviluppata con toluene-etil acetato (5:2) per

produrre 878 mg del composto del titolo. Resa 76%.

. . 22
Punto di decomposizione 84-86°C, [}*}1) + 61°

(c 0,49, CHClS). Rf 0,54 in TLC su gel di silice

sviluppata con benzene-etil acetato (1:1).
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. . .o ' ' . .
(£)- Prepavazione di tri-N , N2 ' N6 ~benzilossicarbg

nil-N4~tert—butossicarbonil—os—tetraidropiranil—

4 _ . .4 .6 3 .
N —-deglicil~tri-N ,N ,0 -demitilistamicina A

1 . 2 . . .
(R = benzile, R = tetraidropiranile, R3 = tert-

~butile e Rs = H nella formla IV),

860 mg (0,88 mmoli) di 0 -benzoil—tri-n' 2 ,n' -
-benzilossicarboni1—N4—tert—butossicarbonil-os—tetrg
idropiranil-N—-deglicil-tri-n7,N%',05-demetilistamici
na A ottenuti nella Fase (e) sono sciolti in 20 ml di
una miscela di ammoniaca al 12% e metanolo e 15 solu-
zione & 1asciaté riposare a temperatura ambiente per
40 ore, La soluzione di reazione risultante & concen-
trata fino ali'essiccazione e i1 residuo cromatografa-—
to su gel di silice (70 g di Wako-gel C 200) usando
benzene-etil acetato (1:1) come solvente di sviluppo
per dare 693 mg del coﬁposto del titolo. Resa 90%.
Punto di decomposizione 88 -~ 90°C, Ed:];g + 44°

(¢ 0,5, CHC13). R, 0,18 in TLC su gel di silice svi-

£

luppata con benzene-~etil acetato (1:1).

2
(g) Preparazione di N4—deglici1-—di—N6 ’ 03-demetil

istamicina A (composto della formula VIIXI).
. . .1 2r 6 . .
680 mg (0,78 mmoli) di tri-N ,N ,N -benzilossi
carboni1—N4—tert—butossicarboni1—05~tetraidropiran11~
4 . . 4 6' 3 Lo . s
N -deglicil-tri-N-N , N  ,0 -demetilistamicina A, del

la fase (f) di cui sopra sono sciolti in 10 ml di aci-
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do trifluoroacetico al 90% a 0°C e lasciati riposare
per due ore, dopo di che la soluzione di reazione &
concentrata ad essiccazione, Il residuo ottenuto &
assorbito in 50 ml di cloroformio e lavato successi
vamente con idrossido di sodio acquoso 1N e acqua.

Lo strato di cioroformio & separato, essiccato con
solfato di sodio anidro e concentrato fino alltessic-
cazione, Il résiduo @ depuratolper mezzo di cromato
grafia in colonna su gel di silice (50 g di wako-gel

C 200) sviluppata con un solvente miscelato di:clg

roformio~metanolo—ammoniaca acquosa al 17% (80 : 10 : 1)

. N e ! .
per dare 350 mg di una polvere di N ,N ,N6 -benzilos

sicarbOnil—N4;deglici1—tri-N4,N6',Oawdemﬁtilistamici
na A. Resa 65%.

A una soluzione di 293 mg (0,42 mmoli) della
polvere ottenuta come sopra in 5 mi di metanolo e ag-
giunta una soluzione di 27 mg di carbonato di sodio

seguendo un'aggiunta di .

in 0,5 ml di acqua, -~ 55 mg (0,5 mmoli) di clo
rocarbonato di etile a 0°C,. La miscela risultante &
agitata per due ore, dopo di che la soluzione di rea
zione & concentrata fino alltessiccazione e il resi-
duo & assorbito in 30 ml di cloroformio e lavato con
acquae Lo strato di cloroformio & quindi essiccato
con solfato di sodio anidro ed ancora concentrato fi

no alla essiccazione per dare 318 mg di una polvere

—~ 38 -~
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' ] : - 4 -
~benzilossicarbonile-N -etossicarbo

. A =
di tri-N ,N ,N6
6 3 o .
~demetilistamicina A

nil-n-deqricit-tri-n?%,n°" 0
etile nella formula VII). Resa

1 r
(R = benzile e R
98%., RE 0,62 in TLC su gel di silice sviluppata con

ir=

i, TECH, fiig, 4 MadiNUcey

una miscela di solvente di cloroformic-metanolo-amuo

: 10 ¢ 1),

niaca acquosa a1 17% (80 3
La polvere cosl ottenuta & sciolta in 8 ml di

una miscela di metanoloy acqua e acido acetico (2
1 : 1), a cui sono poi aggiunti 100 mg di palladio -carbonio

e la miscela & lasciata riposare sot

© el 5%
to una corrente di gas idrogeno per due ore per effet

tuare la idrogenolisie. Dopo di cid, il catalizzatore
e rimosso dalla miscela di reazione, che & quindi
concentrata fino allt'essiccazione. Una soluzione del

residuo sciolto in acqua & passata attraverso una
di Amberlite CG-50 (forma NH, , 11 ml).

