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HYV. NAIIT.

Menetelmd 4,6-di-0-(aminoglykosyyli)-2-deoksistreptamiinien
5-epi-johdannaisten valmistamiseksi - Fdrfarande for framstdll-
ning av 5-epi-derivat av 4,6-di-O-(aminoglykosyl)-2~deoxi-

streptaminer

Foreliggande uppfinning berodr ett forfarande f6r fram-—
stdllning av 5-epi-derivat av 4,6-di-O-(aminoglykosyl)-2-de-
oxistreptaminer, nadmligen gentamicin A, gentamicin B, genta-

micin B1, gentamicin C1, gentamicin C1a’ gentamicin C gent-

'
amicin C2b’ gentamicin X2, tobramycin, verdamicin, kaigmycin
A, kanamycin B, 3', 4'—d§gxikanamycin B, antibioticum G-52,
antibioticum 66-40B, antibioticum 66-40D, antibioticum G-418,
antibioticum JI-20A, antibioticum JI-20B och sisomicin, samt
av farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalter av dessa deri-

vat, vilka fOreningars 2-deoxistreptamindel har formeln

NH2

NHR

(1)

HO



ddr R &r en vateatom eller en grupp -CHZY, varvid Y betecknar véate,

alkyl, alkenyl, cykloalkyl, cykloalkylalkyl, hydroxialkyl, amina-

alkyl, N-alkylaminoalkyl, aminchydroxialkyl, N-alkylaminohydroxi-

alkyl, fenyl, bensyl eller tolyl, varvid de alifatiska grupperna

har upp till 7 kolatomer och, om de &r substitusrade med amino-

och hydroxigrupper, uppvisar dessa substituenter p& olika kolatomer.
Kdnda i detta sammanhang &r bredspektrum-antibakteriella

medel, vilka kemiskt kan klassificeras s&som 4,6-di-0-(aminoglykosyl)-

-143-diaminocyklitoler. Vardefulla antibakteriella medel inom denna

grupp &8r sadana vari aminocyklitolen utg8res av 2-deoxistreptamin.

S&rskilt vdrdefulla antibakteriella medel &r sadana vari aminoglykosyl-

gruppen i 6-stdllningen &r en garosaminylgrupp. Inom denna klass av

4-0-aminoglykosyl-6-0~garosaminyl-2-deoxistreptaminer finner man

1a’ G2 C2a” ©

verdamicin, sisomicin, antibiotikum G-418, antibiotikum G-52, anti-

biotikum JI~20A och antibiotikum JI-208B.

K&nda inom detta omrdde &r &ven 1-N-alkyl-derivat av n&mnda

antibiotika sdsom gentamicin B, B1, C1, C 2b och X2;

4,6-di-0-(aminoglykosyl)-1,3-diaminocyklitoler, vilka i allménhet
uppvisar bredspektrum-antibakteriell aktivitet och uppvisar f&érhdjd
aktivitet mot organismer resistenta mot det 1-N-osubstituerade anti-
bakteriella medlet.

S8rskilt vdrdefulla antibakteriella medel omfattar derivat av
4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminer, vari aminoglykosid-
gruppen i 6-std@llningen &r garosaminyl. Typiska derivat av 4-0-
aminoglykosyl-6-0-garosaminyl-2-deoxistreptaminer enligt uppfinningen
dr derivat av gentamicin B, gentamicin B1, gentamicin C1,
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gentamicin Cla’ géntamicin Ca, gentamicin Caa, gentamicin Czb,'gentamicit
xa,'sisomicin, verdamicin, antibiotikum G-418, antibiotikum JI-20A,
antibiotikum JI-20B och antibiotikum G-52, vilka foreningar definleras
av fdl jande formel

AG,.

vari R har den i samband med formeln I angivma Ebtydol:qn och
vari AGl dr en aminoglykosylfunktion, vald bland gruppen

, (i.derivat av (gentamicin B, )
4f OH entamicin B) :
HO L — ' '
3 HO
cH, O OH
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(antibiotikum
JI-20A)
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o
(antibiotikum
G-52) och
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HO

HO

(gentamicin X2)

(verdamicin)
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.. (i derivat av anti-
__blotikum G-418)

Andra virdefulla derivat av 4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxi-
streptaminer enligt uppfinningen omfattar derivat av tobramycin, kana-
mycin A, kanamycin B och 3‘,4‘—dideoxikanamycin B med formeln



AG o

CH

CH20H

vari£R har den i samband med formeln I

AG, &r en aminoglykosylfunktion vald bland

CHZNH2

(i derivat av
tobramycin)

HO

NH 2

CH, U

272

0
(kanamycin B)

HO

NH

derivat av antibiotikum 66-40D med

’ XI
9
angivna betydelsen och
CI’IzNH )
OH (kanamycin A)
HO
QOH
CHzNH2
(i derivat av
3',4'-di~
deoxikanamnycin
B) 3

NH

formeln



CHzNH2

0

NH XII

vari R har den i samband med formeln I angivna betydelsen,
och derivat av gentamicin A och antibiotikum 66-40B med formeln

NH2

NHR

AG 0 XITT

NHCH

HO

OH

vari R har den i1 samband med formeln I angivma betydelsen och
AG3 ar en aminoglykosylfunktion, vald bland



CHZDH
0 (i dezrivat av
H {i derivat av antibiotikum
gentamicin 66-40B) .
A)l, och
HO
NH

De enligt uppfinningen framstdllda derivaten av 4,6-di-0-
(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminerna, definierade med formeln I
eller med formlerna X-XIII, karakteriseras av att utgdra vita,
amorfa pulver.

De farmaceutiskt godtagbara syraadditionssalterna framstdlles
enligt k&nda metoder, sasom genom neutralisering av den fria basen
med ifrdgavarande syra, vanligen vid ungefdr pH 5. Lampliga syror for
detta adndamél omfattar syror sé&som saltsyra, svavelsyra, fosforsyra,
bromvatesyra och liknande. De fysikaliska k&nnetecknen p& syraaddi-
tionssalterna av derivaten av 4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistrepta-
minerna omfattar att de &r vita, fasta substanser, som ar losliga i
vatten och oldsliga i flertalet poldra och icke pol3ra organiska
ldsningsmedel.

De enligt uppfinningen framst&llda foreningarna och deras icke-
toxiska, farmaceutiskt godtagbara syraadditiconssalter uppvisar i all-
mdnhet antibakteriell bredspektrumaktivitet och uppvisar ett fdor-
fittrat antibakteriellt spektrum, jamfort med det fOr moderantibioti-
kan.

Inkluderade bland de avsedda substituenterna med formeln -CHZY
i formeln I &r raka och grenade alkylgrupper, sé&som etyl, n-propyl,
n-butyl,f -metylpropyl, n-pentyl, 8 ﬂnetylbutyl,Yr—metylbutyl och
B.,8-dimetylpropyl: n-hexyl, §-metylpentyl, B-etylbutyl, V-etylbutyl,
n-heptyl, £ -metylheptyl, 8 -etylpentyl, Vletylpentyl, b—etylpentyl,
Y-propylbutyl, n-oktyl, 1iso-oktyl, ﬁ—etylhexyl,é -etylhexyl, £ -etyl-
hexyl, 4 -propylpentyl,V’—propylpentyl: alkenylgrupper sdsom@B -propenyl,
A-metylpropenyl, #-butenyl, @ -metyl-A-butenyl, 8 -etyl-d-hexenyl: cyk-
liska grupper séasom cyklopropylmetyl, cyklopentylmetyl, cyklohexylmetyl

och cyklopentyletyl: aromatiska grupper sadsom o-, m-, p-metylbensyl:



hydroxisubstituerade raka och grenade alkylgrupper, s&somA -hydraoxi-
styl, £ -~hydroxipentyl, £ ;hydroxi— V-metylbutyl, 8 -hydroxi-ﬂ-metylpropy
J-hydroxibutyl,ﬂ-hydroxipropyl,V?hydroxipropyl,alhydrcxioktyl,

ﬂ -hydroxi-d‘-pentenyl; aminosubstituerade raka och grenade alkyl-
grupper, sasom f-aminopentyl, B -aminopropyl, V—aminopropyl, d -amino-
butyl,ﬂ*amino- V—metylbutyl och U-aminooktyl och mano-N-alkylerads
derivat dérav s&som N-etyl, N-metyl och N-propyl-derivat, exempelvis
E-metylaminopentyl, A -metylaminopropyl, ﬂ-etylaminopropyl, § -metyl-
aminobutyl, 8 -metylamino- Y—metylbutyl och w-metylaminobutyl; amino-
och hydroxi-disubstituerade raka och grenade alkylgrupper, sadsom A -hyd-
roxi-E-aminopantyl, Vlhydroxi-yﬁ-metyl- K-aminoﬂutyl, S-ﬂ-hydroxi-
-J\-aminobutyl, S-f-hydroxi- V-aminopropyl ochﬂ-hydroxi-ﬂ-metyl-V-
-aminopropyl; och mono-N-alkylerade derivat di#rav, s&som &-hydroxi-
-f-metylaminopentyl,y’-hydroxi-Vlmekyl-f-metylaminobutyl,43-hydroxi-
-f-metylaminobutyl, @ ~hydroxi-Y-etylaminopropyl ach/ -hydroxi-4-
-metyl—V:metylaminopropyl.

