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RESOLINGISW Wil

TRADUCCION OFICIAL No. 488/07 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacién se sella con el salla del Traductor. Esta es una
Traduccion Oficial efectuada el dia 19 de noviembre de 2007 por iz Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segln Resolucion
Mo, 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Poder otorgado por WYETH respecto de la solicitud de patente titulada
TIGECICLINA Y METODOS PARA  PREPARAR  9-NITROMINOCICLINA".
Certificacidon notarial suscrita por Michelle McGowan, Notario Publico del

estado de Nueva Jersey, y legalizaciones subsiguientes.

EL PODER Y LA CERTIFICACION NOTARIAL NO SE TRADUCEM POR

ENCONTRARSE EN INGLES ¥ ESPANOL EN EL DOCUMENTO ORIGINAL.

————————————— — L W e T T o e’ T R R RN T " N L e TV e T R " W R M N M R T — A —

[Seile] MICHELLE L. McGOWAN

Notario Plblico, Estado de Nueva Jersey
MNo. 2108903
Habilitada en el Condada de Moryis
Lz comisian expira el 9 de febrero de 2011

{Sello notarial

en reliave)
APOSTILLE
(Convention de L.a Haye du 5 ociobre 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico ha sido firmade por:  Michelle L, McGowan
3. actuando en calidad de: Notario Puklico de Nueva Jersey

4. lleva el selloftimbre de: Michelle L. McGowan, Notaria

Filtig
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CERTIFICADO

5. en  Trenton, Nueva Jersey
6. el dia 5 de julio de 2007

7. por Bradley Abelaw, TESQRERQO DE NUEYA JERSEY
8. No, A296283

g, Sells/Timbre: 10. Firma

(Sello del Estado (Fdo.) Bradley Abeiow
de Nueva Jersey)

Le anterior es traduccian fiel y completa del documento en referencia, de la
cugl se defa copia en este archive para su confrontacion.

GreesalonD.

Marig Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segin
Resalucign No. 01016 dei
2 de pctubre de 1948, del
Ministerio de Justicia



-~}

(CONVENTION DE LA HAYE DU

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICRH

APOSTILLE

OUTOBRE 1%61)

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN 3IGHNED BY:

MICHELLE L MC GOWAN

BUTING IN THE CAPACITY OF:
MOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARG THE SEALSSTAME OF:
MICHELLE L MC GOWAN,

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 5TH DaY OF JULY

CERTIFIED

BY: Bradley 2Abelow, NEW JERSEY TREASURER

M. A236283

SEAL/SSTAME

1.

SIGNATURE
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POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

WYETH

with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NT 07940,
United States of Ametica

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-QRDONEZ and/or
OLGA GEORGETTE OTERO and/or
RICARDOD METKE snd/or
JUAN FPABLO CONCHA,
Il members of the law firm Raisbeck, Lara, Rodriguez & Rueda,

with demicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th flgor, of Bogota D, C,,

Colombia, and for so long as they remain members of the law
firm, a full and sufficient power of attomey with respect to

Colombian patent application{s} based oo PCT/US2006/020540

and entitled “TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARLONG 9-
NITROMINOCYCLINE” and to obtain patent protection thereof,
for which purpose T (we) authonize the said attorneys to represent
me {(us) before any authorities or persons, with or without

jurisdiction, specially ¢fose administrative, admimistrative

coptentions and judicial, as well ag hefore Arbirration Court, in
all matters concerning the foliewing: a) Obtainment of a patent(s}
based upon said patent applicationfs), including filing of
assigmments, change of name or sddress, voluntary cancellation;
and defending oppositions, cancellations, aullity, writ mandanus,
and in peneral the civil, penal, an administrative processes relating
o those rights,

I hereby eatify all lawful actions previoushy taken on behalf of this
company by the aforementioned atomeyz: with respect to fhe
tnentioned matters.

Done and subscribed in

Onthe  Z.od day of Jute ffufj 2007

Signature of the person issuing the Power
WYETH

ol f g0

William H. Calnan
Assistant Secretary

Ralsbeck, Lara, Radrigue2 & Rueda
Ay, B2 Mg. 10 - B2 Gih Floar
Bogotd, Colombia

HIT: BEd 066 640-3
Tel; 4867 1 634 1500
Fay; #3537 375 2211
wyiw bakamen.com

PODER DE ABOGADOD
La abajo fisrnada,
WYETH
con oficines en

Five Giralda Farms, Madizson, NI 07940,
Estados Unidos de América

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-QORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE yfo

JUAN PABLO CONCILA
Todos micmbros de la firma de abogados Raisbeck, Lara,
Rodriguez & Rueda, con domicilio en la Av. §2 No. 10 - 62
Fiso 6 en Bogata D. C., Colombia, y hasta tants elios continten
sienda miembros de 1a firma, poder especial amplio ¥ suficiente
con respects a 1a solicitadies] de patente en Colontbia basada{s}
en PCT/US06020540 ¥ titalada

ik

"
»

y para obteder la proteccidn do patente de la misma, a cuyo
efecto auterizo (amost a los dichos apoderados para que me
{nos) representen ante cualesquiera autotidades o persomas,
gjerzan ¢ no jurisdiccion, especialmentz ants las del orden
administrative, contencioso-administrativo ¥ judicial, asi comao
lo5 fibupales de arbitramento, en tode lo concemicnte a los
siguientes asuntos: a) Obtencion de la(s} patente(s) de invencién
basadafs) en la mencionada solicitud de patente, incluyendo
presentacién de waspasos, cambio de nombre o direccidn,
cancclacidn volunitaria; y defensa cn oposicionss, cancelaciones,
nulidades, la ttela, ¥ en general procesos civiles, penales,
administrativos relacionados con astos derechos,

[guaimente, ratifico tode &0 actuade en dersche hasta gl
momento en nombre de £3ta gompadia por cualquiera de los
mencionados apodecados en los casos mencienados.

Dado y firmado en

Als 2 dias del mes de Julfa de 2007

Firma de la persona que firma el Poder
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NOTARIAL CERTIFICATION

O this 2ok

2007, the undersigned Notary

day of -JuﬂFJUix{

CERTIFIES
That William H. Caloan

g2t his hand on the forepoing document.

That the grantor is to me personally known and that he/she has

. legal capacity to executs the instrement.

That the grantor has executed the foregoing document as

Assistant Secretary
of the judicial peraon WYETH

That the judicial person = WYETH
having its home office in
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,

United States of America

iz duly organized, has present legal cxistence and that the
purposes for which (he power of attorney s prunted are within
the scope of its corporate purposes,

That the prantor hag in [act the referred to aothority and that
hizher representation is legal.

That [ have based certifications 3, 4 and 5 abowve on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
Drigin Or SoUrce:

Alos 2

de 2007

H

Piif ”;; |

CERTIFICACION NOTARIAL

dias del mes de julio

, 2] suscrite Motario

DA FE
Que  William H. Calnan

sugcribid de su puiio y letra el documento que anteceds,

Que conozco al otorgante ¥ qus éste tiene capacidad legal
para &l otorgemisnto.

Jue el otorgante ha suscrite ¢l refarido documento en su
caricter de

Subsecretario
de la persona juridica  WYETH

{Jue la persona juridica “WYETH
com seds en
Five Giralda Farms, Madisan, MNT (779440,

Estados Unidos de América

esthd lepabmente constituida, que tiene existencia legal
actual ¥ que el acto para €] cual sc otorga ol poder estd
comprendido entre los que constituyen su objeto secial.

Que el otorgante tiene etectivaments la representacidn gue
ostenta ¥ que sta 25 legitima.

{ue he basado las certificaciones 3, 4 ¥ 5 anteriores an los
siguientes  documentos auténticos que al efecto sc me
exhibieran vy que menciono espesificaments con expresidin
de sus fechas y de su origen o procedencia:

Minutes of the Board of Directors Meeting held on April 2@ 2667

- ) Actas de la reunifn de JUNta Directiva cele-

brada el 26 de abril de 2007.

WML D Goareen,

_ MICHELLE L. McGOWAN
Notary Public, State of New eesay
Qiiﬂﬂ::EE:ﬁrﬁuChu
n
Comeninsion Enpires Feb. 9, ?ﬂll

El Natario Piblica
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TRADUCCION OFICIAL No. 489/07 de un documento escrito en ingids, at cual
para su identificacion se sella con el sello del Traducter. Esta es una
Traduccidén Oficial efectuada el dia 19 de noviembre de 2007 por la Sra. Maria
Teresa Lara, ¢.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segin Resciucidn
No. 1018 del 2 de octubre de 1598, expedida por el Minlsterio de lusticia.

Cesién a WYETH del invento titulade “TIGECICLINA Y METODOS PARA
PREPARAR S-NITROMINOQCICUINA®, Cectificacidn notarial suscrita por Barbara

A. Kiely, Notario POblico del estado de Nueva Jersey, y legalizaciones
subsiguientes,

AM1G2034
DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociada para Legalizaciones, Wyeth, certifico por la
presente que la copia adjunta ha sido comparada con la Cesion original (para
la U.5.5.N. B0/685,291, v cualquier eguivalente legal de la misma en un pais
extranjero, bpara el invento titulado: “TIGECICLINA Y METODOS PARA
PREPARAR 9-NITROMINOCICLINAY), fechada el 11 de noviembre de 2005 de
Anthony Scott Pilcher, leffrey Marshali Horne, Adam Joseph Tuper, Joseph
James McCauley III v Adam P. Michaud; v fechada e 21 de noviembre de
2005 de Syivain Daigneault ¥ Michel Bernatchez; vy fechada el 28 de
noviembre de 2005 de Lalitha Krishnan y Phaik-Eng Sum a Wyeth y que la

citada copla es fiel copia del original.

Dado & los 27 dias del mes de junio de 2007, en Madison, Nueva Jarsey,

Estados Unidos de Amarica.
Wyelh

(Fdo.) Michealle L. McGowan

Michelfe L. McGowan
Asociada pars Legalizaclones
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PARA USC EN COLOMBIA

RECONOCIMIENTOC
Estado de Mueva Jersey )
)
Condado de Morris )

A los 27 dias del mes de junio de 2007, ante mi personaiments
comparecld Michelle L. McGowan, Asociada para Legalizaciones de Wyeth, a
quien conozco y de quien me consta que es la persona descrita en el
instrumento anterior v quien lo suscribid, y reconocid ante mi haber suscrito &|

mMismon.

{(Fdo.) Barbara A. Kiely

q Notario Paibfico

555 {Sello notarial
¥ en relieve)
o 8 [Sello] Barbara A, Kiely ID. 33893
o] EE Motario Publico de Nueva Jersey
3 §§g Mi comision expira el 20 de junio de 2009
= B
. Cesién de Invento

En virtud del pagoe por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacion

valida y valiosa, el reclbo de la cua) se reconace por la presente, el CEDENTE;

(1) Nombre Completo del Inventor: Lalitha Krishnan
Residencia: 2 Sonia Court, Suffern, New Yark 10901
Ciudadania; Estados Unidos

(2} Nombre Completo del Inventor: Phaik-Eng Sum
Residencia: 16 Chamberialn Caurt, Pomona, New York 10970
Cludadania: Estados Unidos
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Nombre Completo del Inventor: Sylvain Daigneauit
Residencia: 201 Des Peupliers, Laval, Qc, Canadd H7R 1Gé&
Ciudadania: Canada

(4)

Nombre Completo de! Inventor: Michel Bernatchez
Residencia: 3990, boul. Gouin-est, Montreal-nord, Q¢, Canada H1H 1C6
Ciudadania: Canada

(5}

Nombre Complete del Inventor: Anthony Scott Pilcher
Residencia: 178 Arbor Lane, Colchester, Vermont 05446

Ciudadania: Estados Unidos

(6)

Nombre Completo del Inventor: Jeffrey Marshall Horne
Residencia: PO Box 288, 3 East Street, Mooers, New York 12958
Ciudadania: Estados Unidos

(7)

Nermbre Completo del Inventor: Adam Joseph Tuper
Residencia: 10 Oakwood Drive, Rouses Point, New York 12978
Ciudadania: Estadas Unidos

(8)

Nombre Completo de! Inventor: Joseph James McCauley 111
Residencia: 73 Beekman Street, Plattsburgh, New York 12901
Ciudadania; Estados Unidos

(%}

Nombre Completo del Inventor: Adam P. Michaud
Residencia: 3 Pomfret Lane, Essex Junction, Vermont 05452

Ciudadania: Estados Unldos

por g presente vende, cede y traspasa 2 la CESIONARIA:

Wyeth
Five Girafda Farms
Madison, Nueva Jersey 07940
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y a los sucesores, ceslonarios y representantes legales de la CESIONARIA,
tada derecho, titule e interés para los Estados Unidos y sus posesiones
terriforiales y en todos ios paises extranjeros, incluidas todos los derechos a

reclamar prioridad, en y sabre el Invento titulado:

TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR 9-NITROMINOCICLINA

e invantado por @l CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, en caso

de haberlos:

¥y el cual se encuentra en fa Solicitud Provisional de los E.U. No. 60/685,291

presentada el: 27 de mayo de 2005

{ 1 Yo, e suscrite CEDENTE, por la presente autorizo v solicita la
insercion  anteriar del ndmero de solicitud vy la fecha de

presantacién, una vez se congzcan,
[marcar también si se estan cediendo saolicitud{es} extranjera(s)]
[X] ¥ cuaiquier equivatente legal de las mismas en un pals extranjero,

incluyendo el derecho a reclamar prioridad, incluidas todas v cada una de jas
mejoras alli divulgadas, y en y sobre todas las Patentes gue hayan de
obtenerse para dicho invento en virtud de la solicitud anterior o cualquier
solicitud provislonal, no provisional, de continuacién, divisional, de renevacion
0 sustituta de la misma posteriormente presentada, y respecto de Patentes,

cualquier reemision o reexamen de las mismas.

Ef CEDENTE pacta por ei presente que no se ha hecho ni se haré ni se
realizard ninguna cesidén, venta, acuerda o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesidn.

El CEDENTE autoriza & la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
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Patentes para dicho invento en cualquiaera de dichos paises en su propic

nombre, o en nombre del CEDENTE, a su eleccidn.

El CEDENTE pacta y acuerda suscribit u obtener cualquier garantia
adiclonal necesaria del titulo sobre dicho invento ¥y cuaiquier Patente que
pueda expedirse para el mismo y, en cualguler momento, a solicitud y por
cuenta de la CESIONARIA, entregar cualguier testimonio en cualguier
interferencia, litigio o proceso relacionado con el mismo v otorgar todos los
documentos que puedan ser necesatios o convenientes para perfeccionar e
titulo sobre dicho invento o cualguier Patente que pueda otorgarse para ef
mismo a la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios U otros representantes
legales y, en cualquier momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA
suscribir cualauier centinuacidn, continuacién en parte, solicitud divisional, de
renovacidn o sustituta de la misma, y &n cuanto a Patentes y reerisién o
reexamen de las mismas, o cualquier otra saoficitud adicional de Patente para
dicho invento o cualquier parte del mismo, todas las cuales solicitudes y
cualesquiera Patentes que se expidan sobre las mismas son por la presente
cedidas a la CESIONARIA, y haréd todos los juramentos o declaraciones licitos,
y realizara todo Jos actos licitos requeridos para adquirir las mismas, sin otra
compensacion, pero por cuenta de la CESIONARIA, sus SUCEsSDres, cesionarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza vy solicita al Comisionado de Patentes expedir todas
y cada una de las Patentes de los Estados Unidos para dicho invento,

resultantes de cualquiera de las anteriores solicitudes a su CESIQNARIA.

{Fdo.) Lalitha Krishnan Nov. 28, 2005
Lalitha Krishnan Fecha

RECONOCIMIENTO



&

"RIA TERESA LARA R,

TRADUCTORA dMEDD.

AILUGION N FUITE

JE MEMLUETILE:

T
Traduccion Oficial No, 489/07 - Pagina 6 '

Estado de Nueva York }
55!

Condado de Rockland  }

A los 2B dias del mes de noviembre de 2005, comparecib personalmente ante
mi Lalitha Krishnhan, a quien conozco como la misma perscna descrita en el
instrumento anterior y guien o otorgd, v reconocid haber otorgado el mismeo,

por su propia voluntad y para Tos propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Rose Ann D, Jastrow

Notario Publico
[Sello] ROSEANN D. JASTROW
MO, QTJAB085818

HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
M COMISION EXPIRA 01-06-2007

----------------------------------------------------- B e e e e e L L T

(Fdo.} Phaik-Eng Sum Nov, 28, 2005
Fhaik-Eng Sum Fecha

RECONOCIMIENTQ

Estado de Nueva York 3

SS:
Condad¢ de Rockland ¥

A tos 28 dias det mes de noviembre de 2005, comparecip personalmente ante
mi Phaik-Eng Sum, a quien conczce como ia misma persona descrita en el

insttumento anterior y guien lo otorgh, vy reconocio haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad vy para los propdsitos alll sefialados.

{Fdo.) Rose Ann D. Jastrow
Notario Publico

[Selio] ROSEANN D, JASTROW
NO. D1JAG0B5818
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
M COMISION EXPIRA 01-05-2007
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(Fde.) Sylvain Daigneault 21 Novlembre 2005

Sylvain Daigheault Fecha

EC IMIENTO

Estado de CANADA >
55:

Provincia de QUEBEC >

A los 21 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Sylvaln Daigneault, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y guien lo otorgd, v reconocid haber otorgada el mismo,

por sy propia voluntad y para las propdsitas alli sefialados.

(Fdo.) Lline Martin
Motario Pdblico
Line MARTIN, notario

para la Provincia de Quebec, Canada
Mi comisidn es vitalicia

(Fdo.] Michel Bernatchez 21 Nov 2005
Miche] Bernatchez Fecha

ECONOCIMIENTO

Estado de CANADA ¥
55!
Provincia de QUEBEC }
A los 21 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personaimente ante
mi Michel Bernatchez, a qulen conozeo como la misma persona descrita en el

instrumento anterfor ¥ quien lo atergd, v reconocid haber otorgado €l mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alii sefalados.
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{(Fdo.) Line Martin
Natario Publico
Line MARTIN, notario
para la Provincia de Quebec, Canada
Mi comisitn es vitalicia

-------------------

—————h

{Fdg.} Anthany Scott Pilcher

11-Nov-2005
Anthony Scott Pilcher

Fecha
RECONQCIMIENTO

Estado de Vermont }
55!

.Q.

Condado de Chittenden 3

SMEA.
e

A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecid personalmante ante

ARIA TERESA LARA R
TRADUCTORA
AE BN
oE

mi Anthony Scott Pilcher, a guien conozco como la misma persona descrita en
el instrumento anterigr ¥ quien lo otorgd, y reconocid haber otorgado el

misma, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefizlados.

(Fdo.) lulie A. Winterboitom

Notaria Pablico

[Sello] Julie A. Winterbottom

Notario POblico, Estado de Mueva York
No., 01WIsD23921
Habilitada en el Condado de Clinton
La comisian expira € 3 de mayo dg 2007

(Fdo.) Jeffrey Marshali Horne

11-Nov-2005
Jeffray Marshall Horme

Fecha

RECONQCIMIENTO

Estado de Mueva York )

55
Condado de Clinton 3
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Alos 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié parsonalmente ante
mi Jeffrey Marshall Horne, a quien conozco comao la misma persona descrita
en el instrumento anterior y quien lo otorgd, v reconocid haber otorgado ei

mismo, por su propia valuntad y para los propositos alli sefialados.

{Fdo.} lulie A, Winterbottom
Natario Plblico

[Zello] Julie A, Winterbottom
Motario Piblico, Esiade de Nuava York
No. G 1WIS023921
Habilitada en el Condado da Clinton
La comisign expira el 3 de mayo de 2007

------------------------------------------------------

{Fdo.) Adam Joseph Tuper 11-Nov-2005
Adam loseph Tuper Fecha

RECONQCIMIENTO

Estado de Nueva York }
55}
Condado de Clinton }
A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Adam Joseph Tuper, a quien conozca come la misma persona descrita en el

ifistrumento anterier y quien lo otorgd, vy reconocid haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para (os propdsitos ailf sefialados.

{Fda,} luiie A. Winterbottom

Notarig Publico

[Sello] Julie A. Winterbottom
Nofario Palilico, Estado de Nueva York
No. 01WI16023921
Habilitada en el Condade de Clinton
La comizitn expira &l 3 de mayo de 2007

AT —— L —— amm
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11-Nov-2005

Facha

{Fdo.} Joseph James McCauley III
Joseph James McCauley 111

RECONQCIMIENTO

Estado de Mueva York 1}
s5!

Condado de Clinton T

A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Joseph James McCauley III, a quien conozco como la misma persana
descritéa en el instrumento anterior y guien lo otorgd, y reconocid haber
.' otorgado el mismo, par su propla voluntad y para los propésitos al\ sefialados.

{Fdo.} lulie A. Winterbottom
Notario Pablica

2%

(Setla} Julie A, Winterbottom
Notario Pablico, Estado de Nueva York
Mo, DTWIS023921
Habilitada en &l Condado de Clinton
La comisidn expira el 3 de mayo de 2007

A TERFSA LARA 7.
TRADUCTORA smemg
s, ¥ig1e

CEPLAMG M

{Fdo.} Adam P, Michaud 11~-Nov-2005

@
Fecha

Adam P, Michaud

RECONOCIMIENTO

Estado de vermant 3
55:

Condado de Chittenden }

A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Adam P. Michaud, a auien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien Jo otorgd, v reconocid haber otorgado el mismao,

por su propia voluntaa y para los prapdsitas ailf sefialados.
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{Fdo.} lulie A. Winterbottom
Notario Pablico

(Sello] Julie A, Winterbottom
Notario Puablico, Estado de Nueva York
No. 01WIBD23521
Habilitaga en e Condado de Clinton
La comisidn expira ! 3 de mayo de 2007

APOSTILLE
{Canventlon de La Haye du 5 octobre 1961)

i, Pais: Estados Unidos de América

2. Este documento publice ha sido firmado por:  Barbara A, Kiefy

3. actuando en calidad de:  Notario Publico de Nueva Jersey

4. leva el sellpftimbre de: Barbara A. Kiely, Notario
CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

&, el dia 5 de julioc de 2007

7. por Bradley Abelow, TESORERO DE NUEVA JERSEY
8. No. A296298

9, SellofTimbre: 10. Firma

(S¢elio del Estado {Fdo.} Bradley Abelow
de Nueva Jersey)

La anterior es traduccion fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacion.
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(CONVENTION DE L& HAYE DU &5 QCTOBREE 1061

COUNTRY : UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BARBARZ A KIELY

ACTING 1N THE CAPACITY OF:
HNOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARE THE EZEAL/STAMF OF:
BARBARS & EIELY, MNOTARY

CERTIFIED

AT TEENTON, HNEW JERSEY

THE 5TH DAY OF JULY 2007

BY: Bradley 2bkelow, NEW JERSEY TREASUREER

MO, AZ9n298

SEAL/STAME : 10. SIGNATURE

Broky, Alelec




AM102034

AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, Legalizaiion Associate, Wyeth, do hereby certify that the
attached copy has been compared with the original Assignment (for U.5.8 N, 60/685,291,
entitled:  “TIGECYCLINE AND  METHODS OF  PREPARING  9-
NITROMINOCYCLINE™) dated November 11, 2005 from Anthooy Scott Pilcher,
Jeffrey Marshall Horne, Adam Joseph Tuper, Joseph James McCauley 11, and Adam P.
Michaud; and dated November 21, 2005 from Sylvain Daigneault and Michsl
Bernatchez; and dated November 28, 2005 from Lalitha Krishnan and Phaik-Eng Sum to
Wyeth and that the said copy is a true copy of the original,

Dated this 27" day of June, 2007, at Madison, New Jersey, United States of
Ametica.
Wyeth

Michelle L. McGowan
Legalization Associate
TO BE USED IN ECUADOR
ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 27% day of June, 2007, before me perscnally appeared Michelle L.
MeGowan, Legalization Associate of Wyeth, to mie known and known to me to be the

individnal described in and who executed the foregoing instrument, and she

acknowledged to me that she executed the same. M 74 1/

/ Notary Public

Vit 20
[ =]
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Docket No: AM102034 L1 11111297
Patant

Assignment of Inventicn

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
cansideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

{1}  Full Name of Inventor: Lalitha Krishnan
Aesidence: 2 Sonla Coun, Suffern, New York 10901
Citizenship: United States

{2) Full Name of Inventor: Phaik-Eng Surn
Residence: 16 Chamberain Court, Fomona, New York 10970
Citizenship: United States

{3) FuliName of Inventor: Sylvain Daigneault
Residence: 201 Das Peupliers, Laval, Gc, Canada H7R 1G6
Citizenship: Canada

(4} Fult Name of Inventor: Michel Bematchez
Assidence: 3920, boul. Gouin-est, Montreal-nord, Qc, Canada H1H 1G8
Citizenship: Canada

(3)  Full Name of Inventor: Anthony Scott Pilcher
Residence: 178 Arbor Lane, Colchestar, Vermont 05446
Citizenship: United Stales

{6y Full Mame of Inventor: Jeffrey Marshall Horne
Residenca: PO Box 288, 3 East Strest, Mooers, New York 12858
Citizenship: United States

{7y  Full Mame of Inventor: Adam Joseph Tuper
Residence: 10 Oakwood Drive, Rouses Point, New York 12979
Citizenship: United States

{8) Full Name of invantor: Joseph James McCauley 111
Residence: 73 Beekman Strest, Plattzburgh, New York 12901
Citizenship: United States

AsgignmeniNewapp-Frovisianal ot — Rev 2105 Page 1 of 7 Assignment of Invention
Provislonal Application



Docket No; AMT02034 11
Paient

{9) Full Name of inventor; Adam P. Michaud
" Residence: 3 Pomfret Lane, Essex Junction, Vermont 05452
Citizenship: United States

haveby selis, assigns and transters to ASSIGNEE:

Wyeth

Five Glralda Farms

Mardison, Mew Jetsey 07940 H
and the succaessors, assigns and legal raprasantatives of tha ASSIKENEE the &ntire right, tille
and intaresi for the United States and its territarial posgessions and in af! forsign countries,
including all rights t¢ claim prionty, in and to tha ovention entitied:
TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARING S-NITROMINOCYCLINE

and invented ty ASSIGNOR and the foliowing additional inventors, if any:

and which is found in 1.8, Provisional Application No. 60#685.287 fled on; May 27, 2005,

(] twe the ASSIGNOR signing helow, hereby auincrize and reguest insertion
above of the application numbear and filing date, when Hhey become known,

Jaisc check if foreign application(s} Is{are) alsoc being agsignad]
B  and anylegal equivalent thergof in a foreign country,

ncluding the rght to cleim privrity, including any and al! improvements disclosed therein, and
in and to all Laetters Patend to be obiained for sait imveniion by the sbove application or any
subseguently filed provisional, nonpravisional, continuation, divisional, renawal, or substitute
theraof, and as {o Leiters Patent any reisgsua or re-examination theraof.

ASSIGNQCR hereby covenants that nc assignment, sale, agreemant or encumbrance
has bean or will be mada or enterad into which would conflict with this assigrnmant.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Lettars
patant for sakd ivention in any of said countrles inits own name, or in ASSIGNCH's name,
at ity elacton,

ASSIGNOR covenants and agress o exadute of procure any further necessary
assurance of the litle to said invention and any Latiers Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the axpense of ASSIGNEE daliver any testimony in
any interferance, litigation or procgeding relatad thereto and exscute all papars that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be gramed therefore In ASSIGNEE, its succeasors, assigns or cther legal representativas,
and that to, at any tme, upon the request and at the expensa of ASSIGNEE execute any
cantinuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letlers
Patant and taissua or re-gxamination therect, or any other additional applications of Lettars
Patant for said invention ot any part therect, alt of which applications and any Letters Patent
issuing theroon are heraby assignad to ASSIGHEE, and witl make ali rightfu! camhs or
declarations, and do all lawful acts raquisita for procwing the same theren, without further
coympansation, but at the expense of ASSIGMNEE, its suceessors, essigns or othet epal
reprasantatives,

Agsiormentitewdpp-Povisiong. tol ~ Fisv 2i05 Page2of7 Assignment of Invantion
Provigional Appiication

44
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Lalitha Krishnan Date

Docket Me: AMID2038 LY
Palent

ASSIGNOR authorizes and reguests the Commissionar of Patents to lssue any and all
Letters Patent of the United States for sajd invention, resuiting fram any of the aforesald
appiications o lts ASSIGNEE.

‘{D""e‘;/&;‘ /{UJP‘QW MD—*..’:! . :EJE'; 2650 ﬁ'h.

ACKMOWLEDGIMENT

State of  New York

}
48!
Countyof Rockland }

On the 2§ S day of M&f" 2005 Lalitha Krishnan personelly appeared
before me, known by me to be the sama perzon destribed in and who exgcuted he
foregaing instrument, and acknowledgad that he/she executed ihe same, of his/her own free
will and for the purposes sat forth.

ROSEANN D. JASTROW
NEY, 210 ASORESTE
QUALIFTED IN ROCKLAND COLNTY L

MY COMMISSION EXPIRES 01-08-20 & 7

Notary Publia””

PR A i e P i e el S B By B o [ o R LS it ot S i W S et e i Rl B B (U o Ly L Rt B Wb A A gt AL LT M T s b L e el e

AsgignmentNewADp-Provisional dot - Fev 2105 Page 3 of 7 Assignment of lnvention
Provisional Application
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Dockat Ma: AR{02084 LY
Patent

Phak-Erg sum O Digites
ACKNOWLEDGMENT
State of New York }
882
Countyof Rockland }

On than day of {M 2005, Phak-Eng Sum perscnally appoared
before me, known by ma to ba tha same person described in and who exscuted tha
foregoing Instrument, end acknowiadged hat he/she exacuted the same, of histher own free
wiil and tor the pumposes set forth,

ROSEANN I, JASTROW
NO, D1JARDEEE1E
{AJALIFIED IN ROCKLAND COUNTY
MY COMMISSION EXPIRES 01-06-20 &

MNOWLE ENT

Stateof J Asia A }
s

}" } C

Qn the 3 I&Ldﬂ of  Apor &I-L.-LL‘L_,_J _ 2008, Sylvain Daigneault perscnaily appearad
hefore me, Known By me ko be the same person described in and who axecuted the
foregoing instrurent, and acknowledged that he/she executed the same, of hig/har own free

will and for the purposes sat forth.

‘1:':'|.H ”N rlf}'t&!"f
I m Prcjumm; of O jar:er: Cratada

County of A

AssignnentrlewApp-Provisionehdot — Rav 205 Page 4 of 7 Azsigrment of ivention
Frovizgional Application
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Docket Mo: AM1TO2034 1) fis s
Patent

20 - Moy - 2005
Date

MY

Stateof oA g A PA

County of S E DF

. N i
Onthe 3 /oF gayof Auvew Sda 2005, Michel Bernatohez petsonally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who execuied the

foregoing instrument, and acknowladged that hedsha ex the game, of his/her own Hre
will and tor the purposes set forih. i
: E zr i oy
ng MARTIN, nisfary
fhr tha Pravinca of Ouebes, Canada
cormiruasion i3 for e
Noiary Public
‘_P -~ LI—.—F‘LI:&J" 1-@1} :._
Anthony Scott Pilcher Data
B! = E
Stateaf L avemaadr }
1N
County ol Chrie~dhen }
Cnthe 1t ¢ day of Movermber 2005, Anthony Scott Pilcher perscnally appeared

before me, known by me to be the same persen deseribed in and who executed the
forggoing instrument, and acknowiadgad that he/she execited the same, of his/her owr frea
will and for the purpozes set forth,

Julie A, Wintarbottom o m
Ry e Vi ok i K kgl

Qualified in Clirton Cou Q Notary Public
Comrmiesion Expiree May 3, ﬂﬂT )
AgsigrrentNewApp-Povisional 0ot — Fiey 2/05 Page5of 7 Assignment af invention

Provigiaral Application
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Docket No: AM102034 L1

Patent
z’a ff‘ﬁjﬂu-.}ﬂﬂi
Jetirdy Marshall Horne Date

{
ACKENOWLEDGMENT

State of _ﬂ@_z_%&k—'l
Counyot (| ato n }

Onthe [l day of Nﬂrﬁ‘mi:ar 2005, Jeffrey Marshall Home personally
appeargd bafora me, known by me 1o be the same person described In and who executad
the foregoing instrument, and acknawledasd that hefshe exeuled the same, of his/Mer own
frea will and for the purposes set forth.

e A, Wrerbofonm
U e, Stase of New York
Mo, D1W 8023921
et o Slivton Gﬂ%ﬂq
Cormmission Expires May 3,

[

.Natary FPublic

P S e o S i S gt PR I g Y B N gt (L iyt g L g (W g (i L gy Lt g (PR R gl U B R e PR e I e U PR R P P o e o P e

I Aay 2ovs
Adam Jos Tlper Date
ACKNOWLEDGMENT
State of NEW t&g,x b
se:
County of /LMo N i

Onthe 11¥e day ot novEMBER 2008, Adam Joseph Tuper personally appeared
hefate me, knoan by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknovwiedged thal hefshe executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set farth.

Julie A, Wirarbottom
Nntar'_.ruF’ublic, Statd of Now York
pla, HWIEN23921

fiualified in Clinton Caun
Carmemission Expies May 3, ,&ﬁ.‘\

gt it ! Pt S L U e S P S L iy U e ] B gy PR g (R oyl B o Pl g P g e B g P B bl B g PR g PR g ) g b, B g, g g T B "R B g i g L e (LB L g L B

Nota;y Public

AsgignmentNawApo-Provisinnel ot — Ree 206 Paoe § of 7 Assignment of Invention
Provisional Appiication



Docket No: AM1T02034 L1 o
Patant RLF A7 7

S VYEY" S

Date

A EDGMENT

State of h t 1 _E{ ﬁL-_'.Q }
County o § l ;g m }

Onthe 1™ day of Dj..n‘-}t)l/ 2005, Joseph James McCauley (Il personally
appearad bafors ma, knwn by ma 1 be the same pemon dasctibad in 2nd who executed
the foregoing instrument, and acknowlsdged that ha/she executed the same, of his/har own
free will and for the purposes set torth.

BEION Gy ntary Public

JUlle A Winierhoﬂam
Notary Pui:iz, <. Flru' ek,
No., 01: .30 Ay __M_S’&
Lualifies » :
—-1y N

m\in p \“V\F\ ] [§ My S06 5

Adam P. Michaud Data

CEKNOWLEDGMENT

State of V? ‘M ilhf‘ }
. ' ss:
County of CLI |H%M }
15 Mesomby, -
On the day of VMDY 2005, Adam P. Michaud perscnally appeared

before mea, Known by me {0 be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she exacuted the same, of his/har own free

will ang for the purposes set forth.

Julie A, Wintaerbottom

Motary Pubilic, State of New York
Mo 01'-:'3502"-'951 C :
Clualitad i Shinron Coun
Commission Expites May 3, __q%hq_l_ Cg. ) NP —A Eqﬁ;\l o

iotary Public

S i R R S R ey P o T i T T A Rt iy R B S L Py S L e Syt P S T g e PR B (L L By U P gt Uy P

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rey 2105 Page 7 of 7 Assignment of Invention
Provisional Application
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TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARING S-NITROMINOCYGLINE

This application claims benefit of U.S. Provisioneai Application No.,
60/685,2091, filed May 27, 2005, the ¢ontents of which are incorporated herein by
reterence.

[001] Disciosed herein are methods of preparing at lsast one compound
of formula 1,

\N,/
R -
. b QOH
2, HH
N HN 5 ?
1 : '[cHE]Fl OH 9§ OH
1

ot a pharmaceutically acceptable salt theraaf, .

wherein Ry and R, are each independently chosan from hydrogen, straight
and branched chain (C;-Cs)alkyl, and cycloalkyl, or R; and Rz, togethar with N,
form a heterocycle; R is —-NRzRs, where Rs and Ra are each independently chagen
from hydrogen, and straight and branched ¢hain {C4-Cs)aikyl; and n ranges from
1-4.

[002] In one embediment, Ry.is hydrogen, 8z is t-butyl, R-is ~NRaR4
whete Rg is methyl and R4 is mathyl, and nis 1, for example, tigecycline.
Tigecyoling, {I-(-butyl-giyeylamido)-minocycline, TBANMINGY,
(45,4a5,5aR,12a8)-9-[2-{tert-butylamino}acetamido]-4, 7-bis{dimethylamino)-
1,4,4a,5,54,6,11,12a-cctahydro-3,10,12,12a-istrahydroxy-1,11 -dioxo-2-
naphthacenecarboxamide, where Ry is hydroger, Rs is t-hutyl, Fla is methyl, R ls
methyl, and n is 1. Tigecycline is a glycyleycline antibigtic and an analog of the
semisynthetic tetracycline, minocycline, Tigecycline is a 9-#-butylglycylamido
derivative of minocycling, as shown in the structure below: | '

\"/ *\!/
: 2 o _Oh
. (ﬂ\immum
H OH O

Tigecycline
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[003] Tigecyeline was developed in response to the worldwide threat of
emerging resistance to antiblotics. Tigecycline has expandad broad-spectrum
antibacterial activity both in vitre and in vive. Glyeylcycline antibiotics, like
tetracycline antibiotics, act by inhibiting protein translation in bacteria.

[004] Tlgecycline is a known antibiotic in the tetracycline family and a
chemical analog of minoeycling. 1t may be used as a treatment against drug-
resistent bacteria, and it has baen shown to work whese other aniibictics have
falled. For example, it is active against methicillin-resistant St&phyfamcaus'
aureus, penicillin-resistant Streplococtus pneumonias, vancomycin-resistant
entarococei {D.J. Beidenbach et. al., Diagnostic Microbiology and Infectious
Disease 40:173-177 {2001); H.W. Boucher at. al., Antimjcrobiat Agents &
Chematherapy 44:2225-2229 (2000Y, P.A. Bradford Clin, Micyoblol. Mewslett.
26:163-168 (2004); D. Milatovic et. al., Antimicrob, Agents Chemother, 47:400-
404 {2003); R. Patst st. al., Diagnostic Microblology and Infectious Disease
38:177-179 (2000); P.J. Petersen at. al., Antimicrob. Agents Chemothar, 46:2595-
2801 (2002); and P.J. Patersen st. al., Artimicreb. Agents Chemother, 43:738-
744(1999), and against organisms carrying eithar of the twa maior forms of
tetracycline resistance: effiux and ribosomal protection (C. Betriu et. al.,
Antimicrob, Agents Chemother. 48:323-325 {2004); T. Hirata et, al. Antimicrob.
Agents Chemother. 48:2179-2184 (2004); and P.J. Petersen et. al,, Antimicrob.
Agents Chemother. 43:738-744{1999}.

[008] Tigecycline may be used in the treatment of many bac:terjal
infections, such as complicated intra-abdominal infeciions {clAl), complicated skin
and skin structure infections (cS£880H, Community Acouired Preumonia {CAPR),
and Hospital Acquired Pneumonia (HAP) Indications, which may be caused by
gram- negative and gram-positive pathogens, anaerobes, and both methicillin-

susceptible and methicillin-reslstant strains of Staphylococeus aureus (MSSA and

MRSA). Additionally, tigecycline may be used to treat or control bactertaj
Infections in warm-blooded animals csused by hactetia having the TetM and Tatk
resistant determinants. Also, tigecycline may be used to treat bone and joint
intections, catheter-relatad Neutropenia, obstetrics and gynecological infections,
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or to treat other resistant pathogens, such as VRE, ESBL, enterics, rapid growing
mycobacteria, and the fike.

[008]  Tigevychine suffers some disadvantages in that it may degrade by
epimerizatlon. Epimerization is a known degradation pathway in tetracyclines
generally, although the rate of degradation may vary depending upon the
tetracycline. Comparatively, the epimerization rate of tigecycline may be fast,
even for example, under mildly acidic conditions and/or at mildly elevated
temperatures. The tetracycline literature reporis saveral methods scientists have
used to iry and minimize epimer formation in tetracyclines. In some methods, the
formation of calcium, magnesium, zinc or aluminum metal salts with tetracyclines
limit epimer formation when done at basic pHs in non-agusous solltions.
(Gordon, P.N, Stephens Jr, C.R., Noseworthy, M. M., Teare, FW.,, UK, Patent
No. 901,107). In other methods, (Tobkes, U.S. Patent No. 4,038,315} the
formation of a metal complex is performed at acidic pH and a stable solid form of
the drug is suhsequently praparad.

[007] Tigecycline differs structurally from its epimer in only one respect.

[008] In tigecycline, the N-dimethyl group at the 4 carbon Is cis to the

adjacant hydrogen as shown above in formula |, whereas in the epimer (e, the
Cs-epimer), formula I, they are trans to one another in the manner indicated.
Although the tigecycline epimar is believed to be non-toxic, under certain
conditlons it may lack the anti-bacterial efficacy of tigecycline and may, therefore,
be an undesirabie degradation product. Moreover, the amount of epimerization
can be magnified when synthesizing tigecycling in a large scale.

[009] Other methods for reducing epimer formation include maintaining
pHs of greater than abaut 8.0 during processing; avoiding contagt with conjugates
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of weak acids such as formates, acetates, phosphates, or beronates; and avoiding
gontact with molsture including water-based solutions.- Wiih regard te meisture
protection, Noseworthy and Spiegel (U.S. Patent No. 3,026,248) and Nash and -
Haeger, {U.S. Patent No. 3.219.529} have proposed formulating tetracycline
analogs in non-aquecus vehicles to improve drug stability. Howevaer, most of the
vehicles included in these disclosures are mora appropriate for topical than
parenteral use. Tetracycline epimerization is also known to be temperature.
dependeni so production and storage of tetracyclines at low ten{perah.lres can
also reduce the rate of epimer formation (Yuen, P.H., Sokoloski, T.D., J. Pharm.
Sci. 66 1648-1650,1977; Pawelczyk, E,, Matiak, B, Pol. J. Pharmacol. Pharm. 34:
408421, 1982). Several of these methods have been attempted with tigecycline
but apparently none have succesded in reducing both epimer formation and
oxidative degradation while not intreducing additional degradants. Metal
complexation, for example, was found to have litle affect on either epimer
formation or degradation generally at basic pH. -

[010] Although the use of phosphate, acetate, and citrate buffers improve
solution state stability, they seem to accelerate degradation of tigecycling in the
lyophllized state, Even without a buffer, however, eplmerization is a more serious
problem with tigecycling than with other tetracyclines such as minogycline.

[011] In addition to the Cq-epimer, other impurities include oxidation by-
products. Some of these by-products are obtained by oxidation of the D ring of
the molecule, which is an aminophenol. Compounds of formula 3 (see Scheme |
below) can be readily oxidlzed at the C-11 and C-12a positions. Isolation of
compounds of formula 3 by precipitation with a non-solvent can have the problem
that oxidation by-products and metal salts coprecipitate with the product resulting
in very low purities. The oxidation and degradation of the nucleus of compouncds
of formula 3 can be more pronounced under basic reaction conditions and more
s0 on large-scale operations since processing times are typically longer and the
compounds are in contact with the base for a longer tisne. .

| [012] Morsover, degradation products may be obtained during each of
the diffevent synthetic steps of a schems, and separating the required compound
from thase degradation preducts can be tedious, For example, conventional
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purification techniques, such as chromatography on silica gel or preparative HPLC
cannot ba used to purify these compounds easily because of their chelating |
properties. Aithough some tetracyclines have been purified by parition
chromatography using columns made of diatomaceous éarth impregnated with
puttered stationary phases containing sequesiering agents like EDTA, these
techniques can suffer from very low resolution, reproducibility and capacity.
These disadvantages :ﬁay hamper & large-scale synthesls. HPLC has also been
used for purification, but adequate resolution of the various cnmpbnents on the
HPLC columns requlres the presence of ion-pairing agents in the mebile phase.
Saparating the final product from the sequasteting and ian-pajring agents in the
mobiie phase can ba difflcuit. - '

[013] While on a small-scale the impure compounds obtained by
precipitation may be purified by preparative reverse-phase HPLC, puritication by
revarse phase liquid chromatography can be inefficient and expensive when '
dealing with kilogram quantities of material.