colonna
La colonna & successivamente lavata con acqua e aui=

moniaca acquosa 0,1 e quindi eluita con ammnoniaca
acquosa 0,2M, Lteluato della colonna € concentrato
fino alla essiccazione per dare 143 mg di una polve-
L : ) 4 .. . 4 6t 3
re di N =~etossicarbonil-N ~deglicil-tri-iN ,N ,0 =de

<.
metilistamicina A (Rj = etile nella Formula VII'),

ot

Resa 95%.,

R, 0,55 in TLC su gel di silice sviluppata
con cloroformio~metanclo-ammoniazaca acquosa al 17%



130 mg (0,36 mmoli) di questa polvere sono sciol
ti in 6 mi di acido trifluorocacetice anidroc a 0°C, la
soluzione & concentrata fino alla essiccazione e il
residuc assorbito in 3 ml di tetraidrofurano secco.
Alla soluzione risultante sono aggiunti 15 ml del
complesso tetraidrofurano-~idruro di boro 1M‘(un Pro-—
dotto della Aldorich Co., USA) e la miscela & agita-
ta a 50°C per 18 ore, Una certa quantitd dfacqua &
aggiunta alla soluzione di reazione, che 2 quindi
concentrata fino all'essiccazione e il residuo & as-
sorbito in 10 ml di acqua. La soluzione acquosa & re
golata a PH .. 8 e passata attraverso una colonna
di Amberlite CG-50 (Fforma NH4 30 ml)s La colonna &
successivamente lavata con acqua e soluzioni di ammo-
niaca acquosa 0,2 M, 0,3 M e 0,4 M e quindi eluita
con ammoniaca acquosa 0,5 M, L'eluato & raccolto e
concentrato fiﬁo.all'essiccazione per dare 45 mg di
monocarbonato del composto del titolo in Fforma di
polvere. Resa 40%., Punto di decomposizione 115-118°¢C,

[}iJﬁg + 102° (¢ 0,65, HQO). Spettrometria di mas-—
sa: m/e 304 (M+). TLC su gel di silice: Rf 0,12 se
sviluppata con lo strato inferiore di cloroformio-me
tanolo-ammoniaca acquosa al 28% (2:1:1) e Rf G,50 se
sviluppata con butanolo-etanolo-cloroformic—ammoni a-
ca acquosa al 17% (4:5:2:5).
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e

Esempio_1
| |

Preparaziocne di di—N6 ' Os—demetilistamicina A

(Eormulg I)e

4% mg (0,123 mmoli) di monocarbonato di N4~dg
glic’:il-di-N6', 0°_demetilistamicina A ottenuti nella
fase (g) del riferimento 1 sono‘sciolti in é ml di
metanolo, e alla soluzione sono aggiunti 0,017 ml
(0,123 mmoli) di trietilammina e 94,9 mg (0,38 mmoli)
di benzilossicarbonil N-idrossisuccinimmide. La mi- |
scela risultante & lasciata riposare a temperatura
ambiente per 6,5 ore per effettuare l'introduzione
del gruppo benzilossicarbonile come gruppo ammino-

-protettivo. La soluzione di reazione € quindi con- -

centrata fino all'essiccazione e il residuo & raccol-

to in 3 ml di diossano, facendo seguire l'aggiunta
di 67,9 mg (0,18 mmoli) di estere N-—idrossisuccinipm
mide' di N-benzilossicarbonilglicina. La miscela co
sl ottenuta & lasciata riposare a 60°C per 6 ore per
effettuare l'introduzione del gruppo glicile, dopo
di che la soluzione di reazione & concentrata fino
all'essiccazione e il residuo & sciolto in 4 ml di
un solvente miscelato di acido acetico, metanoloc e
acqua (2 ¢ 1 2 1)

Alla soluzione risultante sono aggiunti 50 mg

di palladio=—carbonio 8l 5% e la miscela & sottopg
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3 e

sta-a idrogenolisi sotto una corrente di gas idrogeno
per 4 ore per effettuare la reazione di deprotezione.
La miscela di reazione & filtrata per rimuovere il ca
talizzatore, il filtrato concentrato fino all'essicca
zioné e i1 residuo versato in acqua. La soluzione ac-—
quosa ottenuté & passata attraverso una colonna di 6
ml di Amberlite CG~50 (forma NH4) e la colonna & suc-—
cessivamente lavata con acqua, ammoniaca acquosa 0,1 M
e ammoniaca acquosa 0,3 M e quindi eluita con ammoniga
ca acquosa 0,4 M. L'eluato & raccolto e concentrato
fino all'essiccézione per dare 15 mg del monocarbona-
to del composto del titolo in forma di polvere. Resa

29%.

I1 testo italiano qui sopra steso & la fedele

traduzione dell'annessa copia autentica.
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