. Enligt en sdrskilt l&mplig klass av fdreningar &r R i form-
lerna I och X vaAte eller alkyl med upp till 4 kolatomer (sdrskilt 2-4
kolatomer), varvid vate och etyl &r la&mpligast och &ven propyl ar
lémplig.

En s8rskilt l&mplig klass av fdreningar omfattar derivaten
av 4-0-aminoglykosyl-6-0-garosaminyl-2-deoxistreptaminerna gentamicin
Cl, gentamicin cla' gentamicin Cz. verdamicin, sisomicin och anti=-
biotikum G=418 vari R i formeln I &r etyl eller vate, och de farma-
ceutiskt godtagbara syraadditionssalterna, L

' P8rfarandet enligt uppfinningen utmirkes dirav, att vid fram=
gtdllningen av dessa fdreningar utfdres S5-epimeriseringssteget genom
behandling av ett derivat a en av de ovannimnda 4,6-di-0-(amino-
glyknavl)e?<rdanxis+-antam'narna, var! ?-deoxistreptamindelen har
formeln

NH,

NHR

—m—— ) —



?
vari R har ovan angiven betydelse och R &r en osubstituerad

eller substituerad kolvategrupp och vari hydroxyle= och amino-
grupperna.i. 4,6=~di=A=(aminoglykosyl)~2=deoxistreptaminderivaten. —

" 8r skyddade med grupper som kan undergd reduktiv klyvning eller
‘basisk eller mild sur hydrolys, med dimetylformamid vid en tempera-
~tur av ungefér 80 - 1550C, varefter skyddsgrupperna avldgsnas.

De per-N-skyddade-per-0-skyddade-5-0-kolvétesulfonyl-4,6-di-
-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminer som utgdr utgdngsmaterial for
férfarandet enligt uppfinningen hdrleder sig fran kd&nda, oskyddade
4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxi-streptaminer inkl. 4-0-aminoglykosyl-
t-0-garosaminyl-2-deoxistreptamin-antibiotika, sdsom gentamicin B,
gentamicin B, gentamicin Cq, gentamicin an, gentamicin C,, genta-
micin CZE,gentamicin CZb’
biotikum G-418, antibiotikum JI-20A, antibiotikum JI-20B och anti-
biotikum G-52; och 4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminer,

gentamicin X2, sisomicin, verdamicin, anti-

sdsom gentamicin A, tobramycin, antibiotikum 66-40B, antibiotikum
66-400, kanamycin A, kanamycin B aoch 3',4'-dideoxikanamycin B. Av
dessa prekursorer &r gentamicin C1, an, C2, CZa’ CZb’ antibiotikum
66-400, verdamicin, antibiotikum G-5Z och sisomicin s&rskilt l&mpliga,
vilka samtliga med latthet OSverfiores till sdrskilt lé&mpliga foreningar.
Namnda 4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptamin-antibiotikum
dr forut ké&nda. Av gentamicinerna &r den sdsom gentamicin X2 bené&mnda
utgéngsfdreningen inom detta omréde &ven k&nd séasom gentamicin X. Den
utgéngsfdrening vilken anges sdsom gentamicin Cop» som har den héri
angivna strukturformeln, bendmnes i viss forlitteratur gentamicin CZa'
Vid framstdllning av W—N—CHZY—derivat enligt uppfinningen via
motsvarande utgéngsmaterial h&rleder sig 1~N-CHZY-per-N-Skyddade—per—
-0-skyddade-5-0-kolvédtesulfonyl-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deaoxi-

streptamin-prekursorerna &ven fran 1-N-CH,Y-derivaten av ndnmda 1-N-

2
-osubstituerade 4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminer. Dessa
foreningar ar forut kénda.

Vid framstdllning av de per-N-skyddade, per-0-skyddade-5-0-
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-kolvdtesulfonyl-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptamin-f&éreningar-
na skyddas aminogrupperna forst genem bildning av amider kinslige fdr
reduktiv spaltning eller basisk hydrolys. Vid f&rfarandena enligt
uppfinningen &r det s&rskilt la&mpligt att skydda aminogrupperna genom
bildning av N-bensyloxikarbonylderivat d&rav (s&som 1,3,6',3"-tetra-N-
-bensyloxikarbonylgemtamicin B och 1,3,2',6',3"-penta-N-bensyloxikarbo-
nyl-gentamicin C,).

De d3rvid bildade per-N-skyddade aminoglykosiderna, som har
en garosaminyloxigrupp i C-6, behandlas dérefter med en alkalimetall-
hydrid, vanligen natriumhydrid i dimetylformamid, varigenom den 3"-
-N-vétekarbonyloxikarbonylskyddande gruppen ringslutes med 4"-hydroxi-
funktionen f6r bildning av ett oxazolidinonderivat, dvs. estt 3",4"-
-N,0-karbonylderivat. I aminoglykosider vari andra aminogrupper fore-
ligper i grannstdllning till en hydroxigrupp (sésoﬁg)-amino och 4’'-
-hydroxi i gentamicin B) kommer andra N,U-karbonyiﬁérivat att bildas.
Vid omsidttning av varje 1,3,2',6',3"-penta~N-bensyloxikarbonylgentami-
cin C1 och 1,3,6',3"—tetra-N-bgnsyloxikarbonylgsntamicin B med natrium-
hydrid.i memetylformamid bildas sdledes oxazolidinonderivat, dvs.
_ 1,3,2',6’-tetra-N-QEiyloxikarbony1-3”,4"-N,0-karb0nylgentamicin C1
och 1,3-di-N-bensyloxikarbonyl-6',4'; 3",4"-di-N,O-karbonylgentamicin B

N&r man skyddar aminogrupper fran antibakteriella material,
som icke kan bilda ett 3"4"-N,0-karbonylderivat (s&som mellanprodukter
sam icke uppvisar négon 6-0-garosaminylsubstituent, sé&som gentamicin
A och 3',4'-dideoxikanamycin B), kan man l&mpligen alternativt skydda
aminogrupperna med l&gre alkanoylgrupper, sasom acetyl och propionyl,
genom bshandling av det antibakteriella medlet med motsvarande syra-
anhydrid i etanol, varigenom man erhaller motsvarande per-N-(lagre
alkanoyl)-aminoglykosid. S&ledes ger sxempelvis behandling av genta-
micin A med &ttiksyraanhydrid i etanol per-N-acetylgentamicin A.

Ehuru vilken som helst skyddsgrupp kan anvd@ndas, omfattar
sdsom utgéngsfdreningar sdrskilt vd@rdefulla aminoskyddande grupper
l8gre alkoxikarbonyler (féretrddesvis med upp till 8 kolatomer, sdsom
metoxikarbonyl, etoxikarbonyl, n-propyloxikarbonyl, iso-propyloxikar-
bonyl, n-butyloxikarbonyl, tert-butoxikarbonyl, oktyloxikarbonyl och
liknande), substituerad bensyloxikarbonyl (inkl. o-, m- och p-metoxi-
bensyloxikarbonyl och liknande) och, fdretradesvis, bensyloxikarbonyl.

Ldgre alkanoyler med f8retrddesvis upp till 8 kolatomer (sasom



11

acetyl, propionyl, valeryl och kaprylyl) &r &van anvirdbara amino-
skyddsgrupper, sdrskilt fdr fdreningasr h3rledda ur antibakteriella
medel som icke kan bilda ett 3”,4"-N,0-karbonylderivat (s&som
féreningar utan ndgon 6-0-garosaminylsubstituent, exempelvis derivat
av gentamicin A och kanamycinerna).

N&mnda aminoskyddsgrupper kan avlagsnas genom behandling med
bas (s&som med natriumhydroxid) eller, vad betr&iffar bensyloxikarbonyl,

genom reduktiva spaltningsmetoder, k&nda inom detta Amrdde. Bensyloxi-

karbonylgruppen &r en s3rskilt lamplig aminoskyddande grupp for ut-
gangsfdreningarna anvinda i uppfinningan eftersom i aminoglykosider
med en hydroxifunktion i grannstdllning till en aminofunktion, s&som

i stdllningarna 3" ach 4" i 6-0-garosaminylgruppen i aminoglykosiderna
med formeln X, N-bensyloxikarbonylderivatet (sdsom 3"-N-bensyloxi-
karbonylderivaten av fdreningar med formeln X) vid exponering mot
basiska betingelser (s&som med natriumhydrid i dimetylformamid) bildar
en oxazolidinon med den i grannstdllning bel&dgna hydroxifunktionen
(sdsom stt 3”,4"-N,0-karbonylderivat av férsningarna med formeln X)
under samtidig eliminering av bensylalkohol. Likaledes bildar N-
alkoxikarbonylderivat oxazolidinoner med en i grannstdllning belé&gen
2Y-substi—

tuent, som har en hydroxigrupp i -&eller A-st&llning till en amino-

hydroxifunktion. N&r vidare en utgangsfdrening med en 1-N-CH

grupp, Z, som &r en bensyloxikarﬂgﬁyl- eller alkoxikarbonylgrupp,
kommer hydroxigruppen att tillsammans med n&mnda skyddsgrupp Z bilda
en oxazaolidinon resp. tetrahydro-1,3-oxazin-2-on.