014)  Accordingly, there remains a need 1o obtain the at least one
compound of formula 1 in a more purfied form than previously achieved, There
also remains a need for new syntheses to minimize the use ot chromatography for
purification.

[015] Disclosed herein dre metheds for producing tetracyclines, such as
" ligecycling, as generically Musirated in Schema 1 below:
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| Scheme ] -
. [016] R and Rg are each independently chesen from hydrogen, straight
and branched chain (C+-Celalkyl, and cycloalkyl, or Fiy and Rz, together with N,
form a heterocycle: and R is —NRaR4, where Rs and R4 are each independently
chosen from hydrogen, and straight and branched chain (C+-Co)alkyl; andn
© ranges from 1-4. . '
[017) The compound of formula 2 is also known as a minogycline or
minocycline derivative. 'Reaction of the compound of formula 2 with at least one
nitrating agent resuits in a -NQz substiiuent 1o form the compound of formula 3.
The -NO, substituent in formula 3 can be subsequently reduced to an aming, such
as by hydrogenation, to form the compound of formula 4. Finally, acylation of the
compound of formula 4 generates the compound of formula 1.
. . [018] Disclosed herein are meihods for parforming reactions to prodirce
the compound formula 1, e.g., nRration, reduction, and acylaﬂun'reactinné. Also
disclosed are methods for purlfying the compound formula 1.
1019)  The methous disciosed hersin can form the desired product white
reducing the amount of at least one impurity present in the final product, such as .
epimer formation, the pressnce of starting reagents, and oxidation by-products.
Such reduction in impurities can be achieved during at least one stage of the'
gynthesis, L., duting any one of the nitration, reduction, and acylation reactions.
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The methods disclosed herein can also facilitate large scale synthesis with
suitable purities of the final products.
DRAWINGS

(020] FIG.A deplets an exemplary scheme for preparing tigecycline.
[021] FIG. 2 depicts an exemplary scheme for preparing tigecyciine.
[022]  FIG. 3 depicts an exemplary scheme for preparing tigecycline.

DEFINITIONS

[023] it should be noted that, as used in this specification and the
appended tlaims, the singuwar forms “a,” “an,* and “the" inciude plural referents
unless the content clearly dictates otherwise. Thus, for exampls; reference to a
compaosition containing “a compound” inciudes a mixture of two or more
compounds. It should also be noted that the term "or” is génarally employed in its
sense including “andfor” unless the content clearly dictates otherwise. '

[024] ‘*Tigecycline" as used herein includes tigacycline in free base form
and salt forms, such as any phamacsutically acceptable salt, enantiomers, and
epimers. Tigecydling, as used herein, may be formulated according 1o methods -
known in the art,

[025] ‘"Compound” as used herein refers fc a neutral compound (e.g.a .
'free base), and salt forms thereof (such as pharmaceutically acceptable saks). -
The compound can exist in anhydrous form, or as a hydrate, of as a solvate. The .
compaund may ba present as stereocisomers {(e.g., enantiomers and
diastereomers}, and can be isolated as enantiomers, racemic mixtures,
diagtiereomars, and mixtures thereof. The compound in solid form can axizt in
various crystalline and amorphous forms.,

[026] “Pharmaceutically acceptable” as used herain to refer to those
compounds, materials, compositions, and/or dosage forms which are, within the
scope of sound medical judgment, suitable for use in coniact with the tissues of
patients without excessive toxicity, irritation, allergic response, of othar pmbIEml or
complication commensurate with a reasunable' risk/benefit ratio,

7
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[027] “Cycloatkyl” as used herein refers to a saturated carbocyclic ring
sysiem having 3 1o 6 ring members.

[028] “Heterocycle® as u_sed herein refers 1o a monocyclic heterocycle
group containing at least one nitrogen ring member énd having 3 to & ring
members in 8ach ring wherein each ring is saturated and not otherwise
substituted.

NITRATION

10298] One embodiment discloses a method o preparing atleast ons
compound of formula 1,

o
HZMH zl\l-m
H-f"f‘ \{ﬂﬂg .

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein R, and R are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain {C1-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Rz, together with N,
form a heterocytle; R is —NRaF4, whers Py and Ra are each independently chosen
~ from hydrogen, and straight and branched chain (C1-Cq)alkyl; and n ranges from

144, _ '

[030] One embodiment discloses a nitration reaction where the product
of the nitration ig not isolated. Accordingly, in one embodiment, the method
comprises:

(a)  reacting at least one nitrating agent with at least one compound of
formula 2, |

" \E/
;. _OH
NH;
(&)
OH 0 o4 ¢ 9
2
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or a salt thereof, to produce & raaction mixture comprising an intermediate;

and .
(b)  further reacting the intermediate to form the at east one compound

of formula 1.

[031] In ong embodiment, the intermediate is not isolated from the

reaction mixture.

[032] The at ieast one compound of formula 2 gan be provided as afree
base or as a salt. In one embodiment, the at least one compound of formula 248
a salt. "Salts” as used herein may be prepared in situ or separately by reacting &
free hasa with g sultable acid, Exemplary salts include, but are not limlted 1o,
hydrachloride, hydmbromide, hydroiodide, phogphoric, nitric, sulfuric, acetic,
benzoic, citric, cystein, fumaric, ghycolic, maleic, succinic, tartaric, sulate, and
chiorabenzensulionate salts. In ancther embodiment, the salt can be chosen from
alkylsuifonic and arylsulfonic salts. tn one embodiment; the at least one |
compound of formula 2 is provided as a hydrochloride salt, or as a sulfate salt,

[033] “Nitrating agent’ as used herein refers o a reagent that can add a
NGO, substituent o a sompound, or transiorm an existing subsfituent to an -NO:
substiivert. Exemplary nitrating reagents include nitric acid and nitrate salts, such
as atkali matal salis, 8.9, KNOs. Where the nitrating agent is a nitie acld, the
fitric acid can have a concentration of at Jeast 80%, such as a concentration of
85%, 88%, 90%, 95%, 99%, or even 100%,

1034] Tne nitrating agent can react with the at least one compound of -
jormuta 2 int any solvent deemed suitable by one of ordinary skill in the art. In cne
smbodiment, the reaction is performed in the presence of sulfuric acid and/or
sulfate salts. In one embodiment, the sulfiic acid used is concentrated sulfuric
acid, e.g., a concentration of at least 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, or at laast
95%. -

[085] In one embodiment, the at least one nitrating agent Is provided ina
molar excess relative to the at Isast one compound of formula 2, Sujtable molar
gxcesses can be determined by one of ordinary skill in the art and can include, but
are not limited to, values such as at least 1.05, e.g., a molar excess ranging from
1.05 {0 1,75 squivalents, such as a molar gxcess ranging from 1.05 to 1.5, or from

9
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1.05 to 1.25, or from 1.05 to 1,1 equivalents. In another embodiment, the molar
gxcess is 1.05, 1.1, 1.2, 1.3, or 1.4 equivalents. _

[038] 1n one embodiment, the at least one nitrating agent is reacted with -
the at least one compound of formula 2 by adding the at least one nitrating agent
over a period of time. One of ordinary skill in the art can determine a time period
over which the total ameount of nitrating agent is added to optimize the reaction
conditions. For example, the addition of nitration reagent can bs monitored by, for
example, HPLC, to control the amount of the at least one nﬁraﬁﬁg agent used. [0
* one embodiment, tha total amount of the at lsast one nitrating agent is added over

a period of time of at least 1 h, such ag a period of time of ai east 2 h, at least 3 h,
‘at least 5 h, at teast 10 h, at least 24 h; ot a period of tims ranging from 1 hto 1

week, ranging from 1 h o 48 h ranging from 1 h to 24 h, or ranging from 1 h o 12
h. ' |

[0237] The at least one nitrating agent can be added continuously.

[038] In one embodiment, the nitrating agaﬁt can be reacted with the at
least one compound of formula 2 at a temperature ranging from 0 to 25°C, such
as a tfemperature ranging from 5 to 15°C, from 5 to 10°C, or from 10 to 15°C.

[039] An “infermediate” as used herein refers to a compound that is
formed as an intermedlate product between the starting material and the final
product. In one embodiment, the intermediate Is a product of the nitration of at
least one compeund of formula 2. For example, the intermedlate can be at least
one compound of formula 3 or a salt thereof,

R ‘\H/
i LOH
A NH;
0N OH

3
[040] The intermsadiate can exist as a free base or &s & salt, such as any
of the salts disclosed harein. In one embodiment, the intermediate is a sulfate
salft. ' |
[041] In one embodiment, the intermediate is not isolated from the

reaction mixture. “Reaction mixture™ as used herain refers to a solution or slurry
. 10 ' .
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comprising at least one product of a chemical reaction between reagents, as well
as by-products, e.g., impurities (including compounds with undesired
stersochemisiries), solvents, and any remaining reagents, such as starting
materials. In one embodiment, the intermediate s the product of the nitration and
is present in the reaction mixture, which can also contain starting reagsrﬁs {such
as the nitrating agent and/or at teast one compound of formuta 2}, by-producis
{such as the Cq-eplmer of either formula 2 or formuta 3}, In one embodiment, the
reaction mixture Is a slurry, where & slurry can be a composition compyising at
least one solid and at least ona liquid (such as water, acid, or a solvent), 6.g., &
suspension or a dispersion of solids. . ' |

[042] In one embodiment, the nitration reaction produces the
intermediate while generating a low amount of the corresponding Cs-epimer. For
example, where the intermediate is the at least one compound of formula 3, the
nltration results in the formation of C4-epimer of formula 3 in an amount less than
10%, as determinad by high performance liquid chromatography (HPLC}. In
another embodiment, the Cs-epimer is present in an amount less than 5%, less
than 3%, less than 2%, less than 1%, or less than 0.5%.

[043] HPLC parameters for sach step, i.e., nitration, reduction, and
acylation, are provided in the Examples section.

[044] In one embodiment, the nitration is performed such that the amount
-of starting material, e.g., the at least one compound of formula 2, is Im;.r. In cne
embodiment, the at least one compound of formula 2 is present in the nitration
product in an amount less than 1ﬁ%, as determined by HPLC, or Jess than 5%,
less than 3%, less than 2%, less than 1%, or less than 0.5%.

[045] In one embodiment, the nitration can be performed in a large scale.
In one ambodiment, *large scale” refers 1o the use of at least 1 gram ¢f the .
compeund aoéordlng to formula 2, such as the use of at least 2 grams, at least 3
grams, at least 10 grams, at least 26 gram, at loast 50 grams, at least 100 grams,
atfeast 500 g, at least 1 kg, at least 5 kg, at least 10 kg, at isast 25 kg, at least 50
kg, or at least 100 kg,

[048] In one embodiment, the reducing forms at least one compound af
formula 4,

11
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* pr a salt thereof.
[047] in one embodiment, the furthes seacting in (b) comprises reducing

the fiermediate. I another embodiment, the rmethod further cdmpﬂses acylating

the reduced intermediate. | . - | L
[048] Another embodimeni disclosed herein is a method af'preparin'g at

least one compound of formula 1, |

AN
R . o
1 {CHo OH O gy g ©

1
or a pharmaceutically acceptable salt thereot,
whaerein Ry is bydrogen, R Is t-butyl, R s —NAR, where R is methyi and
. Bsis methyl, andnis 1, '

mmpﬁsing: _

{8} reacting at isast one ritrating agent with at Jeast one compound of -
formula 2, ' |

N

>
O 0
2
of a salt thereof, fo produce a reactivn mixture comprising an iMermediate;
and '
{b)  iurther reacting the intermediate to form the at least one compound
of formuia 1,

12
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{0481 In one embodiment, the intermediate is not isclated irom the
reaction mixture. | |

[050] In one ambodiment, the at least one compound of formula 1 is
tigecycline. : - _
[051] Another embodiment disciosed herein s a method of prepa"ring at
lsast ane compound of formula 1,
\u/

R : =
o OH

HEM‘l'«l HN 5 W,
Ry \‘iﬂ :
2H O ol O

-1

or a pharmacedtically acceptabla salt thereof,

wheein By and Ry are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (Cy-Cg)alikyl, and c;rcloalkyl. or Ry and Ry, together with N,
form a heterocycle; R js ~NiRsFs, where Rs and R4 are gach independently chosen
from hydrogen, and straight and hranched chain (C+-Calalkyl, and n ranges from
1-4, |

comprising:

(a) reacting at least one nlirating agent with at least one compound of
formula 2, | | '

\

or a salt thereof, to produce a slurry; and
(b  further reacting tha slurry to form the at least one compound. of

formula 1.
[052] Inone embodiment, Ry is hydrogen, Rz is t-butyl, R is —NRgF,
where Ra is methyl and R, is methyl, and n js 1. In another embodiment, the gt

least one compauind of formula 1 is tigecycline.

13
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| [053)  Ancther embediment disclosed herein is a method of preparing at
least one compound of formutta 3 ar a salt thered,

-] l\ﬂf
L. _DH
; NH
02” o 2
GH 0 ou o ©

3
wherein R is -NRsR., where Rz and B, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chaln (Cq-Ca)alkyt,
comprising. | .
reacting at Jeast ons nitrating agent with at least one compournd of farmoula
2 or & salt thereof,

OH ¢ on @

wherein the reacting s performed at 4 tamperature ranging from 5 1o 16°C.
[064] Another embodiment disclosed herein is a method of preparing
least one compeund of farmula ¥,

. 7 \Ll/
. o oH
T,
n..-ﬂ""'”\ J\HN 5 HH;
! tisin Ho ono ©
1

or & pharmaceutically acceptable salt thereof,

whersin By and R are each independentty chasen from hydrogen, straight
and branched chain (Ci-Cs)alkyl, and cycioalkyl, or By and Ry, tagethar with N,
form 2 heterocycle; R is -NRsR4, where Rs and Ry are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (G;-Ca)alkyt, and n ranges from
1-4,

comprising:

14
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b

(a} reacting at least ang nitrating agent with at leastone compount of
jormuia 2 or a sal thereof to praduce a reaction mixture comprising an
intermediate; and

N/

oR
NH=

)
=

2

2

(b)  further reacting the intermediate to form the at least one compound.
of formuta 1 | |

‘wherein the reacting in {a} is petformed at & temperature ranging from 5 1o
15°C. _ _
[055] in one embodiment, Ry is hydrogen, R, is tbutyl, Rs is methyl, R
is methyl, and nis .
REDUCTION

[058] One embodiment discloses & method of preparing at least one
compound of formula 4, '

or a salt thereof,

wherein R = —NRaR4, where Bs and R4 are sach independently chosen
from hydrogen, and siraight and branched chain (Cy-C.lalloyl,

comprising:

combining at least cne reducing agent with a reaction mixure, such as a
reaction mixture slurry, comprising an intermadiate prepared from a reaction |
between at ieast one nitrating agent and at least one compound of formula 2,
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or a salt thereof,

[057] in one embogimant, the mathod describes a “one-pot® process,
whera the nitration and reduction steps are periormed without isolating the
products of the nitration from the nitration reaction mixture.

[068] In one embodimeant, Ry is hydrogen, R, is t-butyl, Ra is methyl, Rais
methyl, and n is 1. i '

 [059] "Reducing agent” as used herein refers to a chemical agent that
adds hydrogen ta & compound. In ohe embodiment, a reducing agent is
hydrogen. The reduction can be performed under a hydrogen atmosphere at a
suitable pressure as determined by one of ordirary skill in the art. In one
embodiment, the hydiogen is provided at & pressure ranging from t 1o 75 psi,
such as a pressure ranging from 1 te 50 psi, or a pressure ranging from 1 to 40
psi. ' '

[060] n another embodirment, the reducing agent is provided in the
presence of at least one catalyst. Exemplary catalysts include, but are not limited
1o, rare earth metal oxides, Group Vill matal-cantaining catalysts, and salts of
Group Vil metal-containing catalyst. An example of a Group VIl metal-containing
catalyst is palladium, such as palladium on carbon.

[061] Where the catalyst Is palladium on carbon, in one embodiment, the
catalyst is present in an amount ranging from .1 parts to 1 pan, relative to the
amount of the at a‘e.;.ist ong compound of formula 2 present prior to the reaction
with the at least one nitrating agent. ,

[062) [n one embodiment, the intermediate is at least ong compound of
formula 3. In one embediment, in the compound of formula 3, By is hydrogen, Re
Is t-putyl, M5 is methyl, Rsis methw), andnis 1.

[063] One of ordinary skifl in the art can determine a suitable solvant far
the reduction reaction. fn one embodiment, prior 10 the combining, &.g., prior to
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the reduction, the rezction mixture is compined with a solvent comprising at least
one {1-Cg) aleohol. The at least one (C4-Cg) alcohot can be chosen, for example,
from methangl and ethanol, _ '

[064] Cne of ordinary skill in the art can determine a suitable femperature
for the reduction reagtion. In one embodiment, the combining, e.q., the reduction,
is performed at a iemperature ranging from 0°C to 50°C, such as g temperature
ranging from 20°C to 40°C, or a temperature ranging from 26°C to 28°C.

[085] [n one embodiment, after the combining, &.g., after the reduction, the
~ resulting reaction mixtura is added to or combined with a solvent system
comprising a (C-Cs) branched chain alcohol and a (C1-Ce) hydracarbon. Inane
embodiment, the (C,-Cs} branched chain slcokal is isepropanal, inane
embodiment, the (C.-Ca) hydracarban ls chosen from hexang, heptane, and
actane. | | 3

[086] 0 one embodiment, after the combining, &.9., after the reduction, the
resuling reaction mixture is added 1o the solvent sysiem at a temperature ranging
from 0°C to 5{)"‘1‘.}. suth as a femperature ranging from 0°C 1o 10°C.

[0671 0 one embodiment, the method further comprises isolating the at
least one compound of formula 4 as & solid, or as a solid composition. In gne
embodiment, the at least one compound of formula 4 is precipitated or isolated as
a salt, such as any of the salts described hetein. :

[068] In one embodiment, the solid composition comprises a 04-epimér of
formula 4 in an amount less than 10% as determined by high performance liquid
chromatography. In another embodiment, the Cy-epimer is prasent in an amount
less than 5%, iess than 3%, less than 2%, less than 1%, or less than 0.5%.

[069] In gne embodiment, the solid composition comprises the at least ong
compound of formula 2 in an amount less than 2%, such as an amount fess than
1%, or less than 0.5%, as detsrmined by high padomance liquid chromatagraphy.

(0701 ln one embodiment, the reduction can be pardomed in a large scale.
In ane embodiment, “large scale” refers 1o the use of at least 1 gram of the
compound according 1o formula 2, such as the use of al least 2 pgrams, alleast 5
grams, ot least 10 grams, al feast 25 gram, af least 50 grams, at least 100 grams,

17



uq‘”h.‘ f,ril

wo 2006130501 @ . PCT/US2006/020540

at ieast 500 g, at least 1 kg, at ieast § kg, at least 10 kg, at legst 25 kg at least 50

ka, or at lgast 100 kg.
1071} Fmom&r ermbodiment disclosed herain is a method of prepearing at
teast ong compound of formula 1,

o
“?m..

s \tﬂﬂg}):\ "

OH & g4 o

1

or a phamaceutically acceptabls sait thereof,

whergin Ry and R are each independeéntly chosen from hydrogen, straighi
and branched chain (C:-Csalkyl, and cycloalkyl, or Ry and R, togeather with N,
form a heterogyele; A is —~NRsRq, whera Bs and FL, are each independently chosen
from hydragan, and straight and ranched chain (Cy-Caalky); and n ranges fram
1-4,

comphsing:

{a) . combining at least one reducing agent with a reaction mixture, such
as a reaction mixture slurry, comprising an intermediate prepared frony a reaction
between at least one nitrating agent and at jeast one compoynd of formula 2,

of a sall therecd, 1o form a second intefmediaie; and
{by * further reacting the second intermediaie in the reaction mixture o

prepare the at least che compound of formula 1,
[072] In ong smbodiment, R, is hydrogen, Re is tbutyl, Rs is methyi Ra

Is methyl, and nis 1,
[073] In ong embodiment, the intermediate s at ieast one cnmpound of

formula 3 or salt thereof, and the second intermediate is at least one compound of

formula 4,
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or a sak thereoi.

[074] inaone gmbodiment, the further reacting in (b} comprises agylating |
the second inteymediate. Ih ong embodiment, prior to the acylating, the second
inteimedizie can be preciphiated or isolated as a salt.

[075] Anocther embodiment dis¢losed herein is a method of preparing at
least ong compound of formula 4 or a salt thereof,

wherein R = —NRaR4, where Rz and Ry are sach independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain {C;-Cgalky), '

comprising:

reducing an intermediate of formula 3 or a salt thereof,

[076] I one embodiment, the intermediate of formula 3 may be presest

in & reaction mixture slurry. .
[077] Inone embediment, the reducing comprises combining at least one

reducing agent with the reéaction mixtura. .
10781 Ancther embodiment disclosed herein Is & method of preparing at

aast one compound of formula 4,
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1

or a pharmaceutically accepiable salt thereof,

wherein Ry and R; are gach independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (G1-Cs)alkyl, and cycloaliyl, ar Ry and Rz, togather with N,
form & heterocycle; R Is —NRaRa, where Ra and Rs are each independantly chosen
from hydrogen, and straight and branchad chain {Cy-Caalkyl; and nranges from
1 | . .

comprising:

(8] reacting at least one nitrating agent with at {east one compound of
formula 2 ot a salt thexeef to prepate a reaction mixture,

A4

R N
i _OH
1 N,
COH

MO o O
2

(6}  withoul isolating or precipitating any solids tron the reaction mixture,
combining at least one reducing agsn with the reaction mixture 10 prepare an
irtermediate; and | |

{c)  preparing the atieast one compaund of formuta 1 from the
intermediate.

[079)  Another embodiment disclosed hergin is method of preparing at
jeast one compound of formula 1,

‘\H/'

o
Rze._ /L mm‘.z
N HN a
B Neewzin

o 0 on o @
1 .
ar a pharmaceutically acceptable salt thereof,
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wherein Ry and Rz are each independsnily chosen from hydrogen, siraight
and branched chain (C4-Cs)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, togsther with N,
lorm a heterocycle; R ls —-NRsR4, where Rs and R, are each independenily chosen
from hydrogen, and straight and branched chain {C-Caalkeyl; and n ranges from
1-4,

comprising:

(a) - combining at least one Group VIl metal-containing catalyst in the
. presence of hydrogen with a reaction mixture, such 4s a reaction mixiure siurry,
prepared from a reaction between at least one nitrating agent and atlrast ane
compound of formula 2 or a salt thereof,

[08D] In one embodiment, the at least ong Group VIIi metal-containing
catalyst is present in an amount ranging from 0.1 pants to 1 pan relative to the
amount of the at least one compound of formula 2 present priot 1o the reaction
with the at least cne nitrating agent.

[081] Ancther embodiment disclosed herein Is a composition comprising:

at legst one compound of formula 4,

or a salt thereof, _

wherein R is -NRgRq, whére Rs and Ry are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (Cy-Caakyl,

wherelin a Cqy-epimer of formula 4 is present in an amount less than 10%,
ag detarmined by high pardormance kauid chromatogranhy,
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[082] Inone embodiment, Ry is hydrogen, Re is thutyl,-Ba is methyl, Re
is methyl, andnis 1,

ACYLATION

[083] One embodimant of the present disclosure provides a method for
preparng at least one compound of Formuia 1:

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

whergin Ry and Rg are each independentiy chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C,-Celalkyl, and cycloaliod, such as (Co-Celoycloaliyl, of Ry -
and Rz, together with N, form a heterocycle, such as a S-membered ring; R is -
NRsR4, whare Rs and Ry are éach independently chosen from hydrogen, and
straight and branched (G1-Ca)alkyl; and n ranges from 1-4, '

comprising readting at least one compound of Formula 4:

or a salt thereof, _

with at [east one amincacyl compound in a rgaction medium. 1n ons
embodiment, ihe resction medium may be chosen from an aqueous Medium, and
at least one basic solvert in the ahsence of a reagent base. -

[084] In one embodiment, the method for preparing a compound of
formula | is a method for preparing tigecycling:
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o a pharmacettically acceptable salt therecf,

[085] In one embodiment, variable n is 1, Ra is hydrogen, Rz is t-butyl; and
Raand Reare eachmethyl. In another embodiment, variable n is 1, By and Ry,

- together with N, forms a pyrrolidinyi group, and Rs and R4 are each methyl. The
salt of the at least one compound of Formulz 4 may be a halogenated salt, such
as a hydrochloride salt.

[086] The reaction medium may be a sclvent chosen from a poiar aprotic
solvent or mixture of solvents thereof, In ane embodiment, the polar aprotic
solvent is chdsen from acetonitrile, 1 E-dlmemoxyethane dimethylacetamide,
dimethyformanide, hexamethyiphosphorarside, N N’-d‘-methy\ethy\eneufea NN~
dimethylropylensiraa, methylane chiotkie, t-methyipyrrolidinone,
tetrahydrofuran, and mixtures thereof. In another embodiment, the polar aprotic
solvent is chosen from acetonitrile, dimethylformamide, NN '
dimethylpropyleneurea, N-methylpyrrolidinons, tetrahydrofuran, and mixtures
thereof. The at least one basic solvent may be a mixture of aceténitrlle and N,N'-
dimsthylpropyleneurga, In anc:-thelr émbodiment, the at least one baslc solvent
may be a mixture of watsr and N,N'-dimethylpropylensusea. In a further
embodiment, the ai ieast one basie solvent is N,N-dimethylpropyiencuree.

1087] The reaction medium may be an agquecus medium. In a further
embodiment, the at laast one basic solvent in the abisence of a basg Is watay in
the absehce of a base. In another embodiment, the reaction medium may be at
least one basic sclvent in the absence of a reagent base. A baslc gsolventisa
solvent capable of accepting, either partially or fully, & profon. A reagent base
refers to a base that is added at the stari of the reaction, gither concumrsnily or
sequentiafly with the at ieast one compound of Formula 4 and the at least one
aminoacyl compound and is capable of accepting, &ither partially or fully, & proton.
A reagent base &lso refers to a basa that is added during the reaction.
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[088) The at ieast one amincacyl gompound may be chosen from
aminoacyl halides, aminoacyl anhydrides, and mixed aminoacy! anhydrides. In
ohe embodiment, the aminoacy! compound is is at least one aminoacyl halide of
Formuia 8. ' | '

NfiCHain}\ Q

or a salt thereof,

wherein By and Rz are each independently chosen from hydrugen straight
and branched chain (C1-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Rz, together with N, .
form a heterocycle; n ranges from 1-4; and whersln Q s a halogen chosen fsom
fiuaride, bromide, chiovids, and icdide.

[08%] in a lurther embodiment, Q is chloride. The salt of the compound of
Formula & may be chosen from a halogenated salt. Halogenated salt refers to
any salt formed from interaction with a halogen anion, ﬁﬁch as a hydrochlotide
salt, a hydrobromide sslt, and a hydroiodic salt. In one embodiment, the
halogenated salt is a hydrochloride sall.

[DSU) - The at least one aminoacyl halide of Formula 6 may be cbiained by
a methed comprising:

A) reacting at least one ester of Formula 7
1]

Selge A

7
or a salt thereof
with at (ast ona amine, R;RaMH, to prepare at least one carboxylic acid,
whersin Ry and Rp are sach independentily chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C:-Cgalky), and cycloatkyl, or Rs and Ry, together with N,
form a heterocycle; X is a halogen chosen from bromide, chioride, fluoride and
iodide: A is -ORs, where Rg is chosen from straight or branched {C-.~Ca}al'.<-,r'. and
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atylalkyl, such as aryl{Ci-Ce)alkyl, e.g., where aryl is phenyl; n ranges from 1-4;
and

B) reacting the at least one carboxylic acid with at least one chlorinating
agent 1o give at least one aminoacyl compound of Formula 6 or a sait thereof.

'081) In one embodiment, By and Re may each bs t-butyl. In ancther
ambaodiment, Ry and Py, fogether with N, may form a heterocycle, such as
pyrroliding, and Ag may be arylelkyl, such as benzyt. In another embodiment, niis
one. In a further embodiment, X is bromide.

[082] in another embodiment, the at least one ester of Formula 7 is a
hydrochloride salt. An excess of amine RyRzNH compared to the ester of Formula
7 may be present in the reaction to prapare at teast one carboxylic acid, In one
embodiment, the at least one chlornating agent may be thionyl chloride. In
another embodiment, the reaction of the at least one carboxylic acid with at least
ona chlorinating agent Includes addition of a catalytic amount of '
dimsthyliormamids. An excess of chlorinating agent relative to the at least one
carboxylic acid mey be present in the reaction 1o give at least ong amlnc&cyl
sompound of Formula 8, When Re is anfalkyl, the arylalkyl of the &l least one
compound of Formufa 7 may be cleaved by hydrogenation after reaction with the
at least one amine to give the at least one carboxylic acid.

[093] The reaction of the at least one carboxylic acid with a chlorinating
agent may be periormed at a temperature ranging from 55 °C to 85 °C, such as
from 80 °C 1o 85 °C, and further such as 55 °C. in one empodiment, an additional
amount of chlorinating agent may be added 1o the reaction to effect completion,
such as attaining a lavel of iess than 4% carboxyiic acid. Following reacting the
at lgast one carsoxyhc acid with at least one chlorinating agent, tha resulting
suspension mey be filtered to remove salts, such as t-butylamine hydrdchloride
salte. The aminoacy! balide of Formula 8 may be isolated as HCH salt or freated
with an inorganic acid, such as hydrochlaric acid, to prepare an aminoacyl halide
salt, .

[094] In another embodiment, the at least one aminoacyl halide of
Formula 8 is obtained by a method comprising:

reacting at least one carboxylic acid of Formuia 8:
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of a saft thereo,

whetein Rs s chosen from straight or branched (8y-Calalkyl, and ni rsingas
from 1 1o 4, and |

with at least one chierinating agent to give at least one aminoacyl hatide of
Formula & or a salt thereod. ' _

098] In ancther embc_:dlment. the at Jeast ong carboxylic acid of Fermula 8
i& a hajogenated salt, such as a hydrochloride salt. The time period for reacting at
jeast one compound of Formula 8 with at least one chlorinating agent may range
from 1 10 50 hours, such as trom 2 io 45 hours, and further such as 1 to 3 hours.
The atleast one carboxylic actd of Formula 8 may have a parficie size of léss than
450 microns, such as less han 110 micrens, and further such as ranging from 50
10 100 microns. A compound of Formula B having a given parlicle size may be
atiainsd by milking the compound.

1096] Reacting at Jeast one compound of Formuia 4 with the at least one
aminoacy! compound ray be conducied at a temperature ranging from 0 °C to 30
*C, sugh as from 20 °C o 26 °C, such as from 10 °C 10 17 °C, such as from 0 °C
10 & °C, and funther such as from 2 °C to 8 °C. The time pariod for reaction may .
range from 1 hour 1o 24 hours, such as from 0.5 hours o 4 hours, and further -
such as from 2 hours to 8 hours. An excess of aminoacyl compound relative to "
the amount of a compound of Formuia 4 may be used in tha reaction. In ohe
embodiment, the excess may be 3 equivaients of aminoacyl gompound 1o 1
eguivaient of the at least one r:nnﬁpomd of Formula 4. in anothsr embodiment,
the ratio of agueous medium to the at ieast ane compound of Formula 4 may be
:1 wiw-or 5:1 volumes. I one embodiment, the aminoacyl compound s added
1o or combined with a solution of the at isast ona compound of Formula 4 in an
afgueous madivm.

[097] In one embodiment, where the reaction medium Is &0 agueous _
medium, the pH of the agueous rﬁed?um may be. adjusied to a pH ranging from 4
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t0 8, such as from & to 7.5, such as from 6.3 10 6.7, such as from 7.0 to 7.5,
further such as 6,5, and still further such as 7.2. Water may be added prior to
adjusting the pH. Adjusting the pH may Involve addilon of a base, including but
not limited to ammoenium hydroxide. The concentration of ammonium hydroxide
may range from 25% 1o 30%. In another embodiment, an acid, such as
hydrochloric acid, may be used to adjust the pH. The reaction medium during pH
adjustment may be at a temperature ranging from -5 °C to 26 °C, such as from
5°C to 8 °C, and further such as from 0 °C to 5 °C.

(098] .Following adjustment of the pH, at least one organic solvent or
mixture of solverts may be added to the agusous medium. In one embodiment,
the at least one organic mixture of solvents may comprise methancl and
methvlena chloride. The concentration of methanol may range from 5% te 30%,
including but not fimitad to 20% and 30%. In another embodiment, the at least -
one organic solvent or mixture of solvents comprises fetrahydrofuran. The
temperature of the mixtureé may range from 15 °C to 25 °C. '

1099] In ons embodiment, the aqueous medium may be extragied with a
rmixiure of at least ong polar prolic sclvent and at least one polar aprotic solvent.
n one embod'rment,' tne at least one polar aprotic sclvent comprisas methylene

~ ehloride and the at lsast one polar protic solvent compr‘tées' methanol. In another
ambodiment, the aqueous madium is sxiracted with at Jeast one polar aprotic
solvent, such as methylene chiodde. The extraction may be conducted at &
temperature ranging from -5 °G to 25 °C, fusther such as from 0°C105°C. Ina
furthar embodiment, the pH of the agueous medium is adjusted to a range fiom-
7.0 10 7.5, such as 7.2, after each extraction. The exiraction process may be
repeated, for example, up to 10 times. '

[3100] In one embodiment, the combined organic extracts may be weated
with a drying agent, such as sodium sulfate. The organic extracts may also be
treated with charcoal, such as Norit CA-1. The solids are removed by fiftration to
give a solution. In one embodiment, the solution may be concentrated to afford
the compound of Formula 1. |

[0101] The compound of Formula 1 obtained from the reaction may ba
crystallized in at least one organic solvent or mixture of solvents. In one
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embadimént, the organic mixture of solvenis comprises methanol and melﬁylené
chioride. Crystalization may, for example, occur at a tempedature ranging from -
15 °C to 155 °C, such as from 0°C to 15 °C, and further such as from 2 *C to 5 °C.

(0102] in another embodiment, following extraction, the resuking arganic
mixture of at ieast one potar protic solvent and at least cne polar aprotic salvent
may be concentrated to give a slurry and filteted to give the at least ohg
compound of Formula, 1, Gdnnentratian and filteation may, far axample, ocourat g
°Cta § °C.

[010Q3] A method for preparing a compeund of Formula 1 may be perormed
using greater than § grams of the amine of Formula 4, such as greater than 10
grams, such as gieate! than 50 grams, such as greater than 100 grams.-suﬁh as
areater than 500 grams, such as grealter than ki\n'gram_s, and further such as
greater than 10 Kiograms, : _

[0104] One embodiment discioses a compound prepared by any of the
metheds described herein, including but not fimited to a compound of Formuia 1, a
compound of Formula 4, a compound of Formula 8, a cumhound of Formula 7, a
compound of Formuta 8, and salts thereof, Another embodirnent includes a
. composition compising a compound prepared by any of the meinods described

herein. The composiion may furiher cﬁompﬁsé a phamaceutically accepiable

caier. L

[HCE] In one embodiment, the composition may comprise at least one
compound of Formula 1: '

R N
. o o
T NH;
B..--"""“\ Hi E
v NCHdn "
Formula 1

or a pharmaceutically accepiahle salt thereof,

wherain 1t is 1, By and Re, together with N, forms a t-butyl group, and Ry
and R4 are each mathyl, In ancther embodimant, the composition may comprise
at least ane compaund of farmula 1. '
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1 ITHn OH 0 JH & Q
Formula?1’ '

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, |

whaeein Ry and Ry are each independently chogen from hydrogen, siraight
and branched chain {Cy-Ca)alkyl, and cycioalky), or Ry and Re, logether with-N,
' form a heterooycls; R is ~NFsR4, where Rz and Py are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched (Ci-C4)alkyl; and n ranges from 1-4,
and ' _ '

less than 0.5% of the C-4 epimer of the at least one compound of farmuta 1
ar a pharmaceutically acceptable sait thereot. :

10106] in a further Emhndiment,'ihe composiicn may comprise ﬁgecycﬂne:

Ny ;\ﬂ/
o = A _OH
t_Bu.-’H\/'H\"HN 6 Ni,
O 0. 40 o -©
Tigecyclina

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, and

iess than 0.5% of the C-4 spimer of Tigecyciine ot 8 phafmaneuﬂbal[y
acceptable salt thereof. ' |

_ [0107] In one embodiment, the compound of Formula 1 prepared by any of

the methods described hersin contains less than 10.0% impurities as determined
by high performance liquid chromatography, such as less than 5% impurities,
such as less than 2% impurities, and further such- as 1-1.4% impuritles. ina
further embodiment, the compound of Formula 1 containg & Ce-epimer in an
amount lass than 1.0% as determined by high performance liguld .
chromatography, such as less than 0.5% Gsepimer, and further such as less than
0.2% Cq-opimer. Inone smbodiment, ¥he compound of formula 1 contains less
that 1% minocycline as determined by high performance liquid chromatography,
such as less than 0.6% minocycling. In another embodiment, the compound of
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fortula 1 contains jess than 5% dichloromethane, such as lgss than 2-3%
dichloromethane.

 [0108] One embodiment of the disclosure includes a method for preparing
at least one compound of Formulz 1:

'

L=

OH

R—'b-\" - MH:
1 {Etigin O O poH o e

Formula 1

or a pharmaceuiically acceptable salt thereot,

wherein By and R, are each independently chosen from hydrogen straight
and branched chain {C-Calalkyl, and cycloalkyl, or By and Ra, together with N,
form 2 heteropycle, R is ~NRaA4, where R and Ry are each independently chosen
from hydrogen, and siraight and branched {C4-Ce)atkyh; end n ranges from 1-4,

comprising: |

A) reacting at least one nitrating agent with at Ieast one compound of
Formuls 2:

N

Formula 2
or a salt thereof, _
to prepare a reaction mixiure siurry comprising at least one compound of
Formula 3:

OH g OoH O
Furmulaa

or a salt thereof,
B) combining at least one reducing agent with the reaction mixture slurry

to prepare at least cne compound of Formula 4,
30
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OH
HzN_ a MNH;
OH & ow o ©
Formula 4

or a salt therecf, and

C) reaciing the ai ieast one compound of Formula 4 with at least one
aminoacy! compound in & reaction medium chosen from an aguaous med‘rum, and
© at{east ane bagle solvent in the absence of a reagent base.

[0109] The compound of formula | prapared by this method may he "
tigecyline. | -

 [0310) Another embodiment of the present disclkosure includes & method for

proparing at least one compound of Formula 1: ;

\E/
A, .CH
Hﬂh..\
H--“"N\. HN F Wiz
! (GHz)n OH o o g ©
Formula 1

or & phamaceutically acceptable salt thereof,

wherain Ry and Rz ars each independently chosen from hydrogen, siraight
and branched chain (Cy-Cglalkyl, and cycipalkyl, or Ry and Rz, together with N,
form a heterocycle; R is ~NRsR4, where Ra and R4 are sach independently chosen
from hydrogen, and straight and branched {Cq-Ca)arlkyd; and n ranges from 14, _

comprising: | _

Al combining a1 least one reducing agent with a reaction mixiure shurry
comprising at laast ohe compeund of Farmula 3.

' \ﬂ.—f

Formula 3

of a sali theredt,
to prepare at least one compound of Formulia 4.
' ' =l
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Formula 4

or & sat therecf, and

B) reacting the at ieast cng compound of Formuia 4 with at least one
aminoacyl compoundg in a reaction nied“sum chosen from an agueous medium, and
at least one basic solvent in the absence of a reagsnt base.

{01111 In another embodiment, the compound of formuia | prepared'E'? the -
above method ray be Yigecyiine.

PURIFICATION

[0112) One-embodiment of the present disclosure provides a method for
purifying at least one compound of Formula 1: '

S
ft E/

0 O
Raw, NH;
1 (NN OH G o4 O O

Formula 1

of a pharmaceuiically accepiable salt thereot,

wherein R, and Rz are each independently chosen from hydrogén, straight-
and branched chain {Grﬂs}a'ﬂqﬂ, and cycioatkyl, of Ry and Re, together with N,
form a heterocycle; R is “NRsFy, where Rs and Ry are each independently {:hose'n
fram hydrogen, and straight and branched {C+-Ca)alkyl; and n ranges from -4,

comprising:

A) comblning the at leest one compound of Formuta 1 with at \east one
palar aprotic solvent and at least one polas profic solvent 1o give & first mixture,

B} mixing tha first mixture for at least one pericd of time such as from 15
minutgs to 2 hours at atempératufa ranging from ¢ °C t0.40 °C, and

C) abtaining the ot least one compound of Formula 1,

(0113] As usad hatein, the torm ‘cbtaining” refers to isolating a compound
at & useful level of purity, including but not mited to levels of purity grealer than
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00%, 95%, 96%, 97%, 98%, and 99%. The lavel of purity may be determined by
high pressure liouid chromoatiography.

10114] In one embodiment, the method for purifying at least one compound
of Formuta 1 involves the steps of:

A) combining the at least one cempound of Formuls 1 with at least one
polar aprotic sojvent and at least one polai' protic solvent to give a flrst mixture, -

B) mixing the first mixture for a period of time at a températurs ranging
from 30 °C 10 40 °C, | '

C) cooling the first mixture to a temperature ranging from 15 °C to 26 *C
and allowing the mixture to stand without mixing for &2 second period of time,

D} cooling tha first mivture 10 a temperature ranging from ¢ °*C 10 6 °C and
allowing the mixture to stand without mixing for a third pevied of time, and

E} obtaining the alleast one compound of Formuta 1.

{64115 in one embodiment, the method may include at least one cnmbnunci
of Formula 1 whera n is 1, Ry is hydrogen, Rz Is +butyl, and e and Ry are each
methyl, Ancther embodiment includes at least one compound of Formula 1,
where n is 1, Ry and Ry, together with N, forms a pyrrolidinyl group, and Ra and Rq
are each methyl. The at least ong compound of Formula 1 that is combined with
the at least one polar aprotic sclvent and the at least one polar protic solvent may
be provided in a form chosen from a solid, a slurry, a suspension, and a snlutunn

[0146] in one embodiment, the at least one polar aprotic solvent may
chosen from acetone, 1,2-dichloroathane, methyl acetate, methyl ethyl keione,
methy! isobutyl ketone, mathyiene chioride, and ethyl acetate. In a further
ambodirrent, the at least one polar aprotic solvent may be chosen from acetone
and methylene chloride. In ancther embodiment, the at least one polar protic
solvent may be chosen from methanol, ethanol, iscpropanol, and t-butanal. ina
further embodiment, the at least one polar protic solvent may ba methanel,

[0117] The combination of the at least onhe polar aprotic solvent and at least
one polar protic solvent may include acetons and methanol. Another embodiment
provides a combpination of the at Jeast one polar aprotic solvent, methyiene -
chioride, and the at least one polar protic solivent, methanol. tn a further
embodiment, the combination of the at least ohe polar aprotic solvent and at least
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one polar protic solvent may include methyl acetate and methanol. The
compound of Formula 1 may, for example, be combined with equal volumes of the
at least one polar aprotic sclvent and the at least one polar protic solvent.

[0118] In one embodiment, the first mixture may, for example be mixed for
a first peried of time ranging from 30 minutss to 2 hours whare the tamperature
ranges from 15 °C to 25 °C, then for a second period of time ranging from 30
minutes o 2 hours, where the temperature ranges from 0 *C to 2 °C. In one
smbodiment, the first period of time and the second period of time are each 1
hour. In ancther embodiment, the method may comprise mixing the first mixture
for at least one peried of time ranging from 30 minutes o 2 hours at a temperature
ranging from 18 °G to 25 °C, then filtering the first mixture to oblain a solid. The
method may further comprise combining the solid with at least one polas aprotic
solvent and at least one polar protic solvent, such as at egual volumes, for a first
period of time ranging from 30 minutes 1o 2 hours at a temperature 'ranging trom
15 *C 10 25 °C, and fitering o obtain a second solid. In a further embodiment,
these combining and filtering steps may be repeated two to fifteen times.