Hydroxifunktioner i utglngsftreningarna vid detta fdrfarande
skyddas -1&mpligen av O-acylgrupper av kolvdtekarbonsyror, fdretrddesvis
med upp till 8 kolatomer, eller av 0-kolvdtekarbonylidengrupper av
ketoner och aldehyder, féretr&@desvis med upp till 8 kolatomer fér
bildning av ketaler resp. acetaler, inkl. cykliska ketalsr och acetaler,
ehuru vilken som helst annan grupp &ven kan anvéndas f&6r att skydda
hydroxifunktioner. .

’Eﬁilménhat skyddas i grannstdllning bel&gna hydroxigrupper
i aminoglykosidprekursorerna av utgangsfdreningarna vid forfarandet
lampligen av cykliska ketaler eller acetaler. Med "i grannstdllning
beldgna hydroxigrupper” avses vicinala och icke-vicinala hydroxigrupper
som dr bel&gna pd sd s&dtt att de kan bilda en cyklisk ketal- eller
cyklisk acetal-funktion med ketoner resp. aldehyder eller derivat
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dédrav. Exempel p& séadana "i grannst&llning n&rbeldgna hydroxigrupper”
&r 2',3’-hydroxigrupper i gentamicin B och B1 och i kanamycin A (gom
bildar 2',3'-0-hydrokarbcnylidandsrivat), 4',6'-hydroxigrupperna‘genta-
micin A och X2 och i antibiotikum G-418 (som bildar 4',6'-0-hydro-
karbonylidenderivat), 3’,4'-hydroxigrupperna i antibiotikum JI-20A och
JI-20B och i kanamycin B (som bildar 3°, 4'-0-hydrokérbonylidendarivat)
och 4",6"-hydroxigrupperna i tobramycin, kanamycin A och B och 3',4'-
dideoxikanamycin B (som bildar 4",6"-0-hydrokarbonylidendsrivat).

De cykliska ketal- och acetalderivaten av n&mnda i grannstdll-
ning bel&gna grupper omfattar O-alkyliden (sé&som O-iso-propyliden)
O-cykloalkyliden (sésom O-cyklohexyliden) och O-arylalkyliden (s&som
O-bensyliden)-derivat, vilka samtliga kan elimineras vid behandlingﬂ
med vattenutsp&dd mild syra (sdsom 50-80 %-ig &ttiksyra). Karaktéren
av kolvd@te- eller substituerat kolv&te-"yliden"-grupper av de cykliska
ketalerna och acstalerna &r ovésentlig, eftersom de endast har funk-
tionen av "blockerande grupper”, icke ingdr i f&rfarandet enligt upp-
finningen och avldgsnas efterdt, varigenom de fria hydroxigrupperna
~regenereras till sin ursprungliga form.

I utgéngsfdreningarna vid férfarandet enligt uppfinningen
skyddas l&mpligen isolerade hydroxigrupper andra &n 5-hydroxigruppen,
sdsom 2"-hydroxigruppen i samtliga aminoglykosidprekursorer enligt
uppfinningen, 4’'-hydroxigruppen i tobramycin och 4"-hydroxigruppen i
antibiotikum 66-40B och i gentamicin A sa&v3l som andra hydroxigrupper,
som icks skyddas av cykliska ketal- sller acetalfunktioner (s&som 3'-
-hydroxigruppen i gentamicin A och 2’- och 4'-hydroxigrupperna i kana-
mycin A), hydroxikolvatekarbonylgrupper, vilket kolvdte la&mpligen
innehd&ller upp till 8 kolatomer. Anvindbara kolvitekarbonylgrupper &r
acylgrupper h&rledda ur l&dgre alkansyror med upp till 8 kolatamer,
inkl. acetyl, propionyl, n-butyryl, valeryl och kaprylyl, savidl som
acylgrupper hdrledda frén aralkansyror, s&som fenylacetyl, och ur
arylkarbonsyror, sasom o-, m- och p-toluoyl, mesitoyl och fdretr&des-
vis bensoyl.

Efter att ha skyddat aminogrupperna skyddar:man vanligen dirndst:i:
grannstdllning beldgna hydroxigrupper, vilka bildar en ketal- eller
acetalgrupp vid behandling med en keton eller aldehyd eller astt derivat
dédrav i dimetylformamid i natvaro av katalytiska mdngder av en stark

syra, sdsom p-toluensulfaonsyra, med tilldmpning av k&nd teknik.
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N&mnda mellanprodukt av gentamicin B ger sd&ledes vid behandling med
1,1-dimetoxicyklohexan i dimetylformamid i1 n&rvarc av p-toluensulfon-
syra en ketal vid 2'- och 3'-hydroxigrupperna, dvs. 1,3~-di-N-bensyl-
oxikarbonyl-2',3’-0-cyklohexyliden-6',4"';3",4"-di-N,0-karbonylgentami-
cin B. Slutligen 8verfiéres vilka som helst hydroxifunktioner ( med
undantag fér 5-hydroxigruppen) kvarvarande i de partiellt skyddade
aminoglykosidderivaten till motsvarande kolvétékarbonyldérivat genom
behandling d&rav med en syraklorid av kolvdtekarbonsyran i en tertiar
amin (fdretriddesvis pyridin), varvid den mol&ra mdngden av syrahalid-
medlet &r baserat p& det antal hydroxigrupper som avses f@restras. Om
endast en hydroxigrupp annan &n 5-hydroxigruppen &r kvar i molekylen
(sdsom 2"-hydroxi), anvdndes en skvivalent méngd syrahalid i f@rhallan-
de till den moldra mingden aminoglykosid; om tva& hydroxigrupper &ter-
stdr att skydda, anvédndes 2 molekvivalenter syrahalid per mol amino-
glykosid. Acylhalider av kolv@tekarbonsyror med upp till 8 kolatomer
anvidndes fdretrddesvis, inkl. syraklorider av l&gre alkansyror, sésom
dttiksyra, propionsyra, valgriansyra och kaprylsyra; av aralkansyror,
sdsom fenyldttiksyra och arylkarbonsyror, sdsom toluinsyra och fdre-
trddesvis bensoesyror. Var och en av de namnda mellanprodukterna av
gentamiéin C1 dch B ger sd&ledes vid behandling med ekvimol&ra mé&ngder
bensylklorid i pyridin motsvarande 2"-0-bensoylderivat, dvs. 1,3,2',6'-
tetra-N-bensylaoxikarbonyl-2"-0-bensoyl-3",4"-N,0-karbonylgentamicin

C1 och 1,3-di-N-bensoyloxikarbonyl-2',3'-0-cyklohexyliden-6',4";~
3",4"-di-N,0-karbonyl-2"-0-bensoylgentamicin B, vilka b&da vid behand-
ling med metansulfonylklorid i trietylamin ger motsvarande 5-0-metan-
sulfonyldarivat.
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Efter skydd av aminocgrupperna med hjalp av N-bensyloxikarbonyl-
derivat och hydroxigrupper i grannstdllning till nidmnda skyddade
aminogrupper via N,0-karbonylderivat kan man alternativt skydda elle
andra hydroxigrupper, med undantag f&r 5-hydroxigruppen, genom Jver-
fOring dé&rav till en kolvédtekarbonylgrupp utan att forst skydda i
grannstillning beldgna hydroxigrupper med acetal- eller ketalgrupper.
1,3-di-N-bensyloxikarbonyl-6',4";3",4"-di~-N,0-karbonylgentamicin B
ger saledes vid omsdttning med 3 molekvivalenter bensoylklorid i pyri-
din motsvarande 2',3’,2"-tri-0-bensoat-derivat, som vid oms&ttning med
metansulfonylklorid i pyridin Overfdres till en forening anvéndbar
vid uppfinningen, dvs. 1,3—di-N-beﬁsoyloxikarbony1-5-O—metansu1Fonyl—
-2',3',2"-tri-0-bensoyl-6',4';3",4”"-di-N,0-karbonylgentamicin B.