10119} The method for purifying a compound of Formula 1 may further
comprise obtaining a sclid from the first mixture, and combining the: solid with at
[east one polar protic solvent and at ieast one polar apratic solvent to obtain a
second mixture. The second mixture may, for example, comprise methanol and
methyléne chioride in a ratia by volume ranging from 1:5 10 1715

methanat:methylene chioride. In one embodiment, the second mbxure may be '
mixed at a temperature ranging from 30 °C 1o 36 °C and then filtered to obtain a
soiution. In a further embodimeant, the concentration of the polar protic sclvent in
the solution may be reduced to a level below 5%, and the solution may be mixed,
for example, at a temperature ranging from 0 °C to0 6 °C, for a time period, for
example, ranging from 30 minutes to 2 hours prior to filtering.

[¢120] In one embodiment, mixing the first mixture may gecur during a
period of tima ranging from 1Q t0 20 mi.ﬁutes, auch as 15 minutes. Inone |
embodimant, cooling the first mixture 1o a temperature ranging from 15 °C to 25
°C and allowing the mixture to stand without mixing may cccur during & second

period of time ranging from 30 minutes to 3 hours, such as from 1 hour to 2 hours,
34
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The first mixture may be further coclad to a temperature ranging from 0 °C to 6 °C
and aliowed to stand without mixing for a third period of time ranging from 30
minutes to 2 hours, such as 1 hour. . :

[0121]) Obtaining the compound of Formula 1 .maif include filtaring any
mixture described-herein through at laast one filter selected from pyrogsn

| reducing fiters and clarifying filters.
{ [0122] As disclosed herein, mi‘xiﬁg mﬁy be cavied out by using a
mechanical mixing device, for instance, a stirrar or agitatar, Mixing may aléﬁ be
- gifected by solubility of the ccmpouﬁd having Formula 1 in the solvent system.
Ihcreasing the temperature may increase solubliity. j _

[0123] In one embodimant, whan at (east one compound of Formula 1 is 1o
be combined with at least ane polar aprotie solvent and at least one potar protic
solvent, the at least ane compound of Formula 1 may be used in the form of a

. phamacerically accepiable salt thereof. Where at Jeast one compound of
Formule 1 is obtained as the product of the method of the invention, the at least
one mmpnunﬂ of Formula 1 may be recovered in the form of a pharmaceutically
acceptabla salt theveof. _

(0124} In another embocdiment, where a corpound of Formula 1 is obtained
by the method according to the invention, the compound may be converted into a -
phamceutiﬁally_acceptabia salt thereof by addition of an acid.

[0125] In one smbodiment, the at least one compound of Formula 1 may.be
[45-(4a,12a0)]-4,7-Bis{dimethylamino)-2-{[ (t-butylaminojacetyllamino)-
14.44.5,53,6,11,12a-ociahydio-3,10,12,12a-tetrahydroxy-1, 1 1-dioxo-2-
naphthacsne-catboxamide, such as pharmaceuiically acceptable salts such as

. HCI salte. In ancther embodiment, the at Jeast one compound of Formula 1 may
be [45-(4a,12a0)]-4,7-Bis{dimsthylaming)-B-{[(pyrrolidinyl)acetyllamino]- '
1.4/46.5,%2,8,11,12a-octehydre-3,10,12, 1 2a-tetrahydroxy-1,11-dloxo-2-
naphthacene-carboxamide, such as pharmaceutically acceptable salts such as
HC safis. _

{0126) A method for purifying at Jeast one compound of Formula 1 may be
a method far puritying igecycline, comprising:
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A) combining tigecyciine with at ieast one polar aprotic solvent and at least
ang polar protic solvent to give a first mixture,

B) mixing the first mixdure for ot loast one period of time, for example,
ranglng from 15 minutes to 2 hours and at a temperature ranging from 0 °C to 40
“G, and

' C) obtaining tigeeycling, - _

[0127] The tigecycline that is combined with at least one polar aprofic
solvent and at least one polar protic solvent may be pravided in a form chosen
from a solid, a siurry, a suspension, and a solution. ln one ambodiment, the
figecycline obtained from the method may contain less than 1% of the C-4 epimar
of tigecycline or a pharmaceutically acceptable salf thereof as determine by high
pressure liquid chromatography (HPLC). L

[0128] The at least cne compound of Formula 1 obtained from the method
may contain less than 3.0% impurities as determined by HPLC, such as less than
1.0% impurities, such as less than 0.7% Impurities. fn ancther embodiment, the at
least one compound of Formula 1 may contair less than 2% of the C-4 epimer of
the compound of formula 1 or a pharmaceutically acceptable salt thereof, as
determined by HPLC, such as Jess than 19 of the C-4 epimeyr, such as less than
0.5% of the C-4 epimer. |

[0129] The method may be performed on greater than 5 grams of the at
least one compound of Farmula 1, such as greaier than 50 grams, such as
greater than 100 grams, such as greater than 509 grams, such as greater than 1
kilogram, and further such as greater than 10 kilograms.

[0130] One embeodiment discloses a compound prepared by any of the
methods described hevein, including but not limited te 2 compound of Formula 1
and tigecycline. Another embodiment includes a composition comprising a
compound prepared by any of the methods described herein. The compaosition
may further comprise a pharmaceutically acceptable catrier.

[0131) in one embodiment, the composition may comprise at least one
compound of Formula 1:
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! (CH OH o ar

Formula 1

or a4 pharmacsutically acceptable salt thereof, |

wherein n is 1, By is hydrogen, R is t-butyl, and R; and R are each
methyl. . '
101321 One embodiment of the disclosure includes a method for preparing
at least one compound of Formula 1;

N
R E/
o a - QOH
25 MH2
N HN" i~
N )\ o
Farmula 1

cr a pharmaceutically acceptable sait theraof,

whergin R1 and Rz are each indgpendently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (Cy-Ca)alkyl, and cycloatkyl, or R, and Rz, togsther with N,
form a heterocycle; R is -NRsH4, where Ra and Ry ére each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched (C,-Ca)alkyl; and n ranges from 1-4;

comprising: ' | |

A) reacting at igast one nitrating agent with at teast one compound of
Formula 2; '

\/’
" -
; . _OH
A NH.
oH
Mg 4w o ©
Foarmula 2
or a salt thereof,

10 prepare a reaction mixture, such as a reaction mixture slurry, comprising
an intermadiate, such as at least one compound of Formula 3
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M
OH 0 OH
Formula 3
or a salt therecf,

B) combining at least one reducing agent with the reaction mixture slurry
to prepare a second intermediate, such as at least one compound of Formula 4,

\L;!/

HzN

Formula 4

ot & salt tnhereof, _

C) reaciing the setbnd intermediate With al least one aminoacy! compound
in a reaction medium o obtain at least one compound of fomula L \none
gmhbiodiment, the reaction medium is chasen from an agueous medium, and at
least one basic solvent in the absence of a reagent base. Additional steps may
include, for example at lest one of: -

D) combining the at least one compound of Formula 1 with at least one
polar aprotic solvent and at least one polar protic solvent to give s first mixture,

E) mixing the first mixture for at least one period of time, such as ranging
from 15 minutes to 2 hours, at a temperature, such as ranging from 0 °C to 40 °C;,
and _

F} obtaining at least cne compound of Formula 1. In one smbodiment, any
ot the intermediates of the methods disclosed may be isolated or precipitated out. .
In ancither embadiment, twe or more steps of any of the methods disclosed are
‘one-pol’ procedurses, |

[04233) Another embodirment of the disclosure includes a methnﬂ for
preparing at lzast one compound of Formuia 1: '
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Ha\N A NH
(CHzin OH 0 gy g

Formula 1.

or a pharmaceutically acceptable salt theveof,

wherein Ry and Rz are each indspendently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (Ci-Ce)akyl, and cycloalkyl, or Ry and Rz, together with M,
form a hetémcyﬂ!e; R is —“NR3R4, where B; and Rq are each independently chosen
trom hydrogen, and straight and braniched {Cy~Cq)alkyl, and n ranges fram 1-4,

comprising: '

A) combining at Jsast one reducing agent with a reaction midure, such as a

redction mixiuea slurry, comprising at least one tormpound of Formula 3:

R T

. T
AR 2 HH;
H 0 oy g ©
Formula3

of a sait thereo!, 1o prepare at least one intgrmediate, such as a compound

of Formula 4,

Formula 4

of a saki theracf,

B) reacting the intermediate with at least one aminoacyl é.t-mpnund ina
reaction medium chossn from an agueous medium to obtain the compound of
Formula 1. In one embediment, the reaction medivey may be chosen frorn &t teast
one basic solvent in the absance of a reagent base. Addiional steps may include,
for example, at least one of:

C) combining the &1 least one compound ot Formula 1 with at least ong
polar aprotic soivent and at least one polar protic solvent te give a firel mixiure,
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_ D) 'mixing the first mixture for at least one perod of time, such as ranging
from 15 minutes to 2 hours, at a tamperature, such as ranging from 0 °C 10 40 <C,
ant |
E) obtaining at least one compound of Formuta 1.
[Q134] A further embodiment of the disclosure nciudas a method for
preparing &t least one compound of Formula 1: '

O

N HN
el “NieHggn

OH O oy
Formula 1 _
of a pharmacevlically acceptable salt mé'recf, _ _
wherein A, and R; are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (Cy-Celalkyl, and cycloalkyl, or By and Re, together with N,
form a beterocyole; R is —NRsR4, where Ry and R, are each lndep_ehdently chosen
from hycirogen, and straight and branched (C1-CaJalkyl; and n ranges from 1-
4 comprising:
A} reacting al least one compound of Formula 4;
N ;_;/

Formuia 4

or a saft thereof,

with at least one aminoacyl compound in a reaction medium, for example,
chosen from an aqueous medium, and at least ang basic solvant in the absence
of & reagent base o optain the compourd of Formula 1. Additional steps may
include at least one of: -

B) combining the at lsast one compound of Farmula 1 with at least one
polar aprotic solvent ang at least one polar pretic solvent to give a first mixiure,
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G} mixing tha first mixture for at least one period of time, such &S 1anging
from 15 minutes 1o 2 hours, at a temperature, such as ranging from 0 °C to 40 °C,
and o '

D} obtaining at least one compound of Formula 1.

[0135] Any of these methods disclosed for preparing a mmpound'of
Formula 1 may b a method for preparing a compound of Formula 1, where nis 1,
R is hydrogen, Bz is thubyl, and Rs and R, are sach methyl.
PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

[0136] “Pharmaceutical composition” as used hevein refers to a madicinal
gomposition. The phamaceutical composition rnay contain at least ohe
pharmacevlically acceptable carrier, _ |

10137) “F‘harm:au:e:utia::*allyr acceptable excipient” as used herein refers to
pharmaceutical carrigrs or vehicles sujtabile for adminisiration of the compounds
provided herein including any such carviers known ta those skilled in the art to be
suitable for the particular mode of administration. For example, solutions or
suspenslons used for parenteral, inirédermal, subcutaneous, ar topical application
can include a sterile diluant (2.g., water for injaction, saline solution, ﬂﬁed olf, and
the like); a naturally ocautring vegatable ﬁ'.l (e.g., sesame ofl, coconut of, peanut
- oll, cotionsaed ofl, and the fike); a synthetic falty vehicle {e.g;, ethyl oleate,
polysthylene glycl, glycerine, propyiene glycol, and the like, including other
synthetic solvents), antimicrobial agents (e.g., benzyl alcohol, methyl parabens,
and the like}; anticxidants {a.g., ascorbic acid, sodium bisulfite, and the lika);
chelating agents (e.g., ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and the like);
buffers (e.g., acetates, citrates, phosphates, and the like}; and/or agents for the
adjustment of fonicity (e.q., soﬁlum chloride, dextrose, and the like); or mixtures
thereof, By further exampls, whare administeted intravenously, suftable carviers
include physiclogical saline, phosphate buffered saline {PBS), and solutions
containing thickening and solublizing agents such as glucose, pnlfethyﬂene
aiycol, polypropytenedlycol, and the like, and mixtures thereof,

[0138] By way of non-limiting example, tigecycline may be optionally
combined with ona or more pharmaceitically acceptable excipients, and may be

administered orally in such forms as tablets, capsules, dispersible powdsrs,
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granules, oF suspensions cortaining, jor example, from about 0.05 to 5% of
suspending agent, syrups containing, for example, from about 10 to 50% of sugar,
and elixirs containing, for exampla, from about 20 to 50% ethanol, and the like, or
parenterally in the form of sterile injectable solutions or suspesnsions containing
from about 0.05 to 5% suspending agentin an isotonic madium, Such

“pharmaceutical preparations may contain, for example, from about 25 1o about

90% of the active ingredient in combination with the cartier, more usually between
about 5% and 60% by weight. Other formuiations are discussed in U.S. Patent
Nos. 5,494,903 and 5,529,890, which are harein inmrpprated by reference.

[0139] The term “pharmaceutically acceptabla salt” refers to scid adkdition
salts or base addition salts of the compounds in the present disclosure. A -
pharmaceutically accepiable salt is any salt which retains the activity of the parant
compound and does not impart any deleterious or undesirable effectonthe
subfect to whom it is administered and in the context in which it Is administered.
Phamaceutically acceptable salts include metal cnn‘iplaxes and salts of both
inorganic and organic acids. Pharmagceutically acceptable salis include metal
safts such as aluminum, calcium, iton, magnesium, manganese and complex
salls, Phamaceuiically acceptable salts include acid sails such as acetic,
aspanic, alkylsulfonic, arylsulfonic, axetll, benzenesuifonic, benzoic, bicarbonic,
bisulfurie, bitartaric, butyric, calcium edetate, camsylic, carbonic, chlomb&nzoic.x
cllexetl, citric, edetic, edisylic, estolic, esyl, esvlic, formie, fumaric, gliceptic,
glucenic, glutamic, glycofic, givcolylarsanille, hexamic, hexyiresarcinoic,
hydrabami&:, hydrehramic, h?dmch'.oﬂc, hydrolodic, hydoxynaphthoig, isethionic, .
lactic, lactobionic, malsic, malic, mafonic, mandelic, memanesuﬂdnic, methyinitric,
methyisuifuric, mucic, muconic, napsylic, nitric, oxalic, p»nitrométhanesulfonia,
pamoic, partotheni¢, phosphoric, menohydrogen phosphoric, dihydrogen '
phosphoric, phthalic, polygatactourenic, propionic, saficylic, stearic, succinic,
sufamic, sulfanific, sulfonic, sulfuric, tannic, tartaric, tecclic, toluenesulfonic, and
the like. Pharmacautically acceptable salts may be derived from amino acidé,
Inciuding but not fimited 4o cysteina. Other accepiable safts may be feund, for
example, in Stah! et al., Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use,
Wiley-VCH; 1st edition (June 15, 2002).
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[0140] Other than in the examples, and where otherwise indicated, all
numbpers used in the specification and ciaims are to be understood as modified in
all instances by the term “about.” Accardingly, unlgss indicated to the contrary,
the numerical parameters set forth in this specification and attachad claims are
approximations that may vary depending upen the desired properties sought to be
obtained by the present disclosure. At tha vary least, and not as an attempi {0
limit the application of the dotirine of equivalents 1o the scope of the claims,- gach
numerical parameter should be construed in light of the number of significant
digits and ordinary rounding approaches.

[0141] Notwithstanding that the numetical ranges and parameters setting
forth the broad scope of the disclosure arg approximations, the numerical values -
set forth In the spacific examples are reported as precisely as possibla. Any
nunerical valua, howeves, inherently contains certain &1rors ngcessarily resuiting
fiom the standard deviation found iIn their respective testing measurements.

[0142] The.f:::-llom‘ng examnples are Iintended to illustrate the invention in a
non-limiting manner. |

EXAMPLES

[0143] Minocycling was prepared according to the method described in U
3. Patents No. 3,228,436 o
[0144] HPLC analyses were performed under the following conditions:

[Column:™ T nertsil GBS3 5 im, 25 % 0.46 o ]
Wiokile 80% A + 20% B, where
Phasge; A = 90% (0,05 M KHzPO, + 5 mL triethylamine/L phosphate +
| HaPOa to pH 8Y 10% Acetoritrlie adjusted to pH 3.0 with
HaPO4 '
B = Acstonitrile
Flow rate | 1.0 mL/min - _ j
B |

Detection ' 280 nm
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Comparative Example 1: - Preparation ot 9-nitrominocycline

[0146] This Example describes the nltration of minocycline where the
preduct of the nitration was isolated.

[0148] 13.44 grams of minocycline p-chlorobsnzenesulfonate {i.e., [45-
.{4aipha,12aalpha)l-4,7-bis(dimethylamino)-1,4,4a,5,58,6,11,12a-octahydro-
3,10,12,12a-tetrahydroxy-1,11 -dioxo-2-n aphthacenecarboxamide p-
chlorobenzenesulfonate) was added slowly with stirring to 50 mL of concentrated
sulfuric acid. The solution was cocled to 0-15°C. Nitric acid (90%, 0.8 mL) was
added slowly and the sojution was stirred at 0-15°C for 1- 2 h until the reaction
was cc.mpieté, as determined by HPLC. The solwion containing the intermediate
g-nirominooyciine sulfate {i.e., j48-{4alpha,12aalpha)-9-nitro}-4,7-
big(dimethylaminoy-1,4,4a,5,62,6,11,1 2a-pctahydro-3,10,12, 12a-1alrahydroxy-
1,11-dioxa-2-naphthacanecarboxamide sulfate) was transferred with stiing to
300 g of ice and water over 20 min. The pH of the quench was adjusted o 5.0-5.5
with 28% agueous ammenium hydroxide while maintaining the temperature
between 0-8°C. The precipitaie was filterad and washed with waler (2 x 10 mL).
The selid was dried under vaguum under a stream of ritrogen to give @ g of crude
g-nitrominacycline sulfate. '

[0147] Analysis (area %) by HPLC showed a purity of 90% with a C4-
epimer ¢ontent of 1.5%. MS(FAB): m/z 503 {M+H}, 502 (M+). The product was
isolated by precipiation at its Isoelectric peint from an aquecus solution. The
crude sulfate molar yield was 45%. _

{0148} Tabie 1 below lists data for Gther ritration processes:

Table i
Nitrominoeycline ' impuritles I minocychine WMoiar yieid -
{(rgimy) (%)
A | asas 3.62 38
B 2788 85 N
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[0148] it can be seen that isolation of the 9-nitrominacycling resulted in a
high amournit of impurities.

Comparative Example 2: Preparation of g-nitrominocycline

[0150] This Example describes the nitration of minocycline where the

produc of ihe nitration Is isolated, '
| 101511 A 2-L multi-neck glass flask was equipped with & mechanical

sthrer, thermocoupls, fiquid addition tube, nitrogen line, and gas outletto a 30%
fwt.) caustic scrubber. The flask was charged with sulfuric acid 66° Be (1,607 g,
819 mL, 15 moles), The solution was cooled ta 0 - 2°C. Minocycling.HCI (92.7%
potency, 311 g, 0.58 moles) was added to the sulfuric acid over 0.7 hours at0-14
*C with stiming. After addition, the mixture was stirred at 0°C for 0.5 hours to
obtain a yeliow solution. Nitric acid (95.8% |trate content, 48 g, 32 mL, 0.73
moles, 1.25 mo! equivalents} was added over 3 hours while keeping the mixture at
0-2°C. The mixture was stirred at 0°C for 0.3 hours (dark red/black solution),
Analysis (area %) by HPLC showed: 0% minocycline, 75,6% 9-nitrominocycline,
8.2% largest single impurity {LSJ); relative retention time to minegycline (RRT) =
2.08. '

[0152] A 22-L multi-neck glass flask was equipped with a mechanical
stirrer, thermocouple, and a condenser with nitrogen protection. The flask was
charged with 6,704 g (8,540 mL) of isopropanol {|PA} and 1,026 g (1,500 mL) of
heptanes. The solution was then cooled to 0 - 5°C. The S-nitrominocycline
teaction mixture was transferred 1o the 22-L flask over 2 hours at 0 - 33 °C ¢ yield
a yellow siurry. The slurri.f temperature was maintained at 34 - 38°C for 2 hours
then cooled to 20 - 34°C and stirred at 20 - 34 °C for 14.6 hours. _ :

[0153] A solution of isopropanal 3,028 g (3,857 mL} and heptanes 660 g
{965 mL) was propared and maintained at 20 - 25°C (4:1, IPA:heptanes by
volume). The slurry was filtered on a 30-cm diameter Birchner furinel using #1
Whatmar: filter paper under vacuum and nitrogen protection. The resulting wet
cake was transferred to a 4-L glass Erlenmeyer flask, equipped with: a mechanical
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stirrer and nitrogen protection. The cake was slunfed by adding 1,608 mL of the
prepared {PA/hepianes solution for 0.5 hours at 23 - 26°C.

[0154] The slurry was fiered again as described ahove. The wet cake
was resluried two more times as above {total of three resiuries). After the last
filtration, the cake was maintained under vaguum undar nittagen protection for 0.2
hours. The product was drigd at 40°C under 23 - 11 mmHg of vacuum for 48
hours to a loss on drying (LOD, 80°C, 1 hour, > 49 mmHg vacuum) value of 1.54.
The weight of 8-nitrominocycline sulfate obtained was 380,109, HPLC strength =
76.3% (as the disulfate salt), total impurities = 34.6%, largest single impurity (L3I}
9.46% (RRT = 0.94). Yield from minceycline HCl = 86%. Yield corrected for
ghrength of product and sianing material = 71%. .

[0155] It can be seen that isclating the 9-nitrominocycline compound
resulted in a product having a large percentage of impurities,

Example 1

[0156] Table 2 below cutlines nitration experiments conrducted using the
procedure outiined in Comparative Example 2, whers the following variables were
modified: nitric acid addition time; reaction tempaerature; molar equivalents of
nitric acid (relative to minocycling HCI); and agitation rate. In accordance with the
metheds disclosed herein, none of these reactions were quenched or worked up
to isolate product. The sole analytical tool used was HPLC analysis.
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b
able 2
HNO:  [Resctiont mel.
haditon | Temp. | Equiv.] Mine | @-Nitre | Tot. Imp. | RRT 0.44 | HAT 0.51 |ART 0.57|RAT 1.2
Tima (hrs.f (CY' | HNO: | (area ) | (atea o) | (Aren %) | (Area 96} | (Avon 9%} | (Avea %) | (Arer %))
: o |08 | 7.6 69,7 297 08, 3.8 5.7 2.8
276 0 12 | 5z 703 | 245 0.4 49 6.0 10,9°
25 o 13 | 24 862 | 204 3.0 54 88 | 128
275 D [ 143 | B0 858 | 4.4 o0 5.7 "z T 14b
2 b 136 | 40 550 | 4.0 03 65 | 111 | 17.0
2.25 0 15 0.7 506 487 0.0 72 113 | 19.0
2.2 20 | 1.36 7.5 54.3 35.2 28 8.8 159 5.1
TNERE ) 520 | 440 25 o5 T E T
27 20 | 166 | 2.7 52.0 458 | 38 11e | 194 | €2
0.25 ¢ 1136 | 16 567 | 417 53 00 | i3 | 184
05 6 ) iez | 08 438 55.4 53 00 | 248 | 292 |
oA q 12 | 24 834 | o456 35 | 0D 94 | 182
1 0 1.62 0.7 435 565 5.8 ] 28 235
54 b | a1 2z 608 | 872 57 | 08 | 128 | 1543
3 o | 1.62 | 04 233 E6.3 0.3 0.0 237 | 197 |
16 g 12 | 48 @a | 5 | o ) 95 21
2 o | 162 o PTYS E1.5 5.1 o 169 | 26.8
2.8 & 1.38 1.8 i e 26.3 3.8 0 T8 126
31 5 | 158 0 0 40 6.1 ) 156 | 164
2.4 5 1407 28 T4 B 21% 18 0 4.7 111
) % | 1.2 ) 70 30 42 8.3 0 14.9

! Gnly the beth 1&mp§ﬁura was monftored in th:ase reactions due to vesss! aize.
2 Reacton was at 50wi% of oviginal minocycline concentration.

* Agitation was vigorous compared o alh ther superiments.

4 HNO; was addad as 50wi% in Ha80,.

[0157] It can be seen that despite the various conditlons attempted, the
amount of starting minocycling was. present In an amount less than 10% and
under ceriain conditions, was substantially removed.

Example 2

[0158] Experiments were also performed that modified the nitration
reaction, the reaction quench, and work up of the nitration reaction. The
' 47
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experiments ware canducted uging the procedure outlined in Comparative
Example 2, modifying the following variables: nitric acid additian time; reaction -

temperature; molar equivalents of nitric acid (relativa to minocycling HGI),

temperature of the quench; composition of the quench solution; addition time of
the reaction mixiure 1o the quench solution; and wash method of ths isolated
‘cake. The data are shown in Table 3, below. The scle anaiytical tool used was

HPLC analysis.
Table 3
["HNGs 1 Quanch] [
Addition | Reaction| mol. | Strangth | Tot. Guench| Add. Yield
Time I Tomp. |Equiv.| (# He804[ Imp. Quench| Temp. | Time | Wash | (con.,
Mred ooy loNes sal, 3y § (%) (LS| Comp® ) °C) ] (hrs) lr.aemod“ ey
4.8 5 167 | 627 | 401 | 218 {Whhep| O o3 1 &0
4.6 5 167 [ 610 [307 ] 188 [IPAhep| 34 0.1 1 55*1
5.1 5 1757 668 |[3s2]| 183 | PA | O 0.2 1 56
5.4 5 1.76 | 6.0 aa,sr_l 8.2 | IPA | a4 Q.2 1 g2
3 5 | 168 | 754 | 295 | 191 |IPAhep| O 1 1 70
3 5 [188] 74B | 278 8.9 [IPAmep| 34 1 i 79
2 | B |18 | 838 | 222 | 180 'lPA_L i R 84
N SR EREEE 34 v 9 )
35 | -5 138 | 843 77 | 72 | IPAhep o7 |2 ! _1 g6
35 & 135‘[‘1013 f114[ B«SJ_FNhepJ n“_l 2 2 104 |

' Only ihe bath lemperatlte was moniored in theae reactions due 1o vessel size.
2 When IPA was used as the quench, heptanes ware then addaed to obtain the composition of the
ariginal guench mixiure. ;

T yimsh method 1: wet cake was washed on the filter with 4:1 1PARep. (vol.}. Wash method 2:
wet ceke Was slurried thres fimes with 41 1PAhep. [vol). Wash method #2 used 20% more wash
salutian than mathod 41, :

* Yield Is corracted for sirengih of the product and starting matertal,

" The quench was started at 0°C then immeadiately heated to 34°C and held at 34°C for the
remainder of the guench.

[0158] It can be seen from the data of Table 3 that the vield was at least
50%. |
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" Example 3

[0160) This Exampie shows the results of varyving the amount of nitric acid
{in equivalents) needed for the nitration step. The nitric acid was titrated at 89.5%
and amount used corrected accordingly.

[0181] Thrae trials were perlonmsd. Tnal 1 used 1.25 equwalent niric
acid, Trial 2 used 1.09 equivalent, and Trlal 3 used 1.00 equwalent nitric acid.

[0162] The HPLC compietion test of Trial 1 showed no signal of
minocycling while completion test for Trial 2 showed 2.5% unreacted starting
material. Both reactions ware hydrogenated and then converted 1o the
aminominocycling hydrachioride salt using the SLP procedure.

[01683] Hydrogenated product 1 {from Trial 1) showed a minotycline
content of 3.27%; Strength = 83.0%, 1otal Imp, = 3.20%; single imp. = 0.52%;
epimes content = 1.1% . "

[0164] Hydrogenated product 2 {from Trial 2) showed a minocycline
content of 1.6%,; Strength = 84.2%; total imp. = 4,00%; single imp. = 0.35%;
epimer conten = 1.0%. _ | |

[0185] ‘Trial 3: Strength = 83.0%; total Imp. = 5.0%; single imp. = 2.7%;
epimer confent = 1.1%.

REDUCTION

[0168] HPLT analyses were performed under the following conditions:

Columnm: Inerisil ODS3 5 pm, 25 x 0.46 cm ,
Wobile 80% A + 20% B, where T
Phase: A =90% (0.05 M KHPC4 + 5 mL tnethylaminefL
phosphate + HsPO; fo pH B}/ 10% Acetonitrile adjusted to
pH 6.0 with HaPO4
B = Acefonitrile
Flow rate 1.0 mL/min ' ]
Detsction 250 nm
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Example 1

[0167] This Example describes a hydregenation reaction whare the 8-
nitraminecyeling intermediate was not isolated.

[0168] 10.1 grams of minocycline p-chiarobanzenesulfonate was added
slowty with stirring to 27 mL of congentrated sulfuric acid. The sohution is caoled
to 0-2°C, Nitric acid (0.6 mL, 90%) was added slowly and the solution was stirred
at 0-2°C for 1 - 2 h until the reaction was complete as determinad by HPLC. After
the nitration was complete, the solution containing the intermediate &-
nitrominocycline sulfate was transferred with stirring to 150 mL of lsopropanol and
1200 mL of methancl while keeping-the temperature below 10-15°C. The solution
was hydrogenated at 26-28°C at 40 psl for 3 h in the presence of 10% Pd on
carbon catafyst, which was 50% wet. After hydrogenation was complete, the
catalyst was filterad off and the solution was stowly poured into 250 mL
isopropanct with stirring at 0 - 5°C. The solid (3.49) was fitered off. Cirude purity
by HPLC (area %) was 90%, Cs-epimer was present in an amount of 0.9%).
MS(FAB): m/z 473 {M+H), 472 (M+). |

Exampie 2

[0169] This Example describes a hydrogenation reaction whete the 9-
nitrominocyching intermeadiate was hot isolated.

[0170] £84.3 grams of minocycling p-chiorobenzenssulionate was added
slowly with stirring 10 368 g of concentrated sulfuric acid. The solution was cooled
to 10-18°C. Nitric acid (6,0 mL, fuming) was added slowly . The solution was
stirred at 10-15°C for 1t 2 h unti the reaction is complete, as determined by
HPLC, After the nltration was complete, the solution containing the intermediate 9-

| nitrominocycline sulfate was transferred with stirring' to 0.3 Kg of methanol while
keeping the temperature below 10 - 16°C. The solution was hydrogenated at 26-
28°C gt 50 pst for 2-3 h in the prasence of 10% Pd on carbon catalyst, which was
50% wat. After lvdrogenation was complete, the calalyst was fikered off and the
solution was slowly poured into 0.6 kg of isaprapana! and 0.3 Kg of nheptane with
stirring at -5 °C, The solid was filtered off.
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[0171] The wet golid was dissolved in 100 g of waier at 0-5°C . The

mixture was stirred and the organic phase was sepérated and discarded. To the

aquecus phase was gdded 14.4 ¢ of concentrated HCI. The pH of the solition

was adjusted to 4.0 £ 0.2 with ammonium hydroxide. 100 mg of sodium sulite

was added and the solution was sesded with 100 mg of 9-aminominogycline. The

‘mixture was stirred for 4 h at 0 - 5°C and the product was filtered and dried to glve

28.5 g of solid. Purity by HPIC {area %) was 96.5 %, with 0.9% C4-epimer.

MS(FAB): m/z 473 (M+H), 472 (M+). Yield :54.2%.
Comparative Example 1

[0172] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9-
nitrominccycline Intermediate was isofated. | '

[0173] 52,0 kg of minocycline. HCI (92.4% potency) was charged t0 4.8
parts (251 kg) sulfuric acid 66° Be at 0 to 15°C in a 300 gallon vesse! and stimed
to effect removal of HGI. 7.48 kg of nitric acid, fuming 100% (95.8% nitrate
content, 1.28 equivalents) was charged 'o*-.rer 3 hours and 20 minutes,

[0174] HPLC analysis indicated >1% minocyciine remained. Accordingly,
0.31 kg of nitric acid, luming 100% (85.5% nitrate content, 0.05 equivalents) was
added. HPLC analysis stil ndicated >1% minocycline remained. Ancther 0.74 kg
of nitric acid, fuming 100% {95.5% nitrate content, 0.12 equivaients) was added.
As HPLC testing ohce again indicated >13% minocytline remained, anothar 1.11
kg of nitric acid, fuming 100% (85.5% nitrate content, 0.12 equivalenis) was
addad, after which <1% minacycii'ne remained.

[0175] The nitration reaction mixture was fransferred o a eolustion of 21.5
parts IPA / 3.3 parts haptane {1120 kg [PA/ 171 kg heptane) at 010 36 °C, The
slurry was filtered (Jengthy filtration: time}, washed with IPA/heptane 4:1 and dried
at NMT 40°C to an LOD of NMT 6%, yielding 70.9 kg of sulfate sait {87% crude
yield} for use in reduction reaction.

Example 3

[0176] This Example describes a hydrogenatian reaction where the 9-
nitrominocyciine intermediate was not isolated.
51
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[01??] 25.0 kg of minocyeline. HCI {94.4% potency) was charged 10 7.3
parts (183 kg) sulfuric acid 66° Be at G to 15 °C in g 100 galldn vessel and stirred
to effect removal of HCL. 2.5015 kg of nitric acid, 85% (86.6% nitrate confent, 1.25
equivalenis) was added to the vessel over 78 minutes at 9 to 15°C. -

[0178] HPLC analysis indicated »1% minocycling remained. Another
0.261 kg nitric acid, 85% {86,6% nitrate content, 0,13 eguivalents) was added. As
HPLC once again indicated >1% minccyclineg remained, ancther 0.281 kg nitric
acid, 85% {B6.6% nitrate content, 0.13 equivalents) was added. As HPLC stif
indicated 1% mincoycline remained, anothar 0.174 kg nitric acid, 85% (86.6%
nitrate énntent, 0.09 aquivalents) was added, after which it appeared the reagtion
reached a plateau at 1.7% minocycline starting material. |

[0179] The nitration reaction mixiure was transferred to 4.2 parts (108 kg)
methano! at -20 to 10°C. The quenched baich was adjusted to 4 to 10°C and
used as-is in the reduction reaction, |

GComparative Examble 2

[0180] This Example describses a hydrogenation reaction where the 9-
nirominocycine intermadiate was isolated.

[a181] 104 kg minocyciine.HCI {80.3% potency) chargad to 4.8 pasts (502
kg) sulfuric acid 66°Be at 0 - 10°C.In a 300 gailon vessel and stirred to effect
removal of HCI. 15.2 kg fuming nitri¢ acid (100.4%, 1.25 aquivalents) charged
over 3 hours at 0 - §°C, 100 pm. As HPLC festing indicated »1% minocycline
remained, another 0,69 kg furmning nitric ackd (100.4%, 0.08 squivalents), was
addsed, after which minocyeling <1%. The nitration mixture was transferred i0 a
solution of 21.5 parts IPA / 3.3 part heptane at 0-36°C.

10182] The slurry was filtered {lengthy fitration ims), washad with
IPAheptane 4.1 and dried a1 NMT 40°C 1o an LOD of NMT 8%, vielding 140 kg of
sulfate galt (95% cruda vield) for usa in reduction reaction.

Example 4

[0183] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9-
nitrominocycline intermediate was not isolated.
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{84] 104 kg mincoycline HC! {20% potency) charged to 7.3 parls {783
ko) sulfuric acid 66°Be at B-15°C and stired 1o effect removal of HCL, 149 kg
fuming nitric acld (100%, 1,25 equivalents) was charged over 1 hour at 5-15°C,
120 rpmi. As HPLC antysis indicated that >15 minocycline remained, another
0.69 kg fuming nitric acid (100%, 0.06 squivaknts), was added after which

‘minoeychng <1%. | .

0185] The nitration mixture was ransierred o 4.2 parts (440 kg)
methanct at 10 1o 20°C. The quenched baich was adjusted 1o 4 - 10°C ang
used as is in the reduction reaction.

Comparative Example 3

[0188] This Example describes a hydrngenﬁtion reaction where the 9-
nltrcminoﬁ:ycline intermediate was isolated. Proportions of s::lventsfreagents_ are
relative 1o the initial charge of minocecycline prior to nitration reaction.

[D187] The 9-nitrominocycdine suliate reaction mbxture of Comparative
Example 4 was quenched into 2240 kg {21.5 panis) isopropanol and 342 kg (3.3
paris) heptane,' over 1 hour, while maintaining the batch temperature at 0 to 36°C.
The resulting sturry was stirred at 30 to 36°C for 2 hours, then cooled and stirred
at 19 to 25°C for 1 hour. One hali of he siurry was filtered, washed with 3 x 205
kg IPAMeptang (4:1) viv and dried at NMT 40°C 1o an LOD of NMT &%. Filiration
and drylng ook 16 days {for 7 of these days the wet cake was idle under nitrogen .
duying a scheduled plan shutdoven) and yielded 58 kg of suifate salt, The second
half of the slurry was drummed and refrigerated pending fitter availability. 1t was
refrigervated for 12 days, then charged back 1o the vesset and stirred at 0 1o 6°C
for 2 days, then adjusted 1o 18 to 25°C, fitered, washed with 3 x 205 kg
IPAMheptane {4:1) viv and diied at NMT 40°C to an LOD of NMT 8%. Filtration
and drying took 6 days and vielded 82 kg of sulfate satt.

(0188] . Both subdots of 9-nitrominocyciine sulfate were dissolved in 672 kg
(6.5 parts) methanot and 8.4 kg (0,08 pants) water for injection, USP &1 1810 25°C
and reduced to 8-aminominceycling sulffate using 70 psig hydrogen gas and 2.74
kg (0.026 parts) Palladivm on Carbon, wet 10% {(whw). The hydrogenaiion
reaction took 10.5 hours and resulted in no detesiable starting material.
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(0189] The 9-aminominaeycline sulfate seaction mixiure was fiftered o
remove catalyst and quenchad into a solution of 1660 kg (16 parts) IPA/ 710 (6.8
parts} heptane at ¢ to 27°C, over 1 howr. The resulting mixture was adjusted i0 19
to 25°C and stirred for 1 hour, .

[3190] The S-aminominocycline sulfate slurry was filtered on a Nutsche
fiter, washed with 2 x 182 kg (1.5 parts each) IPA / heptane (4:1) viv and dried at
40°C to an LOD of less than 4%, The filtration, washing and drying took 1C days
and gave 94.0 kg of 8-aminominacycline sutfate, After fitration, solids were
. observed in the mother Squors. These were fitered, washed with 113 kg 1PA /
hepians {4:1} viv and dried at 40 °C to an LOD of less than 4%. 24.1 kg were
recovered and retained as a separate lot. Total crude vield of E-amlnnmchline
sulfate from minocycling was 84%. _

[0191] The 94.0 kg 1% crop’ of dried 9-aminominocycline suifate and
0.084 kg {0.0008 parts) sodium sulfite were dissolved in 538 kg (5.17 paris) Wa_ter
for injection, USP and coolad to 0 fo 6°C. 0 kg hydrochlavic acid, 20°Be was
required to bring the §-aminominocycline sulfate solution pH o 1.1 +- 0.9
because the nitial pM was 1,16, 48,3 kg (046 parts} of hydrochloric acid, reagent
was added to the 9-aminominocycling solution, forming 9-aminominocycline HCL.
56 kg (0.54 parts} of ammonium hydroxide, 28% and 4.0 kg {0.03¢ pans)
hydrochloric acid, reagent were addad (@ the solution to obtain a bateh pH of 4.0
+- 0.2, _

{0182) The batch was then stirred for 90 minutes at ¢ to 6°C while |
ensuring the pH siayed at 4.0 +/- 0.2. The final pM reading was 4.05 pH unlts.
The baich was filtered on a Nutsche filter, washed with 2 % 33 kg (0.2 parls gach)-
watar for injection (pHed 1o 4.0) pre-cooled to 2 10 8°C, foliowed by 2 X 26.1 kg
{0.25 pans acetone {pre-cooled to 2 to 8°C) and dried at NMT 40 °C to a moisture
content ;::f NMT 7.0%. 43.2 kg of 8-Aminominccycline HC| was isolated, a 40%
yield from minacycling HCL

[0193] Processing of the 24.1 kg 2™ crop’ of dried 9-aminominocycling
sulfate through the salt change proceeded similarly to the process as described in
the previous four paragraphs using proportional quantities of reagents. An |
additional 2.9 kg of 9-Aminominacycline HCl were recovered repiesenting an
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incremental additional yield of 9.2%. The total batch yield including both crops
was 53.1%. '

Example 5

[0194] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9-
nitrominocycline intermediate was not isolated. Proportions of solvents/reagents
are relative to the initial charge of minccycline prior to nitration reaction..

[0195] The 9-ritrominocycline sulfate reection mixture from Example 7
was fransferred into 440 kg (4.2 parts) of methangl, over 80 minutes, while
maintaining the batch temperature at -20 to -10 °C and the agitation rate at 130
RPM. ' | '

[0196]) The quenched batch was adjusted to 4 to 10°C and reduced to 9-
aminominocycline sulfate using 50 psig hydrogen gas and 52 kg (0.5 paris)
Palladium on Carbon, wet 10% (w/w). The hydrogenation reaction took 5 hours
and resulted in no detectable starting material, The 9-aminominocycline sulfate
reaction mixture was fittered to remove catalyst and guenched into & solution of

1241 kg (12 parts) IPA/ 537 kg (5.2 parts) heptane at 17 to 23 °C, over 30
minutes. The resulting mixture was then cooled to -18 fo -12°C and stirred jor 1
hour, | .
10997] The resulting 9-aminominocycline sultate slusry was filtered on a
Nutsche filter in two portions and washead with a total of 3.6 parts IPA / heptane
{2:1) wiv pre-oooled 10 0 to 6°C and 508 kg (4.9 pants) coid heptane. The filtration
and washing totk 98 hours for both portions {filtered in two portions due 10 size -
Imitation of the fiter)., The S-amincminocycline sulfate wet cakes were dissolved
in 150 kg (1.4 parts) water for injection, USP at O to 6°C and the upper organic
layer separated off as waste,

[0198] 25.7 kg {0.2 perts) hydsochioric acid, 20°Be was added 1o the 9-
aminominocycling suliete sclution at 0 to 8°C for conversion 1o - '
aminominocycline HCL, Ammonium hydroxide, 28% was added fo the reachnn
mix ta obtain a batch pH of 4.0 +/- 0.2, this took 48.5 kg {0.48 pans). .18 ky
Sodium sulfite (0.0014 parts! was added o the reaction mixture.
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[0199] The batch was seeded with 5 g of 9-aminominceyeling HC and
stirred for 3 hours while maintaining the pH at 4.0 +~ 0.2 using ammonium
hydroxide, 28% (took 0.05 paris). The batch was filtered on a Nutsche filter, .
washed with 1 part water for injection (pH'ed to 4.0) pre-cocled to 2 10 8°C,
followed by 0.2 parts isopropancl {pre-zooled to 2 to 8°C) and dried at NMT 50°C
to an LOD of NMT 10.0% and a moisture comtent of NMT 8.0%. |

[0200] 63.1 kg of 9-Aminominocyeling HCL was Isolated, 4 59% vield from
minocycline HCI. -

[0201] Table 4 below lists the Comparative Data.

Table 4
Batch ~ [ Scale Elrangin | Sreng Somh | Sigm | Epmer | Cycle |
. (kg ) corrected | tmpuritles | Largest Time' |.
minocycling vieid impurity
. ¥oh _ .
{Example 3] | 90 kg B4.1% 40.9% FWT 2.76% 2.76% - | 8days
I Gomp. EZ kg B0.4% 0% 6.45% 089% | 1.95% | 24
- Exarmple 1 . . days
s2kg | Bra% 27 2% 5.78% 37%% | aAS% | 28
| aare
- TGomp, 104 kg 86,43 45%" 16.70% 0.65% 3.16% aa |
Exarnple 2 ar daye”
3
BT 5% | 5.81% 057% 246%
{Exampla 4 ar | 104 kg 497 7% ET% BEY | 0.72% 4
5} ' : days

' cyole Timé I8 from minacyaiine. HG to S-aminominocyciine HOI-

% sombined yield of 1% and 2™ crops

? loes not Include 7 day plant shadown that occurred during process, doas include time to
process 2nd crop.