Forfarandet enligt uppfinningen utféres i dimetylformamid sepa-
rat eller fdretridesvis i ndrvaro av tetraalkylammoniumalkanoat.
Béhandlingen av en 5-0-kalvdtesulfonylmellanprodukt med dimetylformamid
separat utfdres ofta vid &terflbdestemperatur (dvs. vid ungefér 155°¢C),
eftersom reaktionshastigheten vanligen &r hdgre an ndr reaktionen ut-
fores vid lagre temperaturer; vid utféring av reaktionen i nérvaro av
ett tetraalkylammoniumalkancat f8rlGper den emellertid vid l&gre tempe-
raturer (sadsom 100-140°C) under goda utbyten av en renare produkt. tetra-

n-butyl-ammoniumacetat vdljes vanligen sé&som medel, men dven andra alkanoater
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kan anvdndas, sdsom tetraetylammoniumacetat, tetrametylammoniumacetat,
tetraetylammoniumformiat, tetra-n-butylammoniumformiat och liknande.
Den mol&ra mdngden tetraalkylammoniumalkanoat per mol aminoglykosid &r
vanligen ungefédr 1,5-5 mol.

De vid omsdttning av N-skyddad-O-skyddad-5-0O-kolvdtesulfonyl-~
(eller substituerad kolvdtesulfonyl)-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxi~
streptaminen med dimetylformamid bildade mellanprodukterna ger vid
hydrolys en 5-epi-fdrening enligt uppfinningen. Ndr tetra-n-butyl-
ammoniumacetat anvindes tillsammans.med dimetylformamid utgores den
bildade mellanprodukten av motsvarande N-skyddade-O-skyddade-5-epi-

- =0-acetylderivat, som vid hydrolys ger en 5-epi-fdrening enligt upp-
finningen. v _
Skyddsgrupper kdnsliga for reduktiv spaltning anvdndes ofta
foretriddesvis vid utforande av forfarandet, eftersom de med ladtthet

kan avldgsnas via reduktiv teknik efter epimerisering i 5-stdllningen.
Andra skyddande grupper kommer emellertid att kvarbll efter reduktions-
steget, sdsom N,O-karbonylgrupper, som avldgsnas genom behandling med
vattenutspiddd bas vid forhtjda temperaturer. For eliminering av acetale:
eller ketaler erfordras dessutom hydrolys.

Vid eliminering av skyddande grupper kdnsliga for reduktiv
spaltning ur de vid detta forfarande bildade mellanprodukter dr reduk-
tion med vidte i n3rvaro av en katalysator sdrskilt lamplig, nZr de
bildade 5-epi-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2—deoxistreptamin-N—skyddade—O-
-skyddade mellanprodukterna saknar omittnad, sidsom de mellanprodukter
som erhidlles genom behandling med dimetylformamid av O-och N-skyddade
derivat av gentamicin A, B, Bys Cy» Cyps Cps Cpys Cpp oOCh Xy, av tobra-
mycin, kanamycin A och B, 3',4'-dideoxikanamycin B och antiblotikum
G-418, JI-20A och JI-20B. Nir man & andra sidan avldgsnar SKyddande
grupper kidnsliga for reduktiv spaltning fran N-skyddade-O-skyddade-
-5-epi-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptamin-mellanprodukter,
vari en dubbelbindning dr ndrvarande, sidsom siddana som hdrleder sig
fran sisomicin, verdamicin, antibiotikum G-52, antibiotikum 66-40B och
66-40D, #r reduktion med en alkalimetall i flytande ammoniak sirskilt
ldmplig for undvikande av reduktion av dubbelbindningen.

' Ndr man avblockerar en mellanprodukt med vite i ndrvaro av
en katalysator, utgdres den ldmpligaste katalysatorn av palladium,
foretrdadesvis palladium/kol. ‘

Hydrogenolysen av de skyddande grupperna utfdres vanligen vid
rumstémperatur i ldgre alkansyror, faretrédesvis dttiksyra, ehuru andra
lésningsmedel, s&som ldgre alkanoler kan anvidndas. Hydreringen fort-
sittes, tills det icke lédngre ftreligger ndgon mdrkbar sdnkning av vite-
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trycket och 5-epi-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminen enligt
uppfinningen iscleras dérefter vanligen genom att man avldgsnar 18s-
ningsmedlet, s&som genom dastillation och d&refter behandlar den dirvic
bildade N- och O-skyddade-5-epi-2-deoxistreptamin-mellanprodukten med
en bas och, ndr &ven acetaler eller ketaler &r ndrvarande, med vatten-
utspddd syra for eliminering av de kvarvarande skyddande grupperna.

Enligt ett typiskt sdtt att utfbra detta férfarande lises en
5-0-kolv&tesulfonyl-per-N-skyddade-per-0-skyddad mellanprodukt,
sdsom 1,3-2',6’-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-benso-
yl-3",4"-N,0-karbonylgentamicin C1, i dimetylformamid och upphettas 18
timmar vid aterflddestemperatur, varefter l&sningen indunstas till en
aterstod av 5-epi-N-skyddad-0-skyddad-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2-deoxi-
streptamin-mellanprodukt, som l6ses i &ttiksyra och hydreras vid rums-
temperatur under ett utgéngsvatetryck av 4 att i nirvaro av 30 %-igt
palladium/kol. N&r icke l&ngre ndgon s&nkning av vitetrycket &r mirkbar
avldgsnas katalysatorn genom filtrering och ldsningsmedlet avldgsnas
genom destillation i vakuum f&8r bildning av en &terstod, som efter
behandling med 2N natriumhydroxidl@sning vid f8rh&jd temperatur (sé&som
100°C) ach neutralisering med &ttiksyra, isolering och rening enligt
kédnd teknik ger 5-epigentamicin C1, ett nytt antibakteriellt medel
enligt uppfinningen.

Enligt ett annat sdtt att utfdra detta fdrfarande upphettas
en 5-0-kolv&dtesulfonyl-per-N-skyddad-per-0-skyddad mellanprodukt, sé&som
1,3,2',6'-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2”"-0-bensoyl-
3"4"-N,0-karbonylsisomicin och 1-N-etyl-1,3,2',6’-tetra-N-bensyloxi-
karbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-bensoyl-3",4"-N,0-karbonylsisomicin,
i dimetylformamid, som f@rsatts med tstpa—n-butylammoniumacetat, 16
timmar vid 120°, varefter lésningen indunstas f&r bildning av mot-
svarande 5-epiacetylderivat, s&som 1,3,2',6'-tetra-N-bensylaoxikarbonyl-
5-epi-0-acetyl-2"-D-benzoyl-3",4"-N,0-karbanylsisomicin och motsvarande
1-N-etylderivat,'som efter behandling med kaliumhydroxidl&sning i vat-
ten, neutralisering, isolering och rening medelst kromatografisk teknik
ger en 5-epi-fdrening, sé&som 5-spisisomicin och 1-N-etyl-5-episisomi-

cin.
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Evantuella acetal- eller ketalskyddsgrupper i mellanproduk-
terna avligsnas efter eliminering av de N-skyddande grupperna gencm
bahandling med vattenutsp8dd syra, sdsom utsp&dda mineralsyror, utspidc
trifluocrdttiksyra eller vanligen med utspadda alkansyror, séasom &ttik-
syra.

Vid eliminering av karbobensoxiskyddsgrupper fré&n en per-N-
skyddad-per-0-skyddad aminoglykosidmellanprodukt med en dubbelbind-
ning (sdsom den mellanprodukt som hérleder sig fré&n 1,3,2',6'-tetra-N-
'bensy1oxikarbony1-2";O-benzoyl—3"4"-N,O-karbonylverdamicin, efter
behandling med dimetylformamid) genom oms3ttning ddrav med en alkali-
metall (sdsom kalium, litium och fOretrddesvis natrium) i flytande
ammoniak ldses mellanprodukten vanligen i en blandning av ett sam-
ldsningsmedel, s&som tetrahydrofuran, och flytande ammoniak, som fdr-
sittes med alkalimetallen (s&som natrium) och reaktionsblandningen
omrdres ndgra f& timmar. Efter avdunstning av ammoniaken avl&gsnas
eventuellt kvarvarande 0- och N-skyddande grupper (s&som 3",4"-N,O-
-karbonyl- och 2"-0-benzoyl-gruppen) genom tillsats av vatten till
reaktionsblandningen, varvid natriumhydroxid bildas och upphettning
vid férhdjd temperatdr (s&som 100°C). Rening av den bildade produkten
utféres medelst kromatografisk teknik fdr bildning av en anti-
bakteriellt aktiv 5-epi-aminoglykosid enligt uppfinningen, sadsom 5-epi-
verdamicin.,

Skyddsgrupperna kan alternativt avldgsnas ur N- och O-skyddade
mellanprodukter, som erhalles vid behandling med dimetylformamid av
en N- och O-skyddad-5-0-kolvdtesulfonyl-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-
-2-deoxistreptamin, genom omsdttning ddrav med en bas vid forhdjd
temperatur och, ndr acetaler eller ketaler &r ndrvarande, genom behand-
ling med vattenutspddd syra.

Varje fdorening som kan erhdllas vid ndmnda fdérfaranden enligt

uppfinningen ach varvid i 1,3-diaminocyklitolmolekyldelen amina-
gruppen i 1-stdllning &r osubstituerad, kan alkyleras enligt metoder

kdnda av fackmannen i samband med inféring av gruppen -CH2Y; varvid Y
har den angivna betydelsen, i molskylens 1-std&llning.
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Uppfinningen askaddliggdres ndrmare medelst fdljande
exempel, vari de angivna temperaturerna avser Celcius-grader.
Exemplen 1 - 4 avser framstdllning av utgadngsmaterial.

Exempel 1
. Per-N-benzyloxikarbonylaminoglyvkosider

A. 1,3,2',6',3"-penta-N-bensyloxikarbonylgentamicin C1a

a i 200 ml metanol och 20 ml mdttad
natriumvdtekarbonatldsning och kyl l&sningen till 0°c. Under om-
rérning av l1ldsningen tillsdtt under tva timmar droppvis 88 ml

“karbobemsyloxiklorid under upprdtthdllande av reaktionstempera-
turen mellan 0 och 5°. Omrér blandningen dver natten, medan reak-
tionstemperaturen fir stiga till rumstemperatur. Sitt 500 ml

Lés 40 g gentamicin C1

kloroform till reaktionsblandningen, som ddrefter separerar i
tvd skikt. Tvdtta den organiska fasen med 4 x 100 ml vatten och
torka 6ver 100 g natriumsulfat. Indunsta den organiska fasen
under vakuum vid en temperatur l&gre &n 40°. LBs den bildade
orena produkten i 100 ml kloroform och sdtt l1l6sningen droppvis
till 250 ml 75-% hexan/eter. Avfiltrera den bildade f&llningen,
tvdtta med 100 ml hexan och lufttorka £6r bildning av 87 g

(87 %) 1,3,2',6',3"-penta-N-bensyloxikarbonylgentamicin C1a'
smiltpunkt 185 - 190°, /@¢/-D?®+71, (CH,OH), infrarbtt (IR)
(KC1): 3300, 3500 cm ', PMR (CDCly): 8 1,2 (c-Me) 3,0 (N-Me),
7,25 (aromatisk H).
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. B. 1,3,27,6°,3"_penta-N-bensyloxikarbonylsisomicin

' L6s 25 g sisomicin och 13 g natriumkarbonat 1 625 ml vatten.
Under omrdring av 1losningen tillsdtt 100 ml karbobensyloxiklorid vid

250. Omrdr blandningen 16 timmar, avfiltrera den fasta substansen

och tvidtta omsorgsfullt med vatten. Torka den fasta substansen i vakuum,
tvdtta med hexan och lufttorka for bildning av 62 g 1 3 27,6 ,3"-penta-
-N- bensylox1karbonylsisom1c1n Smiltpunkt 165~ 173 [a]D +96 2 (CH OH),
infrarstt (IR) = Qmax (CHCl ), 3600, 1720, 1515, 1215, 1050, 695 cm l;
PMR S(CDCl ), 1,03 (3H, bred singlett, 4"-C-CHz), 3,02 (3H, bred sing-
lett, 3”-N CH3)’ 5,02 (10H, bred 51nglett CH, C6H ), 3,28, 3,30 ppm

(25H, breda singletter, ‘CHQC6H5)'

Exempel 2. Per-N-bensyloxikarbonyl-3",64"-N,O-karbonylaminoglykosider

A. 1,3,2 ,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-3",4"-N,0-karbonylgentamicin Cy am

Forsitt en omrdrd blandning av 60 mg natriumhydrid i 5 ml
torr dimetylformamid med en 18sning av 2 g av produkten frin exempel 1A
i 50 ml torr dimétylformamid under 30 minuter vid rumstemperatur under
kvdve. Omrdr reaktionsblandningen tva timmar och avfiltrera de ol&sliga
substanserna. Forsidtt filtratet med 100 ml kloroform och tvatta den
organiska fasen med 3 x 50 ml vatten. Torka den organiska fasen Over
25 g natriumsulfat och indunsta under reducerat tryck. L8s den bildade
Aterstoden 1 15 ml kloroform och tillsdtt droppvis 15 ml 75%-1ig hexan/
eter., Avfiltrera féllningen och tvidtta med 25 ml hexan férlbildning av
1,82 g ();95 %) 1,3,27°,6° tetra N-bensyloxikarbonyl- 3” 4".N, O karbonyl -
gentamicin Cy . Smdltpunkt 215 (sdnderdelning) [a]D +63,4, infrarstt
(IR)-(KC1) = 3300, 3500, 1680, 1545, PMR (CD013 51,28 (c-Me), 2,58
(N-Me), 7,25 (aromatiskt H).
B. 1,3,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl- 3" 4"-N,0- karbony151somicin
Forsdtt en omrdrd 18sning av 5 g av produkten frin exempel 1B
i>50 ml dimetylformamid med 250 mg natriumhydrid. Omrdr reaktionsbland-
ningen tva timmar under argon vid rumstemperatur. Filtrera och sidtt 2
ml isittika till filtratet. Koncentrera filtratet i vakuum och extrahera
dterstoden med 200 ml kloroform (renad medelst passage genom basisk
aluminiumoxid). Tvitta kloroformextrakten medvvatten, torka over natrium-

sulfat och indunsta for bildnlng av 3,5 g 1,3,2° ,6° —tetra N- benoylox1—
karbonyl-3",4"-N,O~karbonylsisomicin. Smidltpunkt 210- 213° [a]D6 +68, g°
(c 0,22) infrarstt (IR) Y ___ (nujol) 3550, 1760, 1580 cm - PMR $(CDC1)
1,34 (3H, singlett-4"-CHz), 2,68 (3H, singlett-}"-N-CH3), 5,04 (8H,
bred singlett-CH206H5).



Exempel 3. Per-N-bensyloxikarbonyl-2"-0«kolviatekarbonyl-3"4"-N,0O-

-karbonylaminoglykosider
A, 1,3,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-2"-0-bensoyl - 3” 4".N,0-karbonyl -~

gentamicin Cla
Férsidtt en omrdrd 18sning av 10 g 1,3,2 ,6 -tetra-N-bensyloxi-
karbonyl-3"4"-N,0~karbonylgentamicin C;, 1 50 ml torr pyridin under
10-15 minuter i kvaveatmosfdr droppvis med 2 ml bensoylklorid. Omrdr
blandningen 30 minuter och avldgsna pyridinen pad en roterande indunstare.
varvid badet hilles vid en temperatur ligre 4n 300. LUs den sisom ater-
stod erhdllna blekgula oljan 1 100 ml kloroform. Tvitta denna organlska
fas med 3 x 50 ml vatten och torka Over 25 g natriumsulfat. Avdunsta
kloroformen under vakuum. Trituréra det sasom Aterstod erhdllna gula
skummet med en ringa mingd eter for bildning av 11.0 g ()95 %) 1,3,27,
6 -tetra-N- bensylox1karbony1 2"-0 bensoyl-3",4"-N,O-karbonylgentamicin
Cpq+ SmALtpunkt 120- 123° [a]? ® 173,8. - |
B. 1.3, 2°,6 -tetra-N- bensyloxikarbonyl 2"-0- benSQJ145” 4"-N,0-karbo-
nylsisomicin
Férsiatt en omrdrd 1dsning av 3 g av produkten fran exempel
2B 1 20 ml torr pyridin vid 250 1 argonatmosfdar med 1,7 ml bensoylklorid

under 10 minuter. Omrdr vid rumstemperatur, tills utgldngsmaterialet
reagerat (8vervaka medelst tunnskiktskromatografering). Indunsta bland-
ningen vid rumstemperatur under hogvakuum, extrahera den fasta ater-
stoden med 100 ml kloroform (som pd forhand bringats passera genom .
basisk aluminiumoxid), Tvitta kloroformextraktet med 5%-ig natriumvite-
karbonatldsning och vatten och torka over natriumsulfat. Avdunsta 16s-
ningsmedlet f&r bildning av 2,8 g 1,3°,27,6 -tetra-N- bensyloxikarbonyl-
-2"-0-bensoyl-3", 4"-N,0-karbonylsisomicin. Smi#ltpunkt 157- 160°, [a]
+ 86 (c 0,2) infrarstt (IR) ﬂhax (nujol) 3325, 1780, 1680, 1560 cm-l
PMRQ,(CD013) 1,35 (4"-C-CHz), 2,74 (3"-N- CHz), 5,03 (CHp- CeHs) -
C. 1,3,2°,6 -tetra-N- bensyloxikarbonz; 2"-0 -acetyl-3",4"-N,0-karbonyl -
gentamicin Cla—
1. 1,3,2°,6°,3"-penta-N-bensyloxikarbonyl-2"-0-acetylgentamicin Clam
Forsdtt en omrdrd 1dsning av 10 g 1,3,27,67,3"-penta-N-bensyl-
oxikarbonylgentamicin Cla i 50 ml torr pyridin under 10-15 minuter i
kvdveatmosfdr droppvis med 1,4 ml dttiksyraanhydrid. Omrdr reakti ons-