[0202] Tabie 4 indicates that hydrogenation of a reaction mixiure without
isolation results in a product with a lowar amount of impurities and Cy-epimer.
ACYLATION

[0203) HPL.C analyses were performed under the following conditions:
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Column: | Luna C8 5 um, 15 x 0.46 cm

Mobile 80% {0.05 M KH2PQ4 + 10 L triethylamine/L phosphaie +
Phase: HsPO, 10 pH 8.2 20% Acetonitrile + 0.5 g NaEDTA

Flow rate | 1.0 mL/min

1 Detection | 250 nm

Example 1 -

A

N-t-Bu ina Hydrochloride

[0204] To a mixdure of t-butyl amine (1.57 L) and toluene (1.35 L) at 45-50
°C is added t-buty! bromoacetate (420 mL}. The mixture is stirred for 1 h at 50-60
°C, the temperature is ingreased 10 75 °C over 1 k. After 2 k at 75 °C, tha mixiure
is cooled to ~12+3 °C and let stand for 1 h. The solid is collected by filiration, and
the filtrate ié concentrated by distillation {(30-40 °C, 25-35 mm Hg)to a volume of
825 mL. The resulting consentrate I cooled to 20-25 °G and 6N HC! {1.45 kg) Is
added, Atter 3 b, the phases are separaied and the aqueous phasé Is
concenirated by distiiation (30-40 °C, 25-35 mm Hg) to a volume of 580 mL.
lsapropanal (2.4 L) is added and the mixture Is concentrated by distiliation {15-20
°C, 10-20 mm Hg) to & volumé of 990 mL. The rasulting slurry ie cocled to -1243
°C over 30 min. and let stand for 1 h, The solid is collected by filtratior, washed
with i-PrOH, and dried (453 °C, 10 mm Hg) for 24 h to afford (407.9 g, 86%) of
the desired product, = - -

Example 2

N-+-Butviglycine Acid Chloride Hydrochloride
[0205] To & mixture of milled N-t-butylglycine hydrochloride (250.0 g},
woluene (1.14 L), and DMF (7.1 g) s added thionyl chloride (143 mL) over 20 min.
The mixture is brought to 80-85 °C and healed with stirring for 3 h. After canf'ing
1o 20 °C, the solid is coliected by fittration under Ny, washed with 1oluene, and |
dried (40 °C, 10 mm Ho) for 18 h to afford the desired product {260.4 g, 93.8%).
Purity by HPLC area %.: 28.12% '
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Example 3

1l lin

[0206] Te a mixture of 9+aminnﬁ1inncyliﬂeiHGI (140.0 §) and cold {0-4 "‘C_] N
water (840 mL) is added N-t-butylglycine acid chloride hydrochioride {154.0 g}
over 15 min with stirfing. The mixture is stirred at 0-4 °C for 1-3 h. Ammonium
hydroxide {126 g, 30%)} is added' to bring the pH to 7.2 while maigtaining the
temperature at 0-10 °C. Methanol {930 ml.) and CH:Ci; (840 mL) are added and
. the mixtura Is stirred at 20-25 °C for 1 h, while maintaining the pH at 7.2 by
adldition of ammonium bydroxide (13.5 g, 30%). The phases are separated, and .
the solids are combined with the organic fayer, The aqueous layer is extracted
with CH2Clz (1 x 840 mL, 3 x 420 mi) and the pH of the mixture is adjusted fo 7.2
during each extractibn. To the combined ¢rganic layers is added methanol (200
ml) o afford a solution, The solution is washed with water (2x140 mL), then drled
over sodiurm sulfate {140 g) with stirring for 30 min. The mixiure is filtered and tha
flliirate is concentrated by distiflation (20 °C, 15-25 mm Hg} to & volume of 425 L.
To this mixture is added CHCl» (1.4 L} and the distitlation is repsated two times.
The resulting suspension is cooled to 0-2 *C and stirted far t b, The solid is
collectad by filtration, washad with 0-5 °C GHOlp {2 % 150 mb), and dried (65-70
o, 10 mun Hg} for 24 h to afford of the desiked product {120.ﬁ g, 75%). ‘Purity by
HPLG area %.: 98.9% and C-4 epimer 0.12%. T

Example 3A

Tigecydline

102071 To a mixture of 9-aminominocylingsHCI {100.0 g} and cold (0-4 °C)
water {600 mL) was added N-t-butylgivcine acid chioride hydrochloride (110.0 g)
over 50 min with stiring. The mixture was stirred well at 0-4 °C for 1.5 h.
Ammenjum hydroxide {112 g, 28%) was added to bring the pH {o 7.2 whiie
maintaining the temperature at 0-6 °C. Methylene chioride (600 mL), then -
methanal (440 mL} were added and the mixture was stirred at 0-5 °C for 30 min,,
whiie maintaining the pH at 7.2 by addition of ammonium hydroxide { 10.0g, 28%).

The mixture was warmed to 20-25 °C over 15 min. Methanol (244 ml) was addad
. 58 -
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and the phases were separaled. The aqueous layer was extracted with GHzCls (1
* 6500 mL, 3 % 300 ml) and the pH-of tha mixture was adjusted o 7.2 durlng each
extraction. To the combined organic layers was added methanol (144 mL) 1o
afford a solution. The solution was washed with watar (2x10Q mL), then dried
over sodium sulfate (100 g) with stifring for 30 min. The mixture was flliered and
'the filtrate was concentrated by distillation {20 °C, 80-120 mm Hg) tc a volume of
400 mL. To this mixture was added CHzClz (1.0 L) and the distillation was
repsated two times. The resuliing suspengion was cooled to 0-2 °C and stirred for
1 h. The solid was collcted by filtratlon, washed mth 0-5 °C CHClz (2 x 110
mL), and dried {65-70 °C, 20 mm Hg for 18 h, then 3-5 mm Hg for 16'h) to afford
“the desired product {82.4 g, 71 .?%j. Furity by HPLC area %: 98.5% and C-4
apimer 0.28%, - | ' -

Example 4
N-+-Butylatveine Acid Chloride Hydrochtorid

[0208] t-Butylamine (88 g } was dissolved in 200 ml. of toluene. The
mixture was heated 1o 45-50 °C and 117.5 g of t-butylbromoacetate was added
over 1 h white maintaining the temperature at 50-60 °C. The mixiure was heated
to 75 °C for 2 hours. The reaction mixiure was then cooled to 12 -15 °C and
~ stirred for 1 hour. The solids were fittered off and washed with cold toluene. The.
solid which was t-butylaming hydrobromide was discarded, The filtraté was
- cooled fo 10-12 °C and HCI gas was bubbled in for 0.5 h. The mixture was
stitred for 3 h a1 10-12 9C, then the protuct was coliacted by filtration and washed
with cold toluane. The product weas dried under vacuum at 40-50°C 1o give 107 9
of N-t-butylalycine hydrochioride. MS: miz 187 (M)

[0209] N-t-butylglycine hydrochloride (7 g} from the material prepared as
described above was added to 35 mL of toluene. Thionyl chioride (11.6 ml.) was
added and the slurry was heated at 75-80 °C for 1 h. The suspension is cooled tﬁ
20 °C and the snlid is collected by filtration and washed with 2X15 mL of toluans.
The resulfing solid Is dried under vacuum-at 40 °C to afford 4.4 g{ﬁﬁ% yield} of |

predued, which is protectsd from moisture and used immediately in the next step.
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Exam 5

Tigecycline

{0210} 2-Aminominocycting {10.00 g) was added portion-wise to 80 ml_ of
water at 0-5 °C. t-Butylglycine acld chlorlde hydrochioride {10.98 g) was added
portion-wlse keeping the temperature at 0-5 °C. After stirring for 40-60 min,, 30%
ammonium hydroxide was added drdpwise to the reaction mixture while kesping
the temperature at 0-5 <C 1o adjust pH to7.2. To the solution was added 83 mL
methanol fellowed by 60 mL methylene chloride. Afier stirring for 15 min,, the
phases Wers separated. The agueocus phase was exiracted with 4 X 40ml,
methylene chioride adjusting pH t0 7.2 befora each extraction. To the combined
organics was added 10 mL methanol, and the solution was dried over sodium
sulfate. After filtering, the solution was concentrated to give a suspension (net
weight 51g). The suspenslon was stined at 5-10 °C for 1 h then filtered. The solid
was Washed with 2 X 10 mL cold methylene chioride, then-dried to give B.80 g of
product {76.8% vield}. Purity by HPLG area % 98.4% and C-4 epimer 0.1%,
MS(FAB): m/z 586 (M+H): 585 (M),

Exsmple &

N-t-Butvlglvelne Acid Chloride rochiorid

[a211]t- Eutylamme (1.5 kg) was dissolved in 1.85 L of toluene. Tha
mixture was heated 10 45-50 "G and 548 g of t-butyibromuacatate is added over 1
h while maintaining the temparature at 50-60 °C. The mixture was heated at 75
°C for 3 h. The reaction mixture was then coolad 1o 12 -15 °C and stired for 1 h.
The solids were flltered off and washed with cald toluene, The solid which was &
butylamine hydrobromide was discarded. Thes filtrate was concentrated to ~ 800
mL by distilling off the solvent. The concentrate was cooled 1o 25 °C and 900 mL
of 6N HCI was added to the mixture. After stliring for 3 h at 20 to 25 °C, the
phases were separated, The organic phase was discarded and the aqueous
phasa was concentreted to a volume of 600 mL. Isopropanol (2.4 L) was added
{0 the concentrate. The slurry was cooled to -12 to -9 °C and held for 0.5 h, The

B0
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product was collectad by filtration, washed with cold isopsopane, then dried under -
vacuum at 40-50 °C 1o give 408 g of solid, Purity by NMR >95%. MS: m/z 187
(M+). .
[0212] N-t-butylglycine hydrochloride (250 g ) from the material prepared as
described above was added to 1.3 L of toluens and 7.5 mL of DMF. Thionyl
‘chiorlde (143 mL) was added and the siurry is heated at 80-85 °C for 3-4 h. The
suspension was cooled to 20 °C and the soiid was collected by filtration and
washed with 2X250 mL of toluene. The solid was dried in vacuum at 40 °C to
afford 260 g {82% yield) of product. Purity by HPLC area %: 98.2% |

Example 7

Tigecyeling S _
[0213] 9-AminominocylinesHCI (140.0 g) was added portion-wise to 840 mL -

of watar at 0-4 °C, +Butylglycine acid chioside hydrochloride (154 p) was added
over 15 min with good stiring while maintaining the temperature at 0-4 *°C, The
solution was stirred for 1-3 h. The pH of the mixture was adjusted to 7.240.2 with
30% ammonium hydroxide while maintaining the temperature at 0-10 °C,
Methanol {330 mi) and 840 mL of methylene chiorite were added 1o the solution,
which-was stirred for 1 h at 20-25 °C. The phases were separated. The aqueocus
phase was extracted with 3X600 mL of methylene chicride, and the organic
phases were combined, dried and concentrated to a volume of approximately 5130—
mb. The resuling suspension was todled to 0-2 °C for 1 h. The solid was fitered
and dried 1o give 120 g of product {75% vleld). Purity by HPLC area %: 88%, C-4

epimer 0.1%. MS{FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M*).
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_Exgmgle 8

Pyrralidinylace id hydrochbo
[0214] Pyrrolidine {14.2 q) was dissolved in 40 ml of metiwyl t-buiyl gther. - '

The sclutlon was cogled 10 0 1o -5 °C. Benzyl bromoacetate (22.9 q) was addsd
dropwise with stirfing. The thick white siurry was stirred for 0.5 hat 0-5 °C. The
solid was filtered off and washed with methyl t-butyl sther. The filtrate was
concentraled to give 21,3 g of pyrrolidinylbenzyl acetate. The benzyl ester (21.0
@) was dissolved in 200 mL of methanoi and 4.0 g of 10% Pd/C catalyst (50% wet)

was added. The solution was hydrugenaisd at 40 psi for 6 h. The catalyst was
filtered off and washed with methanol. The filtrate was ¢oncentrated to give 11.8
g of pyrrolidiny] acelic acld as a coloress oil. 15.8 g pyrrolidinyl acetlc acid was
sluried in 15 miL of methyl-4-butyl sther, Acstoritrile (15 mL) was added and the
suspengion is cooled to 0.5 °C.  Ethereal HC! {120 ML, 1.0 M) was added with
stiering. The resulting white precipitate was filtered, washed with mett +-butyl
ether, and dried to give 15 g of pyrrolidiny acetic acid hydrochloride, Purdty by -
GC/MS area%: 98%. MS: m/z 129 (M+). :

Exempled

$-{4c,12a0)]-4.7-Bis(dimethyiaming)-9 olidinylacetyllaminol-
1. 4.4a.5.5a.8,11.12a-octahydro-3.10.12.12a-tetrahydroxy-1,11-dloxo-2-
hthacene-carboxamjde

[0215] Pyrrolidinylacetic acid (7.7 g) was suspended in 7 mi. of acetonitrile.
After cooling to 0-5 °C, 5.3 ml of thiohyl chloride was added slowly with stirring,
The suspension was heated to 55 °C. The dark solution wasg kept at 55 °C for 0.5
h and then coocled to room temperature to afiord pyrrolidlnﬁrlacetyl chloride
hydrochloride. 8-Aminominocyeline hydrochloride (5.0 g), prepared as described
in Example 4 above, was suspended in 5.0 mL of water. The suspension was
cocled to -15 °C. To this suspension was added dropwise the solution of
pyrrolidinviacetyi chioride hydrochloride prepared as described above, keeping the
iemperature betow 22 °C. The dark reaction mixture was stirred at 22-25 °C for 3

g2
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h. Water (2 mL) was added to the mixture, and the pH was adjusted to 6.5+0.2
with 30% ammonium hydroxide. The solution was extracted with 6X15 mL of
CH.Cle. The organic exiracts were pooled and concentrated at 40 °C. Anhydrous
ethanol (10 mL) was added to the concentrate, and the slurry was stirred at 5-7 °C
for 1 h. The solid was fitered and dried in vacuum at 40 °C. 1o afford 3.5 g of

‘product. Putity by HPLG area%: 98.7 %, C-4 epimer 0.4%. MS(FAB): m/z 586

{M+H); 585 (M),
Exampie 10

Tigecyeling _ .

[0216] 9-Aminominocycline (4.0 g) was added portion-wise to 10 mL, of
acetonitrle and 5 mL of DMPU at 10-15 °C. t-Butylglycine acid chloride
hydrochlonida (4.4 gy was added porfion-wise keeping temperature at 10-15°C,
Aftar stirring for 2 h, 10 mL MeOH and 17 mL of water was added slowly ta the
reaction mbaure maintaining temparature between 10-17 °C. Ammonium ..
hydroxide (30%) was added dropwise to the reaction mixture, keeping the
temperatyre at 5-8 °C, to adjust pH to 7.2. To the solution was added 15 mL
methylené chioride. After stirring for 15 min., the phases wers separated. The
aquenus phase was exiracied with 2X20 mb of methytene chiornde, adjusting pH
to 7.2 before each extraction. To combined organics was addad 700 mg of Mot
CA-1 (charcpal) and 1C g sodium sulfate, then the mixture was filtered. The cake |
was washed with 2X20 mL of methylene chloride. The solution was concentrated
and the resulﬁng suspension was stirred at 5-8 °C for 16 h. After fittering, the |
solid was wasned with 2 X 10 mL cold methylene chloride, then dried to give 2.3 g
of product (50% vield). Purity by HPLC area %: 85.2%, C-4 epimer: 0.5%.
MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M), | | "

Examples 11-19

Tigecycline |
[0217] Examples 11- 18 followed the procedure of Example 10 with the

soivert modification as indicated below,
63



E.‘f'.}lﬂu.h

of
WO 20067130501 . . PCT/US2006/020540 QS

[Example [ Solvent [ Yiekl | Fesults’ i
11 DMFU 50% | Purity: 95.2%, C-4 epimer: 0.5%, sm:
| 3.36% |
12 DMPU- 48% | Punty: 98.1%, C-4 epimer: 0.5%, sm:
H2O (1:1) . 107%
13 DMPU- | 60-72% | required extensive workup
MeCN | vield, 6 g '
scal@
14 THF = | Reactlon *does not ga to completion.”
15 MeCN ne “incompleie reaction”
18 CH:Cla - “incomplete reaction” -
17 THF:H:O - Reaction was not successful
)
18 NMP -- Raaction “works well on smdll scale,”
| *led to a complete rgaction®
19 DMF? 58% | Unknown impurity: 1.5%
Example 20

N-t-Butylglveine Acid Chioride Hydrochloride

[0218] To a 5-L multl-neck flask with a mechanical stlrrar, thermocouple,
condenser with & nitrogen line to & 30°% (wt.) caustic scrubber, and a Eﬁu-ml.
pressure gqualizing addition funned was added thé milled N-t-hbutylghycine
hydrochloride {436 g, 2.60 moles, d{0.5) = 103 pm), tolusne (1,958 g, 2,263 mL),
and N,N-dimethyttormamide {13.6 g, 14.4 mL, 0.19 moles). Thionyl chloride (405
g, 248 mL, 3.40 males) was added to the off-white slurry, using the 250-mL
addition funnel over 33 min at 20 ~ 23 °C. The slurry was slowly heated to 80 °C
over 1 hour, then stirred at 80 °C for 3 hours. After 3 hours the reaction was

' Purity assessed by HPLC area, sm = starting matsria) 9-Aminominocyline.

2 Reaction mixiure was quénchad with isopropanol-ethyl acetate, then partittoned between water
and CHoCl,, The organic phase was concentrated, then diluted with toluene prior to ksolation of
the product.
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complete by thin layer chromatography {< 2% starting material). The yellow-
orange suspension was cooled to 20 °C over 32 min., then stired at 15 -20°C
for 32 min. The solid was collected by vacuum filtration on a 15-cm Blchner
funnel using #42 Whatman paper. The cake was washed with three portions of
foluene (272 g, 314 mL aach wash) at 26 - 25 °C. The wet caked was dried with .
suttion for 20 minutes under nitrogen protection. The product was then dried in
an oven with a vacuum of 23 mm Hg and 38 °C for 21.2 hours to yield a loss on
drying of 1.23%. Weight of t-bl.ttylammuaﬂetyl chioride HCl obtained = 462 g, GC
sirength = 91.0%, R identification = positive. Yield fmm t—hutylaminaacaﬂc acid
HCI = 96%. Yield corrected for strength of product and starting material = 87%.

Example 21

N-t-Butvlglveine Acid Chioride rochlori |
| 10219] To a 5-L multi-neck flask with a mechanical stirrer, thermocouple,

condenser with a nitrogen line 1o a 25% (wl.) causﬂd scrubber, and a 260-mL
pressure equalizing addition funnel was added the mifled N-1-butylglycing
hydrochiorids {450 g, 2.68 moles, d(0.5) = 664 pm}, toluene (2,883 g, 3,31 OmbL),
angd N, N-dimethylformamide {15 g, 15 Mk, 0.21 moles). Thionyl chloride (422 g,
259 mL, 3.54 moles) was added 10 the white slurry, using the 250-ml. addition

#unniel over 19 min at 19 - 22°C. The slurry was slowly heated to 79 °C ovar 7.1
" haurs, then stirred at 78 ~ 82 °C for 44 hours, The reaction was checked at 3
hours and found to be incomplete by thir layer chromatography (TLC). An
additional 26 mL {42 g, 0.356 moles) of thionyl chioride was added. After a total of
27 hours, the reaction was still incotmplete by TLG and an additional 26 mL (42 g,
0.35 moles) of thiomyl chiorile was added,  After a total of 44 hours, at 79~ 82
°(, the reaction was compiete by TLC (< 4% starhng t-butylamrnuacetlc &r.:ld HCH).
The dark brown suspension was cooled to 25 °G over 17 min., then shrrad at 21—
25 °C for 27 min. The sofid was collecied by vacuum filtralion on & 2-L coarse
glass sintered funnel. The cake was washed with six portions of toluene (282 g,
325 mL each wash) at 20 — 25 °C. The wet caked was driad with suction for 18
minutes undet nittogen protection. The product was then dried in an ovenwitha
vacuum of 23 mmHg and 38 G for 26.1 hours to yield an loss on drying of 0.76%.
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Weight of t-butylaminoacetyl chioride HCI obiained = 395 g, GC strength = 80.5%,
(R identification = positive, Yietd from t-butylaminoacenic acid HCI = 79%. Yield -
corrected for strength of product and starting material = 71%,

Example 22

Tigegycling
{62201 8-Aminominocyclineg HO1 (43.0 kg) was dissolved in 258 kg (6.0
pars water) for injection at 0 to 6 °C. N-+-Butylglycine acid chloride HC {4?:3 kg,
1.1 parts, 3.01 equivalents} was added to the batch solution siowly while
maimttatning the batch temperature at0to 6 °C. The reaction mixiure was stirrad
for 1 h and determined to have 0.2% starting material {additional N—t—BLIi}-'Iglyci'ne
acid chioride HCI not required). The GAR-936 reaction mixture was then brought -
1o pH 7.2 +/- 0.2 using 32 kg (0.7 parts) of ammonium hydroxide, 28%, and 2 kg
reagent hydrochloric acid (to readjust overshmt} Tha initial pH equalsd (.42 and
the final pH equaled 7.34. Methylene chioride {342 kg, 8 paris} and 148 kg {3.4
parts) methanol were added to the reaction mixture at 0 to 7 °C. Since the pH
. was 7.09, no adjustment was réquired. The batch was warmed to 19 to 25 °C,
Methano! (82 kg, 1.9 panis) was added and tha lowsr organic phase was split off.
The product remaining in the aqusous phage was then extracted into the organic
" phase using 1 x 342 kg (B parts) and3 x 172 kg (4 parts) methylene chicride while
mairtaining pH at 7.2 +- 0.2 with ammonium hydroxidg, 28%. Methanol (49 kg,
1.14 paris) was added 1o the resulting methylene chioride/methanol solution,
Which was washed with 2 x 43 kg (1 part) water for injection before being dried
with 43 kg {1 paft)'sndium suligle. Three vacuum distillations uﬁere_ 'theq
performed 10 remove methanot with chases of 568 kg (13.2 parnts) methylene
chiovide added priof 1o the sacond and third distilations. The residual level of
methano! in the mother liquor was ©.21%. The batch was filtered, washed with 2 x
60 kg (1.4 paris) of pre-cooled (O 1 8 °C) methylene chioride. The resuiting cride
material was not dried, but isolated as a wet cake (72.5 kg, 38.2 kg dry weight as
calculated from loss on diying), affording a 77% yisld from 9-aminoeminocyciine
HCL. Wet cake analyiical resufts: minocyciine = 1.28%, single largast impurity =
03?%,0 4 epinver = 0.50%,
o6
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Example 23

Tigecyciine :

[0221] 8-Aminominocycling HCI (81 .0 kg) was dissolved in 258 kg (8.0
parts watter) for injection at 0 to & *C. N-Butylglycine acid chiotide HC! {67.1 kg,
1.1 parts, 3.01 equivalents) was added to the batch solution siowly whiie
maintaining the batch température at 0 to 6 °C. The reaction mixture was stirred
for 3.5 h and determinsad 1o have 0.13% siarting material (additional (-t
Butylglycine acid chlorlde HCI not required).. The reaction mixture was then
brought to pH 7.2 +/- 0.2 using 45 kg (0.7 paris) 6f ammonium hydroxide, 23%.
The initial pH equaled 0.82 and the final pH equaled 7.07. Mehylene chioride
{485 kg, 8 parts) and 210 kg (3.4 parts) methanol were added to the reactton
mixture at 0 10 8 °C, Since the pH was still in range (7.04), no adjustment was
required, Tha batch was warmed to 19 to 25 °C. Methanol (118 kg, 1.9 parts)
was added and the lower organic phase was split off. The product remaining in
the aqueous phase was then extracted into the organic phase using 1 x 485 kg {B
paris) and 3 x 244 kg (4 parts) methylene chiloride while maintaining the pH at 7.2
+- 0.2 with ammionium hydroxide, 28%. Methanol (70 kg, 1.14 parts) were added
to the resulting methylens chloride/methanol solution, which was then washed
with:2 x 81 kg (1 pari) water for Injection bafore being dried with 81 kg (1 part)
sodium suliate. Three vacuum distillations were then performed fo remove
methanol with chases of 805 kg (13.2 parts) methylene chioride added prior to tha
second and third distillations. The residual level of methanol in the mother liquor
was 0.05%. _The batch was fittered and washed with 2 x 85 kg (1.4 parts) of pre-

cooled (G to 6 °C) methyiene chloride. The resulting crude material was not dried,

but isolated as a wet cake (103 kg, 53.4 kg dry weight as calcutated from loss on
drying), affording a 76% vield from ®@-aminorminocycine HOL

67

+

i

rl_r)



wo2mérsosrn @ @ PCTAUS2006/020540 ]

Comparative Example 24

Tigecycline Monghydroshlordde

Example 24A: 9-chioroacetamidominocyciine

[0222] Methylene chioride (1.3 L) was cooled to 0-2 °C in a 3-L round-
bottomn flask fitted with & mechanical, stirrrer, a thermometer and a 1-1, addition-
funnel. Recrystaliized 2-amineminocycline hydrochioride (400 g) was added
portion-wise with stirring. Triethylamine (428 mL) was added over 10 min. while
keeping the temperature between 0-2 °C, The rsaction mixture was stirred for 10
min. and then cooled to -22 °C. A solution of 280 g chloroacetic anhydride in 540
mimethylene chioride was then added at such a rate that the emperature did not
rise above 5 °C. An additional 132 ml of methyléne chloride was used to rinse the
addition funnel. The reaction mixture was assayed by HPLC 15 min after the start
of anhydride addition. When the amount of starting material present was less
than 2%, the reaction was quenched with 680 ;'nL of 0.05M sodium Bicarbonate
solution. The mixture was slirred for 15 mir, then transierred ta & 5-1. separatory
funnel, The phases were allowad to separate. The mathylene chi_nrldé phase was
sepearated and washed with an additional §80 mL of 0.05M sodium bicarbonate
solution . The washed methylene chioride solution was added dropwise inte 17 L
of a.10:1 mixture of n-heptane and isopropanol (15.4 L of n-heptane and 1.54 L of
isopropancl). The slurry was stisred for 5 min, and-then allowed to settle for 10
min, The supematant was dacanted oif and the precipitate was fiftered through a
coarse-porosity irftied-funnel. The solid was washed with 2 L of 10:1 n-
heptane:isopropancl. The solid was dried at 40"0 under vacuum to afford 550 g
of the crude product.

Example 248B: Tigecyciing

[0223] Crude &-chioroacetamidominpeyciine (mD g) was addad ak room
temperature (25-28 °C) slowly with efficlent stiring to 500 mL of t-butylamine in a
1-L two-necked round-bottom flask fitled with a stirer and therrnnrﬁeter. Sodium
iodide (10 g) was added and the reaction mixture was stifred at room temperature
for 7.5 . The reaction was monjitored by HPLC and when <2% staring materal
remained, 100 ml of mathenol was added and the snweﬁt was strippad off otia

rotary evaporator at 40°C, To the residue was added 420 mL of methanol and
' 68
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680 mL of water. The solution was cooled to 0-2°C and adjusted to pH 7.2 with
concentrated HCI (91 ml} o give a reaction mixture volume of 1300 mL. R was _
diluted to 8.5 L witiy water and the pH was adjusted to 4.0-4.2 with concentrated

CHCI (12 mL). Washed Amberchrom®(CGE161cd) (86D o) was added 1o the
solution and the mixlure was stirred for 30 rnin., adjusting the pH 10 4.0-4.2. The
resin was filtered off and the spert aqueous sohstion was assayed by HPLC tor
product and stored at 48 °C, The resin was slurfied in 4.8 L of 20% methangl in
water (4 L methanol + 16 L water). The suspension was stirred for 15 min.,
adjusting pH 4.0-4.2. The resin was fitered off and 1ha_.ﬂ'|tréte was asséyed_inr
product. The extraction of the 7esin was repeated 3 more Yimes with 4.8 L 01'29%
methanol in waler. All the resin extracis and the spent aqueous solution from
above wera pooled and the pH was adjusted 1o 7.0-7.2 with 30% ammoniurm
hydroxide, The agueous solution was extracted with 8X2.8 L of methylene
chiotide, adjusting the pH 10 7.0-7.2 between extractions, The pooled methyiene
chlortde extract was filtered through 250 g of anhydrous sodiun sulfate, .
concentrated to 500 mlL and cooled to 0-3 °C. After the product crystallized, the
slurry was stirred for 1 h at 0-3 °C. The solids were filterad, washed with 2X 50
mL of cold methylane chiorde and dried at 40 °C under vacuum to afford 26 g of
solid. ' . |

Example 24C: Tigecycline Monohydrochloride

[0224] Tigecycline {49 g. 0.084 molg) was dissolved portion-wise in 500 mL
of water for injection with stiring, The solution was filtered through a medium R
porosity funnel and washed with 420 mL of water for injection. The solution was
cooled to 0-2 °C and 5.6 ml. of concentrated HC) was added dropwise whils
maintalning the temperature betwean 0-2 °C. The initial pH was 8.0 and the final
pH was 6.0. The solutlon was lyophilized by freezing the sample at -30 °C and
lyophilizing at -15 °C. The shelf temperature was raised to 21 °C for 2 h. The
resulting solid (49.6 g} was ground and stored at 4-5 °C. Elemental Analysls: C
(62.92% theory, 51.75% found); H (6.73% theory, 6.75% found); N (10.65%
theory, 10.32% found); Cl (5.4% theory, 5.56% found).
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Comnarative Examble 25
Ti li aonohydrochloride

Exampfa 25A: 9-chioroacetamidominocycling
[0225] Methylena chioride (325 ml) was cooled to -5 t0 0 °C and 9-
Amincminocycling hydroc dorida (100 g) was added portion-wise over 10 min, -
Triethylamine {77.6 g) was addad while maintalning the temperature at -10 to -5
°C. A solution of 97% chiproacetic anhydride (70 g) in methylane chlorida (133
- mL) was prepared by stirring at 20-25 °C and added io the reaction mixtura of 45
min while maintaining tha mixture temperature at -10 ta -2 °C. The flask
containing the chloroacetic anhydride solution was rinsed with 31 mL methylené
chloride and the rinse added fo the reaction mixture, After stirring for 30 min,, the
reaction was assayed by HPLC to determine if the reaction was completa.
Aqueols sodium bicarbonate (185 mL, 0,05M) was added over 30 min while
maintaining the reaction mixture temperature at 0 to 5 °C. After stirring for 10
-min., the layers were separated and sodium sulfate (15 g) was added to the
organic layer. The mixture was stirred for 15 min ai ¢ to & *C and filtered. The
resulting cake was rinsed with methylene chleride (2 x 38 mL) and the combined
filtrates were transfarred Into 4.19 L of 10:1 heptane:isopropanol over 2¢ min,
tolowed by a 15 mL methylene chioride ringe of the filtrate flask. The resulting
suspension was stirred for 15 min at 20 1o 25 °C, then filtered. The cake was
rinsed with 680 mL of 10:1 heplane:isopropancl and drigd for 24 h at 37 to 40 °C
(5-10 mm Hg). Purity by HPLC area™: 78.1.
Example 268: Tigecyciine _
[0226] 8-Chicroscetamidominocycline {100 g} was added with vigorous

' stirring to 483 mi. of tbutylamine at 0-10 °C In & 2-L multinecked round-bottom
flask fitted with a stirrer, thermometer and condenser, Sodium iodide (18 g} was
added and the reaction mixture was stired at 33-38 °C for 4 h. The reaction
mixture was assayed by HPLC for compietion, then coaled to 5-10 °C. dMathanol
(300 mlL)} was added over 10 min., then the reaction sojution was copcantrated by
distillation {10-17 °C, 68 mm Hg) 10 350 mL. A second pottion of methanol (600
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mi) was added to the concentrate, and the mixiure was concentrated by
distiliation to 350 mL. Methanol {46 mL) and cold water (566 mL) wers added
while maintaining the reaction femperature below 30 *C. The solution was cooled
o G-5 *C and the pH adjusted to 4.0 with 100 L of MC1 20 °Ba. The solution
was transferred to & 5-L multi-neck flask with & 500 mL watér rinse, then diluted

with 1 L of water, After stitving for 1 h at 0-5 °C, washed hmberchmm@{CGwﬂ
resin® was added and the resulting suspension was stirred for 30 min. at 20-25 °C.
The suspension was filtered and the resulting wet cake was added to 340 mL of a
5:1 water:mathanol solution, The fiitrate was set aside. After stining for 30 min,
at 20-25 °C, the suspension was filtered and the resulting wet cake was added o
a second 340 mL. portion of & 5:1 water:methanol solution. This seoond filtrate
was set aside. This suspension was filtlersd and tha resulting wet cake wes
added to a thind 340 ml portlon of & 5:1 water:methanal solution. After filtering,
the third filtrate was combined withs the first and second filvates and cocled to 0-6
°C. The pH was adjusted 10 7.0 with 11 mL of 28% ammonium hydroxide. The
solution was stived at 0-5 °C for 18 h, adiusting the pt to 7.0 as necessary, and
&t 22-25 °C for 1 h, agjusting the pH to 7.0 as necessary. The aguecus solution
was exiracted with rethylene chloride (5 X 980 mL), adjusting the pH to 7.0 for
each extraction. The combined organic phases were transferrad 10 a separatory
funnel and the agueous layer was separated. Tha organic layer was combined
with 100 g sodium sufata and stirved for 1. h at 20-25 °C. The suspension was
filtered through a celite pad and the caka was rinsed with 250 mL of methylene
chioride. The filtrate was concentrated by distillation (-5 to 5 °C, 180 mm Hg) to
150 mL, then cooled fo G-5 *C for 1 h. The resulting suspension was filtered and
the cake was washed with 0-5 °C methyfens chioride (2 x 30 mL). The wet cake
was stirred In methylene chioride (335 mL) and methanol {37 mL} at 26-32 °C unti
a solution was obiained. The solution was filtered through celite, rinsing the celtte

3 The washed Amberchrom®(CG161M) resin was prepared by adding 183 g of fitered,

homnogonized Amberchrom®(CG 161M) rasin to 340 mb of 2 511 water.methanol solution, After
stiring for 1 h at 22-25 *C, the suspension was fitered to glve a wet cako that was dried by
suction. “The wet cake wes stirred in 340 mL of a 5:1 water:methanol soiution for 1 hr at-20 °C,
then filtered. The process was repaated once mors 1o afford the washed rasin. :
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with methylene chioride (2 x 15 mL}, and concentrated by distiflation (-6 o 5 °C,
150 mm Hg) to 54 mL. The concentration pmceduré was repeated twice, first
adding 338 mL methylens chloride and reducing the velume to 55-70 mL, then
adding 254 mL methylene chioride and reducing the volume to Bﬂ-‘iﬂﬁ mL, The
resulting suspansion was stirved for 1 h at 0-5 °C, then fitered and washad with -
10 °C methylens chioride (2 x 25 mL). Thé solld was dried at 35-40 °C for 16 h,
then at 45-50 °C for 27 h. Purlty by HPLC area%: 97.7 %, C-4 epimer 1.23%.

PURIFICATION
Example 1
Tigecyclna

[0227] A mixture of crude tigecycline (110.0 g} and methyt acetate (1.65 L)
wag stirred and heated to 30-35 °C and methanol {550 mL) was added over 15 |
min. Afier helding at 30-256 °C, the warm solutlon was fittered over infusorial sarth
{36 g) and the cake was washed with methyl acetate (2 x 106 g).” The filtrate was
conceniraied by distillation (20 °C, 150 mm Hg) to 550 mL. Methyl acetate (1.1 L)
was added and the resulting suspension was concentrated by distilation {20 °C,
150 mm Hg) to 550 mil. This step was repeated, then the concentrate was cooled
10 0-4 °C for 1 h. The resulting solid was collected by flitration and washed with 0-
5 °C methyl acetate (2 x 150 mL). The solld was driad undar vacuum {85-70 °C,
10 mm Hg) for 100 h 1o afford 98.0 g (89.1% yisld) of the desired product. Purity
by HPLC area %: 98.8% and C-4 epimer 0.55%. |

Exampie 2

Tigecycling
[0228] 8-AminaminocylinesHCT (140.6G g} was added portian-wise to 840 mL
of water at 0-4 °G. t-Butylgiycine acid chloride hydrochloride {154 g) was added
over 15 min with good stirring whlle maintaining the temperature at 0-4 °C. The-
salution was stirred for 1-3 h. The pH of the mixture was adjusted to 7.230.2 with
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30% ammonium hydroxide while maintaining the temperaturs ato-10 <C.
Methanol (830 mL} and 848 ml, of methylens chiofide were-added to the solution,
which was stirred for 1 h at 20-25 °C. The phases were separated. The aguaous
phase was exiracted with 3X600 mk of methylene chloride, and the organic
phases werg combined, dried and concantrated o a volume of approximately 500
mL The resulting suspension was cooled to 0-2 “C for 1 h. The solid was fiitered
and dried to give 120 g of product {75% vield}]. Purity by HPLC area %. BB%, C-4

epimar 0.1%. MS(FAB): mz 586 (M+H); 588 ().

Exampie 3

Tigecycling

[0229] Tigecycline (15.00 g) prepared as described in Example 2 was
added to 113 mL of acetone and 113 mL of methanol. The suspension was -
stired at 20-25 °C for 1 h, then coolad to 0-2 =C. After stirring for 1 h, the
suépensmn was filtered and washed to give 12.55 g of product {83.7% yield).
Purity by HPLC area % »99 %, C-4 epimer 0.4%.

Example 4

T ine

10230] Tigacycling {105 g) preparad as describad in Example 2 was added
1o 800 mL of acetona and 800 ml. of methanol. The suspension was stirred and
heated to 30-35 °C for 15 min, then cooled to 20-25 °C. Afier holding &t 20-25 °C
for 1 h, the suspension was cocled to -4 °C and held for 1 h. The solid was
filtered, washsed and dried to give 83 g of product (79% vield). Purity by HPLC
area %: »99 %, C~4 epimer: 0.4%. '

73

.

w



0%

WO 2006/130501 . . | PCTUS2006/020540

Example 5
Tigecycline

[-:]23%1 To a 1-L. mult-necked fask, equippsd with a mechanical stirter and
nitragen protection, was added 94.3 g of wet crude tigecycline,* methanol {305 g,
386 ml), and acefone {291 g, 368 mL}). The mixture was stired at 16 — 23 °C for
4 hours. The shutry was filtered on a 9-cm Biichner funne! with #1 Whatman
paper. ‘The wet cake was washed with methanol (87 g, 116 mL) at 20 - 25 °C.
The wet cake was dried with suction and nitragen protection for 0.1 h. The wet
cake (75.3 g) was trahsferred back to the 1-L muiti-necked flask and a sohsion of
. methanol (233 g, 295 mi.} and acetane (244 g, 309 mL) was added. The slurry
was stirred at 15 — 20 °C for 5.5 hours. The slurry was filtered on a 8-cm Bilchner
funnel with #1 Whatman paﬁer. The wet cake was washed with methanol (V0 g,
88 mL) at 18 — 24 °C, The wet cake was dried with suction and nltrogen
‘protection for 0.1 h. The wet cake (59.0 g) was transferred back to the 1-L muiti-
necked flask and a solution of methanol {195 g, 247 mi) and acatone (187 g,
236 mL) was added. The slurry was stirred at 18— 24 °C for 3 hours. The slurry
was fitared on a S-am Bichner funne) with £ Whatman paper. The wet cake
was washed with methanol {65 g, 70 mL) at20 - 25 °C. The wet cake was dried
* with suction and nitrogen pm’tectlon for 0.1 h. The wet cake (4& 9 g) was sampled
for high pressure liquid chromatography {(HPLC) analysis {total impurities =
0.62%, minocycline = 0.1 ?%, C-4 epimer = 0.35%, largest other single ienpurity =
0.05%).

[0232] Tﬁe wet cake (48.9 g) was transierred to a 2-L multi-neck flask with
a vacuum distillation set up. To the wet cake was added a premixed solution of
methanol (90 g, 114 mL) and dichloromethane (1,023 g, 772 mL). The slurry was
stirred at 15 — 20 °C 1o obtain a red solution. The solution was distiﬂed to 160 mL
at 13 — 17 °C with a vacuum of 330 mmig over 0.8 h to yield ar orange shurry. |
To the 2-L flask was added dichloromethane (818 g, 617 mL) and the siurry was

* Crude tigecyciine was preparsd from mlnncycline.HCI obtained from the supplier
interchem,
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rechstiled 1o 183 mL at 6 —- 13 °C with a vacuum of 817 mmHg over 0.7 h.
Dichloromethane (635 g, 479 mb} was added and the siurmy redistilled 1o 183 mL
at 6 — 7 °C with a vacuum of 817 mmHg over 0.6 hours, The resulting orange
shurry was ¢ooled to 0~ 5 °C and held at 0 -5 °C, with stirring, for 2 hours. The
slurry was fittered on a 7-cm Blchner funnel with #1 Whatman paper, The wet
cake was washed with two 89 g (52 ml.) portions of dichloromethane at 0 °C. The
wet cake was dried with suction, under nitrogen protection, tor 5 min. A sample of
~ the wet cake (48.7 g) was subraitted for HPLG anatysis (total impurities = 0.459%,
minocycline = 0,12%, C-4 epimer = 0.32%, other imputities = 0%.) The wet cake
was then dried at 25 °C with a vacuum of < 10 mmHg for §7.5 tours to a
dichloromethane leval of 2.2%, giving 32.3 g of tigecycline {34.2% yield). '

[0233] This procedure was f{:nii‘uwﬁd using crude Tigecycline that had been
preparad from MinocyclinesHC! obtained from suppliers Hovione and Nippon
Kayaku, A cnmpairisun of the knpurities preseht in the Tigecyline obiained from
the above process using each saurce of MinoceyclinesHC! starting material ig given
in Tables 1 and 2. Thase lables indicats that he process provides a good yield of
Tigecycline with & low level of impurities.

TABLE 1
[ MinoyctineeHCI | Tigecyciine | Total "Recovered | C~4 epimer
source processing | Impurities In | Mino- in final
stage final cyclinesHCI | Tigecycline
Tigecycline | (%) {%)
%) o _
Nippon Kayaku crude ’7 o7i | 033 | 026
crude o N | _'
Nippon Kayaku purified 0.26 0.13 0.13
purified l
Interchem crude |  crude 0.66 017 | 029
J Intarchem - purified L 0.38 010 + 0.15
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MinoyclinesHC1 | Tigecycline | Total | Recovered | C-4 epimer.
solurce processing | impurities in | Mino- in final
stage final cyclineeHCl | Tlgecycline
Tigecycline | (3%) (%j)
(%)
purified
Hovigne crude crude D64 08 | - 082
Hovione purified 1 purified 9.39 0.13 - 0,14
TABLE 2
Test Nippon Kayaku Interchem Hovione
Description Qrange pnwder' Orange powder ' Orange |
_ . powder
Yield (g) 28.5 32.3 36.4
Strength (%)! T00 59.6 996
Total wrpuritios 0.13 D.23 0.25
(%)
LS! (%) [RRT]" brl* 0.13 (0.84] 0,07 [0.67]
Minocycling (%) 0.13 0.10 0.13
(Epimer (%) 6.13 0.15 0.14
Dichloromethane 1.3 2.2 2.1
(%)
Methanof (%) 0.001 6.003 0.003
Acstone (%) 0.001 brf® bri
Heptane (%) 0,001 Bt ori
Jsoprapyl alcohol 0.002 br* bri
(%) '
Toluene (ppm} bri® b} brl
N,N-Dimethyl- bri® brl ol
formamicde (ppm)
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Watet (KF, %) 1.32 . 0.72 0.51
Residue on 0,039 0.005 0.014
jgnition {36)
IR Positive Positive Positive
Specific rotation’ 2184 -213.4 218.7
) . |
Crystallinity Conforms Coriforms - Conforms
Yiekd (%) 21 26 24
Yiekd (corrected, 24 30 27
%}10 '
Yiekd from Mino 10 12 13
(%) ' _
Yield from Mino 11 13 14
{corrected, %) |

1. On an anhydrous basis, solvent free, 2. Excluding epimar. 3. Largest single impurity (LS[)
excluding C-4 epimar and Minocycline. Relative retention time (RRAT) relative to (3AR-836. 4, brk:
below reporting limit, 0.05% for HPLC. &, brl of 0.0005%. 6, bri of 0.0003%. 7. briof 0.0030%
[eingle sample). &. briof 2 ppm. 9, bri of 63 ppm,” 10. Corrected for sirength of starting material
and product.