blandningen 30 minuter och avlidgsna pyridinen p& en roterande indunstare.
och uppratthall badtemperaturen vid en temperatur under 300. LOs den
bildade aterstoden i 100 ml syrafri kloroform. Tvitta denna organiska
1osning med 3.x'50 ml - vatten. torka Over natriumsulfat och indunsta i
vakuum. Rena den bilddde Aterstoden genom triturering med smé méhgder
eter fér bildning av 1,3,2',6',3”-penta-N—bensyloxikarbonyl-2“-0-
-acetylgentamicin cla'
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2. 1,3,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-2"-0-acetyl-3",4"-N,0-karbonyl -

gentamicin Cya_

Behandla p& samma sitt som i exempel 2A 1,3%,2°,67,3"-penta-
~N-bensyloxikarbonyl-2"-0O~acetylgentamicin C,, 1 torr dimetylformamid
med natriumhydrid. Isolera och rena den bildade produkten pad i exempel
2A angivet satt for bildning av 1,3,2',6'-tetra-N—bensyloxikarbonyl-
-2"-0-acetyl-3",4"-N,0~-karbonylgentamicin Clar
D. 1,%,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-2"-0O-acetyl-3",4"-N,0-karbonyl -
sisomicin

(1) Behandla p& i exempel 3C(1l) angivet sitt 1,3,27,67,3"-
-penta-N-bensyloxikarbonylsisomicin med dAttiksyraanhydrid i pyridin.
Isolera och rena den bildade produkten pa i exempel 3C(1) angivet sitt
for bildning av 1,3,2',6'-tetra-N-bensyloxikarbonyl-2”-O;acetylsisomi-

cin.

(2) Behandla p& i exempel 2B angivet sitt 1,3,2°,6°,3"-penta-
-N-bensyloxikarbonyl-2"-0-acetylsisomicin med natriumhydrid i dimetyl-
formamid. Isolera och rena produktgn pd i exempel 2B angivet sidtt for
bildning av 1,3,2',67;tetra—N—bensyloxikarbonyl—2"-O-acetyl—3”,4"-
-N,O0~karbonylsisomicin.

Exempel 4. ,
Per-N-bensyloxikarbonyl-2"-0-kolvitekarbonyl-5-0-kolvitesul fonyl -

-3" L"-N,O-karbonylaminoglykosider
A. 1,3,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-bensoyl-
3" 4"_N,0-karbonylgentamicin Clam ' |

Kyl en 16sning av 1 g 1,3,2 ,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-
~-2"-0-bensoyl-3",4"-N,O-karbonylgentamicin Cip 1 5 ml trietylamin och
15 ml tetrahydrofuran till under 0°. omrdr 10sningen och forsdtt den
under 15 minuter med en 16sning av 1 ml metansulfonylklorid i 5 ml tetr:
hydrofuran. Omrdr reaktionsblandningen tva timmar vid 0°. HHll reaktion
blandningen i 25 ml vatten och 25 ml kloroform. Tvatta den organiska
fasen med 2vx 15 ml vatten och torka den organiska fasen over natrium-
sulfat. Avdunsta kloroformen och triturera det bildade gula skummet
med smi mingder eter for bildning av 1,2 g (dver 95 %) 1,3,2°,6 -
-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-O-metansulfony1-2”-O-benéoyl-3”,4"-N,Of
-karbonylgentamicin C ,- Smiltpunkt 13%0° [a]g + 53,4 (CHCly) PMR
(CHC;5)£1435 (C-Me), 2,74 (N-Me), 2,99 (0S0,CHy), 7,28 (4xCbz och
bensoyl). -
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Behandla p& samma s&tt 1,3,2',6'-tetra-N-bensyl-
oxikarbonyl-2"-0-acetyl-3",4"-N,0-karbonylgentamicin C1a i
trietylamin och tetrahydrofuran med metansulfonylklorid f3r
bildning av 1,3,2',6'-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metan-
sulfonyl-2"-0-acetyl-3",4"-N,0-karbonylgentamicin C.

B. 1,3,2',6'-tetra-N-bansyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-

-bensoyl-3",4"-N,0-karbonylsisomicin

Lds 2,5 g av produkten fré&n exempel 3B i 15 ml torr
pyridin. Kyl ldsningen till 10° och tillsatt 4 ml metansulfonyl-
klorid under 10 minuter, fdrvara reaktionsblandningen oGver
natten och koncentrera den under vakuum vid 25°. Extrahera
dtesrstoden med 150 ml syrafri kloroform. Tvitta kloroform-
extraktet med vatten och torka 8ver natriumsulfat. Avdunsta
kloroformen f&r bildning av 2,4 g 1,3,2',6’-tatra-N-bensyl-
oxikarbbnyl—S-D—matansu1F0ny1-2"—0-behsoy1-3",4"-N.04karbony1-
sisomicin; sméitpunkt_84-88°, [Q7§5 + 21,3 (c 0,29) infra-

" rétt (IR)Vmax  (nujol) 3325, 1750, 1540 cm; PMR ] (cDcly) 1,32

(4"-C-CH3), 2,68 (3"-N—CH3). 3,04 5

(5.0—§-CH§

0
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Exempel 5. . -

5-egigentamicin 1=
' A. Sitt 2 g 1, 3 2’ 6 -tetra-N beﬂsyloxikarbonyl 5-0-metan-
sulfonyl-2"-0-berxoyl-3",4"-N,0-karbonylgentamicin C, till 15 ml dimetyl-
formamid, Aterflddesupphetta 18 timmar och indurta l8sningen till en
aterstod, omfattande en N-skyddad-0O-skyddad mellanprodukt.

B. LOs denna Aterstod i Httiksyra, tillsdtt 500 mg 30%- igt
palladium/kol och hydrera vid rumstemperatur under ett utgidngsvidtetryck
av 4 at. Avligsna katalysatorn genom filtrering och indunsta filtratet
till en atersfod LUs éterstoden i 25" m 5%-ig natriﬁmhydroxidlosning
och upphetta fyra timmar vid 100°. Kyl 18sningen och 14t den passera
‘genom en pelare av IRC-50 (H -form), tvdtta pelaren omsorgsfullt med
vatten och eluera produkten med 20Q ml 1N ammoniumhydroxid. Koncentrera
ammoniumhydroxideluatet till en Aterstod, omfattande 5-epigentamicin Cl'
Rena produkten genoni kromatografering pd en silikagelpelare och eluera
med den ldgre fasen av lsningsmedelssystemet kloroform/metanol/15 %
ammoniumhydroxid. (2:1:1). Kombinera de lika eluaten, sésom faststidllts
genom tunnskiktskromatograféring och lyofilisera till en aterstod for
bildning .av 5-epigentamicin Cl sdsom en vit, fast substans; smdltpunkt
115-120° [a]D +136,5° (e 0,32 vatten); Masspektrum: (M) m/e 477, (M + 1)
m/e 478; .

" Monosackarider m/e 157 - purpurosamin A-jon
' m/e 160, 142 -~ garosamin-jon
. m/e 191, 173, 163, 145-5-epi- 2-deox1streptamin-don
Disackarider . 350, 322, 304,
347. 319, 301
:+ § (o0 MHz, D20)
5,08, J=3,8Hz

-+

H’-1’och H-1"
4,99, d, J=3 Hz

4,39, = bred singlett H-5

3,93, d, J=12,5Hz H-5" eq

3,77, dd, J=11, J=~3,6Hz H-2"
3,30, 4, J=12,5Hz H-5" ax

2,66, d, J=10,5Hz H-3"

2,53, singlett N-CH3(3")
2,33, singlett N-CH3(6')
2,05, m H-2 eq
1,23, s C-CHy (4")

1,04, d, J=THz CH-CHy (67)
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C. Alternativt avlégsnas de N-skyddande och O-skyddande

Irupperna 1 mellanprodukﬁerna frin exempel 5 genom upphettning av mellan-
produkﬁen tillsammans med 1-2N natriumhydroxidlésning vid 100°, tills
tunnékiktskromatografisk analys av reaktionsblandningen inclkerar att
skyddsgrupperna avligsnats (vanligen 24-48 rimmar). Isolera och rena
den bildade produkten pA 1 exempel 5B angivet sitt. .

' D. De N-skyddande-qch O-skyddande.srupperna kan avlﬁgsnas
- frédn den enligt exempel 5A framstdllda méllanprpdukten pd Yl jande sdtt.
Lés produkten fran exempel 5A i en blandning av 10 ml tetrahydrofuran
och 50 ml flytande ammoniak. SHtt langsamt 2 g natrium till den omrdrda
blandningen och fortsitt att omrtra tvd timmar. LAt ammoniaken avdunsta
genom uppvdrmning till rumstemperatur Bver natten. L&s den erhdllna &ter-
étoden i 10 ml 5%-ig natriumhydroxidl®sning och upphetta fyra timmar vid
100°. Kyl och 1At 1B8sningen passera genom IRC-50 (H+)-harts._Tv§ttg
hartseﬁ omsorgsfullt med vatten och eluera produkten med 100 ml 1N
ammoniumhydroxid. Koncentrera ammoniumhydroxideluatet till en Aterstod
och rena denna éterstod'pé ett sitt som liknar det som beskrives i exempel
58 fér bildning av 5-epigentamicin C,. ' -
Exempel 6 .

Andra 5-epi-4,6-di-0-(aminoglykosyl)-2- deoxistregtaminer

A.l1. Pa ett sdatt liknande det som beskrives 1 exempel 5A
och 5B behandla var och en av f@l jande aminoglykosidderivat med dimetyl-
formamid vid éterfladestemperatur, hydrera var och.en av de hildade O-
skyddade, N-skyddade mellanprodukter som bildas dérvid i dttiksyra 1
ndrvaro av pélladium/kol och behandla slutligen var och en av de bildade
2"-0-bensoyl-3",4"-N,0-karbonyl-5~epiaminoglykosiderna med natriumhyd-
roxid vid 100°:
1) 1,3,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl - 5-0-metansu1fonyl ~2"-0-bensoyl-
~3",4"_N,0-karbonylgentamicin Cqa’
2) 1,3,2°,6 -tetra- -N-bensyloxikarbonyl-5-0- metansulfonyl -2"-0- -bensoyl-
~ =3",4"_N,0-karbonylgentamicin Cos -
3) 1,3,2°,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-5- O-metansulfonyl -2"-0- bensoyl-
~3",4"-N,O0-karbonylgentamicin Cogas
4) 1,3,2°,6° -tetra-N—bensyIoxikaebonyl -5~ O-metansulfonyl 2"-0-bensoy1-
-3",4"-N,0-karbonylgentamicin. 02b
Isolera och rena var och en av de bildade produkterna pa ett
sitt liknande det som beskrives i exempel 5B fér bildning av resp. 5-epi-
gentamicin C,,, 5-epigentamicin Cy, 5-epigentamicin Cng OCh 5-epigenta-
‘micin Cope
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2. Efter behandling av vart och ett av utgangsmaterialen
i exempal 6A med dimetylformamid vid aterflBdestemperatur kan de.
skyddande grupperna i var och en av de dirvid bildade mellanprodukterns
alternativt avldgsnas genom behandling med natriumhydroxid enligt
exempel 5C eller genom reduktion med natrium i ammoniak och efter-
fdljande behandling p& i exempel 5B angivet sé&tt.

B. P& ett s&dtt liknande det som beskrives i exempel 5A ach
50 behandla var och en av fdljande aminoglykosidderivat med dimetyl-
formamid vid &terflddestemperatur och behandla ddrefter den bildade
N-skyddade, DO-skyddade mellanprodukten med natrium i flytande ammoniak
och dérefter med natriumhydroxid vid 100°:

1) 1,3,2',6'-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-bensoyl-
-3",4"-N,0-karbonylsisomicin,

2) 1,3,2',6'-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-bensoyl-
-3",4"-N,D-karbonylverdamicin.

Isolera och rena var och en av de bildade produkterna pa ett
sdtt liknande det som beskrives i axampél 50 for bildning av resp.
S5-gpisisomicin sméltpunkt 135-138° (s6nderdelning)
5-apiverdamicin smiltpunkt 110-113%, /728 + 158,7 (H,0)

2. Efter behandling med dimetylformamid vid aterflidestempera-
tur kan de skyddande grupperna i var och en av de darvid bildade mellan
produkterna alternativt avlédgsnas genom behandling med natriumhydroxid
pad i exempel 5C angivet s&dtt fér bildning av motsvarande 5-epiamino-

glykosid.
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C.l. P& ett s&tt liknande det som beskrives i exempel 5A cch
53 behandla vart och ett av de f&ljande aminoglykosidderivaten med di-
metylformamid vid &terflddastemperatur och hydrera var och en av de
bildade mellanprodukterna i &ttiksyra Sver palladium/kol och behandla
‘dédrefter den bildade produkten med natriumhydroxid:
1,3,2',6'-tetra-N-bensoyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-3',4'-0-bensyli-
den-2"-0-bensoyl-3",4"-N,0-karbonyl-antibiotikum JI-20B.

2. L&s den enligt exempel 6€(1) erhdllna 0O-yliden-5-
epiaminoglykosiden i 50 %-ig &ttiksyra och v&rm ldsningen en timme
.pé ett &ngbad. Indunsta reaktionsblandningen i vakuum till en
&terstod. RenafBreningen via kfoﬁatografisk teknik pd samma
sdtt som enligt exempel 5B f&r bildnin av resp.:

INMR: (D0 ext,TMS): 5,17 (d, 3 = 4Hz,
1"-M); 5,13 (d, J = 3Hz, 1'-H);
5-gpi-antibiotikum JI-208 <: 2,62 (N-Me); 1,20 (d, J-Hz,
 Cgw-CH3)s 1.20 & (C,,-CH,).
CMR: (DZU, diox. ref.): 102 (C1,);
96,4 (Cyn); 85,8 och 80,5 ppm

(C4 och CB
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rxempel 7 .
S5-episisomicin och 1-N-alkvl-5-episisomicin

A. B-epislisomicin

1., Sdtt 1,2 g 1,3,27,6 -tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metan-
sulfonyl-2"-0-bensoyl-3",4"-N,O-karbonylsisomicin och 1,0 g tetra-n-butyl-
ammoniumacetat till 10 ml dimetylformamid. Upphetta 16 timmar vid 1200,
indurta till en &terstod och extrahera denna med kloroform. Tvdtta
kloroformldsningen med vatten, torka dver natriumsulfat, indunsta i
vakuum till en Aterstod omfattande 1 ,3,2°,6 ~tetra-N- bensylox1karbonyl-
~5-epi-0- acetyl- 2"~0- bensoyl- 3", 4"-N,0-karbonylsisomicin.

2. L8s den enligt exempel 7 A(1l) erh&llna éterstoden i1l0 ml
dimetylsulfoxid. Tillsdtt en 1Osning av 2 g kaliumhydroxid i 4 ml vatten
och upphetta 24 immar’vid’looo. Kyl reaktionsblandningen, tillsidtt
80 ml Amberlite = IRC-50 (H+), omrdr blandningen en timme, avskilj
hartset tvatta med vatten och eluera med 10N ammoniumhydroxid. Koncen-
trera de kombinerade ammoniumhydroxideluaten i vakuum och kromatografera
den billdade aterstoden Bver 25 g silikagel samt eluera med den lagre
fasenkav 18sningsmedel ssystemet kloroform/metanol/10N ammoniumhydroxid
(2:1:1);'Kombinera likadana eluat, innehdllande 5-episisomicin, sdsom
faststdlles medelst tunnskiktskromatografering och indunsta de kombinerade
eluaten till en Aterstod av 5-episisomicin. Smiltpunkt 135-1380 (sbnder-
delning); [a]§6 + 187,3 (DEO); Masspektrum (M)* m/e 447, (M + 1)t m/e
4n8, | :
Monosackarider m/e 160, 127.

2-deoxi-5-epistrepta- :
miner ‘ m/e 191, 173, 163, 145,

Disackarider m/e 317, 289, 271
m/e 350, 322, 304

PMR (§) D,0:

5,14 d, J=2,5 Hz } 1°-H
5,07 d, J=4,0 Hz 1"-H
4,89 bred singlett 4 -H
4,37 bred singlett 5-H
3,94 d, J=12,5 Hz 5"e-H
3’77 q. 2”-H
3,39 d, J=12,0 Hz 5"a-H
3,21 (2H) | bred singlett 6 -H
2,65 d, J=11 Hz 3"-H
. 2,52 : singlett 3”-N-CH3

1,23 singlett 4"—C-CH5
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CMR (Dgo);
PPM: § 150,3, 102,6, 97,1 (2c¢), 85,8, 80,9, 73,3, 70,3, 69,7, 68,5,
4,0, 48,1, 47,2, 47,1, 43,2, 37,7, 36,4, 25,6, 22,4,

B. l-N-etyl-5-episisomicin

1. Den erforderliga mellanprodukten, dvs. 1-N-etyl-1,3,2°,6 -
-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-O-metansulfonyl-2"-O-bensoyl—3",4"-N,O-
-karbonylsisomicin, framstélles genom omsadttning av 1-N-etylsisomicin
enligt exempel 1-4. : |

Behandla pd i exempel 7 A angivet satt 1-N-etyl-1,3,2",6"-
-tetra-N-bensyloxikarbonyl-5-0-metansulfonyl-2"-0-bensoyl-3",4"-N,0-
-karbonylsisomicin i dlmetylformamid i ndrvaro av tetra-n- butylammonlum-
acetat under 16 timmar vid 120 . Isolera det bildade 5-epi-0O-acetat-
derivatet pa i exempel 7 A(1) angivet satt, behandla sedan detta derivat
med kaliumhydroxidlosning i vatten p& i exempel 7 A(2) angivet sidtt och
rena enligt kromatografisk teknik pa anglvet sdtt fOr bildning av 1-N-
-etyl -5-episisomicin, Smaltpunkt 118-122° (sbnderdelning); Masspektrum

m/e-475, (M + 1) m/e 476. '
Monosackarider m/e 160, 127.
1-N-etyl-2-deoxi-5-epistreptaminer m/e 219, 201, 191, 173,
Disackarider m/e 345, 317, 299,
' m/e 378, 350, 322.