Exampie 6
Tigecyeling

[0234] Grude Tigecycline wet cake (72.5 kg , 38.2 kg dry weight®) was
stirred and slurried in 191 kg {5 pans) acetone and 191 kg (5 parts) methanol.
The slurry was than warmed to 30 fo 36 °C, immediately cooled to 19 to 25 °C,
and held at 19 to 25 °C for two hours. The s'lun-y was then cocled to D106 °C, -
and held at 0 fo 6 °C for 1 hour.” After fitiering and washing with 2 x 34 kg (0.9
parts) acetone/methanol (1:1), the wet cake was then tested for minocycline
(0.23%), 9-aminominocycline (0%), and for the largest single impurity other than

& Dty weight calculated form loss on drying data.
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thé C-4 epimer (0.08%). The C-4 epimer content was 1,12%. Based on the
analytical data, an additional reslusry was not perfoﬁned. To the wet cake was
added 440 kg {11.5 parts) of methylene chionde and 38.3 kg (1.0 parts) methanol
and the mixture was heated to 30 to 36 °Co dissolve. The batch solution was
filterad through 0.3-micron pyrogen reducing and 0.2-micron clarifying fitters,
Three vacuum distillations were then performed to remove methanol, with
'methylene chioride chases (440 kg and 339 kg, respectively) before the second

_ and third distillatlons. The residual methanol lavel was 0.3%." The batch was
cooled to 0 to 6 °C and stirred for 1 hour. The batch 'was filtered, washed with 2 x
42.1kg (1.1 parts) of pre-cooled (-13 to -7 °C) methylene chloride and dried at no
more than 60 °C 1o a loss on drying of <2.6%. The material was milled to g‘nlfe
22.3 kg of Tlgecfcline (58% yield). Purity by MPLC area %: 98.2%, C-4 epimer:
1.55%, Minocycline 0.1%, 9-aminominocycting 0%, single largest other impurity =
0.08%. '

Example 7
Tigecycling

[0235] Crude Tigecycling wet cake (103.5 kg, 53.4 kg dry weight®) was
stirved and siurriad in 191 kg (8.1 parts) acetone and 191 kg (5.1 parts} methanol.
The slurry was then warmed to 30 to 36 °C, immadiataly cooled to 19 1o 25 °C,
and held at 19 to 25 °C for wo hours. The slurry was then cooled to 0 10 6 °C, -
and held at 010 6 °C for 1 hour. After filtering and washing with 2 x 34 kg (0.9
parts) acetone/methanol t1 :1), the wet cake was then tested for minocycling
{0.12%), 9-aminominocycline (0%), and for largest single impurity other than C-4
eplmer (0.13%). The C-4 spimet conient was 0.37%. Based on analytical datz,
an addltional resturry was not performed. To the wet cake was added 440 kg
(11.7 parts) of methylene chlcride and 55.7 kg {1.0 parts) methanol and the
' mixture was heated 1o 30 fo 36 °C 1o dissolve. The batch solution was filtered
through 0.3-micran pyrogen reducing and 0.2-micron clarifying fliters, Three

g Cry walght czlculaied form loss on drying data.
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vacuum distillations were then performed 1o remove methanol, with methyiens
chloride chases (624 kg and 481 kg, respectively) before the second and third
distilations. The residual methano! level was 1.07%. The batch was cooled to 0
10 6 °C and stirred for 1 hour. The batch was filtered, washed with 3 x 59.7 kg

(1.1 parts each) of pre-cooled (~13 {o -7 °C) methylene chloride and dried at no

~ morg than 80 °C to a loss on drying of <2.58%. The material was millad to give
31.7 kg of Tigscycline as a first crop. A second crop consisting of residual product
in the crystallizer provided an additional 2.5 kg. Both crops represent a 64% vield
from crude Tigecycline. .

{0238] While the inventlon has been described by discussion of
embodiments of the invention and non-iimiting examples thereof, one of ordinary
skill In the art may, upon reading the specification and clalms, envision other
embodiments and vasiations which are also within the intanded scope of the
invention and therefore the scope of tha invention shall only be construed and
defined by the scope of the appended claims. '
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WHAT IS CLAIMED [5:

1. A method of preparing at least one compound of formula 1,
p Y
o - OH
Res, A _NH;
H1MH\‘°”*‘“ - oA _ﬂﬁo g °
| 1
ar a pharmaceutically acceptable salt theseof,
whereln Ry and Rz are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain [C4-Cg)alkyl, and cycloalikyl, of Ri and Rg, tngsther with N,
form a heterocycle; R is ~NRgRy, where Rs and R4 are sach indepandently chosen
from hydrogen, .and straight and branched chain (C4-Ca)alkyl; and n ranges fﬂ:lm
1-4,
comprising:
(a) - reacting at least one nitrating agent with at least one cnmpound of

formula 2, -

N

Oh 0 On

or a salt therecf, o produce a reaction mixture comprising an intermed|aie; |
and _ ' ' .
{b)  further reacting the intermediate to form the at least one compound
of formula 1,

wherein the intermediate is not isclated fmm the reaction mixture.

2. The method according to claim 1, wherein Ry is hydrogen, Ralis t-
hutyi, R is methyl, Ry is methyl, and nis 1.

3. The method according to claim 2, wharein the at '.eaat one
compound of formula 1 is tigecyeline or tigecycling HCA,
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4, The method according 1o one of claims 1 o 3, wherein the at least
one nltrating agent Is chosan from nitrate salts and nitric acid. _

5. The method according to claim 4, wherein the at Ieast one nnraﬂng a
agent Is chosen from nitric acid.

B. The method according to clalm 5, wherein the nitric acid has a
- congsntration of at least 80%.

7. Tha method aécurding to any one of_claims 1 to 6, wherein the at
least.cne nitrating agent is present in a molar excess relative to the at least one
compound of formuia 2. _

8. The method according to claim 7, wherein the molar excess is at
loast 1.05 equivalents, |

g. The mathod according to any one af c!a:ma 1808, whemm the
reacting in (a) is In the presence of an acid. '

10. ~ The method according o claim 9, whersin the acid is sulfuric acld.

11, The method according to any one of claims 1 1o 10, wherein the
reacting In (a) is at a temperature ranging from & to 15°C.

12,  The method according to any one of claims 1 to 11, wherein the at
least one compound of formuia 2 is chosen from a salt.

13,  The method according to dlaim 12, whetein the salt of the at least
one sompound of formula 2 is chosen from hydrochioride, hydrobromide, |
hydroiodida, phosphoric, nitric, sulfuric, acetic, benzoic, citric, cystsin, fumaric,
glycolic, malele, succinic, tartaric, sulfate, and chlorobenzensutfonate salts.

14, The method according o clalm 12, wherein the salt of the at least
ong campouhd of formula 2 is chosen fram alkylsulfonic and anylsulfonic salis,

15, The method according to any one of claims 1 10 14, wherein the-
intermediate is a salt.

18, The method according to claim 15, wherein the Intermediate Is a
sulfate sglt, .

'~ 17.  The method according to any one of claims 1 to 16, wharein the
intermediate is at least one compound of formuia 3,
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or & salt thereof.

18.  The method according 1o claim 17, whereln the at least one
compound of formula 3 is present in an amount of at east 80% relative to the total
amount of organic components, as determined by h'igh performance liquld
chmmﬁtﬂgraphy. - ' ' -

19.  The method according 1o claim 17, whersin the reaction mixture
includes tha C,-epimer of formula 3 in an amount less than 10".;5-, as determined
by high performance liquid chromatography. | o |

20.  The method according 10 any one of claims 1 to 19, wherein the -
further reacting in (b} comprises redusing the Intermediate,

21.  The method according to claim 20, wherein the reducing forms at
least one compound of formula 4, '

or a salt tharénf.

22,  The method according to claim 20, further comprising acylating the
reduced intermediate.

23,  The method of any one of claims 1 to 22, wherein the reacting in (a)

comprises providing the at least one compound of formula 2 In an amount of at
least 1 gram. |

24, A method of preparing at least one compound of formula 1,
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or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ri Is hydrogen, R Is t-butyl, R is —NRaRs where R is methyl and
R4 Is methyl, and nis 1,

comprising: -

{a)  reacling at least ane nitrating agent with at least one compound of

formula 2, :
N\
R H
- OH
0 .
OH 0 gy o °
2

or a salt thereof, 1o produce a reaction mixture comprising an intermediate;

and
&Yy  further feacﬁng the Intermediate to form the at least one compound

of formula 1, _
wherein the intermediata is not isolated from the reaction mixiure.

25. The mathod according to claim 24, wherain the at laast one

compound of formula 1 is tigecycline or tigecyciine HCL
26, A method of preparing at least one compound of formula 1,

R \!!/
L OH
1 H
m;"\ }Hn% N
(CHaJn CH OH ©
. ' 1 '

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,
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wherein R, and Re are each indepsandently chosan from hydrogen, sivaight
and branched chain (C1-Celalkyl, and cycloalkyl, or R,y and R, together with N,
form & heterocycle; R is ~NRgR,, where Rs and B, are each indapandenﬂy dhnsan
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alkyl; and n ranges from -
1-4,

comprising:
{(a) reacting at least ons nitrating agent with at 1east ong compoundd of
formufa 2,
N/
R o
A NH,
OH H O

or a salt thereof, to produce a sturry; and .

{bY  furiher reacting tha siurry to formi the at least one compound of
formula 1. .
27. The method according fo clalm 26, whersin Ry is hydrogen, Rz Is t-
butyl, R Is —NR3R4 whera Ra Is methyl and Rj is methyl, and nis 1.

28. The methad according to claim 26, wherein the at least one
compound of formula 1 is tigecycline or tigecycline HCL. :

29. A method of preparing at least one compound of formula 3 or & sall
thersof,

wharein R is -NR3Rs4, where Ra and R, are each mdapendently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain {C1 Cajalky, |

compHsing: _

reacting ai least one nitrating agent with at least one compound cf formula
2 or @ safl thereof,
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wherein the reacting is performed at a temperaiure ranging from & to 15°C.
30. A method of preparing least one compound of formula 1,

N~
R . N
o - OH
Rz -
H.:-"—“"\ /LHH a NHe
! CHn GH O o o <

: 1

o a pimafmcemmmly acceptable salt thereo, _

wherein Ry and Ry ate each independently chosen from hydrogen, straight
-and branched chain (C4-Cg)alkyi, and cycloalkw, or Ry and Rp, tngethar with N,
form a heterocycle; R is ~NBsR4, whera R; and R, are each independently chosean
from hydrogen, and straight and branched chaln (C4-Ca)alkyl; and n ranges from
1-4, '

comprising:

(a) reacting at least one nitrating agent with at Ieast: ong compound of
formula 2 or a salt thereof o produce a reaction mixture comprising an
irternadigie; and -

(by  further reacting the intermediate to form the at least one compound
of formula 1

wherein the reacting In {a} Is performed at a temperature ranging from 5 to
15°C.
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31. The method accerding 1o c'lanm 30, wharem R is hydrogen, Rz is t-
butyl, Ra is methyl, Ry is methyl, and nis 1, .

32. A compound or a salt thareof prepared by the method according to
any one of ¢laims 1 1o 31.

33.  The compeound according to claim 32, whereln Fh is hydrogen, Ry is
t-butyl, Ra is mathyl, Ry Is methyl, and nis 1.

34." The compound according fo claim 33, wherein the at least one -
compound of formula 1 is tigecycline or tigecyeline HCL.

35. A composition comprising a compound or a salt thereof prepared by
the method according fo any ane of claims { ko 31.

36. The composition according to claim 35, whersin H1 is hydrugan Rz
is t-butyl, Rz is mathyl, Ry is methyl, andnis 1. _ :

87. The composition according 1o claim 36, wherein the af ieast one
c'umpound of formeda 1 i3 tigecycling or t.-gecwhne HCI, |

38.  The composition according fo claim 35, further comprising at Jeast
one pharmacautically acceptabla carrer.

39, A composltion comprising:

at feast one compound of formula 3,

R HE/
s OH
NH;
L o
WO ouag ©
3

ot a salt thereof,

whersin R is ~NRsR, where By and R, are each independently chosen
from hydrogen, and stralght and branched ¢chain {C1-Ca)alkyl,

wherein a C,-epimer of formula 3 is present in an amount less than 10%,
as determined by high petfermancs fiquid chromatography.

4D.  The composition according 10 Slaim 39, wherein Ry is hydrogen, Re
is +-butyl, R Is —~NRsRs where Rs Is methyl and Rs is methyl, and nis 1.

B6



N 3 {;ul }8
PCTAIS2006/020544

WO 2006/130561 .

113

161d




¥ = 50%
{51 W 8-9)
\-.N.f’
M 0%, 150
- Y T2
&7
o SOGL tofusne S
§-8 | 1.(GHCO/MaCH - aanc ar." \/ﬁ\m
. \ ; HH MH
ol B e R o
{58 1o 8-8) - HOUH.0
vml 26°C, 31
B
>r“H ‘m“ﬂ,zh
5-4
Fig 2

a iz

0%, 026h

-

o <

OPSIZH/NZSIVIDE

. LOS0E1/9007 OM

®

[; 1
'

b



O O O9H o 0o
MincytHre HCH

S-3
Y = 57% HOWH,D
G110 83} & 9o, 0250

S T e

=
Tz

Haﬂl uﬂci 1'51‘.

¥ 7%
$7
’ . S0C, o
8- | 1. (CH}:GCO/MaCH (3 ¥mes) HGI 0 gaﬂc 3k one B g
S-8 | 2 OHgCl/ MeoH >rm-: L vy o95% _>r""'\)‘rm
¥u 8% . ;
E-Sta 89} . 54 Y:aﬁ‘!'-t Howhe 85
T teuNHy - .8
atg e M ,J<
>r H:a)k ’(< 459, zn.->r e
S-4
Flg. 3

. TOS0ET/0DT DM

WEOTO/IMTHNLID

o2l e;
et Dhgpe’



12|

SRR }

TIGECICLINA ¥ METODOS PARA PREPARAR 9-NITROMINOCICLINA
La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de
EE.UU. N 80/685291, presentada el 27 de mayo de 2005, cuyo contenido esta
incorporado aqui a modo de referencia.

Se revelan métodos para preparar, al menos, un compuesto de formulat,
. ‘\Nf’

sy }J\ NH
N HN - 2
o
Ry \[GHzl“ o 0

OH ©¢ pgH O
o 1
o una de sus sales aceptables para uso farmacsutico,
| donde Ry y Rz se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrogeno, alguilo (C4-Cg) de cadena lineal y ramificada y cicloalquile, o Ry ¥ R,
junto con N, forman un heterociclo; R es —NRsRy, donde Fs ¥ Ry se seleccionan,
cada uno en forma independients, de hidrégeno, algquile (C1-C4) de cadena lineal o
ramificada; y n oscila entre 1-4.
En una realizacion, R es hidrogeno R es khutilo, R 88 —-NR3Ry donde R
es metilo y Ry es metilo y n es 1, por ejemplo, tigeciclina. Tigeciclina, {3-(t-butil-
. glicilamido}-mincciclina, TBA-MING), (45 4a5.5aR,12a5)-9-[2-(fer
butilaminciacetamido]4,7 -bis{dimetilamino)}-1 4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-
| 3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,11-dioxo-2-naftacencarboxamida, donde Ry es
hidrogeno, Rg s tbutilo, Rz es metilo, Ry es metilo, y nes 1. La Tigeciclina es un
antibiotico de glicilciclina y un andlogo de la fetraciclina semisintética minociciina.
La tigeciclina es un 8-t-butilglicilamide derivado de la minociclina, segin se

observa en la estructura a continuacion:

\H/ Ny
C. 214497 o H o OH
n.rG. ,H\JL NH;
t-Bu HN o
OH oH o °
Tigeciclina
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La tigeciciina se cred en respuesta a la amenaza mundial de |a creciente
rasistencia a los antibidticos. La tigeciclina tiene una actividad antibacteriana de
amplio sspectro tanto in vitro como in vivo. Los antibidticos con glicilciclina, como
los de tetraciclina, actian inhibiendo la conversion de las proteinas en las
bacterias.

La tigeciclina es un antibidtico conocido de la familia de la tetraciclina y un
anaioga quimico de la minaciclina. Se puede usar como tratamientoc contra las
bacterias resistentes a los farmacos y se demostrd gue funciona en aquellos
casos donde otrog antibidticos no funcionan. Por ejemplo, es activa contra el
Staphiloococcus aureus resistente a la meticiling, Strepfococcus pneumoniae
resistente a la penicilina, enterococos resistentes a [a vancomicina (0.J.
Beidenbach et. al, Diagnostic Microbiclogy y Infectious Disease 40:173-177
{2001); H.W. Boucher et. al., Antimicrobial Agents & Chemotherapy 44.2225-2229
(2000); P.A. Bradford Clin. Microbiol. Newslett, 26:183-168 (2004); D. Milatovic et.
al., Antimicrob. Agents Chemother, 47:400-404 (2003); R. Patel et. al., Diagnostic
Microbiology y Infectious Disease 38:177-179 (2000); P.J. Petersen et al,
Antimicrob. Agents Chemother. 46:2595-2601 (2002); y P.J. Petersen et. al,
Antimicrob. Agents Chemaother. 43:738-744(1999), y contra organismos gue
presentan dos formas principales de resistencia a la teiraciclina: eflujo vy
proteceion ribosdmica (C. Beiriu et. al., Antimicrob. Agents Chemother, 48:323-
325 {2004); T. Hirata et. zl. Antimicrob. Agents Chemother. 48:2179-2184 (2004);
y P.J. Petersen et. ai,, Antimicroh. Agents Chemother. 43:738-744(1998),

La tigeciclina se puede usar para ¢l tratamiento de muchas infecciones
bacterianas, tales como infecciones intra-abdominales (clAl), infecciones de la
gstructura cuténea y de piel complicada (cSSSI), neumeonia contraida en la
comunidad {CAP} v neumonia contraida en &l hospitai {HAP), provocadas, tal vez,

por patégenos gram-negativos y gram-positivos, anaerobios, y cepas susceptibles
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a la meticilina y resistentes a la meticiling del género Straphiloococcus adreus
(MSSA y MRSA).  Ademas, la tigeciclina se puede usar para tratar o controlar
infecciones bacterianas en animales de sangre caliente causadas por bacterias
gue presenten determinantes resistentes a Tetdd y Teik. También, la tigeciclina
se puede usar para tratar infecciones dseas y articulares, neutropenia relacionada
con catéteres e infecciones ginecolégicas, ¢ para tratar otros patdgenos
resistentes, tales como bacterias VRE, ESBL, entéricas, micobacterias de
crecimiento rapido y similares.

La tigeciclina tiene algunas desventgjas ya que puede disminuir por la
epimerizacién. La epimerizacidon es una conocida ruta de degradacion de |as
tetraciclinas en general, a pesar de que |la tasa de degradacién puede variar
segun la tetracicling. A comparacién, la tasa de la epimerizacion de la
tigeciclina puede ser rapida, incluso, por gjemplo, en condiciones acidicas keves
y/0 & temperaturas moderadamente altas. En la bibliografla de la tetraciclina, se
informan varios metodos usados por cientificos para tratar de minimizar a3
formacién de epimeros de tetraciclinas.  En algunos métodos, [a formacion de
sales metalicas de Galcio, magnesio, zing o aluminio con tetraciclinas limitan |a
formacion de epimercs cuando seé realiza en sotuciones no acuosas con niveles
de pH béasices. {Gordon, P.N, Stephens Jr, C.R., Noseworthy, M. M., Teare, F\W.,
. Patente de Reino Unido N? 831.107]. En ofros melodos, (Tobkes, Patente de
EE.UL. N* 4.038.315) la formacian de un complejo metalico se lleva a cabo en un
pH acidicos v se prepara, en consecuencia, una forma de solido estable dej
farmaco.

La tigecicling difiere estructuraimente de su epimerc en solo un sentido.
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En la tigeciclina, &l grupo Ndimetilo en &l carbono 4 es cis al hidrogeno
adyacents tal como se muegstra en la formula 1, mientras que el epimero (es decir,
el epimero  Cy-), formula 1, son mutuamente trans en la manera indicada. A
pesar de que se cree que el epimero de tigeciclina no es téxico, es posible que en
ciertas condiciones carezca de la eficacia antibacieriana de la tigeciclina ¥ gue,
por |o tanto, sea un producto de degradacion indeseable. Ademas, |a ¢antidad de
epimerizacion se puede incrementar cliando se sintetiza tigeciclina a gran escala.

Otres métodos para reducir la formacion de epimeros incluyen mantener
los niveles de pH por sobre 6,0 durante el proceso, evitar el contacto con
conjugados de acidos déhiles tales como formatos, acetatos, fosfatos o boronatos
y evitar el contacto con la humedad, por gjemplo, con soluciones acucsas.  Con
respecto @ la proteccion contra la humedad, Noseworthy vy Spiegel {Patente
estadounidense N° 3.026.248), y Nash y Haeger, (Patente estadounidense N°
3.218.529) sugirieron formular analogos de tetraciclinas en vehiculos no acuosos
para mejorar la estabilidad del farmaco. Sin embargo, (2 mayor parte de [(os
vehiculos incluidos en estas revelaciones son mas apropiados para uso topico
que parenteral. Se sabe, también, que la epimerizacion de la tetraciclina depende
de la temperatura, de modo que ia produccidn y el aimacemamiento de fas
tetraciclinas a bajas temperaturas también pueden reducir la velocidad de
formacion de epimeros {((Yuen, P.H., Sokoleski, T.D., J. Pharm. Sci. 66, 1648-
1650,1977, Pawelczyk, E., Matiak, B, Pol. J. Pharmacci. Pharm. 34; 408421,
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1982). Se han probado varios de estos métodos con la tigeciclina, pero,
aparentemente, ninguna ha podido reducir la formacion de epimeros y 1a
degradacion oxidativa, mientras que no se incorporen degradantes adicionales.
%e descubrio gue el complejamiento con metales, por ejemplo, no tiene un gran
efecto sobre la formacién de eplmeros o degradacion, generalmente con pH
basico.

Si bien el uso de buffers de fosfato, acetato vy cifrato msjora (a estabilidad
del estado de la solucién, parecerian acelerar la degradacion de la tigeciclina en
el estado liofilizado. No obstante, incluso sin la presencia de un buffer, la
gpimerizacién es un problema mayor con ia tigeciclina que con otras tetraciclinas,
tales como la minociclina.

Ademéas del epimero de C4, otras impurezas incluyen productos derivados
de oxidacion. Algunos de estos productos derivados surgen de la oxidacion del
anilo D de la molécula, que es un aminofenol. Los compuestos de férmula 3
{véase Esquema 1 a continuacién) se pueden oxidar faciimente en las posiciones
C-11 y C-12a.  El aislamiento de los compuestos de formula 3 por medio de
precipitacion con un no solvente presenta el problema de que los productos
derivados de la oxidacion y las sales metalicas se coprecipitan con el producto, lo
cual da lugar a grados muy bajos de pureza. La oxidacién y degradacion dal
nucleo de los compuestos de formula 3 pueden ser mas pronunciadas en
condiciones de reaccién basicas y mas también en operaciones a gran escala
debido a que los tiempos de proceso son, en general, mayores y los compuestos
gstan en contacto con la base durante un tiempo mayor.

Ademas, |os productos de degradacion se pueden obtener durante cada
uno de los diferentes pasos de un esquema y la tarea de separar el compuesto
deseado de los productos de degradacion puede resultar tediosa. Por ejemplo,

no se pueden usar técnicas de purificacidn convencionales, tales como,
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cromatografia sobre gel de silice ¢ HPLC preparativa para la purificacion sencilla
de estos compuestos debido a sus propiedades quelantes. A pesar de gue
algunas tetraciclinas fueron purificadas por medio de cromatografia de particion
usando columnas hechas de tierra de diatomeas impregnadas con fases
estacionarias amortiguadas (con buffer) que contenian agentss secuestrantes
como EDTA, dichas técnicas pueden acarrear una resolucién, reproduccion y
capacidad muy bajas. Dichas desventajas puede dificultar fa sintesis a gran
escala. También se ha usado la HPLC para purificacién, pero una adecuada
resclucion de los varics componenies sobre |as columnas de HPLC requiere de |a
presencia de agente apareador de iones en la fase movil. Separar el producto
final de los agentes secuestrantes y apareadores de iongs en la fase movil puede
resultar dificil.

Si bien en una pequefia escala, los compuestos impures obtenidos por
medio de precipitacion se pueden purificar por medio de HPLC de fase inversa
preparativa, dicha purificacion puede ser ineficiente y costosa cuando se trabaja
con kilogramos de material.

De esta manara, sigue existiendo una necesidad de obtener el al menos un
compuestc de férmula 1 en una forma mas purificada que 1a que se obtuvo
anteriormente, También, sigue existiendo una necesidad de contar con nusvas
sintesis para minimizar el uso de cromatografia a fines de purificacion.

En la presente, se revelan metados para producir tetraciclinas, tales como

tigeciclinas, segun se ilustra en forma general en el Esquema 1 & continuacion:

26
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Esquemall

R1 y R: se seleccionan, cada uno en forma independiente, de hidrégeno,
alquilo (C4-Cg) de cadena lineal y ramificada vy cicloalquilo, o Ry ¥ Ry, junto con N
forman un heterociclo; ¥ R es —NR3Ra, donde Rz y Ry se seleccionan, cada uno en
forma independiente, de hidrégeno vy alquilo {C4-Ca) de cadena lineal y ramificada;
¥ N varia entre 1-4.

El compuesto de férmula 2 es también conocido como una minociclina o un
derivado de ésta. La reaccion del compuesto de farmula 2 con al menos un
agente nitrante proporciona un sustituyente -NO; gque forma un compuesto de
formula 3, El sustituyente -NO: de la formula 3 se puede reducir a un amino, por
medie de hidrogenacién, por gemplo, para formar el compuesto de férmula 4.
Finalmente, la acilacién del compuesta de formula 4 genera el compuesto de
formula 1.

En la presente, se revelan métodos para realizar reacciones para preducir
el compuestc de formula 1, por ejemplo, nitracion, reduccidn y acilacidn.
También, se revelan matodaos para purificar ¢l compuesto de férmula 1.

Los metodos revelades pueden formar el producio deseado mientras que

reducen la cantidad de, al menos, una impureza presente en el producto final, tai
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como la formacién de epimeros, |2 presencia de reactivos de partida y productos
derivados de oxidacién. Tal reduccidn de impurezas se puede lograr durante al
menos Una fase de la sintesis, por gjemplo, durante cualquiera de las siguientes:
nitracion, reduccién y ailacidn. Los méiodos revelados aqui tambien facilitan

s(ntesis a gran escala con purezas adecuadas de los productos finales,

FIGURAS
La Figura 1 ilustra un esquema ejemplificativo para preparar tigeciclinas.
La Figura 2 muestra un esquema ejemplificativo para preparar tigeciciinas.

La Figura 3 muestra un esquema ejempiificativo para preparar tigeciclinas,

DEFINICIONES

Cabe notar que, como se usa agui en la presente memoria descriptiva v las
reivindicacionss anexas, las formas singulares "un®, "una®, "la" y "e!" incluyen los
referentes en plural a menos que se el contenido indique claramente lo contrario.
Asi, por ejemplo, la referencia a una composicién que contiene “un compuesto”
incluye Una mezcla de dos o mas compuestos. También, se deberia dastacar que
el terminn "o" se usa, generalmente, en el sentido que incluye "y/o", @ menos que
el contenido indigue claramente lo contrario.

La “tigeciclina” come se usa aqui incluye tigeciclina en forma de bass libre
y formas de sales, tales como cualguier sal aceptable para uso farmacéutico,
enantidmeros y epimercs. La tigeciclina, tal su uso en la presente, se puede
férmular de acuerdo con métodos conocidos en el arte.

El términoc “compuesto”, segun se usa en 1a presente, hace referencia a un
compuesto neutral fpor ejemplo. una base libre) ¥ sus sales {tales como sales
aceptables para uso farmaceutico). Bl compuesto puede existir en una forma

anhidnda p comop un hidrato o como un solvato. El compuesto puede estar

presente en forma de estereoisdmeros (por ejemplo, enantiomeros vy
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diasteredmeros) y se puede aislar en forma de enantidmeros, mezclas racémicas,
diasteredmeros y sus mezclas). El compuesio en forma sdlida puede existir en
varias formas cristalinas y amorfas.

"Aceptable para uso farmacéutico”, segln = usa aqui, hace referencia a
aquellos compuestos, materiales, composiciones yio formas de dosificacion que
estan dentro del alcance del criterio medico firme, adecuados para usar en
contacto con tejidos de pacientes sin toxicidad excesiva, imitacion, respuesta
alérgica u otra problema o complicacion acorde con una proporcion razonable de
riesgo/heneaficio.

“Cicloalgquilo”, segun se usa aqul, hace referencia a un sistema anular
carbociclicos saturado que tiene 3 a 8 miembros anulares.

"Heterociclo”, segqun se usa aqui, hace referencia a un grupo heterociclico
menociclico que contiene al menos un nitrégeno como miembro y que tiene 3 a 6
miembros anulares en ¢ada anillo, donde cada anillo es saturado y no sustituide

de otro modo.

NITRACION
Una realizacion revela un metodo para preparar al menos un compuesto de

formula 1,

o

Rew_
N
! {CHim

0 Una de sus sales aceptables para uso farmaceutico.
donde Ry v Ry se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrégeno, alquilo {C+-Cs) de cadena lineal y ramificada y cicloalquile, ¢ By ¥ Rg,

junto con N, forman un heterociclo; R es —NR3Rs, donde Ry v Ry se seleccionan,
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cada ung en forma independiente, de hidrogeno, alquilo {Cq-C4) lineal o
ramificadg; ¥ n oscila entre 14.
Ura realizacion revela una reaccién de nitracion donde el producio de la
nitracién no se aisla. De esta farma, en una realizacion, el método comprande:
hacer reaccionar al menos un agente nitrante con al menos un compuesto

de formula 2,

o una de sus sales, para producir una mezcla de reaccidn que comprenda
un intermediario y

hacer reaccionar, ademas, el intermediaric para formar &l al menos un
compuesto de formula 1,

En una realizacidn, el intermediaria no se alsla de la mezcla de reaccion.

El al menos un compuesto de fdrmula 2 se puede proporcionar en forma de
base libre o sal. En una realizacion, &l al menos un compuesto de formula 2 es
una sal. Segun se Usa en |z presente, las "sales” se pueden preparar in situ © en
forma separada haciendo reaccionar una base libre con un acido adecuado.
Algunos ejemplos de sales incluyen, sin limitarse a ellas, sales clorhidricas,
bromhidricas, yodhidrato , fosféricas, nitricas, sulfiricas, acéticas, benzoicas,
citricas, de cisteina, fuméricas, glicdlicas, maleicas, succinicas, tarlaricas, de
sulfatos ¥ clorobencensulfunato.  En otra realizacion, la sal se puede seleccionar
de sales alquilsulfonicas y arilsulfénicas. En una realizacion, el al menos un
compuesio de formula 2 se provee como un sat clorhidrica ¢ una sal sulfato.

Segln se usa aqui, el "agente nitrante” hace referencia a un reactivo que

seé puede adherir un sustituyente -NO: a un compuesto, ¢ transformar un
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sustituyente existente en un sustituyente -NQ- . Algunos reactivos ejemplificativos
incluyen acidos nitricos y sales de nitratos, tales como sales de metales alcalinos,
por ejempls, KNOs  Donde el agente nitrante s un &cido nitrico, el acido nitrico
puede tener una concentracion de, al menas, 80%. tal como un concentracion de
85%, 88%. 90%, 95%, 99%, o incluso 100%.

El agente nitrante puede reaccionar con el &l menos un compuesto de
férmula 2 en cualquier solvente considerado adecuado por un experto en ia
materia. En una realizacion, la reaction se realiza en presencia de un acido
sulfirico vio sales de sulfatos. En una realizacion, el acido sulflrico usado es
acido sulfdrico concentrado, por ejemple, una concentracion de al menos 50%,
60%, 70%, B0%, 85%, 20%, o al menos 95%.

En una realizacion, se proporciona el al menos un agente nitrante en un
exceso molar relacionade con el al menos un compuesto de formula 2. Un experto
en el arte puede determinar los excesos molares adecuados, estas pueden incluir,
sin limitarse a eilo, valores tales como al menos 1,05 g, un exceso molar en &l
rango de equivalentes de 1,05 v 1,75, tal como unh exceso molar gue oscile entre
105v15 01,05y 1,256 1,05y 1,1. En otra realizacion, el exceso molar es de
equivalentes a 1,05;1,1;1,2;1,3: 6 1.4

En una realizacidn, el menos un agente nitrante reacciona con el al menos
un compuesto de farmula 2 agregando el al menos un agente nitrantes durante un
periodo de tiempo. Un experio en el arte puede calcular un pericde de tiempeo
para incorporar |a totalidad del agente nitrante a fin de optimizar las condiciones
de reaccidn. Por gjemplo, el agregado de un reactive de nitracion se puede
controlar por medic de, por ejemplo, HPLC, para corroborar la cantidad del al
mengs un agente nitrante usade.  En una realizacién, la cantidad total del al
menos un agente nitrante se agrega durante un periodo de tiermnpo de al menos 1

hara, tal como un periode de fiempo de al menos 2 horas, al menos 3 horas, al



12

menos 5 horas, al menos 10horas, al menos 24 hoeras, © un periodo de tiempo
que varie entre 1 hora ¥ 1 semana, que varie entre 1 hora y 24 horas, o 1 hora y
12 horas.

El al menos un agente nitrante se puede agregar en forma continua.

En una realizacion, el agente nitrante puede reaccionar con el al menos un
compueasto de férmula 2 en un rango de temperatura de 0 a 25%C, de modo que la
temperatura varieentre 5y 15°C, 5y 10°C, o 10y 15°C.

Un “intermediario” segun se usa agui, hace referencia a un compuesto
fermade coma un producto intermediario entre &l material de partida v el producto
final. En una realizacion, el intermediaric es un producte de la nitracion del al
mehos un compuesto de férmula 2. Por ejempio, el intermediario puede ser, al

meas, un compuesto de fbrmula 3 © una de sus sales.
‘xu/

R

El intermediario puede existir como base libre ¢ como sal, como cualquier
sal revelada en la presente. En una realizacién, el intermediario es una sal
sulfato,

En una realizacion, el imtermediario no se aisla de 'a mezcla de reaccion.
La "mezcla de reaccién”, segun se usa aqui, hace referencia a una solucion o
sugpension que comprende al menos un producto de una reaccién guimica entre
reactivos y, también, productos derivados, por ejemplo, impurezas (que incluyen
compuestos con esterecquimicas indeseadas), solventes y cualquier resios de
reactivos, tales como material de partida. En una realizacion, el imtermediaric es
el producte de |a nifracion y esta presente en la mezcla de reaccion, que también

pueds contener reactivos de partida (tales como el agente nitrante y/o al menos
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un compuesto de formula 2), productos derivados (tales come el epimero de Cs)
de formula 2 ¢ 3. En una realizacion, la mezcla de reaccién es una suspension,
donde una suspension puede ser una composicion que comprenda & menos un
solido y al menos un liquide (tal como agua, acido o un soivente}, por ejemplo,
una suspension o una dispersion de sdlidos.

En una realizacién, la reaccidn de nitracion produce el intermediario
mientras se genera una cantidad pequefia del epimero de G carrespondiente.
Por ejemplo, donde el intermediaric s al menos un compuesto de férmula 3, la
nitracidén provoca la formacién de un epimero de Ca de formula 3 en una cantidad
menor 2 10%, segin determinado por la cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). En ofra realizacion, el epimero de G4 esta presente en una cantidad
menar a 5%, menor a 3%, menoar a 2%, menor 2 1% 0 menor 2 0,5%.

Los parametros de HPLC para cada paso, por sjemple, nitracidn, reduccion
y acilacién se proporcionan en la seccidn de Ejemplos.

En una realizacién, la nitracién se realiza de tal manera que la cantidad de
material de partida, por ejemplo, el al menos un compueste de férmula 2, es bajo.
En una realizacion, & menos un compuesto de férmula 2 esta presente en el
praducts de nitracion en una cantidad mencr a 10%, segqlin determinade por
HPLC, o menor a 5%, menor a 3%, menor a 2%, menor a 1% o menar a 0,5%.

En una realizacion, la niiracién se puede realizar a gran escala. En una
realizacion, “gran escala” se refiere al uso de al menos un gramoe de compuesto
de acuerdo con la férmula 2, tal como el uso de al menos 2 gramos, de al menos
§ gramos, de al menos 10 gramos, de al menos 25 gramos, de al menos 50
gramos, de al menos 100 gramos, de al menos 500 gramos, de al menos 1
kilogramo, de al menos 5 kilogrames, de al menos 10 kilogramos, d2 al menos 25

kilogramos, de al menos 50 kilogramos o de al menos 100 kilogramos.
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En una realizacién, la reduccion forma el al mencs un compuesto de

formula 4,

¢ una de sus sales,

En una realizacién, la proxima reaccién en b} comprende reducir el
intermeadiario. En otra realizacion, el métode comprende ademas acilar el
intermediario reducido,

Otra realizacion revelada es un métodc para preparar al menos un

compuesto de formula 1,

o una de sus sales aceptables para uso farmacéutico.

donde Ry es hidrégeno, R es tbutilo, R es —NR;R; donde R es metilo vy
Rsesmetiloynes 1.,

que comprende:

hacer reaccionar at menos un agente nitrante con al menos un compuesto

de fdrmula 2,




fy -

I35

15

o una de sus sales, para producit una mezcla de reaccion que comprenda
un intermediario y

hacer reaccionar, ademas, el intermediaric para formar el al menos un
compuesto de formua 1,

En una rsalizacién, el intermediaria no se aisla de la mezcla de reaccién,

En una realizacion, el al menos un compuesto de férmula 1 es tigeciclina,

QOtra realizacion revelada es un método para preparar al menos un

cormpuesto de férmula 1,

o una de sus sales aceptables para usc farmacéutico,

donde Ry vy Rz se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrégeno, alguilo (C1-Cg) de cadena lineal y ramificada vy cicloalquilo, 0 Ry ¥y R,
junfo con N, forman un heterocicio; R es —NR3Rs, donde R v Ry s€ seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrégeno, algquilo {C+-Cs) lineal o
ramificado; y n oscila entre 1-4,

que comprende;

hacer reaccionar al menes un agents nitrante con al menos un compuesio

de farmula 2,

© una de sus sales para formar una suspension y
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hacer reaccionar, ademdés, la suspension para formar un compugsto de
férmula 1.

donde R es hidrogeno, R es thutilc, R es —NR3R4 donde Rs es metilo
R4 es metilo y n as 1. En ofra realizacion, el al menos un compuesfo de idmmufa 1
es tigeciclina.

Ofra realizacidn revelada en fa presente es un metodo para preparar al

menos un compuesto de farmula 3 o una de sus sales,
S~

donde R es —NR:R,, donde R; v Ry se seleccionan, cada ung en forma
indepandiente de hidrogeno vy alguila (C4-Cs) de cadena lingal ¥ ramificada,

que comprende:

hacer reaccionar al menos un agente nitrante con al menos un compuesto

de formuia 2 o una de sus sales,

\E/

OH 0 gy o ©

2
donde |a reaccion se lleva a cabo en un rango de temperatura de 5 a 15°C.
Otra realizacion revelada @s un método para preparar al menos un

compuesto de formufa 1,

0
Hz-\“
N HN
— .
R‘ {!::H!:II'I H O oH 0O o
1

o una de sus sales aceptables para uso farmacéutico.
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donde Ry y R se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrégeno, alguilo {C-Cs) de cadena lineal v ramificada y ciclealguile, o By ¥ R,
junto con N, forman un heterociclo; R as —NR3R,, donde R; y Ra se seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrogeno, alquilo {C+-Cy4) lineal o
ramificado; y n oscila enire 1-4,

qLe comprende:

hacer reaccionar al menos un agente nitrante con al menos un compuesto
de formula 2 0 una de sus sales para preparar una mezcla de reaccién que
comprenda un intermediario y

N/

hacer reaccionar, ademas, el intermediaric para formar el al menos un
compuesto de férmula

donde la reaccion en a) se lleva a cabo sn un rango de temperatura de 5 a
15°C.

En una realizacidn, R e&s hidrégeno, R es thulile, Rz e5 metilo, R es

metilo y nes 1.

REDUCCION

Una realizacion revela un métndo para preparar al menos un compuesto de

formula 4,

0 una de sus sales,
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donde R = —NR:R4, donde Ry y Ry se seleccicnan, cada uno en forma
independiente, y alquilo {C-Ca} de cadena lineal y ramificada,

que comprande:

combinar, al menos, un agente reductor con una mezcla de reaction, como
por ejemplo una mezela de reaccidn, que comprenda un intermediario preparado
a partir de una reaccidn entre, al menos, un agente nitrante y, al menos, un

compuesto de formula 2,

N/

R

O una de sus sales,

En una realizacién, el método describe un proceso de “un solo recipiente”
donde [0% pasos de nitracién y reduccion se llevan a cabe sin aislar (os productos
de la nitracidn de la mezcla de nitracion.

En una reglizacién, R es hidrogeno, R es thutilo, Ry es metilo, R es
metilo y nes 1.

‘Agente reductor” significa, en la presente, Un agente quimico que agrega
hidrdgenn a un compuesto, En una realizacidon, un agente reductor es hidrogeno.
La reduccion se pueds realizar bajo una atmodsfera de hidrégeno a una presidn
adecuada segun lo determine un experto en el arte. En una realizacion, el
hidrogeno se proporciona en un rango de presion de 6,9 a 517 kPa (1 a 75 psiy,
tal como un rango de presion de 6,9 a 344 kPa (1 a 50 psi} o un rango de presian
de §,9 a 276 kPa {1 a 40 psi).

En otra realizacion, el agente reductor se proporciona en presencia de, al
menos, un catalizador. Algunos catalizadores de ejemplo incluyen, sin limitarse a

ello, oxidos de metales de tierra rara, catalizadores que contienen metales del
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Grupa VIl v sales del catalizador que contiene metales del Grupo VIIl.  Un
ejemplo de un catalizador que contiene un metal del grupe VIl es paladio, por
ejemplo, paladio sobre carbono.

Cuando el catalizador es paladio sobre carbono, en una realizacién, el
catalizador estad presente en una cantidad que oscila entre 0,1 paries a 1 patte,
con respeclo a la cantidad de la frmula 2 presente antes de 1a reaccitn con el 3l
menos un agente nitrante.

En una realizacion, &l intermediaric es, al menos, un compuesto de férmula
3. En una realizacién, en &l compuesto de formula 3, Ry es hidrogeno, Rz es ¢
butilo, R; es metilo, Ryes metio ynes 1.

Un experto en el arte puede determinar un solvente adecuade para la
reaccion de reduccién.  En una realizacidn, antes de realizar la combinacion, es
decir, antes de la reduccién, la mezcla de reaccion se combina con un solvente
gue comprende al menos un alcohol {C4-Cg).  EY al menos un aleohol (C1-Cg) se
puede seleccionar, por gjemplo, de metanol y etanol,

Un experto en el arte puede determinar una temperatura adecuada para (a
reaccian de reduccién. Em una realizacidn, la combinacion, por ejemplo, la
reduccion, se realiza a un range de temperatura entre 0°C y S0°C, por gjemplo
entre 20°C y 40°C, o entre 26°C y 28°C.