PMR (5) D,0

5,14 ' d, J=2,5 Hz ' ‘ 1°-H
5,00 d, J=4,1 Hz 1"-H
4,9 bred singlett | 4 -H
4,38 bred singlett’ 5-H
3,93 d, J=12,5 Hz 5"e-H
3,78 q. 2"-H
3,38 d, J=12,5 Hz 5"a-H
3,21 (1H) bred singlett 6 -H
2,65 4, J=11,0 Hz 3"-H
2,52 singlett 3"-N-CH3
1,22 singlett 4"-.C-CHz
1,07 triplett l-N-CHE-CH5
CMR (D20):

PPM: §149,8, 102,9, 97,4, 97,0, 83,9, 80,5, 73,2, 70,1, 69,6, 68,5,
63!9’ 5415" 4711! 47101 L"BI]-! I‘I'OIS) 37!5! 33101 25’6) 22)”)
14,6, ‘
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Patentkrav:

1. Fdrfarande £f0r framstdllning av 5-epi-derivat av
4,6—di—o—(aminoglykosyl)—2—deoxistreptaminer&—a&m&ige%&gent—_
amicin A, gentamicin B, gentamicin B1, gentamicin C1, gentamicin
C gentamicin C2, gentamicin C

gentamicin C gentamicin

1a’ 2a’ 2b’
X2, tobramycin, verdamicin, kanamycin A, kanamycin B, 3',4'-dide-
oxikanamycin B, antibiotikum G-52, antibiotikum 66-40B, anti-
biotikum 66-40D, antibiotikum G-418, antibiotikum JI-20A, anti-
biotikum JI-20B och sisomicin, samt av farmaceutiskt godtagbara
syra%aitionsalter av dessa derivat, vilka fdreningars 2-deoxi-

streptamindel har formeln

NHZ

NHR
(1)

HO 0

ddr R d4r en vidteatom eller en grupp -CHZY, varvid Y betecknar
vdte, alkyl, alkenyl, cykloalkyl, cykloalkylalkyl, hydroxi-
alkyl, aminoalkyl, N—alkylaminoalkg&, aminohydroxialkyl, N-
alkylaminohydroxialkyl, fenyl, ben&yl eller tolyl, varvid de
alifatiska grupperna har upp till 7 kolatomer och, om de dr
substituerade med amino~och hydroxigrupper, uppvisar dessa subs-
tituenter pd olika kolatomer, k @&nnetecknat dirav,
att vid framstdllningen av dessa foOreningar utfér&s 5-epi-
meriseringssteget genom behandling av ett derivat av en av de
ovanndmnda 4,6-di-0~-(aminoglykosyl)-2-deoxistreptaminerna, vari

2-deoxistreptamindelen har formeln

NH3

NHR

(I1)
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vari R har ovan angiven betydelse och R' &r en osubstituerad
eller substituerad kolvdtegrupp och vari hvdroxyl- och amino-
grupperna i 4,6-di-0O-(aminoglykosyl)-2-decksistreptaminderi-
vaten dr skyddade med grupper som kan underga reduktiv klyv-
ning eller basisk eller mild sur hydrolys, med dimetylformamid
vid en temperatur av ungefdr 80 - 1550C, varefter skyddsgrupper-
na avldgsnas.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k dnneteck -
n a t darav, att behandlingen med dimetylformamid utféres‘i
ndrvaro av ett tetraalkylammoniumalkanoat.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, k dnne teck -
nat ddrav, att tetraalkylammoniumalkanocatet &r tetra-n-
butylammoniumacetat.

4. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 3,
k@dnnetecknat dirav, att R' dr en metylgrupp.

5. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 4,
kdnneteckna éf ddrav, att avldgsnandet av skydds-
grupperna utférés med en bas i vattenldsning eller, ndr skydds-
grupper som kan undergd reduktiv klyvning &r ndrvarande, genom
reaktion med vdte i ndrvaro av en katalysator eller med en
alkalimetall i flytande ammoniak, &tfdljt av behandling med en
bas i vattenldsning och ddrefter, ndr ndgon av skyddsgrupperna

dr en acetal eller en ketal med en syra i vattenldsning.

L%
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd 4,6-di-O-(aminoglykosyyli)-2-deoksistrept-

amiinien Er-ept—jeh&amm-stenv—-n-z-mtta% gentamisiini Afn), gent-
amisiini BEn), gentamisiini B1!}ﬁ_§, gentamisiini C,lEﬁj, gentamisii-
ni C1a§ﬂ, gentamisiini ngﬂ, gentamisiini C2a@ﬂ" gentamisiini
C,ém gentamisiini X (i, tobramysiinif, verdamisiinil, kana-
mysiini Afn), kanamysiini Bz, 3',4'-di-deoksikanamysiini B1d,
antibiootti G-52{r), antibiootti 66-40B{1}, antibiootti 66-40D&ﬂ,
antibiootti G-418fr), antibiootti JI-20AfR, antibiootti JI-20BER,
ja sisomisiinﬂﬁ]5—ep1-johdannaisten sekd ndiden farmaseuttisesti
hyvéksyttdvien happoadditiosuolojen valmistamiseksi, joiden yh-
disteiden 2-deoksistreptamiiniosalla on kaava

NH

2
NHR

(I)
H 0
|
jossa R on vetyatomi tai ryhmd -CHZY, jolloin Y on vety, alkyyli,
alkenyyli, sykloalkyyli, sykloalkyylialkyyli, hydroksialkyyli,
aminoalkyyli, N-alkyyliaminoalkyyli, aminohydroksialkyyli, N-
alkyyliaminohydroksialkyyli, fenyyli, bentsyyli tai tolyyli,
-jolloin alifaattiset'fyhmat sisdltdvidt korkeintaan 7 hiiliatomia,
ja niiden ollessa substituoituja amino-~ ja hydroksiryhmilld nd-
mé& substitutentit ovat eri hiiliatomeissa, tunnet tu siitd,
ettd valmistettaessa nditd yhdisteitd suoritetaan 5-epimerointi
kdsittelemdlld jotakin mainittua 4,6-di-O-(aminoglykosyyli)-2-
deoksistreptamiini-johdannaista, jonka 2-decksistreptamiiniosalla
on kaava

NH2

HR

(I1)
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jossa R merkitsee samaa kuin edelld ja R' on substituoitu tai
substituoitumaton hiilivetyryhmd ja jossa 4,6-di-O-(aminoglyvkosyy-
1li) -2-decksistreptamiinijohdannaisen hydroksi~- ja amincryhmidt cvat
suojattuja ryhmilld, joille voidaan suorittaa pelkistdvd lohkai-
su tali emdksinen tai heikosti hapan hydrolyysi, dimetyyliformami-
dilla noin 80 - 155°C:n lampdtilassa, jonka jdlkeen suojaryhmdt
poistetaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd dimetyyliformamidikdsittely suoritetaan tetra-
alkyyliammoniumalkanoaatin lé&dsndollessa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnett -
t u siitd, ettd tetra-alkyyliammoniumalkanocaatti on tetra-n-
butyyliammoniumasetaatti.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 3 mukainen menetelm,

tunnettu siitd, ettd R' on metyyliryhmd.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukaineen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd suojaryhmien poisto suoritetaan
emdkselld vesiliuoksessa, tal suojaryhmien ollessa sellaisia,
joille voidaan suorittaa pelkistdvad lohkaisu, suojaryhmdt pois-
tetaan vedylld katalysaattorin l&sndollessa tai alkalimetallil-
la nestemdisessd ammoniakissa, minkd jdlkeen suoritetaan emds-—
kdsittely vesiliuoksessa, ja sen jdlkeen, mik&dli jokin suojaryh-

mistd on asetaali tai ketaali, kdsittely hapon vesiliuoksella.
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