En una realizacion, después de realizar 1a combinacién, es decir, despues
de la reduccidn, la mezcla de reaccidn resultante se agrega a (¢ se combina con)
un sigiema de sclvente que comprende un alcohol {C1-Cg) de cadena ramificada y
un hidrocarburo {C+-Ca). En una realizacién, el alcohol de cadena ramificada (G-
Cs) @s fsapropandl, En una realizacion, el hidrocarbure {C1-Cs) se selecciona de

nexaneo, heptano y actano.
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En una realizacién, después de la combinacidn, es decir, después de la
reduccion, la mezcla de reaccion resullante se agrega al sistema de solvente en
un rango de temperatura de 0°C a 50°C, por ejemplo, de 0°C a 10°C.,

En una realizacion, & método comprende ademas aislar €l al menos un
compuestc de formula 4 en forma de un sélido o de una composician sdlida. En
una realizacién, el al menos un compuesto de férmula 4 se precipita o se aisla
coma un sal, como por ejemplo, cualquier sal descrita en la presente.

En una realizacién, la composicion sdlida comprende un epimero de C4- de
formula 4 en una cantidad menor a 10% segln determinado por cromatografia
liguida de alta resolucién. En ofra realizacién, el epimero de C4- esta presenta
an una cantidad menor a 5%, menor a 3%, mehor 3 2%, menor 8 1% o menocr a
0,5%.

En una realizacion, la composicién sdlida comprende el al menos un
compuesto de formula 2 en una canfidag mengr 2 2%, como por gjemple una
caniidad menor a 1%, o menor a 0,5%, segun determinado por |2 cromatografia
liguida de alta resolucion .

En una realizacion, la reduccion se puede realizar » gran escala. En una
realizacion, "gran escala” se refiere al use de al mencs n gramo de compuesto
de acuerdo con la formula 2, tal como el uso de al menos 2 gramos, de al menos
5 gramas, de al menes 10 gramos, de al menos 25 gramos, de al menos 50
gramog, de al menos 100 gramos, de al menos 500 gramos, de al menos 1
kilogramo, de al menos 5§ kilogramos, de al menos 10 kilegramos, de al menos 25
kilogramos, de al menps 50 kilogramos o de al menos 100 kilogramos,

Otra realizacion revelada es un método para preparar al menos un

compuesto de fdrmula 1,
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¢ una de sus sales acepiables para uso farmacéutico.

donde R y R se seleccionan, cada uno en forma infependiente, de
hidrogeno, alquile {C-Cg) de caderna lineal y ramificada y cicloalquilo, 0 By v Ra,
junio con N, forman un heterociclo; R es —-NR3Ry, donde Ry ¥ Ry se seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrdgeno, alquilo {Cy-Cs) lineal o
ramificado: v n oscila entre 1-4,

que comprende:;

combinar, al menos, un agente reductar con una mezcla de reaccidn, como
por ejemplo una mezcla de reaccidn, que comprenda un intermediario preparaco
a partir de una reaccion entre, al menos, un agente nitrante y, al menos, un

compuasto de formula 2,

\/

0 una de sus sales para formar un segundo intermediario y

hacer reaccionar, también, el segundo intermediario en la mezcla de
reaccion para preparar el al menos un compuesto de férmula 1.

En una reslizacion, R es hidrageno, R es tbutilo, Rz s metilo, R es
metiloynes 1.

En una realizacion, e! iniermediario g al menos un compuesto de formula
3 o una de sus sales, v el segundo intermediario g5 al menos un compuesto de

farmula 4,
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o una de sus sales,

En una realizacion, la proxima reaccidn en b) comprende acilar el segundo
interrmediario. En una realizacion, antes de la acilacién, el segundo intermediario
se puede precipitar o aislar en forma de sal.

Otra realizacion revelada en la presente es un método para preparar al

menos un compugsto de formula 4 o una de sus sales,
\H/’

R

donde R = -NR3;Rs, donde R; y R4 se selegcionan, cada uno en forma
independiente, de hidrogeno, alquile {C4-C,) de cadena lineal y ramificada,
gque comprende:

reducir un intermediario de farmula 3 o una de sus sales,

“‘\Ef'

En una realizacion, el internediaric de formula 3 esta presente en Una

mezcla de reaccion en suspension.

En una realizacion, el paso de reguccién comprende cambinar & menas un

agente reductor con la mezcla de reaccion.
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Ofra realizacion revelada es un meétodo para preparar al menos un

compuesto de formula 1,

0 una de sus sales aceptables para usa farmacéutico.

donde Ry y Rz se seleccionan, cada unc en farma independiente, de
hidrégeno, alguila (C-Cs) de cadena lineal y ramificada y cicloalguilo, o Ry v R,
junta cont N, forman un heterociclo; R es —NR3;Rs, donde Ry ¥ Ry se seleccionan,
cada unc en forma independients, de hidrégeno, alquilc (C+-Cs) lineal o
ramificade; v n oscila entre 1-4,

que comprende:

hacer reaccionar € menos un agente nifrante con al menos un compuesto

de farmula 2 o una de sus sales para preparar una mezcla de reaccion,

%

sin aislar los solidos de la mezcla de reaccion a sin precipitarlos, combinar
al menos un agente reductor ¢con la mezcla de reaccidn para preparar un
intermediario v

preparar & al menos un compusesto de formula 1 a partir del intermediario.

Otra realizacion revelada es un métedo para preparar al mencos un
caompuesto de formula 1,
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0 Una ae sus Sales aceptables parag uso farmacéutico.

donde Ry ¥y R; se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrogeno, alquilc (C1-Cg} de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo, 0 Ry y Rz,
junto con N, forman un heterociclo; R g8 =NFRsRy, donde Ry v Ry s¢ seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrbgeno, alguile (C+-Ca) lineal o
ramificado; y n oscila entre 1-4,

que comprende:

combinar al menos un catalizador que contenga un metal del grupo VIl en
presencia de hidrogeno con una mezcla de reaccién, como por ejemplo, una
mezcla de reaccidn en sugpensidn, preparada a partir de una reaccion de al
menos un agente nitrante con al menos un compuesto de formula 2 o una de sus

galas,

En una realizacion, el al menos un catalizadar que contenga un metal del
grupe VIl esta presente en una cantidad gque oscila entre 0,1 partes a 1 parte, con
respecto a la cantidad de al menes un compuesio de férmula 2, presente antes de

ta reaccidn con el al menas un agente nitrante,
Otra realizacion revelada en la presente es una composicidn que

comprands:

al menaos un compuesto de férmula 4,
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o una de sus sales,

donde R es —NRaR,, donde R v Ry se seleccionan, cada uno en forma
independiente de hidrégeno y alguilo (C-Cy) de cadena lineal y ramificada,

donde un epimero de C4 de formula 4 estd presenie en una cantidad
menor a 10%, sequn determinada por cromatografia liquida de alta resclucion .

En una realizacion, Ry es hidrégeno, Ry es thutile, Rs es metiio, R es

metiloynes 1.

ACILACION
Una realizacion de la presente invencion proporciona un métodoe para

preparar al menos un compuesto da formula 1,

R \Ex
o oH
Ra W H;
R’y
(CHzin OH 0 gy g 9
1

o una de sus sales aceptables para uso farmaceutico.

donde R; y Rz se selsccionan, cada uno en forma independisnte, de
hidrdgeno, alquilo {C1-Cs) de cadena lineal y ramificada, fal como cicloalquilo (Ca-
Ce), , 0 R ¥ R, junto con N, forman un heterociclo, tal como un anillo de 5
miembros; R es —NRsRy, donde Ry y Rs se seleccionan, cada uno en forma
independiente, de hidrégeno, alguilo {C,-Cy) lineal o ramificade; ¥ n oscila entre 1-
4,

que comprende reaccionar al menos un compueasto de formula 4:,
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o ung de sus sales,

¢on al menos un compuesto de aminoacile en un medio de reaccidn. En
ofra reslizacion, el medio de reaccion se puede selgccionar de un medic acuoso v
al menos un solvente basico sin una base reactiva.

En uha realizacién, el método para preparar un compuesio de férmula 1 es

un metodo para preparar tigeciclina:
N S .,
N H N

Tlgeciclina

0 Una de sus sales aceptables para uso farmaceutico,

En una realizacion, la variable n es Ry as hidrogeno, R; s thutile, Ry ¥y Ry
son, cada ung, métilo. En una realizacidn, la variable n esl1, R: y Rz, en
conjunts con N, forman un grupo pirrclidinilo v Ra y Rs son, cada uno, metilo. La
sal del al menos un compuesie de Formula 4 puede ser una sal halogenada, tal
como, una sal clorhidrica.

El medio de reaccion puede ser un solvents selectionado de un solvente
aprotico polar 0 una mezcla de salventes. En una realizacion, el solvente aprético
pclar se sslectiona de acetonitrilo, 1,2-dimetoxietano, dimetilacetamida,
dimetilfformamida, hexametilfosforamida, N, N'-dimetiletiienurea, [ AV
dimetilpropilenuraa, cloruro de metileno, N-metfilpirolidinona, tetrahidrofurano v
sus mezclas, En plra realizacion, el sclvente aprotico polar se selecciona de

acetonitrilo,  dimetiforrmamida,  N,N'-dimetiletilenurea,  N-matilpirralidinena,
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tetrahidrofuranc v sus mezcias. El al menos un solvente basico puede ser una
mezcla de acetonitrilo y N,N'-dimetilpropilenurea. En otra realizacién, €l al menos
un solvente basico puede ser una mezcla de agua y NN -dimetilpropilenurea. Y
en otra realizacion, el al menos un solvente basico es N N'-dimetilpropilenurea,

El medic de reaccién puede ser un medio acuosc. En otra realizacion, el al
menos un solventa bésico en ausencia de una base @s agua. En ofra realizacion,
el medio de reaccion puede ser al menos un solvente basico sin una base
reactiva. Un solvente basico es un solvente que puede aceptar, parcial o
totalmente, un protdn. Un base reactiva hace referencia a una base que se
agrega al comienzo de 1a reaccion, en forma simultanea o consecutiva, con €l al
menos un compuesto de Férmula 4 y el al menos un compuesio de aminoacilo y
que puede aceptar, parcial o totalmente, un proton. Una base reactiva también
hace referencia a una base que se agrega durante la reaccién.

El al menos un compueste de aminoacilo se puede seleccionar de haluros
de aminoacilo, anhidridos de aminoacilo v anhidrida de aminoacilo mezclados.
En una tealizacién, el compuesto de aminoacilo es al menos un haluro de

aminoacilo de Formula 8.

Rz o
5
_N—{CHa)n Q
Ry
i}

U Una de sus sales,

donde Ry y R; se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrdgeno, alquito (C1-Cg) de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo, o Rt ¥ Ry,
junto con N, forman un heterociclo; n oscila entre 1-4; y donde Q es un haldgeno

seleccionado de fluoruro, bromuro, clorurg ¥ yodurg.
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En otra realizacién, Q es clorurp. La sal del compuesto de Formula 6 se
puede seleccionar de una sal halogenada. Las sales halogenadas son cualquier
sal formada a partir de (3 inferaccidn con un aniént haligeno, tal camo ung sal
clorhidrica, una sal bromhidrica y un sal yodhidrica. En una realizacién, la sal
halogenada es una sal clorhidrica.

El al menos un haluro de aminoacilo de Férmula 6 se puede obtener por un
métoda que comprende:

A} hacer reaccionar al menos un compuesto de férmula 7:

)
TN, A
7

O una de sus sales,

con al menos una amina, RyRzNH, para preparar al menos un acido
carboxilica,

donde R y R: se seleccionan, cada uno en forma independiente, ds
hidrégeno, alquilo {C-Cs) de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo, o By ¥ Ry,
junte con N, forman un heterociclo; X es un halégeno seieccionado de bromuro,
cloruro, fluerure ¥ yoduro, A es -ORj, donde R; se selecciona de alguiio {(C+-Cg) de
cadena lineal o ramificade y alquilariio, tal como arlalquile (C+-Cs), por ejemplo
donde arilo es fenilo; n oscila entre 1-4; y

B) hacer reaccionar el al menos un acido carboxilico con al menos un
agente de cloracin vy proporcionar al meros un compuesto aminoacilc de
Formula 6 o una de sus sales.

En una realizacién, Ry ¥ Rz pueden ser, cada ung, tbutilo. En otra
realizacion, Ry y Rz, junto con N, pueden formar un heterociclo, tal como
pirrcliding, y Rs puede ser arilalquilo, tal como bencilo. En otra realizacién, n es

uno. En atra realizacisn, X es bromurg.
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En ofra realizacion, el al menos un éster de formula 7 es una sal
clorhidrica. Un exceso de amina RiR:NH comparado can el éster de Foérmula 7
puede estar prezente en la reaccién para preparar al menos un acido carboxilico.
En una realizacién, el al menos un agente de cloracion puede ser cloruro de
tignilo. En otra realizacion, la reaccidn del al menos un acide carboxilict con al
menos un agente de cloracion incluye el agregado de una cantidad catalitica de
dimetitformarmida. Un exceso de agente de cloracidon del al menos un Acido
carboxilico puede estar presente en la reaccién para proporcionar &l menos un
compuesio de aminoacilo de Formula 6. Cuande R es arilalquilo, el arilalquilo del
al menos un compuestc de Farmula 7 se pusde segmentar por medio de
hidrogenacion después de la reaccidon con la al menos una aminha para
proparcianar el al menos un acido carboxilice.

La reaccion del al menos un acido carboxilico con un agente de cloracion
se puede realizar a una termperatura en el rango de 55°C y 85°C, como por
gjemplo, 80°C y B5°C y, también, 55°C. En una reglizacion, una cantidad adicional
de agente de cloracion se puede agregar a la reaccion para completarla, como
por ejemplo, para lograr € nivel de acido carboxilico menor a 4%. Después de la
reaccion del al menos un acido carboxilico con ei al menes un agente de
cloracidn, se puede filirar la suspensitn resultante para eliminar sales, tales comoe
sales clorhidricas de tbutilamina. El haluro de aminoacilo & Férmula 6 se
puede aislar como uha sa) de HCI o tratar con un acido inorganico, tal como Acido
clorhidrico, para preparar una sal de halure de aminoacilo.

En ofra realizacion, el al menos un haluro de aminoaciio de Férmula 6 s¢
puede obtenar por un metodo que comprende:

reaccionar al menos un acido carpoxilico de férmula 8:
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0 Una de sus sales,

dande B se selecciona de alquilo (C4-Cs) lineal o ramificado, y n oscila
entre 1y 4,y

con al menos un agente de cloracion para proporcionar un haluro de
aminoacilo de Férmula € o una de sus sales.

En ofra realizacidn, el al menos un acido carboxilico de Férmula 8 €5 una
sal halogenada, tal como, una sal clorhidrica. El tiempo para hacer reaccionar el
al menos un compuesto de Formula 8 con al menos un agente de cloracion puede
variar entre 1 a 50 horas, como por ejempla entre 2 y 45 horas y también entre 1y
3 horas, El al menos un acido carboxilico de Férmula 8 puede tener un tamafio
de particula menor a 150 micrones, come por ejemple menor a 110 micrones v,
también, variar entre 80 y 100 micrones, Un compueste de Formuia B que liene
determinado tamafio de particulas se puede obtener moliendo sl compuesto.

Hacer reaccionar al menos un compugsto de Formula 4 con &l al menos un
compussto de amincacilo se puede llevar a cabo en un rango de temperatura de
0°C a 30°C, como por ejemplo de 20°C a 25°C, de 10°C a 17°C, de (FC a6°Cy,
tambien, de 2°C a 8°C. El tiempo de reaccion puede estar en el range de 1 hora a
24 horas, come por ejermplo, de 0,5 toras a 4 horas v, también, de 2 horas a 8
horas. En la reaccidn, se puede usar un exces¢ de compuesto de aminoacilo
respecio de |la cantidad de un compuesto de Formula 4 En una realizacién, el
exceso puede ser de 3 equivalentes del compuesto de aminoacilc por cada 1
equivalente del al menos un compuesto de Formula 4. En otra realizacion, |a
proporcion del medio acupso v el al menos un compueste de Formula 4 puede ser

de6alppobalenvolumen Enuna realizacién, el compuesto de aminoacilo



iy T

K i
L

st

31

se iﬁcmrpnra &n o se combina con la solucion del al mencs un compuesio de
Formula 4 en un medio acucso.

En una realizacién, donde el medic de reaccidn es un medioc acuoso, el pH
del medio acuose se puede ajustar al pH en el rango de 4 ¥ 9, como por ejemplo §
¥y 7,583y 6,7, 7,0y 7,5 ytambien hasta 7,2. Se puede incorporar agua antes
de ajustar el pH. Ajustar el pH puede implicar el agregado de una base, gue
mcluya, sin limitarse & eflos, hidrdxido de amonio. La cancentracién de hidréxido
de amonio puade variar entre 25% y 30%. En otra realizacion, un acido, tal como
un acido clorhidrico, se puede usar para ajustar el pH. El medio de reaccidn
durante el ajuste del pH puede estar en un rango de temperatura de -5°C y 25°C,
como por ejemplo 5°C y 8°C y, también, 0°Cy 5°C

Despues del ajuste del pH, al menos un solvente organico © mezcla de
solventes se puede agregar al medic acuoso. En una realizacion, |a al menos una
mezcla organica de solventes puede comprenden metanol y cloruro de metileno.
La concentracidn de metanol pueds estar en el rango de 5% y 30%, o cual
incluye, sin limitarse a ello, el rango de 20% y 30%. En otra realizacion, el al
menos un solventa organico o mezcla de solventes comprande tetrahidrofurano.
La temperatura de la mezcia puede variar entre 15°C y 25°C,

En una realizacién, el medio acucso se puede extraer con una mezcla de al
meanos un solvente polar prético y al menos un solvente aprético polar. En una
realizacion, €l al menecs un solvente aprético polar comprende cloruro de metileno
y el al menos un solvente polar protico comprende metancl. En otra realizacion,
el medic acuoso se exirae con al menos un solvente aprético polar, tal como
cloruro de metileno. La extraccion se puede llevar a cabo en un rango de
temperatura de -5°C y 25°C, tambien entre 0°C y 5°C, En ofra realizacion, el pH

del medio acuoso se ajusta al rango de 7,0 v 7.5, como por gjemplo 7,2, despues
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de la extraccion. El proceso de extraccion se puede repetir, por ejemplo, hasta
un maxime de 10 veces.

En una reaizacion, los extractos arganicns combinados se pueden tratar
con un agente secante, tal como, sulfato de sodic. Los extractos organicos
lambian se pueden fratar con carbin vegetal, tal como Norti CA-1. Los sélidos se
eliminan por filtracién y asi se obtiene una solucidon. En una realizacion, |a
solucion se puede concentrar a fin de proporcionar el compuesto de Férmula 1.

El compuesto de Férmula 1 obtenido por reaccion se puede cristalizar en al
menos un solvente organico o mezcla de sclventes, En una realizacion, la al
menos una mezcla organica de solventes comprende meétanol y cloruro de
mgtileno,  La crislalizacion puede ocurrir, por egjemplo, en un rango de
temperatura de -15°C y 155°C, como por gjemplo 0°C y 15°C y, tambien, 2°C y
8°C

En otra realizacién, después de la extraccidn, la mezela orgénica
resultantes de al menos un scolvente polar prético y al menes un solvente aprético
polar s8 puede concentrar a fin de proporcionar una suspensién y se puede filtrar
para proporcionar af menags unt compuesto de Formula 1. La congenlracion v
filtracidn puede, por ejemplo, acurrir a 0°C y 5°C.

Un metodo para preparar un compuesto de Férmula 1 se puede realizar
usando mds de 5 gramoes de aming de Formula 4, come por gjemplo mas de 10
gramos, mas de 50 gramos, més de 100 gramaos, mas de 500 gramos, mas de 1
Kilogramo y, también, mas 10 kilogramos.

Una realizacion revela un compuesto preparado por medio de cualquiera
de los métodos descritos aqui, incluso -sin limitarse a elle- un compuesto de
Férmula 1, un compuesto de Férmula 4, un compuesto de Formula 6, un
compuesto de Férmula 7, un compuesto de Formula 8§ y sus sales. Otra

realizacién incluye una composicién gue comprande un compuesto preparado por
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medic de cualquiera de los métodos descritos en la pregsente. La composicién
puede comprender, ademas, un vehiculo aceptable para uso farmaceutico.

En una realizacién, la composicidn puede comprender el al menas un

compuesto de formula 1:

N
R N
o OH
Rew WH:
RN HN o
1 {CHZ}H OH 0 OH O o
Férmula 1

o una de sus sales aceptables para uso farmaceutico.
donde n es 1, R1 y R2, junto con N, forman un grupo tbutile, ¥y R3 y R4
s0n, cada uno, metilo. En una realizacion, la composicion puede comprender al

mengs un compuesto de formula 1;

R \‘E‘.!{
. o GH
e,
R _._,..-"N\ }\HN EH NH;
1 {CHgin OH 0 gy o o
Formula 1

0 una de suUs sales aceptables para uso farmacéutico,

donde Ry y Rz se seleccicnan, cada uno en forma independiente, de
hidrogeno, alquilo (C1-Cg) de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo, o Ry y Ry,
junto con N, forman un heterociclo; R €5 —NR3R4, donde Ry v Ry s& seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrogeno, alquilo {C:-C4) lingal o
ramificado; y n oscila entre 14, v

es menar del 0,5% del epimero de C4 del &l menos un compuesto de
Férmula 1 o una sal aceptable para uso farmacéutico.

En otra realizacién, la composicion puede comprender Tigeciclina:
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Tigeciclina

¢ Uha de sus sales aceptables para usoc farmacéutico, v

menar a 0,5% del epimero de C4 de Tigeciclina 0 una de sus sales
aceptables para uso farmacéutico.

En una realizacion, el compuasto de Formula 1 preparado por cualquiera
de los metodos descritos en la presente contiene menos de 10% de impurezas,
segln lo determinado por la cromatografia liguida de alta resolucidn , como por
ejlemplo menos de 5% de impurezas, mencs de 2% de impurezas vy, también,
menos de 1-1,4% de impurezas. En ofra realizacion, el compuesto de Férmula 1
contiene un epimero de C4 en una cantidad menor a 1%, segdn o determinado
por la cromategrafia liquida de alta resolucion, como por ejemplo menor a 0,5%
del epimerp de C; y, también, menor a 0,2% del epimero de Cs. En una
realizacion, €l compuesto de farmula 1 contieng mencs del 1% de minociclina
segln lo determinado por la cromatografia liquida de alto rendimiento, como por
eemplo 0,6% de minociclina. En ofra realizacidn, el compuestc de Férmula 1
cantiene menos de 5% de diclorometano, como por ejemplo menos del 2-3% de
diciorometano.

Una realizacion de la presente invencién proporciona un metodo para

preparar al menos un compuesto de formula 1:

\h__l/’

v

Rza“
e HN

Ry {CH,in

OH O oH o

Férmula 1

o una de sus sales acepiables para uso farmacéutico,
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donde Ry y Rz se seleccionan, cada unc en forma independiente, de
hidrégeno, alquilo {C4-Cs) de cadena lineal y ramificada vy cicloalquilo, o Ry y Ry,
junto con N, forman un heterociclo; R s —NR3R4, donde Ry v Ry ze seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrégeno, alquilo (C4-C4} lineal y
ramificado; y n oscila entre 1-4,

gue comprende:

hacer reaccionar al menos un agente nitrante con al menos un compuesto

de formula 2:

Féormula 2
¢ una de sus sales,
para preparar una suspension de mezcla de reaccion gue comprenda at
menos un compuesto de Fdrmula 3:

R "‘\-\H/

OH O on ©

Formula 3
o una de sus sales,
combinar al menos un agente reductor con |a suspension de mezcla de

reaccion para preparar al menos un compuesto de Formula 4,

Farmula 4
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o una de sus sales, v

hacer reaccienar el al menos un compuesto de Férmula 4 con al mencs un
compuesto de amincacilo en un medio de reaccion seleccionado de un medio
acuosa, v al menos un solvente basico sin una base reactiva.

El compuesto de formula 1 preparado por medio de dicho método puede
ser tigeciclina.

Otra realizacidon de la presente invencién proporciona un método para

preparar al ménos un compuesto de formula 1;

N
R N
] o OH
T
R :.:N\ HN Nz
! {{:Hi:'“ OH O OoH O o
Formula 1

o una de sus sales aceptables para uso farmacéutico,

donde R, y R; se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrogeno, alguilo (C4-Ce) de cadena lineal y ramificada vy ciclealguilo, o Ry y R,
junto con N, forman un hetercciclo; R es —NR3R4, donde R y R4 se seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrégeno, alguilo {C4-Ca4) lineal y
ramificade; ¥ n oscila entre 1-4,

fue comprende:

combinar al menos un agente reductor con la suspension de mezcla de

reaccion que comprenda, al menos, un compuesto de Formula 3:
H\“N’/

Férmula 3

0 una de sus sales,

para prepara al menes un compusaste ds Formula 4:
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OH O gy o

Formula 4
cuna de 5us sales, y
hacer reaccionar el al menos un compuesto de Férmula 4 con al menos un
compuesto de amincacilo en un medic de reaccion seleccionado de un medio
acuoso, y al menos un solvente basico sin una base reactiva.
En otra realizacién, el compuesta de fdrmula 1 preparado por medio de

dicho método puede ser tigeciclina.

PURIFICACION

Una realizacidn de la presente invencidén proporciona un metodo para

purificar al menos un compuesto de Formula 1:

o

N HN
R ™ (CHydn

OH © [+ 1T

Férmula 1

0 una de sus sales aceptables para uso farmaceutico,

donde R y Rz se seleccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrogeno, alguife (C1-Cg} de cadena lineal y ramificada y cicloalquifo, o Ry v R,
junto con N, forman un heterociclo; R es —NRsRy, donde Rs; v Ry se seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrdgeno, alquilo (C-C4} lingal y
ramificado; v n oscila entre 1-4,

que comprende:

combinar &l al menos un compuesto de Formula 1 con al menos un
solvente aprotico polar y, al menos, un solvente prético para proporcionar una

primers mezcla,
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mezelar la primera mezela durante al menos un periodo de tiempo de 15
minutos & 2 horas, por ejemplo, en un rango de temperatura de 0°C y 40°C, y

obtener al manos un compuesto de Formula 1.

Seqin se usa en la presente, el término "cbtener” hace refergncia a un
compuesto con un nivel de pureza Otil, por ejemplo, sin limitarse a ello, niveles de
pureza mayores a 90%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99%. El nivel de pureza se
puede determinar por medio de cromatografla liquida de alta presion.

En una realizacion, el métoda para purificar al menos un compuesto de
Formula 1 incluye los pasos de:

combinar el al menos un compusste de Formula 1 con al menos un
solvente aprotico pelar y, al menos, un salvente pratico para proporoionar una
primera mezcla,

mezclar la primera mezcla durante un periodo de tiempo en un rango de
temperatura de 30°C y 40°C,

enfriar la primera mezcla a un rango de temperatura de 15°C y 25°C y
dejarla reposar $in mezclar durante un segundo pericdo de tiempo,

enfriar la primera mezcla a un rango de temperatura de 0°C y 6°C y dejarla
reposar sin mezclar durante un segundo periodo de tiempo, ¥

obtener al menaos un compuesto de Formula 1.

En una realizacion, el método puede incluir al mencs un compuesto de
Formula 1, donde n es 1, Ry es hidrégenc, R; es t-butilo ¥y Ry ¥ R4 s0n, cada uno,
metilo, Ofra realizacién incluye al menos un compuesto de Formula 1, donde
nesl, Ry y Rz, en conjunto con N, forman un grupo pirrolidinilo y Rs ¥ Ry son,
cada ung, metib. El al menos un compuesto de Férmula 1 que se combina con
el al menos un solvente aprético polar y el al menos un solvente polar prético

puede estar en forma de sélido, lechada, suspension y una solucian.
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En una realizacion, el al menas un sclvente aprotico s& puede seleccionar
de acetona, 1,2-dicloroetano, acetato de metiio, metil etil cetona, metil isobutil
cetona, cloruro de metileno v acetato de etilc. En otra realizacién, el al mencs un
solvente aprotico polar se puede seleccionar de acetona y clorurg de metileno,
En otra realizacion, el al menos un solvente paolar protico se puede seleccionar de
metancl, etancl, iscpropanol vy thutancl. Y en ofra realizacion, el al menos un
solvente aprotico polar puede ser metanol.

La combinacion del al menos un solvente aprético polar v el al menos un
solvente polar prético puede incluir acetona y metancl. Ofra realizacién
proporciona una combinacién del al menos un solvente apratico polar, clorurg de
metileno, y el al mencs un solvente polar protico, metanol. Y en otra realizacion,
la combinacion del al menos un solvente aprético polar y el al menos un solvente
polar prético puede incluir puede incluir acetato de metilc v metanol.  El
compuesto de Formula 1 puede, por ejemplo, estar combinado con volumenes
iguales del al menos un solvente aprético polar y el al menos un solvente polar
protico.

En una realizacion, la primera mezclia se puede mezclar, por ejemplo,
durante un primer periode de tiempo en el rango de 30 minutos y 2 horas, donde
la temperatura puede variar entre 15°C y 25°C, luego durante un segundo periodo
de tiempo que varie entre 30 minutos vy 2 horas, donde las temperaturas pueden
variar entre 0°C y 2°C. En una reafizacion, el primer periodo de tiempo vy el
segundo periodo de tiempo son de una hora. En una realizacion, e método
puede comprender mezclar la primera mezcla durante al menos un periodo de
tiempo que oscile entre 30 minutos ¥ 2 horas a un rango de temperatura de 15°C
y 25°C, luego filtrar la primera mezcla y obtener, de este modo, un sdlido. El
métado puede comprender cormbinar &1 sdlido con al menas un solvente aprético

polar y, al menos, un solvente polar prético, por ejemplo en volimenes iguales,
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durante un primer pericdo de tiempo que varie entreé 30 minutos ¥ 2 horas a un
rango de temperatura de 15°C y 25°C y luego filtrarle a fin de obtener un segundo
solido. En oira realizacidn, estos pasos de combinado y filfrado se pueden repetir
entre 2y 15 veces,

El métode para purificar un compueste de Férmula 1 puede comprender
ademas obigner un sdlido de ia primera mezcla y combinar el sdlida con al menos
un solvente polar protico y al menos un solvente aprotico polar, y asi obtener una
segunda mezcla. La segunda mezcla puede, por ejéemplo, comprender metanol y
clarure de metilenc en una relacién en volumen an 8l rango de metanol: cloruro de
metilenc de 1:5 a 1:15. En una realizacion, la segunda mezcla se puede mezclar
en un rango de temperatura que oscile entre 30°C y 36°C y luego se puede filtrar
para obtener una solucidn, En ofra realzacion, la concentracion del sclvents
polar protico de la solucion se puede reducir a un nivel por debajo del 5%, y la
solucion sé puede mezclar, por ejemplo, a un rango de temperatura de 0°C y 6°C,
durante un pericdo de tiempo, por ej@mplo, que varie entre 30 minutos y 2 heras
antes del filtrado.

En una realizacién, se puede mezclar la primera mezcla durante un periodo
de tiempa que oscile entre 10 y 20 minutos, por gjemplo, 15 minutos. En una
realizacion, enfriar la primera mezcla a un rango de temperatura de 15°C y 25°C y
dejaria reposar sin mezclar pueden suceder durante un segundo periodo de
tiempo que cscile entre 30 minutas y 3 haras, por ejemplo entre 1 hora y 2 horas,
La primera mezcla se puede enfriar, también, en un rango de temperatura de 0°C
a B°C y se puede dejar reposar sin mezelado durante un tercer periodo de tismpo
que oscile entre 30 minutos y 2 horas, por gjemplo, 1 hara.

La obtencién del compuesto de Férmula 1 puede incluir filtrar cualgquier
mezcla descrita aqui a través de un filtro seleccionado de filtros reductores de

pirdgenos v filtros clarificadores.
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Como se revela en la presente, el mezclade puede llevarse a cabo
utilizando un dispositive mecanico de mezclado, por ejemplo un mezclador o
agitador. El mezclado también puede efectuarse por solubilidad del compuesto de
Formula 1 &n el sistema de solventes. El aumento de la temperatura puede
aumentar |a solubilidad.

En una realizacién, cuando al menos un compuesto de Férmula 1 va a
combinarse con al menos un solvente aprdtico polar y al menos un solvente polar
protico, el al menos un compuesto de Férmula 1 puede utilizarse en forma de sal
aceptable para uso farmacéutico del mismo. Cuando al menes un compuesio de
Férmula 1 se obtiene como producto del método de la invencion, el al menos un
compuesta de Férmula 1 puede recuperarse en forma de sal aceptable para uso
farmaceéutico del mismo.

En ¢tra realizacion, cuando un compuesto de Formula 1 se obtiene por el
meétodo de acuerdo con la invencién, el compuesto puede convertirse en una sal
aceptable para uso farmacéutico del mismo por agregado de un acido.

En un realizacion, el al menos un compueste de Férmula 1 puede ser [4S-
(d4a,1Z2aa)]-4 7 -bis{dimetilarming)-9- [[{t-butilaminc)acetiljamino] -
1,4,4a,5,58,6,11,12a-octahidro-3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,11-dioxo-2-naftacer-
carboxamida, como sales aceptables para uso farmacéutico, por ejemplo, sal de
HCL En un realizacién, el al menos un compuesto de Formula 1 puede ser [43-
{4a,12aa)]-4,7 -Bis(dimetilaming)-9-[[(pirrclidiniljacetil]amino]-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-
octahidre-3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,1 1-dioxo-2-naftacen-carboxamida, oMo
sales aceptables para uso farmacéutico, por ejemplo, sal de HCL.

Un método para purificar al menos un compuesto de Férmula 1 puede ser
un metodo para purificar tigeciclina, que comprende:

combinar tigeciclina con al menos un solvente aprético polar y al menos un

solvente prético y, asi, proporcionar una primera mezcla,
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mezclar la primera mezcla durante al menos un periode de tiempo de, por
giemple, 15 minutos a 2 horas y @n un rango de temperatura de 0°C y 40°C, y

obtener la tigeciclina.

La tigeciclina que se combina con el al menos un solvente aprdtico polar y
el al menos un solvente polar prético puede estar en forma de sdlido, lechada,
suspension y una solucidon. En una realizacidn, la tigeciclina obtenida a partir del
metanol puede contener menaor de 1% del epimerc de C4 de tigeciclina o una sal
farmacéuticamente aceptable, segun lo determinado por la cromatografia liquida
de alta resclucion (HPLC).

El al menos un compuesto de Formula 1 obtenido por el método puede
contener menos de 3,0% de impurezas, segln lo determinade por HPLC, por
ejempla menas de 1,0% de impurezas, por ejemplo menos de 0,7% de impurszas.
En ofra realizacién, el al menos un compuesto de Fdmula 1 puede contener
menos de 2% del epimero de C4 del compuesto de Formula 1 © una de sus sales
aceptables para uso farmaceutico, segun [0 determinado por HPLC, cemo por
ejemplo menor al 1% del epimerc de C4, por gjemplc menor al 8,5% del epimere
de C4.

El método 1 se puede realizar usandc mas de 5 gramoes de amina de
Formuia 1, como por ejemipla mas de 10 grames, mas de 50 grames, mas de 100
gramos, mas de 500 gramos, mas de 1 kilogramo y, también, mas 10 kilogramos.

Una realizacion revela un compueste preparado por cualguiera de los
meétodos descritos en ta presente, incluso -sin limitarse a ello- un compuesto de
Férmula 1 v tigeciclina. Otra realizacién incluye una composicidon que comprende
un compuesto preparado por medio de cualquiera de los métodes descritos en la
presente, La composicidn puede comprender, ademas, un vehiculo aceptable

para uso farmacéutico.
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En una realizacidn, la composicion puede comprender el al menos un

compuesto de formula 1;

o
R;..\‘H )J\
— HM
Ri™ ™ ey
Farmula 1

o una de sus sales aceptables para uso farmaceéutico,

donde n es 1, Ry es hidrégeno, Rz es t-butilo, Ry y Rs son, cada unc, metilo.

Una realizacion de 'a presente invencion incluye un metodo para preparar

al menos un cempuesto de formula 4:

Formula 1

& una de sus sales aceptables para uso farmacéutico,

donde Ry y Rz se seleccionan, cada uno en forma independiente, de

hidrégene, alquilo (C-Cs) de cadena lingal v ramificadz y cicloalguilo, 0 Ry v R,
junte con M, ferman un hetercciclo; R es —NR3R4, donde Ry v R4 se seleccionan,

cada uno en forma independiente, de hidrégeno, algquilc {C-Cs4) lineal vy

ramificado; y n ascila entre 14,

que comprende:
hacer reaccionar al menos un agente nitrante con al menos un compuesto

de farmula 2:
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GH 0 oy o

Férmula 2
0 una de sus sales,
para preparar un mezcla de reaccién, tal como, una suspansion de mezcia
de reaccion, que comprenda un intermediario, como por gjemplo &l menos un

compuestoe de Formula 3;

Formula 3

o una de sus sales,
combinar al menos un agente reductor con la suspension de mezcla de
reaccion para preparar un segundo intermediario, como por ejemplo al menos un

compuesto de Formula 4,
.7

Formula 4

0 una de sys sales,

hacer reaccionar el segundo intermediario con al menos un compuesto de
aminoacilo en un medio de reaccion para obtener al menos un compuesto de
formula 1. En una realizacion, el medio de reaccidn se selecciona de un medio
acuosa, ¥y al menos un sclvente basico sin una base reactiva.  Entre los pasos

adicionales se incluye, por ejemplo, al menos uno de los siguientes:
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combinar &l al menos un c¢ompuesto de Férmula 1 com al menos un
solvente aprético polar y, al menos, un s¢lvente préticc para proporcionar una
primeara mezcla,

mezclar |a primera mezcla durante al menoes un periedo de tiempe de 15
minutes a 2 horas, por ejemplo, en un rango de temperatura de 0°C y 40°C, y

cbtener al mencs un compuesto de Formula 1. En una realizacion,
cualquiera de los intermediarios de los métodos revelades se puede obtener par
aislamiento o precipitacidn. En otra realizacién, dos o mas pasos de los métodos
revelados son procedimientos de “un recipiente”.

Ctra realizacion de la presente invencion incluye un método para preparar

al manos un compuesto de féormula 1:

AN
R H
o o CH
EA
R ~N HH NH;
1 “:H:}H OH o OH © ﬂ
Formula 1

a una de sus sales aceplables para use farmacséutico,

donde Ry ¥ R; se selaccionan, cada uno en forma independiente, de
hidrogena, alquilo (C4-Cg) de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo, 0 By v Re,
junto con N, forman un heterociclo; R es —-NR3R4, donde Rs ¥ R4 se seleccionan,
cada unc en forma independiente, de hidrégeno, alguile {C4-C,) lineal ¥y
ramificada; y n oscila entre 1-4,

que comprende:;

combinar al mencs un agente reductor con una mezcia de reaccion, como

por gjemplo un suspension de mezcla de reaccidn, que comprenda, al menos, un

compuesto de Férmula 3:
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Foarmula 3
0 una de sus sales, para preparar al menos un intermediano, tal como un
compuesto de Formula 4,
N

R N

HoN

OH 0 oy o

Formula 4

0 una ge sus sales,

hacer reaccionar el intermediario con al menos un compuesto de
aminoacilo en un medio de reaccidn seleccionado de un medio acuoso para
obtener el compuesto de Formula 1. En una realizacion, el medic de reaccidn se
puede seleccionar de al menos un solvente basico sin una base reactiva.  Entre
los pasos adicionales se incluye, por ejemplo, al menos uno de los siguientes:

cambinar el al menos un compuesto de Foérmula 1 con al menos un
solvente aprético palar v, al menos, un solvente pratico para proporcionar una
primera mezcla,

mezclar ta primera mezcla duramte al mengs un pericds de tiempo de 15
minutos a 2 horas, por ejemplo, en un rango de temperatura de 0°C y 40°C, v

obtener al menos un compuesto de Férmula 1.

Otra realizacion de la presents invencién incluye un meétodo para preparar

al menos un compueste de férmula 1:
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Formula 1

0 una de sus sales aceptables para uso farmacéutico,

donde Ry y Rz se seleccionan, cada unc en forma independients, de
hidrogeno, alquilo (C-Cg) de cadena lineal y ramificada y cicloalquilo, o Ry v Ry,
junto con N, forman un heterocicle; R es —NRaR,, donde Ry v R4 se seleccionan,
cada uno en forma independiente, de hidrdogeno, alquilo {C4-Cs4) lineal y
ramificado; ¥y n oscila entre 1-4, que comprende:

reaccionar al menas un compuesto de formula 4:
S
4

)

HyM
BB & on o
Formula 4

o una de sus sales,

con al mengs un compuesto de aminoaacilo en un medio de reaccion, por
gemplo, seleccionade de un medio acuoso, y al menos un solvente basico sin
una base reactiva. Entre los pasos adicionales se puede incluir al menos uno de
los siguientes:

combinar el al menas un compuesio de Formula 1 con al menos un
solvente aprético polar v, al menos, un solvente protico para proporcionar una
primera mezcla,

rmezclar 1a primera mezcla dyrante al menos un periodo de tiempa de 15
minutos a 2 horas, por ejemplo, en un rango de temperatura de 0°C y 40°C, y

obtener al menos un compuesto de Formula 1.
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Cualquiera de estos métodos revelados para preparar un ¢ompuesto de
Foérmula 1 puede ser un método para preparar un compuesto de Férmula 1,

donde n es 1, Ry es hidrégeno, Rz es t-hutile y Rz ¥ Rs son, cada ung, metilc.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La fraze "composicion farmacéutica® segun se usa en la presente es una
composicion medicinal. La composicién farmacéutica puede coniener al mencs
un vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

La frase "excipiente aceptable para usc farmaceutico” tal como se usa en
la presente hace referencia a vehiculos farmacéuticos adecuados para la
adminjstracién de los compuestos de la invencidn, gue incluyen vehiculos que los
expertos en la materia consideran adecuados para & modo particular de
administracidn. Por ejemplo, algunas soluciones o suspersiones usadas para
aplicacién parenteral, intradérmica, subcutdnea o topica pueden incluir un
diluyente estéril (por ejemplo, agua para inyeccion, solucion salina, aceite fije ©
similares); una aceite vegetal (por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de coco,
aceite de mani, aceite de semilla de algoddn y similares); un vehiculo grasa
sintético (por ejemplo, oleata de stilo, politetilenglicol, glicerina, propllenglicol y
similares, que incluyen otros solventes sintéticos); agentes antimicrobianos (por
gjemplo, alcohol bencilico, metil parabencs y similares); antioxidantes (por
ejemplo, acido ascérbico, bisulfito de sodio y similares); agentes guelantes {por
ejemplo, acido eiilendiaminetetracético (EDTA) vy similares); bufferes (por ejemplo,
acetatos, citratos, fosfato y similares); y/o agentes para el ajuste de la tonicidad
{por ejemplo, clorura de sodio, dextrosa y similares) o sus mezclas. A modo de
otro ejemplo, cuando |la administracién es infravenosa, los vehiculos adecuados
incluyen solucion salina fisioldgica, solucidn salina protegida con fosfato {(PBS) y
solucion con  agentes espesantes y solubilizantes tales como  glucosa,

poligtilenglical, polipropilenglicol v similares y sus mezclas.
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A modo de ejemplo no limitante, la tigecicling se puede combinar
opcionalmente, con uno o mas excipientes aceptables para uso farmacéutico y se
puedsn administrar oralmente en forma de comprimido, capsula, polvos
dispersables, granulos o suspensiones gue contengan, por gjemplo, de 0,05% a
5% del agente de suspensidn, jarabes que contengan, por ¢jemplo de 10% a 50%
de azucar y elixires que contengan, por gjemplo, de 20% a 50% de etanol y
similares, o en forma parenteral por medio de scluciones inyectables estériles o
suspensiones que contengan de 0,05% a 5% de agente de suspension en un
medic isotonico. Tales preparaciones farmacéuticas pueden coniener, por
ejemplo, de 25% a 80% del ingrediente activo en combinacidon con el vehiculo,
mas usualmente entre 5% aproximadameante y 60% en peso. Ofiras férmulaciones
se revelan en las patentes de EE.UU. N® 5.484.903 y 5.529.9390, incorporadas a la
presente a modo de referencia.

Los terminos “sal acepiable para uso farmacéutico” se refieren a sales con
adicion de 4cidos 0 sales con adicidn de base de los compuestos de la presente
invencion. Una sal aceptable para use farmacéutico es cualquier sal que retenga
la actividad del compuesto madre y que no imparta ningdn efecto nocivo o
indeseabls al sujeto a quien se le administra el compuesto y en el contexto en el
que se administra. Las sales aceptables para uso farmaceutico incluyen
complejos de metal v sales de acidos inorganicos y organicos. Las sales
aceplables para use farmacéutico incluyen sales metalicas tales como sales de
aluminio, calcio, hierro, magnesio, manganeso y sales complejas. Algunas sales
aceptables para uso farmacéutico incluyen sales de acido acético, aspartico,
alquilsulfénico, arilsulfdnico , axetilico, bencansulfénice, benzoico, bicarbonico,
bisulfarico, bitartarico, butirico, de edetato de calcio, camsilico, carbonico,
clerobenzoico, cilexetilico, citrico, edético, edisilico, estdlico, esilico, esilico,

formico, fumarice, glucéptico, glucérico, glutamico, glicdlico glicalilarsanilico,
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hexamico, hexilresorcinoico, hidrabamico, bromhidrico, clorhidrico, yodnidrico,
hidroxinaftaico, iselionico, laclico, lactobidnico, malgico, malico. maldnico,
mandélico, metansulfénico, metiinitrico, metilsulfurice, mdgico, mucénico,
napsilico, nitrico, axalico, p-nitrometansulfénico, pamoico, pantoténico, fosférico,
monohidrégenoc  fosforico, dinidrogeno  fosférica, fialico, peligalactourdnico,
propidnico, salicilico, estedrico, succinico, sulfamico, sulfanilico, swifdnico,
sulflrico, estannoso, tartarico, tedclico, toluensulfénice y similares. Las sales
aceptables para uso farmacéutico pueden derivan de aminoécido, por gjemplo,
cistgina, sin limitarse a ella. Se pueden hallar otras sales aceptables, por
gjempio, en Stahil et al., Pharmaceutical Sals. Propecties, Selection, y Use, Wiley-
VCH; 19 edicidn {15 de junio de 2002).

A excepcion de los ejemplos v de los casos en los que se indique lo
contrario, todos los nameros usados en la memoria ¥ rewindicaciones deben
interpretarse como nodificados por &l términe "aproximadamente”  De esla
mangra, & menos gue s indique lo contrario, [os parametros numeéricos indicados
an la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas son
aproximaciones que pueden variar segin las propiedades deseadas que se
prefenden iograr por medio de la presente invencian. Por Gltimo, y sin intenciones
de limitar la aplicacién de |a doctrina de los eguivalentes al alcance de las
reivindicaciones, cada parametro numearico deberia interpretarse considerando el
numerc de digitos significativos v las técnicas de redondeg habitual.

A pesar de gue I0S rangos y parametros numericos que constifuyen el
amplio alcance de la revelacion son aproximaciones, los valores numéricos
expresados en los ejemplos especificos son 1o .més precisos posible.  Sin
embargo, todo valor numérico contiene inherentemente ciertos errores que
provienan, esencialmente, de f(a dasviacidn estandar dg las respectivas

mediciones de las pruebas.
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LOS siguientas ejermplos tienen por objetive lustrar la invencion de Una

manera no limitante.

EJEMPLOS

NITRACION

La minociclina se prepard de acuerdo con el metodo descrito en la patente
de EE. UL N° 3.226,436.

Los analisis por HPLC se realizaron en ias siguientes condiciones:

Columuna: Incrtsil ODS3 5 pm, 25 x D46 cm

Fase mavil: 20% A+ 20 B, donde

63/10% dc acetonitrilo gyustado a pH 3,0 con H3PO.

B = Acelanitlo

Caudal de flujo 1,0 mlimin

Deteceion | 250 nm

Ejemple Comparativo 1: Preparacidn de 9-nitrominociclina

Este ejemplo describe la nitracion da& minociclina donde el producto de la
nitracidn se aisld.

Se incorporaron 13,44 gramos de pclorobencensuffenato de minociclina
(es decir, p-clorobencensulfonato de [45-{4alfa,12aalfa)]4,7-bis(dimetilamino)-
1.4,4a,5,58,6,11.12a-0ctahidro-3,10,12,12a-tefrahidroxi-1,11-dioxo-2-
naftacenecarboxamida), lentamente y agitando, 8 50 ml de acido sulftrico
copcentradp,  La solucion se enfrié a 0-15°C. Se agregd acideo nitrico {90%, 0.6
mi} lentamente vy se agito la solucidén a 315°C durante 1-2 horas hasta que la
reaccidn se complets, segun lo determinado por HPLL, La solucion que contenia
el sulfato de S-nitrominociclina intermedio (es decir, sulfato de 45-(4affa,12aalfa)-

g-nitrop4, 7-bis(dimetitamino -1 4,4a,5,5a,6,11, 1 2a-octahidro-3, 10,12, 12a-

A =90% (KILPG; 6,05 M + § ml de wietlantingd fosfato + HiPQy g pH
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tetrahidroxi-1,11-dioxo-2-naftacenecarboxamida) se transfirid agitando a 300 g de
hielo y agua durante 20 minutos. € pH del templada se ajusto a 5,0-5,5 con 28%
de hidréxido de amonio acuosoe mientras se mantuvo la temperatura en 0-8°C. Se
filird el precipitade y se lavé con agua (2 x 10 mi}. El sdlido se secd al vacio bajo
un flujo de nitrégeno y se obtuvo 9 g de sulfate de 9-nitrominociclina bruto.

El andiisis (area %) por HPLC mostrd una pureza de 80% con uh contenido
de epimero de C4 de 1,5%. MS{FAB): mfz 503 (M+H}, 502 (M+}. £l producto se
aisla por precipitacion en su punto isoeléctrico a partir de una solucién acuosa. E!
rendimiento molar del suifato bruto fue de 45%.

La Tabla 1 muestra los dabs de otros procesas de nitracion:

Tabla 1
; '
Nitromineciclina Impurezas | Minociclina (ng/mg) h Rendimiento
muolar (%)
A 4315 3,62 38
B i 27,88 ! 35 i 34

Se observa que el aislamiento de S-nitrominociclina properciond una gran
cantidad de impurezas,

Ejemplo Comparativo 2: Preparacion de §-nitromincciciina

Este gjemplo describe la nitracion de mingciclina donde se aisld el praducto
de la nitracién.

Se equipo un baldn de vidrio de bocas maltiples de 2 | con un agitador
mecanico, una fermacupia, un tubo para agregado de liquidos, una lineg de

nitrégeno y una salida de gases a un separador causiice al 30% (en pesa). El
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balon se cargd con acido sulfurice 86°Be (1,507 g, 818 ml, 15 moles). La solucian
s& enfrid a 0-2°C. Se e agregd HCI de minociclina (clorhidrato de minociclina)
(82,7% de potencia, 311 g, 0,58 moles) al acido sulfirico durante 0,7 horas a O
14°C, agitando mientras tanto. Después del agregado, |a mezcla se agregd a 0°C
durante 0.5 horas y se obtuvo una sclucion amarilla. Se agregd Aacido nitrico
{95,9% de contenido de nitrato, 48 g, 32 ml, 0,73 moles, 1,25 equivalentes de mol)
durante 3 horas mientras se manienia la mezcla a ¢-2°C. La mezcla se agito a
0"C durante 0,3 horas (solucién de color rojo oscuroimegro).  El analisis {area %)
por HRLC mostrd: 0% de minocicling, 756% de S-nitrominociclina, 8,2% de
impureza individual mayor (LSI); iempo relativo de retencidn para la minociclina
{RRT}=2,08.

Se equipd un baldn de vidric de bocas multiples de 22 1 con un agitador
mecanico, termopar y un condensador con proteccion de nitrdgenc. El balén se
cargé con 8,704 g (8,540 ml) de isopropanol (JIPA) ¥ 1,026 g {1,500 mi} de
heptanos. La solucidn se enfric a 0-5°C. La mezcla de reaccidn de 9-
nitrominociclina se transfirid al haldn de 22 | durante 2 horas a 0-35°C y se obtuvo
una suspension amarilla. La temperatura de |a suspension se mantuvo a 34-38°C
durante 2 heras y luego se enfrid a 20-34°C y se agitd a 20-34°C durante 14,6
horas.

Se prepard una solucién de isopropancl 3,028 g (3,857 ml) v heptanos 660
g {965 ml) y se la mantuyo a 20-25°C (IPAtheptancs 4:1 en volumen). La
suspensidn se filthd sabre un embuda Biichner de 30 cm de diametro con papel de
filtro Whatman N® 1 al vacio y con proteccién de nitrdgenc. La torta humeda
resultante se transfirid a un balén Erenmeyer de vidrio de 4 | equipado con un
agitador mecanico y proteccion de nitrdgeno, La torta se suspendié agregandole

1,608 ml de la solucion preparada de IPAS heptanos durante 0,5 horas a 23-26°C.
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La suspension se filtrd nuevamente, tal como se escribid arriba. La torta
himeda se volvid a suspender dos veces mas como se indico anteriormente {un
total de 3 suspensiones). Después de ia ditima filtracion, 1a torta se mantuve al
vacio hajo proteccidon de nitrégeno durante 0,2 horas. El preducto se seco a 40°C
hajo un vacio de 23-11 mmHg durante 48 horas hasta una pérdida del valor de de
secado (PVS, 80°C, 1 hora, > 49 mmHG de vacio) de 1,54, El psso del sulfato de
9-nitromincciclina obtenido fue de 380,10 g, 1a Concentracion por HPLC fue de
76,3% (come sal disulfato), el total de impurezas fue de 34,6%, la impureza
individual mayor (L3I} fue de 9,46% (RRT= 0,94). E! rendimiento del HCI de
minociclina fue de 86%. El rendimiento corregido a la concentracién del producte
y el material de partida: =7 1%

Se observa que el aislamiento del compuesio de 9-nitrominociclina
proporciond un preducto con gran porcentaje de impurezas.

Ejemplo 1

La tabla 2 a continuacién muestra los experimentos de nitracion realizados
usando & procedimiento revelado en el Ejemplo Comparativo 2, donde se
madificaron |as siguientes wvariables: tiempo de adicion de acidoe nitrico,
temperatura de reaceion, equivalentas molares del acide nitrice {con respecto al
HCIl de minocicling} y velocidad de agitacion, De acuerdo con los metodos
revelados en la presente, ninguna de estas reacciones se templd © se sometid a
un tratamiento final para aislar el producta, La Ghica herramienta analilica usada
fue analisis por HPLC

Tabla 2
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lTiemp{:ﬂ Temper |Equivalente |Mino  {dred%-nitre |lmpyrezas|RRET RRT RRT RRT |

de adicionlatoes delmodar dela) {drea “oftotales  [[Tempe  wilemps  fUempo  piempgd

de HNOyreaccid [HNCh ] fdren 4] de de ide de

haras)  ln0°CH retencidn |retencion lretencidn retenciin
de e de de
minecicli [minpcicli [ninocich [ninogicli
na)  044na)  03kpay 0.357ma) 1,23
(drea 99) |(dreas) Ydareo %) ((dreq %)

7 0 1.0 76 897 1227 0.8 33 57 58 |

225 1 .2 52 703 24,3 0,4 4.3 R 0.5

2.5 o 1,3 2.4 652 (294 0,0 .4 8.9 12,

275 0 1.43 0.0 636  |344 0.0 6.7 Jl 12 14,0

2 0 1.36 a0 350 [0 0.3 6.3 L[ (70

1325 0 1,5 0,7 506 487 0.0 T2 11,3 19.0

2.3 ) 36 7.5 4.3 342 5 B8 {53 3.1

2,43 20 1,5 4.0 a0 o j@ 10,0 17.7 3.6

3T 2 [,56 2.7 520 [45.3 3.3 1o ¥ 62

023 0 136 1.6 367|417 6.3 6.0 13,5 184 )

0.5 f 142 0.3 $3,8  354 3 0,0 4.6 232 |

0.8 0 1,3 2.1 634 34,5 33 0.0 9.4 182 |

J 0 1,62 0.7 43,5  [358 5.8 0.0 215 23,5

2.4 0 1,3 2.2 ene 372 5,7 0,0 12,% Tls.;

3 Jﬂ 1,62 0.4 433 [563 9.3 0.0} 237 Jw,?

L 0 1.3 4.6 609 (345 30 It .5 T2

2 0 1.62 0 48,5 [5L,5 5.1 0 L&,k 26,8

2% 5 138 1.5 [7Le |63 38 o N 12,5

EN B 1,58 0 60 40 &.1 0 156 - [154

2.4 5 1,07 3,6 48 (206 19 0 4,1 N

3 3 1.53 K n 30 43 3,3 0 149 _]

' Sélo se controld la lemperatuta de bafie en dichas reacciones debido al tamaiio del
recipients.

% La reaccion sucedio 4 50% en peso de la concentracion de minociclina original,
I Se agitd enérgicamente cn comparacion con ¢l resto de los cxperimentos.

* Se agregd HNOy a] 50% en peso en Hx80..
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Se observa que, a pesar de las varias condiciones usadas, la cantidad de
minociclina estuvo presente en una cantidad mencr a 10% vy en ciertas
condiciones, se la elimind notablemente,

Ejemplo 2

También se realizaron experimentos gque modificaron la reaccion de
nifracion, el femplade de fa reaccidn y el tratamiento final de la reaccion de
nitracion. Los experimentos se llevarcn a cabo usando &l procedimiento detallado
en el Ejemplo Comparativo 2, pero con madificaciones en las siguientes variables:
tiempo de adicion del dcide nitrico, temperatura de reaccion, equivalentes molares
de! &cido nitrico (con respecto al HCI de minociclina), temperatura del templado,
composicion de la solucion de templade, tiempo de adicion de la mezcla de
reacciéon para templar la solucidon y método de lavado de la torta aislada. Los
datos se muestran a continuacion en la Tabla 3. La unica herramienta analitica

usada fue analisis por HPLC.
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Tabla 3
Ticmpo [Tempe-vatus |Eguive-  [Concent. lmpur, L5] Compos,  deTempe-ratura|Tiempn [Métode |Rend.
[iln de  repeviigiente mefartsal  de dijtoodes (3 impeeeza (Ja salucion dcldef smplaclelils de \(L'urr.,
adicidn (O det NG, [HL80, 3) individual {tem-plada Oy adicion Navada 3 39
do HNOy mayory [ el v
Lherist Imadn
(horas)
4,4 5 i, 67 62,7 di. 1 2.6 1P Ashep 0 0, ] 1 il
35 3 i.67 §1,0 7.7 18,8 | [PA%ep 3 D1 ! 55 ]
5,1 3 [, 75 358 in, 2 1%, 3 IPA 3 0.2 1 ah
il 3 L, 72 56,10 KHA 18,2 IPA 34 g,2 ] 52
3 5 1,63 75,4 205 191 [PAhep t i i i
3 5 1,63 74,8 7.8 18,9 [PAhep 34 1 L Tl
3 3 [ 51 8346 322 13,0 1PA o l ] G
3 3 (W 34,8 22.4 12,5 B4 34 ] I L2
35 -5 1,38 84,3 7.7 7.2 P AMhep o 2 [ [
35 =i [, 38 | 1m0l 8 11,4 g3 IPAhep J o 2 2 104
' Solo se controlo la temperatura de baiio en dichas reacciones debido al tamaiio del
recipicnte.

¢ Cuando se usé IPA como templado, se agregaron luego fos hepfanos para obrener
la composicion de la mezela de templado original.

* Método de lavade 1: la torta hiimeda sc lavid sobre Je filtro con 4:1 [PA: heptanos
(vol.). Métode de lavade 2! la torta Mimeda sc suspendio fres veces con [PAheptanes 4:1
{vol.). El método de lavado N° 2 usd un 20% de solucion de lavado que el método N° I

“El rendimiento se comigid per la concentracién del producto ¥ el material de
partida.

* Se comenzd el emplado a 0PC, luego se calentd de inmediato a 34°C y sc
mantuvo a 34°C durante el resto del templado.

En los datos de la Tabla 3 sg obssrva gue el rendimiento fue de, al menocs,
50%.

Ejernplo 3

Este Ejemplo describe los resultados de la variacion de la cantidad e
gcido nitrico {en equivalentes), necesifada para i paso de nifracidn. £l acido

nitrico se titulo a 898 5% y la cantidad usada se corrigié en consecuencia,
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Se realizaron tres ensayos. En el ensayo 1 se usd un equivalente de 1,25
de acido nitrica, en el ensayo 2, un equivalenie de 1,08 y en el Ensayo 3 se ust
un equivalente de 1,00 de Acido nitrico.

El analisis de finalizacion por HPLC del Ensayo 1 no mostid restos de
minociclina, mienfras qgue el andlisis del Ensayo 2 moskrd un 2,5% de material de
partida $in reacciocnar. Ambas reacciones se hidrogenaren y luego se convittieron
sal clorhidrica de aminominociclina usando el procedimiento SLP.

£l producto hidrogenado 1 (de! Ensayc 1) mosté un contenide de
minociclina de 0,37%, Concenfracién = 83,0%, total de impurezas= 3,20%,
impurezas individuales= 0,52%, contenido de epimeros = 1,1%.

Ei producto hidrogenads 2 (de! Ensayo 2) moshé un contenide de
minociclina de 1,6%: Concentracion = 84,2%, total de impurezas= 4,00%,
impurezas individuales= 0,35%, contenido de epimeros = 1,0%,

Ensayo 3: Concentracidn = 83,0%; lotal de impurezas = 5,0%; Impurezas

individuales = 2,7%; contenido de epimeras = 1,1%,

REDUCCION

Los analisis por HPLC se realizaron en las siguientes condicionas:

Columna: Inertsil ODE3 5 um, 25 x 0,46 cm

[ Fase moévil: B(% A + 20% B, donde

A = 90% (KHPOy 0,05 M + 5 mil de trieilaminas! de fosfate + HhPO, a
pH 63/10%% de acetonitrilo gustade a pH 6,0 con HyPG,

B = Acctonitrile

I_Caudal dc flujo 1,0 mi/min
Detcecion 250 nm
Ejemplo 1

Este Ejemplc describe una reaccion de hidrogenacion donde el

intermediario de 3 D-hitrominociclina no se aislo.
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Se agregaron 10,1 gramos de p-clorobencensulfonato de minocicling,
lentamente vy agitando, a 27 ml de acido sulfirico concentrado. La solucién se
enfric a 0-2°C. Se agrego acido nitrico (80%, 0,6 ml) lentamente vy se agito la
solucion a 0-2°C durante 1-2 horas hasta que la reaccion se completd, segun lo
determinado por HPLC. Una vez completa la nitracion, la salucian que contenia el
sulfato de 9-nitrominociclina intermedio se transfind agitande a 150 ml de
isopropano! ¥y 1200 m! de metanol, mientras se mantenia la temperatura por
debajo de los 10-15°C. La solucion se hidrogend a 28-28°C a 40 psi durante 3
horas en presencia de 10% de paladio sobre carbono como catalizador, que tenia
una humedad de 50%. Después de la hidrogenacidn, el catalizador sg filtro v la
solucidn se vertid lentamente en 150 ml de isopropancl, agitando a 05°C. El
sélido {3,4 ) se obtuvo mediante filtracién. E! andlisis por HPLC mostrd un
pureza bruta de 90 %( area %). E! epimero de  estuvo presente en una
cantidad de 0,8%. MS(FAB): m/z 473 (M+H), 472 (M+),

Ejempio 2

Este Ejemplo describe una reaccion de hidrogenacion donde el
intermediario de a 9-nitrominociclina no se aislé.

Se agregaron 84,3 gramos de p-ciorchencensulfonate de minociclina,
lentamente y agitando, a 368 gramos de acido sulfirico concentrado. La solucidn
se enfrid a 10-15°C. Lentamente, se le agragd acide nitrico {6 ml, fumante}. La
solucion se agitdé a 10-15°C durante 1 a 2 horas, hasta que se completd la
reaccion segun lo determinado por HPLC, Una vez completa la nitracidn, la
solucion que contenia el sulfate de 9-nitrominociclina intermedio se transfiné
agitando a 0,3 kg de metanpl, mientras se mantenia la temperatura por debajo de
los 10-15°C. La solucion se hidroegend a 26-28°C a 50 psi durante 2-3 horas en
presencia de 10% de paladio sobre carbono como catalizador, que tenia una

humedad de 50%. Después de la hidrogenacion, el catalizador se filtrc y la
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solucign se vertid lentamente en 0,65 kg de isopropancl vy 0.3 kg de nheptano
agitando a 0-5°C. El sdlido se obtuvo mediante filtracidn.

El sdlide himede se disolvid en 100 gramos de agua a 0-5°C. La mezcla se
agitd y ia fase orgdnica se separd y desechd. Se lg agrego a la fase acuesa 14,4
gramos de MCI concentrado,  El pH de Ia selucion se ajustd a 4,0 £ 0,2 con
hidréxido de amonio. Se agregaron 100 mg de sulfito de sodio y la solucidn se
sembrd con 100 mg de B-aminociciina. La mezcla se agitd durante 4 horas a G-
5°C v el producto se filtro vy se secd para proporciona 28,5 gramos de. La pureza
seglit HPLC {drea %] fue de 98,5%, con 0,9% de epimerc de C4. MS(FAB): miz
473 (M+H), 472 (M+), Rendimiento :54,2%.

Ejemplo Comparativo 1

Este Ejempla describe una eaccion de hidrogenacion donde se aislo &l
intermediaric de a 9-nitrominociclina.

Se colocaron 52,0 kg de HC) de mineciclina (sal clorhidrica de minociclina)
en 4.8 partes de acido sulfurico a 66° Be a un temperatura de 15°C en un
recipiente de 300 galones y se agité para eliminar ei HCI. Después de 3 horas y
20 minutos, se colocarcn 7,48 kg de dcido nitrico, 100% fumante (95,9% de
contenido de nitrato, 1,26 equivalentes).

El analisis por HPLC indica un resto de minocicling >1%. De esia forma,
0,31 kg de acido nitrico, fumante 100% (95,5 contenido de nitrato, 0,05
equivalentes) se agregaron a la mezela. El andlisis por HPLC siguié indicando un
restc de minocicling »1%. Qe esta forma, 0,74 kg de acido nitrico, fumante 100%
(95,5 contenide de nitrato, 0,12 eguivalentes) se agregaron a la mezcla.
Nuevamenta, HPLC mostrd un resto de minociclina =1%, por o tanto, se valvieran
a agregar 1,11 kg de acido nitrico, fumante 100% (95,5 % contenido de nitrato,

0,19 equivalentes}, después (o cual el resto de minocicling fue <1%.
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La mezcla de reaccidon de nitracion se fransfirié a una solucion de 21,5
partes de IPA/3,3 partes de heptanc (1120 kg IPA/171 kg de heptano) a 0-36°C.
Se filtrd la suspensién {tiempo de filtracién prolongado), se lava con IPAfheptano
4:1 ¥ se seco a no mas de 40°C para obiener una perdida durante el secado
(LOD)Y de no mas de 6%, o cual proporciona 70,8 kg de sal sulfaio {rendimiento
brute de 87%} para usar en una reaccion de reaccién.

Ejemplo 3

Este Ejemplo describe una reaccién de hidrogenacion donde el
intermediario 8-nitrominociclina no e aisié.

Se colocaron 25,0 kg de HCI de minociclina {84,4% de potencia) en 7,3
partes de acido sulfirico {183 kg) a 66° Be a una temperatura de 5 a 15°C en un
recipiente de 130 galongs y se agild para elminar el HCl. Se agregaron 2,5015
kg de acido nitrico, 85% (86,% de contenido de nitrate, 1,25 equivalentes) al
recipiente, después de 78 minutos a2 9-15°C.

El analisis por HPLC indicé un resto de minociclina »1%. Otros 0,261 kg
de acide nitrice, 85% (85,6% de contenide de nitrato, 0,13 equivalentes) se
agregaron a la mezela. Dado que HPLC volvié a indicar un resto de minociclina
=>1%, se agregaron otros (4,261 kg de acido nitrico, 85% (86,6% de contenido de
nitrate, 0,13 equivalentes) a la mezcla. Dado que HPLC velvié a indicar un resto
de minociclina »1%, se agregaron otros 0,174 kg de acido nitrico, 85% (88,6% de
contenido de nitrato, 0,09 equivalentes) a la mezcla, después de lo cual se vio que
la reaccién llegd a una meseta con 1,7% del material de partida de minaciclina.

.a mezcla de nitracion se colocd en 4.2 partes de metanol a -20-10°C. E|
iate templado se ajusid a 410°% vy sg usd de esta manera en 12 reaccion de

reduceidn,
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Ejemplo Comparativo 2
Este Ejemplo describe una reaccidn de hidrogenacion donde se aislé el

intermediario de a 9-nitrominociclina.

Se colocaron 104 kg de HCI de minocicling {sal clorhidrica de minociclina)
(potencia de 90,3%) en 4.8 partes de acido sulfurico (502 kg) a 66°Be a un
temperatura de 0-10°C en un recipiente de 300 galones y se agitd para eliminar &/
HCI. Se colocaron 15,2 kg de acido nitrico fumante {100,4%, 1,25 equivalentes})
durante 3 horas a 0-6%C, 100 rpm.  Dado que HPLLC mostro un resto de
minociclina »1%, se volvieron & agregar 0,69 kg de &cido nitrico {100,4%
cortenido de nilrate, 0,08 equivalentas), después lo cual el resto de minociclina
fue <1%. La meztla de nitracion se colocd en una solucién de 21,5 parfes de IPA/
3.3 partes de heptano a 0-36°C.

La suspension se filtrd {tiempo de filtracién prolongado), se lavdé con
IFA/heptano 4.1 y se seco a no mas de 40°C para obtener una perdida durante el
secado (LOD) de no mas de 6%, o cual proporciond 140 kg de sal sulfato (95%,

rendimiento bruto) para usar en la reaccidn de reduccion.

Ejemplo 4

Este Ejemplo describe una reaccién de hidrogenacidn donde el
intermediario de a 2-nitromineciclina no se aisld.

Se colocaron 104 kg de HC de minociclina {sal clorhidrica de minociclina)
(potencia de 90%) en 7.3 partes de acido suliurico {763 kg) a 66°Be a una
temperatura de 5-15°C vy se agitd para eliminar i HCl. Se colacaron 14,9 kg ds
acido nitrico fumante (100%, 1,25 equivalentes) durante 1 hara a 515°C, 120
rpm. Dado que HPLC mestré un resto de mineciclina > 1%, se volvieron a agregar
0,69 kg de acido nitrico fumante (100%, 0,06 equivalentes), después o cual el

resto de minociclina fus <1%.
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La mezcla de nitracion se colocd en 4,2 partes (440 kg) de metanol a -10 a
20°C. El lote templado se ajustd a 4 a 10°C y se usd de esta manera en la
reaccion de reduccion.

Ejemplo Comparativo 3

Este Ejemplo describe una reaccién de hidrogenacion donde se aisld el
intermediario de a Snilrominociciing. Las proporciones de solventasireactives
esién relacionadas con la carga inicial de minociclina anterior a la reaccidn de
nitracidi,

La mezcla de reaccion de sulfalo de @-nitrominociclina del Ejemplo
Comparative 4 se templo a 2240 kg (21,5 partes) de isopropanol y 342 kg (3,3
partes) de heptano, durante 1 hora, mientras se mantenia la temperatura a  a
36°C. La suspensién resultante se agité a 30 a 36°C durante 2 horas, luego se
enfrid y se agité a 19 a 25°C durante 1 hora. La mitad de la suspension se filtrd,
se lavo con 3 x 205 kg de IPAS heptano (4:1) viv ¥ s& secd a no mas de 40°C para
obtener una perdida durante el secado (LOD) de o mas de 6%. El filtrado y el
secado duraran 16 dias (durante 7 dias de los cuales, la torta humeda se dejo
bajo nitrégeno durante un cierre de planta programado) y se obtuvieron 58 kg de
sal sulfato. La otra mitad de la suspensién se agitd en un tambor y se enfric a la
espera de la disponibilidad del filtro.  Se refrigerd durante 12 dias, luego se cargd
nuevamente en el recipiente y se agitd en un rango de temperatura de 0 a 6°C
durante 2 dias, luego se ajustd a 19 a 25°C, se fiitrd ¢con 3 x 205 kg de IPA/
heptano (4:1) v/v y se secd a no mas de 40°C con una perdida durante el secado
(LOD} de no mas de 6%. La filtracién y el secado durarcn 6 dias y se obtuvieron
&2 kg de la sal sulfato.

Ambos sublotes de sulfato de Snitrominociciina se disolvieron en 672 kg
(6,5 partes de metanol y 8,4 kg (0,08 partes} de agua para inyeccidn, USP a 19-

25°C vy se redujo a sulfato de Saminominocicling usando 7 psig de gas de
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hidrégeno y 2,74 kg {0,026 partes de paladio sobre carbono, humedad de 10%)]
{porcentaje en peso). La reaccion de hidrogenacion durd 10,5 horas ¥ no dejd
rastros detectables de material de partida.

La mezcla de reaccion de suifato de 9-aminominociclina se& fiifrd para
eliminar e catalizador v se templd en una solucién de 1660 kg (16 partes) de IFAS
710 (6 8 partes) de heptanc a 0 a 27°C durante una hora. La mezcia resultante sa
ajustd a 18-25°C vy se agité duranie 1 hora,

lLa suspensién de sulfato de S-aminominociclina se filird con un fiitro
Nutsche, se lavé con 2 x 162 kg (1,5 partes cada uno) de (PAf hepiano (471) viv y
s& seco a 40°C para obtener una perdida durante al secado (LOD) de no mas de
4%. La filtracién, el 1avado v el secado duraron 10 dias y se obfuvo 94,0 kdg ds
sulfato de aminominociclina. Después de |a filtracion, se cbservaron solidos en
los licores madre. Se filtraron, se lavaron con 113 kg de IPAS heptangs (d:1) v v
se secaron a 40°C con una pérdida durante el secado menor a 4%. Se
recuperaron 24,1 kg y se conservaron como un lote separado. £i rendimiento en
bruto total de sulfato de -aminominacicling a partir de minociciina fue de 84%.

Los 94,0 kg de la “primera cosecha” dsl sulfato de Y-aminominocicling seca
y 0,084 kg (0,0008 partes) de sulfitc de sodio fueren disusitos en 538 kg (5,17
partes) de agua para inyeccion, USP y se enfriaron a 0-6°C. Sa necesito § kg de
acido clornidrivo, 20°Be, para lievar ef pH de la solucidn de sulfato de 9-
aminominaciclina a 1,1 +/- 0,1 porque al pH inicial fue de 1,16. Se agregaron 48,3
kg (0,46 partes) de &cido clorhidrico, reactivo, a fa solucidn de S-aminominociclina
y asi se obtuve HC[ de 8-aminomineciciina, Se agregaron 56 kg (0,54 partes) de
hidréxido de amonio, 28% v 4,0 kg (0,039 partes) de acido clorhidrico, reactive a
la solucion para obtener un loie con pH de 4,0 +~ 4,2

A continuacion, &l [ofe se agitd durantie 80 minutos a 0-6°C, asegurandose

gue & pH se mantuviera a 4,0 +/- 0,2. El pH final fue de 4,5 unidades de pH. El
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lote se filtrd sobre can un fillre Nutsche, se Javd con 2 x 33 kg (0,3 partes cada
una) de agua para inyeccion (con un pH llevade a 4,0) preenfriada a 2a 8 Cy a
continuacidn se agregaron 2 x 26,1 kg (0,25 partes de acetona {preenfriadaa 2 a
8°C) y se secH a no mas de 40°C, con un contenido de humedad resultante de no
mas de 7,0%. Se aislaron 43,2 kg de HCI de 2-aminominocciclina, con un 40% de
rendimiente de HCI de minociclina.

El procesc de 24,1 kg de “ia seqgunda cosecha” de sulfatlc de 8-
amingmingcichng seca a través del cambio de sal se realizd de la misma manera
qug el proceso descritc anteriormente en los cualro parrafos precedentes, usando
cantidades proporcionaies de reactives. Se recuperd una cantidad adicional de
9.9 kg de HCI de S-aminominociclina lo cual representa un incremento adicional
de 9,2% en el rendimienta.  El rendimiento total del lote de ambas cosechas fug
de 53,1%.

Ejemplo 5

Este Ejemplo describe wna reaccidn de hidrogenacion donde el
intermediario de a 9-nitrominccicline no se aislo. Las proporciones de
solventesfreactivos estan relacionadas con la carga inicial de minociclina anterior
a la reaccién de nitracion.

La mezcla de reaccion de sulfato de S-nitromingciclina del Ejempls 7 se
colocd en 440 kg (4.2 partes) de metanol, durante 90 minutos, mientras se
mantuvo la termperatura def lote a -20°C a -10°C y la velocidad de agitacion a 130
rpr.

E! lote templado se ajustd a 4-10°C y se redujp a sulfato de 9-
aminominocicling usando 50 psig de gas de hidrogeno y 52 kg (0.5 partes) de
paladio sobre carbono, humedad del 10% {en peso). La reaccion de
hidrogenacion duré 5 horas y no dejo rastros detsctables de material de partida.

La mezcla de reaccion de sulfato de S-aminominociclina se filtrd para eliminar &i
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catalizador y se templd en una solucion de 1,241 kg (12 partes) de IPAf 537 kg
{5,2 partes) de heptano a 17 a 23°C durante 30 minufos. La mezcla resultante se
enfrio a -18°C a-12°C y se agitd durante 1 hora.

La suspension resultante de sulfato de S-aminominociclina se filtrd en dos
porciones de un filtro Nutsche y se lavd con un total de 3.8 partes de IPA/ hepiano
(2:1) viv preenfriadas a 0-6°C y H08kg (4.9 partas) de heptano frio. La filtracion v
el lavado duraron 99 horas para ambas porciones (filtradas en dos porciones
debido a la limitacidn de tamafio del fillro). Las tortas himedas de sulfato de S
amingmingciclina se disolvieron &n 150 kg (1,4 partes) de agua para inyeccion,
USP a 0-6°C v la capa organica superior se separd como desecho.

Se agregaron 25,7 kg (0.3 partes) de acido clorhidrico a 1a solucidén de
sulfato de  9-aminominociclina a0-6°C  y asi se convirtio en MGl de 9-
aminaminociclina. Se agregé hidréxido de amonio 28% a fa mezcla de reaccion a
fin de obtener un ‘ote con pH de 4,0 +/- 0,2; asto dic fugar a 49,5 kg {0 48 partes).
Se agregaron 0,15 kg de sulfito de sodio (08,0014 partes) a la mezota de reaccidn.

Se sembré este lote 5 g de HCt de §-aminominacicling y se agité durante 3
horas mieniras se manienia sl g a 4.0 +~ 0,2 usande hidroxido de amonio, 28%
(0,05 partes). E! lote se filtré sobre son un fillro Nutsche, se lavd con 1 parte de
agua para inyeccidn {cen un pH llevado a 40) preenfriada a 2 a 8°C v a
continuacion se agregaron 0,2 partes de isopropanol (preenfriado a 2 a 8°C) y se
sech a no mag de 50°C, con una pérdida durante &l secado (LOD) de no mas de
10,0% y un contenido de humedad de no mas de 8,0%.

Se aislaron 83,1 kg de HClI de 9-amincminociclina, con un 5%% de
rendimiento de HCI de minociclina.

La Tabla 4 a continuacion muestra los Datos Comparativos.
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Tabla 4

Lote Escala WConcen- Rendimiento otal dti]mpurcza Epimere | Tiempo del

(kg de HCL de |tracidn corvegidoe de lfimporezas Individual ciclo'

mimncicling) oncentra- mayer

el
TTEjemple 3F 1 30 kg 34,15 [# 3% 4.49%  [2,76%% 6%, R dias

iEicmplhe 32 kg 0,4 3700 1.45% [,34"%: 1.73% 24 dins
compan-tive
1]

ik ERL 27.2% 1 72% 3, T3 5.88"% 25 s
[Ejemplo 104 ke RE.3 LR 10,79% j0.63% 3. 18% 33 dins”
Compara-tivo
163

N8 B3 1% ),57% 2.46%

(Ejemplo 4 o | 10d kg AT %% T 1.5% i,2% 125 L4 diaz
At

"ciclo de tiempe desde HCI de minociclina a HCl de 9-aminociclina.
? rendimiento combinado de (a I° y 27 cosecha
* No se incluye el cicrre de la planta dc 7 dias que ocurrio durante el proceso, si

incluye €l tiempo paca procesar la segunda cosecha.

La tabla 4 indica que la hidrogenacion de una mezcla de reaccion sin
aislamiento da lugar a un producto cont una cantidad menor de impurezas y

epimero de Ca,

ACILACION

Los analisis por HPLC se realizaron en las siguientes condiciones:

Columna: 1 Luna C8 5 um, 15 x 0,46 cm

[ Fase movil: 80% (KH:PO4 0,05 M + 10 ml de toetilamina/l de fosfato + FEPO, a
pH 6,23/20% Acetonitrilo + 0,5 g de NaEDTA

“Caudal dc flujo 1.0 mlimin

Deteceion 50 nm
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Ejemplo 1
Clorhidrato de N--butilglicina

A una mezcla de amina de tbutilo (1,57 1) y tolueng (1,33 1) a 45-50°C se le
agrega bromoacetato de t-butilo (420 ml}. La mezcla se agitd durante 1 hera g
50-60°C, |a temperatura subié a 75°C después de una hora. Después de 2 horas
a 75°C, la mezcla se enfrié a -12+3 °C y se dejd r;a-puﬁar durante 1 hora. El sélido
se recogid mediante filtracion v el filtrado se concentrd por destilacion (30-40°C,
25-35 mm HG) a un volumen de 825 mi.  El concentrado resultante se enfrid a
20-25°C y se agregaron BN de HCI (1,45 kg). Después de 3 horas, las fases se
gepararon y la fase acuosa se concentrd por destilacion {30-40°C, 25-35 mmHG)
hasta un volumen de 530 mi. Se agregd iscpropanol (2,4 I} y la mezcla se
cancentrd por destilacion {15-20°C, 10-35 mm Hg) hasta un volumen de 990 mi.
La suspension resultante se enfric a -1243°C durante 30 minutos y se dejd
reposar durante una hora. El sélido se recogid por filtracion, se lavd con i-PrOH y
se sech (4513 °C, 10 mm Hg) durante 24 horas, con lo cual s& obtuvo el producto
deseado (4079 g, 86%)

Ejemplo 2

Clorhidrato de cloruro de N-t-hutilglicina

A una mezcla de clorhidrato de Nt-butilglicing malide (250,80 g), tolueno
(1,14 L) vy DMF {7 .1 g) se le agregd cloruro de tionilo {143 ml) durante 20 min. La
mezcla se llevd a 80-85 °C y se calentd agitando durante 3 horas. Después de
enfnarla 5 20°C, el sdlido se recogio por filtracién bajo Ng, se lavd con folueno y
se secd (40°C, 10 mm Hg) durante 16 horas para dar lugar al producto deseado
(260,4 g, 93,8%). Pureza por area % de HPLC: 98,12%

Eiemplo 3

Tigeciclina
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A una mezcla de HCI de S-amineminocilina {1400 g) y agua fria {(G-4°C)
{340 ml} se le agregd clorhidrato de clorure de acido de Nt-butilglicina {154,0 g}
después de 15 min, agitando, La mezcla se agitdé a 0-4 °C durante 1-3 horas, Se
le agregd hidréxido de amonio {126 g, 30%) para lievar el pH a 7,2 mientras se
manteria la temperatura a 0-10 °C. Se agregd metano) (930 ml) v CH:Cl; {340
ml} v la mezcla se agitd a 20-25°C durante 1 hora, mientras e pH se mantuvo a
7.2 por el agregado de hidroxido de aluminio (13,5 g, 30%). Las fases se
sgpararan y los solidos se combinaron con Ja capa organica. La capa acunsa se
extrajo con CHClz (1 x 840 mi, 3 x 420 ml) y el pH de la mezcla se ajusto a 7,2
durante cada extraccién. A las capas organicas combinadas se les agregd
metana! (200 mi} y se obtuvo una solucion. La solucitn se lavd con agua (2x140
ml), luego se secd con sulfata de sodic (140 g) ¥ se continud agitando durante 30
minutes. La mezcla se filird y el filtrado s concentrd por destilacion (20°C, 15-25
mim HG} hasta un volumen de 425 ml. A dicha mezdla se le agregd CHClz {1,4 1)
¥ la destilacion se repitio dos veces, La suspension resultante se enfrig a 0-2°Cy
se agité durante 1 hora. El sdlido se recogié por filtracion, se lavd con CH:Cl; a O-
5°C {2 x 150 ml} y se seco {65-70°C, 10 mm Hg) durante 24 horas, con lo cual se
obtuvo el producto deseado (120,0 g, 75%) Pureza por drea % de HPLC: 98,9%
¥ 0,12% de epimero de C4.

Ejemplo 3A

Tigeciclina

A una mezcla de HCI de S-aminominocilina (100,0 g) y agua fria (0-4*C)
{600 mb se le agrego clorhidrato de cloruro de acido de N-putilglicina {(110,0 g)
después de 50 min, agitando. La mezcla se agitd bien a 4 °C durante 1,5
horas. Se le agregd hidroxido de amonio (112 g, 28%) para llevar el pH a 7,2
mientras se manteniza la temperatura a 0-5°C. Se agregt cloruro de metanol (800

ml}, luego metanot (440 ml) ¥ la mezcla se agitd a 0-5°C durante 30 minutos,
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mientras el pH se mantenia a 7,2 por el agregado de hidréxido de aluminio (10,0
g, 28%). La mezcla se calentd a 20-25°C durante 15 minutos. Se le agregd
metancl (244 ml) v lag fases se separaron. La capa acuosa $¢ extrajo con CHCla
{1 x 800 ml, 3 x 300 m!) ¥ el pH de la mezcla se ajuste a 7,2 duranie cada
exfraccién. A ias capas organicas combinadas se les agregd metanol {144 ml) y
se obtuyo una solucidn. La solucidn se layd con agua (2x100 ml), luego s6 secd
con sulfaio de sodio (100 g) v se continué agitando durante 30 minutos. La
mezcla se Mg v al filtrado & concentrd por destilacién (20°C, 80-120 mm Hg)
hasta un volumen de 400 ml. A dicha mezcla se le agregd CHCl (1.0 I vy la
destilacion se repitié dos veces. La suspension resultante se enfrio a 0-2°C y se
agitd duramte 1 hora. El sdlido se recogit por filtracion, se lavo con (-5 C CH:Clz
(2 x 110 ml) vy se secd (65-70°C, 20 mm MHg) durante 18 horas, luega 3-5 mm Hg
durante 16 horas) con 1o cual se obtuvo el producte deseado (82.4 g, 71,7%)
Pureza por area % de HPLC: 98,5% y 0,28% de epimero de C-4.

Ejemplo 4

Clorhidrato de clorure de N-t-hutilglicina

Se disolvio t-butilamina (88 g) en 300 m! de tolueno. La mezcla se calenté
a 45-50°C y se agregaron 117,5 g de tbutilbromoacetato durante 1 hora mientras
que se mantenia la temperatura a 50-60°C. La mezcla se calentd & 75°C durante
2 horas. La mezcla resultante se enfrié a 12°C a-15°C y se agitd durante 1 hora,
Los sdlidos se filtraron y se lavaron con tolueno frio. Bl sdlido, bromhidrato de &
butilamina, se desechd. El filirado se enfrid a 10-12°C y se hizo bullir gas de HCH
durante 05 horas. La mezcla se agitd durante 3 horas a 10-12°C, luege el
producto se recogid por filiracion v se lavd con toluene frio. El producto se secd al
vacio a 40-50°C vy se obfuvo el clorhidrato de N-t-hutiigiicina.  MS: mifz 187 {(M+}

En 35m! de tolueno, se agregd el material preparado como se describid

arriba, clorhidrato de Nt-butiiglicina (7 gramos). Se agrago clorurg de tionilo
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{11,6 ml) y la suspensidén se calentd a 75-80°C durante 1 hora. La suspension se
enfric a 20°C y el sdlido se recogié por filtracién y se lavo con 2 x 15 ml de
tolueno. El séiido resultante se secd &l vacio a 40°C y se obluve 4,4 g (B5% de
rendimiento) del producta, gue esta protegido contra la humedad y que se usé de
inmediato en | préximo paso,

Ejemplo 5

Tigeciclina

Se agregd por partes §-Aminominceiclina (10,00 g) a 80 ml de agua a &
5°C. Se le agregd par partes clorhidrato de clorure de acido de t-butiiglicina (10,98
g), manteniende la temperatura a 0-5°C. Después de agitar durante 40-60
minutas, se agregd par partes 30% de hidrdxido de amonic a la mezcla de
reaccion mientras se mantenia 1a temperatura a 0-5°C para ajustarel pH a 7,2. A
la solucién se le agregd 85ml de metano y luego 60 ml de cloruro de metilenc.
Después de agitar 15 minutos, las fases se separaron. La fase acuosa se extrajo
con cloruro de metiieno 4 X 40mi, con el pH gjustado a 7,2 antes de cada
exfraccion. A los organicos combinados se les agregaron 10mf de metanol y ia
solucion se seco con sulfato de sodio. Daspués del filtradg, la solucion se
concentrd ¥y se obtuyo una suspension (peso neto: 51 g). La suspension se agito
a 5-10°C durante 1 hora y luego se filtrd. El sdlida se lavé con 2 X 10 mi de cloruro
de metileno, luego se secd y se obtuvo 8,80 g del producte (76,8% de
rendimiento}. Pureza por area % de HPLC: 98,4% vy 0,1% de epimearo de C4.
MS{FAB): miz 586 (M+H); 585 (M,

Ejemplo 6

Clorhidrato de clorure de N-t-hutilglicing

Se disolvid t-butilamina {1,5 kg) en 1,35 | de toluene. La mezcla se calentd
a 45-50°C y se agregd 548 g de tbutilbromoacetato durante 1 hora, mientras se

mantuvo g temperatura a 50-60°C. La mezcla se calenio a 75°C durante 3 horas.
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La mezcla de reaccion se enfrid a 12-15°C y se agitd durante 1 hora. Los sdlidos
se filfraron y se lavaron con tolueno frio. Bl solide, bromhidrato de tbutilamina, se
desechd. Elfilkrado se concentrd a ~800 m| destilanda ¢! solvente. El concentrado
se enirid a 25°C y se agregaron 900 ml de BN de HCI a la mezcla. Después de
agitar durante 3 horas a 20-25°C, las fases se separaron. La fase organica se
desechd y la fase acuosa se congenttd a un volumen de 600 ml. Se agregd
isopropanal (Z2.41) al concentrado. La suspension se enirié a -12/-9°C y se
mantuve asi durante 0.5 horas. El producto se recogio por filiracion, se lavd con
isopropanol frio y luego se agitd al vacio a 40-50°C a fin de obtener el sdlido (408
g). La pureza por RMN fue »95%. MS: miz 187 (M+).

En 1.3 ! de tolueno v 7.5 ml de DMF se agregd &) material preparade como
se describio arriba, clorhidrate de N-t-butilglicina (250 gramos).  Se agrego
cloruro de tionilo {143 ml) ¥ la suspensién se calentd a 80-80°C durante 3-4 horas.
La suspension se enfrié a 20°C y & solide se recegid por fittracion y se lavd con 2
x 250 ml de tolueno. E| sélido se secd al vacio a 40°C y se obtuvieron 280 g def
producto (82 % de rendimiento). Pureza por area % de HPLC. 98,2%

Ejemplo 7

Tigeciclina

Se agregd HC! de §-aminominocilina (140,0 g) a 840 mi de agua a 04 °C.
Se le agregd clorhidrate de ciorurg de acida de tbutilglicina {154 g) durante 15
minutas, mientras se agitaba enérgicaments y se mantenia la temperatura a &
45C.

La solucidn se agitd durante 1-3 haras

El pH de la mezcla se ajustd a 7,2+0,2 con 30% de hidroxide de amonio,
mieniras se mantuvo la temperatura a 0-10°C. Se agregaron a la solucidén metancl
{930 mi} y 840 mi de cioruro de metileno, que se agitd durarte 1 hora a 20-25°C,

Las fases se separaron.  La fase acuosa se extrajo con 3X600 m! de cloruro de
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metileno y las fases organicas se combinaron, se seGaron y se concentraron a un
volumen de 500 mi aproximadamente.  La suspension resultante se enfrié a O-
2°C duranie 1 hora. El sélido se filtrd y se secd, con o cual se obtuvo 120 g del
producto {75% de rendimienta). Pureza por area % de HPLC: 98%, 0,1% de
epimerc de C4. MS{FAB): mfz 586 (M+H); 585 (M*),

Ejemplo 8

Clorhidratg de acido pirrelidinilacético

Se disolvig pirrolidina {14,2 g} en 40 ml de meti| butil &ter. La solucién se
enfrio a 0 a -5°C, Se agregd bromoacetato de bencilo {229 g) gota a gota
mientras s& agilaba. La espesa suspensidn blanca se agitd durante D5 horas a
0-5°C. E! sdlido se filtrd y se lavd con metil thutil éter. El filtrado se concentrd vy
se obtuvo 21,3 g de acetate de pirrolidinilbencilo.  El éster de bencilo {21,0 g) se
disolvié en 200 mi de metano! y se agregd 4.0 g de 10% de paladic sobre carbono
como catalizador (50% de humedad}. La solucidn se hidrogené g 40 psi durante &
horas. El catalizador se filtrd y se lavo con metanol. El filtrado se concentrd y se
obtuvo 11,8 g de acetato de pirrolidinilbencilo en forma de un aceite incoloro.  Se
suspendio acido acético de pirrolidinile (15,8 g) en 15 ml de metil thutil éter. Se
agregd acatonitniia (15 mi} v fa suspensidn se enfria a 0-5°C. Migntras se agitaba,
s& agrego HCI etéreo (120 mi, 1,0 M}.  El precipitado blanco resuliante se filtrd,
s& lavo con metil t-butil éter y se secd a fin de obtener 15 g de clorhidrate de acido
acético de pirredinilo. Pureza segun area % GC/MS: 98%. MS: miz 129 (M+).

Ejemplo 9

45-{4a 12aa)]-4 7-Bistdimetilamino}-2-[{pirrolidiniliacetillaminol-

1.4.4a,5,5a 6.11,12a-octahidro-3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,11-dioxo-2-naftacer-

carboxamiga
Se suspendid acido girrotidinilacétics (7.7 g} en 7 ml de acetonitrilo.

Después de enfriarla a 0-5°C, se agregaron 53 mi de cloruro de tionilo,
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lentamente y agitando, La suspensidén se agitd a 55%C. La solucidn ostura se
mantuvo a 55°C durante 0,5 horas v luego se enfrid a temperatura ambiente a fin
de obtener clorhidrato de cloruro de pirrolidinilacetiic.  Clorhidrate de 9-
aminomimociclina (5,0 q), preparado seqln lo descritc en e Ejemplo 4
anteriomente, se suspendid en 5,0 m! de agua. La suspensién se enfrid a -15°C.
A dicha suspensién se agregé gota a gota la solucion de clerhidrato de cloruro de
pirrclidinilacetilo segin se describié anteriormente, y se mantuvo la temperatura
por debajp de 22°C. La mezcla de reaccitin oscura se agitd a 22-25°C durante 3
haras. Se le agregd agua (2 ml) a la mezcla y el pH se ajusto a 6,540,2 con 30%
da hidréxido d& amonio. La solucidn se extrajo con 6 x 15 ml de CH:Cl; Los
extractos erganicos se agruparon y conceptraron a 40°C. Al concgntrado se le
agregd etanol anhidrido {10 ml) ¥ la suspension se agitd a 57°C durante 1 hora.
El sélido se filtrd y secd al vacio & 40°C a fin de lograr 3,5 g del producto. Pureza
por area % de HPLLC: 98,7 %, 0,4% de epimero de C4. M5{FAB). m/z 586 (M+H);
585 (MT).

Ejemplo 10

Tigeciclina

Se agregd por partes 9-Aminominociclina (4,0 g) a 10 ml de acetonittiio y 5
ml de DMPU a 10-15°C. Ss le agregd por partes clorhidrato de cloruro de acido
de tbutilglicing (4,4 g}, manteniendo la temperatira a 10-15°C. Despues de agitar
durante 2 horas, se le agregd a ia reaccidn 10 ml de MeOH y 17ml de agua
lentamente, mientras la temperatura se mantenia a 10-17°C. Gota a gota, se
incorpord Widraxida de amonio (30%) a la mezcla de reaccion y se mantenia la
temperatura a 5-8°C para ajustar el pH a 7,2.  [uego, se incorporaron 15ml de
clorurc de metileno. Después de agitar 15 minutos, las fases se separaron. La
fase acugsa se extrgjo con 4 X 20m!l de cloruro de metilens, con el pH en 7,2

antes de cada extraccidn. A |0s organicos combinados, se agregaron 700 mg de
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Norti CA-1 (carbén vegetal) ¥ 10g de sulfato de sodio, luego la mezcla se filird, La
torta s& lavd con 2 x 20 ml de cloruro de metilent. La solucion se concentro y (a
suspension resultante se agitd a 5-8°C durante 16 horas. Despues dal filtrado, el
sélido se lavd con 2 x 10 ml de cloruro de metileno frio, luego se secd a fin de
obtener 2,5 g del producto (50% de rendimiento). Pureza por drea % de HPLC:
95 2%, epimero de C4: 0,5%. MS{FAB}: m/z 586 (M+H); 585 (MT).

Ejemplos 11-19

Tigeciciina

Los ejemplos 11-19 se realizaron segln el procedimiento del Ejemple 10,

modiiicando el solvente sequn se detalla abajo.

Ejemplo | Solvente Rendi- Resultado *
miento
i il 50%; Pureza: 95,2%, epimer de C4; 0,5%, sm: 3,35%
12 DMPU- 48%% Pureza; 98,1%, epimero de C4: 0,5%, sm; 0,7%
H: (O (1:1}
I:E l DMPU- HO-7 2% necesith un tratamiento final mayor
MeC™N de
rendimicn
] to, 6 g de
escala
R
14 THE - i La reaceion “no se completd”.
15 MeCN -- l “reaccign incompleta”
_16 CH.CL - “reaccion incompleta™
17 THF:H,O | -- Reaccitn completa.
{61 ]
18 NMP -- La reaccidn “funciona pequefia escala”, “se bgro
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Ejesiple | Solveate | Rendi- Resultada '
micnto ]
una reaceion completa™. L
14 DMF' 58%0 Impureza desconocida: 1,5%

Ejemplo 20

Clorhidrato de cloruro de N-t-butilglicina

A un balon de bocas muliiples de 5] con un agitador mecanico, termopar,
cendensador con una linea de nitrdgenc a 30% {en peso) de depurador caustica y
un embudo para la adicién de ecualizacién de presién se agregd clorhidrato de N-
t-butilglicina molide (436 g, 2,6 moles d{0,5) = 103 um), tolueno {1,958 g, 2,263
ml), ¥ NN-dimetitfformamida (13,6 g, 14,4 m!, 0,19 moles}. Luego, s& incorpord
clorura de tiomila (405 g, 248 mi, 3,4 moles) a la suspensién blancuzca usando gl
embudd de adicion de 250 ml durante 33 minutos a 20-30°C. La suspension se
calentd a 80°C durante 1 hara, luego se agitd a 8G°C durante 3 horas. Después
de 3 horas, la reactidn se completd por cromatografia de capa fina (<2% del
material de partida). La suspensidén amarillo-anaranjada se enfrig a 20°C durante
32 minutos, luego se agitd a 15-20°C durante 32 minutos. &l sdtido se recogio por
filtracidn al vacio sobre un embudo Blcher de 15 om usando un papel Whatman
N 42. La torta se lavd con tres porciones de tolueno (272 g, 314 mi cada lavado)
a 20-25°C. La torta humeda se secd por succidn durante 20 minutos bajo
proteccién de nitrdgeno. El producto se secd, luego, en un homo a un vacio de
23 mm Hg y 38°C duramie 21,2 horas para proporcionar una pérdida durants al

secado de 1,23%. Paso del HCI de cloruro de t-butilamingacetiio obtenido= 462 g,

' La mezcla de reaccién se templé con isopropanol-acetato de efilo, luego se
dividié entre agua y CH:Clz. La fase arganica se concentrd, luego se diluyd con
tolueno antes de el aislamiento del producto.
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Concentracion por GC = 91,0%, ldentificacion IR = positivo. Rendimiento del HC|
de acido thutilaminoacético = 96%. Ei rendimiento corregido a a concentracion
del producto y el material de partida: = 87%

Ejemplo 21

Clorhidrato da elorure de N-i-butilglicina

A un balan de bocas multiples de 5 | con un agitador mecanico, termopar,
condensador con una linea de nitrogeno a 25% (en peso) de depurador caustico y
un embudo para la adicidn de ecualizacidon de presién se agregd clorhidrato de N-
t-butilglicina molido {450 g, 2,68 moles d{0,5) = 664 um}, toluenc {2,683 g, 3,310
ml), ¥ N Ndimetiformamida (15 g, 15 mi, 0,21 moles). Luego, s& incorpord
clorurg de tionilo (422 g, 259 ml, 3,54 moles) a la suspensidn blancuzca usando &)
embude de adicion de 250 ml durante 19 minutos a 19-22°C. La suspension se
calentd a 79°C durante 7,1 horas, luggo se agitd a 79-82°C durante 44 horas. La
reaccion se verificod después de 3 horas y se descubrid que estaba incompleta por
medio de cromatografia de capa fing (TLC). Se agregaren 26 ml (42 g, 0,35
moles} de cloruro de tionilo. Después de un tolal de 27 horas, la reaccién seguia
incompleta segun TLC y se agregaron 26 mil adicionales de cloruro de tionilo (42
g. 0,35 moles).  Después de un total de 44 horas, a 79-82°C, 1a reaccidén ss
completé segin TLC { < 4% de HCI de 4cido de thutilaminoacético de partida).
La suspension marrdn oscuro se enfrio a 25°C durante 17 minutos, luego se agito
a 21-20°C durante 37 minutos. El sdlida se recogid por filtracién al vacio sobre un
embudo sinterizado de vidrio grueso de 2 |. La forta se [avi con seis porciones de
tolueno (282 g, 325 ml cada lavado) a 20-25%C. La torta hameda se secd por
succidon durante 16 minutos bajo proteccion de nitrdgeno. E! producto se secd,
luego, en un horna a un vacio de 23 mm Hg y 38°C durante 26,1 horas para
proporcionar una pérdida durante el secado de 0,75%. Peso del HCI de cloruro

de t-butilamincacetic obtenido= 395 g, Concentracidén por GC = 88,5%,
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Identificacidn IR = positivo. Rendimiento del HCI de 4cide tbutilfaminoacético =
79%. El rendimiernto corregido a la concentracién del preducto v el maierial de
parida: = 71%

Ejemplo 22

Tigeciclina

Se disolvio HCI de Saminominociclina (43,0 kg) en 258 kg (6,0 partes de
aguaj para inyeccidn a & - 6 °C. Se agregsé clorurc de 4cide de Nt-butilglicina
47,3 kg, 1,1 partes, 301 equivalentes) a la solucidbn del lote, mientras se
mantenia la temperatura del lote 0 a 6°C. La mezcla de reaccion se agito durante
1 horas y se calculd un contenido de 0,2% de material de partida (no se necesitd
un adicional HC| de cloruro de acido de Nt-butilglicina). La mezcla de reaccion
GAR-936 se llevé @ un pH de 7,2 +/- 0,2 usando 32 kg (0,7 paries) de hidrdxido de
amonio, 28% y 2kg de acidn clorhidrico reactivo {para volver a ajustar el exceso).
El pH inicial era de 0,42 v &| pH final de 7,34. Se agregaron clorurg de metileno
(342 kg, 8 partes) y 148 kg (3.4 partes) de metanol a la mezcla de reaccion a 0-
7°C. Dado que el pH era de 7,09, no se necesité ajustaric.  El lote se calentd 2 19
a 25°C. Se agregé metanol (83 kg, 1,9 partes) y la fase orgdnica inferior se
separd. E| producto restante en a fase acuosa Se extrajo en la fase organica
usando 1 x 342 kg (8 partes) ¥y 3 x 172 kg (4 partes) de cloruro de metileno
mientras se mantuvo €l pH a 7.2 +~ 0,2 con hidrdxido de amonio, 28%. Se
agregd metanol (49 kg, 1,14 partes) a la solucién resultante de clorurg de
metileno/meatanal, que se lavd con 2 x 43 kg {1 parie) de agua para inyeccion,
antes de que se lavara con 43 kg (1 parte) de suifalo de sodio. Se realizaron tres
destilaciones al vacio para eliminar el metanol con agregado de 568 kg (13,21
partes) de clorure de metileno antes de la segunda y lercera destilacion.  E| nivel
residual de metanoi en el liquido madre fue de 0,21%. Se filird e lote, se lavg con

2 x 60 kg (1,4 partes} de clorure de meftileno preeniriade (0 a 6°C). €l material
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bruto resultante no se secod, pere se aisld en forma de una torta himeda (72,5 kg,
38,2 kg de peso neto, segun se calculd a partir de la pérdida durante el secadao),
lo cual dio lugar a 77% de rendimiento a HCI de 8-aminominociclina.  Resultados
analiticos de la torta himeda: minociclina = 1,26%, impureza individual mayor =
0,37%, epimero de C4 = 0,50%.

Ejemplo 23

Tigeciclina

Se disolvig HCI de B-aminominaciclina (61,0 kg) en 258 kg (6,0 partes de
agua) para inyeccion a 0 - 8 °C. Se agregd cloruro de acido de MNt-butilglicina
(67,1 kg, 1,1 partes, 3,01 egquivalentes) a la solucion del lote, mienfras se
mantenia la temperatura del lote 0 a 6°C. La mezcla de reaccion se agitd durante
3.5 horas y se calculd un contenido de 0,13% de material de partida {no se
necesitd un adicional HCI de cloruro de &cido de N--butilglicina). La mezcla de
reaccion se llevé a pH 7,2 +£ 0,2, usando 45 kg de hidréxido de amonio, 28%.
(0,7 partes) El pH inicial era de 0,82 y el pH final de 7,07. Se agregaron cloruro
de metileno (485 kg, 8 partes) v 210 kg (3,4 partes) de mstanol a la mezcla de
réacciﬁn a 0-6°C. Dado que el pH seguia estando dentro del rango (7,04}, no se
necesitd ajustarlo.  El lote se calentd de 1% a 25°C. Se agregd metanol (118 kg,
1.9 partes) v |a fase orgénica inferior se separd. El producto restante en |a fase
acunsa se extrajo en la fase organica usando 1 x 485 kg (8 partes) v 3 x 244 kg (4
partes) de cloruro de metilenc mientras se mantsnia el pH a 7.2 +/- 0.2 con
hidrxido de amonio, 28%. Se agregdé metanel (70 kg, 1,14 partes) a la solucidn
resultante de cloruro de metilenofmetanol, que se lavé con 2 x 61 kg (1 parte) de
agua para inyeccidn, antes de que se secara con 61 kg {1 parte} de sulfatp de
sodio. Se realizaron ires destilaciones al vacio para eliminar el metanol con
agregado de 805 kg {13,21 partes) de cloruro de metilenc antes de la segunda y

tercera destilacion.  El nivel residual de metanol en el liquide madre fue de
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0,05%. Se filtrd el lota v se lavd con 2 % 85 kg (1.4 partes) de cloruro de metileno
preenfriado (0 a B°C). El material bruto resultante no se secd, pero se aislo en
forma de una torta himeda (103 kg, 53.4 kg de pese neto, segun se calculd a
partir de |la pérdida durante & secada), lo cual dio lugar a 76% de rendimiento a
HCI de -aminominociciina.

Ejemplio Comparativo 24

Mangoclorhidrate de tigeciclina

Efemplo 24A4: 8-cloroacetamidominocicling

Se enfnd cloruro de metilenc (1,3 1) a 0-2°C en un baldn de base redonda
de 31 equipado con un agitador mecanico, un termdmetro ¥ un embudo para
agregados de 1. Por partes, se& agregd agilando clorhidrato de 9-
aminominociclina {400 g) recristalizado. Luego, s incorpord trietilamina (428 ml)
durante 10 minutos, mientras se mantenia la temperatura entre 0-2°C. La mezcla
de reaccion se agito durante 10 minutos y luege se enfric a -22°C. Se agrego, a
continuacion, una solucién de anhidride cloroacético (280 g} a cloruro de metileno
(540 ml} a tal velocidad que la temperatura no pasé de los 5°C. Se usaron 132 ml
de clorure de metileno adicional para enjuagar &l embudo para agregados. Se
analizd la mezcla d& reaccion por HPLC, 15 minutos despues del comienzo de la
adicion de anhidridgo.  Cuande |a cantidad de matsrial de partida presente era
menor a 2%, la reaccidon se templd con 680 ml de 0,05 M de solucién de
bicarbonato de sodio. La mezcla se agitd durante 15 minutos, luego se transfirid a
un embuda separador de 5 |, Se espero a qus las fases se separaran. La fase de
cloruro de metilenc se separd y se lavd con 680 ml de solucidn adicional de 0,05
M de bicarbonato de sodic. Dicha solucion lavada se agrego gota a gota en 17 |
de una mezcla de 10:1 de rrheptano e isopropancl (15,4 [ de nheptano y 1,54 (
de isopropanol). La suspension se agitd durante § minuios y luego se dejd asentar

durante 10 minutos. El sobrenadanie se decantd y el precipitado se filtro a través
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de un embudo con fritas de porosidad gruesa. El sdlida se lavo con 21 de 1001 de
n-heptano:isopropanol.  El sélido se secé a 40°C al vacio a fin de obtener 550 g
del producto en bruto.

Efempla 248; Tigecichina

Se agrego 9-cloroacetamidominociclina bruta (100 @) a temperatura
ambiente {25-2B°C) lentamente y agitando enérgicamente a 500 ml de -
butilamina en un baldn de 1! de base redonda y con dos bocas, equipado con un
agitador y un termometro. Se agregé yodurc de sodio (10 g} y la mezcla de
reaccin se agitd a temperatura ambiente durante 7.5 horas. La reaccion se
controlg por medio de HPLC y cuando quedaba menos del 2% de material de
partida, se agregd 100 mi de metanoi y ef soivente se reexlrajo en un vaporizador
rotativo @ 40°C. Al residuc se le agregarcn 420 mi de metanol y 680 mi de agua.
La solucidn se enfrid a 0-2°C y se ajustd a pH 7,2, con HC! concentrado (31 mi} a
fin de obtener una mezcla de reaction con un volumen de 1300 ml. Se diluyd a
6,5 | con agua y el pH se gjustd a 4,0-4,2 con HC| concentrade (12 ml),  Se
agregd Amberchrom® (CG161cd) tavade (860 g) a la solucién y la mezcla se
agitd durante 30 minutos vy se ajusté el pH a 40-4,2. La resina se fitrd vy |a
solucidn acupsa usada se analizd por HPLC para buscar el producto y se
almacend a 4-8°C .La resina se suspendid en 4,8 | de 20% de metanc! en agua (4
de metanol + 16 | de agua). La suspension se agitd durante 1% minutos y el pH se
ajustd a 4,0-42. La resina se filtrd vy el fillrado se analizd para observar el
producto. La exiraccion de |a resina se repitio 3 veces mas con 4.8 | de 20% de
metanol en agua. Se agruparon todos los exiractos de reina v la solucién acuosa
usada anteriormente y se ajusto ¢l pH a 7,0-7.2 con 30% de hidroxido de amonio.
La fase acuosa se extrajo con 6 x 2,8 | de cloruro de metileng, con el pH en 7,0-
7,2 entre las extracciones. El extracto de clorure de metileno agrupado se filtrd a

través de 250 g de sulfalo de sodia anhidrido, se concentrd a 500 ml y se enfrié a
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(0-3°C. Después de que &l producto se hubiera cristalizado, la suspension se agitd
durante 1 hora a 03°C. Los sdlidos se filiraron, se lavaron con 2 x 50 ml de
cloruro de metileno frio y se secd a 40°C al vacio a fin de proporcionar 26 g de un
solida.

Ejempia 24C: Monoclorhidrato de figecicling

Agitando, se disolvid tigecictina (49g, 0,084 mol) por paries en 500 ml de
agua para inyeccion, La solycion se filird a traves de un embudo poroso medio y
se lavd con 420 ml de agua para inyeccion. La solucidon se enfrid a 0-2°C y se le
agregd 5,6 mi de HCI concentrado gota a gota, mientras e manienia la
temperatura entre 0-2°C. El pH inicial fue de 8,0 vy el final de &. La solucion se
liofilizd congelando la muestra a -30°C vy liofilizando a -15°C. La temperatura de
almacenamiento subid a 21°C durante 2 horas. El solido resultante (49,6 g) se
molid y se almacend a 4-5°C, Analisis elemental: C (teoria 52,92%, experimental
51.75%); H (leoria B,73%, experimental 6,75%); N {tecria 10,65%, experimental
10,32%}); Cliteoria 5,4%, experimental 5,5%).

Ejemplo Comparativo 25

Manodlorhidrato de tigeciclina

Ejemplo 25A: 8-cloroacetamidominoticlina

Se enfric doruro de metileno (325 ml) a -5 a 0 °C y se agregd por partes
clorhidratc de 9-aminomingciclina {100 g) durante 10 minutos. Se agregd
trietilamina {776 g}, mientras se mantenia la temperatura a -10 a -5 *C. Se
prepare una solucidn de 97% de anhidride cloroacetico {70 g) en clorure de
metileno (133 ml} agitando a 20-25 °C y se incorpord a ia mezola deg reaccion de
45 minutos, mientras se mantenia la temperatura de mezcla a -10 a -2°C. E
baldn que contenia la solucian de anhidrido cloroacético se enjuagd con 31 ml de
cloruro de metileno y el enjuague aportd a la mezcla. Después de agitar durante

30 minutos, |a reaccién se observd por HPLC para determinar si la reaccion se
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completd. Se agregd bicarbonato de sodio acuoso (185 ml, 0,05 M) durante 30
minutos, mientras se mantenia la temperatura de reaccién a 0 a 5°C. Despues de
agitar durante 10 minutos, las capas se separaron y se agrego suifato de sodio
{15 g) ala capa orgénica, La mezcla se agitd durante 15 minutos de 0 a 5°C v se
filtrd. La torta resultante se enjuagd con cloruro de metileno (2 x 38 ml} ¥ los
filtrados combinados se transfirieron en 4,19 | de 10:1 de heptanotisopropanol
durante 2¢ minutos, sequido par un enjuague de 15 ml de cloruro de metileno del
balan de filtrado. La mezcla se agitd durante 15 minutos de 20 a 25°C vy, luego, se
filtrd. La torta se enjuagd con 680 ml de 10:1 heptanc:isopropanol vy se secd
durante 24 horas de 37 a 40°C (5-10 mm Hgj. Fureza por drea % de HPLC: 78,1,

Ejemplo 258: Tigeciclina

Se agregd S-cloroacetamidomineciclina {100 @) agitando enérgicamente a
483 ml de tbutilamina a un rango de temperatura de 0 a 10°C en un baidn de 2|
de base redonda y bocas miltiples, equipado con un agitador, un termémetra ¥ un
condensador. Se agregd yodure de sodio (18 g) v la reaccidn se agitd a 33-38°C
durante 4 horas. La mezcla de reaccion se observd mediante HFLC para
deferminar que se hubiera compigtado, luego se enfiid & 5§ & 10°C. Se agrego
metanol {300 ml) durante 10 minutos, lusgo la sclucidn de reaccién se concentrd
por destilacion (10-17°C, 68 mm Hg) hasta 350 ml.  Se agregd una segunda
porcion de metano! (600 ml} al concentrado y la mezcla se concentrd por
destilacién a 350 m).  Se agregaron metanol (46 ml) y agua fria {565 ml) mientras
se mantenia la temperatura de reaccion por debajo de 30°C. La solucién se enfrio
de 0 a 5°C vy el pH se ajustd a 4,0 con 100 m! de HC! 20 "Be. La solucion se
fransfirid a un halén de bocas muitiples de 5 liros con 500 ml de enjuague de
agua, luego se diluyd con 1| de agua. Después de agitar durante 1 hora a 0-5°C,
lavd con Amberchrom@®(CG161) resina® y la suspensidn resultante se agitd

durante 30 minutos a 20-25°C. La suspension se filrd y fa torta himeda resultante
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se incorpord en 340 m! de solucion de aguafmetanol 5:1. .El filtrado se aparto.
Despues de agitar durante 30 minutos a 20-25°C, la suspensidn se filfrd y la torta
hiimeda resultante se incorpord a Una segunda porcion de 340 ml de una solucion
de 5:1 de agua : metanol. El segundo filtrado se aparté. La suspension se filtré y
la torta himeda resultante se incorpord en una tercera porcion de 340 ml de
solugion de agua/metanol 5:1. Despusés del filtrado, ef tercer filtracde se combing
con & primero ¥ el segundo, v se enfrid g 0-5°C. El pH se ajustd a 7.0 con 11 ml
de 28% de hidréxido de amonio. La solucion se agitd a 0-5°C durante 16 horas, el
pH se ajusto a 7,0 si resultaba necesario, v a 22-25°C durante 1 hora, ajustandoe
pH a 7,0 si resuliaba necesario. La solucidn acuosa se extraje con cloruro de
metileno {5x 980 ml), ¥ el pH se ajustaba a 7,0 en cada exiraccion. Las fases
organica combinada se transfirieron a un embudo separador ¥ la capa acuosas
se separd. La capa organica se combiné con 100 g de sulfaio de sodio y se aqgitd
durante una horg a 20-25°C. La suspension se filtrd a través de un papel celite ¥
la torta se enjuago con 250 mi de cloruro de metileno. El filtrado se concentré por
destilacion {5 a 5°C, 150 mm Hg) a 150 ml, luego se enfrid a 0-5°C durante 1
hora. La suspension resuliante se filtrd y 2 forta se avd con G-5°C cioruro de
metileno (2 x 30 ml). La torla himeda se agito en cloruro de meatilene (335 ml) v
metanoi (37 ml) a 26-32°C hasta que se obiuve |la solucion.  La solucidn se filtrd a
través de un celite, que estaba enjuagado con clorure de metileno (2 X 15 mi) y se
concentrd por destiiacion (5 a FC, 150 mm Hg} & 54 m!l. El procese de
concentracion se repitio dos veces, ptimero mediante el agregado de 335 ml de
cloruro de metileno v la reduccion del volumen a 55-70 ml, luego mediante el
agragado de 254 mi de cloruro de metileno ¥ |a reduccion del volumen a 90-105
. La suspensidn resultante se agitd durarte una hora a (-5°C, luega se filtrd v

se lavo con cloruro de metileno {2 x 25 ml) a -10°C. El sélido se secd a 35-40°C
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durante 16 horas, luego a 45-50°C durante 27 horas. Pureza por drea % de
HPLC: 87,7 %, 1,23% de epimera de C4.

PURIFICACION

Ejemplo 1

Tigeciclina

Una mezcla de tigeciclina bruta (110,0 g} v acetato de metile {1,620) se
mezgld y calentd a 30-35°C y se le agregd metanal 550 ml) durante 15 minutos.,
Después de manteneria a 30-35°C, 1a solucian se filtrd sobre tierra de infusorios
{36 g) y la torta se lavd con acetato de metilo {2 x 106 g).  El fiitrado se concentré
por destilacién {20°C, 150 mmHG) a 550 ml. Se le agregd acetato de metile (1,1 1}
y la suspensidn resultante se concentrd por destilacion (20°C, 150 mmHG) a 550
mi. Este pasa se repitid, luego el concentrado se enfrié a 0-4°C durante 1 hora. El
solido resultante se recogid por filtracion y se lavd a 0-5°C con acetato de metilo
{2 x 150 ml}, El sdlido se secé al vacio (65-70°C, 10 mmHy) durante 100 horas y
se obtuvieron 98,0 g (89,1% de rendimiento) del producto deseado. Pureza por
area % de HPLC: 98,8% vy 0,55% de epimero de C-4.

Ejemplo 2

Tigeciclina

Se agregd en porciones HCI de SAminominocilina{140.0 g} a 840 m! de
agua a 0-4°C. Se agregéd clorhidrato de cloruro de acido de tbutilglicina (154 g)
durante 15 minutos, agitando enérgicamente y manteniendo |a temperatura a 0-4
°C. Lasolucién se agitd durante 1-3 horas. El pH de la mezcla se ajustéa 7 2£0,2
con 30% de hidrdxido de amenio, mientras se mantenia a temperaturaa 0-10 °C.

Se agregaron metanol {230 ml) v 840 ml de cloruro de metileno a la
solucion, que se agitd durante 1 hora a 20-25°C. Las fases se separaron.

La fase acudsa se extrajo con 3X80G mi ds clorura de metileno y las fases

organicas se combinaron, se secaron y se concentrarcn a un volumen de 500 mi
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aproximagameante. La suspension resultants se enfric @ (:2°C durante 1 hora. E)
solido se filtrd y se secd, con 1o cual se obtuvo 120 g del producto (75% de
rendimiento). Pureza por area % de HPLC: 98%, 0,1% de epimerc de C4.
MS(FAB): miz 586 (M+H); 585 (M),

Ejemplo 3

Tigecicliina

Se prepard la tigeciclina (15,00g} segin el Ejemple 2 y se (a agregd a 113
ml de acetona ¥ 113 mi de metanol. Las suspension se agitd a 20-25°C durante 1
hora, luego se enfrié a 0-2°C. Después de agitar durante 1 hara, la suspension se
filird y se lavé a fin de obtener 12,55 g del producto (83,7% de rendimienio). La
purezz segun BPLC (area %) fue 99 %, con 0,4% de epimerc C-4.

Ejemplo 4

Tigeciclina

Se preparé 1a ligeciclina {105 g) segin el Eiempla 2 ¥ se la agregd a 800 ml
de acetona y 800 ml de metanol. La suspensidn se agitd y calentd a 30-35°C
durante 15 minutos, luego se enfrié a 20-25°C. Después de mantenerla a 20-25°C
durante 1 hora, a suspensién se enfrid a §-4°C y se mantuve 1 hora. El sdlido se
filtrg, se lavd ¥ se secd, con lo cual se obiuvieron 83 g del producte {rendimiento
de 79%). Pureza por darea % de HPLC: =99 %, epimero de C4: 0,4%.

Ejempio 5

Tigeciclina

A un balén de bocas miltiples de 1 litro, equipado conh un agitador
mecanico y proteccion de nitrdgeno, se le agregaron 94,3 g de tigecicling bruta
himeda®* , metanol (305 g, 386 ml) y acetona @91 g, 368 ml). La mezcla de
reaccion se agitd a 16 - 23°C durante 4 horas. La suspension se filird sobre un
embudo Blchner de & cm con papel Whatman N° 1. Lz forta hdmeda se lavd con

metanol {87 g, 110 ml} a 20-25°C. La torta himeda se secd con succion y
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proteccitn de nitrogeno durante 0,1 hora. Se la transfind (75,3 gy de nuevo al
baldn de bocas multiples de 1 Iitro v se le agregé una solucidn de metanol (233 g,
295 ml} y acetona (244 g, 309 ml). La suspension se agilé a 15 - 20 °C durante
5.5 horas. La suspension se filird sobre un embudo Blchner de 8 cm con papel
Whatman N° 1. La toria himeda se lavé con metanol (70 g, 88 mi) a 18-24°C. La
forta himeda se secd con succidn y proteccién de nitrdégeno durante 0,1 hara. Se
ta transfiria (59.0 g) de nueve al balén de bocas multiples de 1 litro v se le agregd
una solucién de metanol {247 ml) y acetona (187 g, 236 mj). La suspension se
agité a 18 - 24°C durante 3 horas. La suspension se filtrd sobre un embudo
Bichner de 9 cm con papel Whatman N° 1. La torta humeda se lavd con metanol
{55 g, 70 ml) a 20-25°C. La torta himeda se seco con succion y proteccion de
nitrogeno durante 0,1 hora. Se tomaron muestras de la para analizarlas por
cromatografia liguida de alta presion (HPLC) (total de impurezas = 0,62%,
minacicling = 0,17%, epimero de C4 = 0,35%, ofras impurezas individuzles
mayores = 0,05%).

La toria himeda (48,9 g) se transfirid a un baldn de bocas multiples de 2
litros con un sistema de destifacion af vacio. A ella se le agregd una premezcla en
forma de solucion de metanol {90 g, 114 ml) vy diclorometano {1,023 g, 772 ml) La
suspension se agité a 15 — 20 °C y se obtuvo un salucidn roja. Las solucidn se
destild a 160 m a 13-17°C con vacio de 330 mmHg durante 0,8 horas y se obluvo
una suspension anaranjada. A un balon de 2 liros se le agregd diclorometano
{818 g, 617 ml) y |la suspension se volvia a destilar a 183 ml a 6 -13°C a un vacio
de 817 mmHg durante 0,7 horas. Se le incorpord diclorometano (635 4, 479 ml}
y la suspension se volvi¢ a destilar a 183 ml a 6-7°C ¢con un vacie de 817 mmHg
durante 0,6 horas. La suspension anaranjada resultante se enfric a 0-5°C y se
mantuvo a 05°C, agitado, 2 horas. La suspension se filtré sobre un embudo

Blichner de 7 cm con papel Whatman N° 1. La torta hiumeda se fav) con dos
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porciones de 69 g (52 mij de diciorometano g °C. La tarta humeda s& seco con
suGcion y proteceion de nitrdgeno durante 5 minutos. Se tomé una muéstra de la
torta humeda para analizarla HPLC ( total de impurezas = 0,49%, minocicling =
0,12%, epimero da C4 = (,32%, otras impurezas individuales mayores = 0%). La
torta se secd a 25 °C con un vacio < 10 mmHg durante 57 5 horas hasta un nivel
de diclorometane de 2,2%, con lo cual s& obtuvigron 32,3 g de tigeciclina (34,2%
de rendimienta}.

Este procedimiento se siguié usando Tigegiclina preparada con HC! de
miheciclina, obtenida de los proveedores Movione y Nippon Kayaku. En las
Tablas 1 y 2 se comparan las impurezas presenties en |a Tigeciclina obtenida a
partir del procesc mencionado, usando cada fuente de material de partida de HCI
de minociclina. Dichas tablas indican gue el procese proporciona un buen

rendimiento de Tigeciclina con un bajo nivel de impurezas.

TABLA 1
Fuenie de HCI Etapa de Total de HCl de Total de epimero
de minociclina procese de | impureeas finales | minociclina de C4 final ¢n
la en tigeeiclina (%) | recuperado (%) | tigeciclina (%o}
tigeciclina
Nippon Kayaku bruto 0,71 0,33 3,26
_en bruto
Nippon Kayaku | punificade |} 0,26 0,13 0,13
purificado
Interchem bruto | bruto 0,66 0,17 0,29
Interchem putificado | 0,38 0,10 0,15
purificado ﬁ [ L
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£ 1 :
nente de HCI Etapa de Total de HC de Total de epimero
de minociclina procese de | impurezas finales | minocicling de C4 final en
la en tigeciclina (%) | recuperads (%) | tigeciclina (%)
tigeciclina
Havione brulo bruip 0,64 0,18 | 032
Hovione purificado 0,39 0,13 0,14
purificado
- TABLA 2
Ensayo Nippon Kayakn { Interchem Hovione
Descripeldn Folvo anaranjado J Polvo anaranjado Polva anaranjada N
| Rendimicnto {g) 28,5 32.3 36,4
Concentracion (%}] LOO 00 6 90 6
Impurezas totales | 0,13 0,23 0,25
(%) —
LST (impureza | brl’ 0,13 [0,64] 0,07 [0,67)
individual mayor) {%)
[RRTF
;\Jinﬂciclina {%0) 0,13 E it 0,13
| Epimero {%) 0,13 0,15 0,14
_Diclc-m metano (%) 1.3 2,2 2,1
| Metanol (%} 0,001 0,003 0,002
| Acelona (%) 0,001 brf brl
| Heptana (%6} 0,001 bef brl
Aljcohol  isoprepilico | 0,002 1_131:[F brl
() .
Tolucno {ppm) bri® bl brl ]
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N,N-Dimetil- brl’ bri brl

formamida {ppm)

| Agua (KF, %) 1,32 | 0,72 0,51 ]

Residue por ignicion | 0,039 2,005 0,014

(%)

IR Pesitivo Positivo Positvo

Rotacion  especifica’ | -219,4 213 4 -218,7

) |

Cristalinidad Correcto Correcto Correcto

Rendimicnta (%} 21 26 24

Rendimiente 24 30 27

{corregida, %}m

Rendimiento a partir | 10 12 13

de Mine (%) I |

Rendimiento a partir | 11 13 14

de Mo {comegda,

" |

1. Sobre una base anhidra, libre de solvente.

2. Sin incluir el epimcro. 3.

Impureza individual mayor (L5} sin incluir el epimero de C4 v la minocichina. Tiempo de

retcncion relativo (RRT) con respecto a GAR-936 4, brl: inferior al limite de reporte,

0,05% para HPLC. 5. brl de 0,0005%. 6. brl de 0,0003%. 7. brl de (,0030% (muestra

vpica). & brl de 2 pom. 9. br} de 63 ppm. 10, Rendimiento corregido a la concentracion

del producto y el material de partida.

Ejemplo 6

Tigeciclina

Se sugpendid una torta himeda de tigeciclina bruta (72,5 kg , 38,2 kg de

peso seco’) se agitd y suspendid en 191 kg (5 partes) de acetona y 181 kg {5
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paries) de metanol. La suspension se calenid de 30 a 36°C, se enfrid
inmediatamente de 19 a 25°C y sg mantuva a 19-25°C durante dos horas. La
suspension se enfria de 0 a 8°C v se mantuvo a 6°C durante 1 hora. Después del
fitrade y el lavado con 2 x 34 kg (0,8 partes) de acetona/metano (1:1), fa torta
humeda se evalud por su contenide de minociclina (0,23%}, S-aminominociclina
(0%} y por su impureza individual mayor diferente ai epimero de C4 (0,08%). El
cohtenido de epimerc de C4 fue de 1,12%. Segan fos dafos anafiticos, no se
realizé una nueva suspensidn. A (a toria himreda se lg agregaron 440 kg (11,5
partes) de cloruro de metileno y 38,3 kg {1,0 partes} de metanol y la mezcla se
calenté a 30 a 36°C para disolverse. La solucion del lote se filtrd a través de
filtros de pirdgeno reductores y clarificamtes de 0,2 micrones, Se realizaron tres
destilaciones al vacio para eliminar & metanol con agregado de clorura de
metiiene (440 kg v 339 kg, respectivamente} antes dg la segunda y tercera
destifacion.  E€i nivel de metano! residual fue de 0,3%. El lote se enfriv 2 0*C 2
B°C ¥ se agitd durante 1 hora. El lote se filtrd, se lavd con 2 x 42,1 kg (1,1 paries)
da cloruro de metileno preenfriado (13 a -7°C) y se secd a no mas de 60°C hasta
una pérdida durante el secado <2,5%. El material se molid y se obiuvieron 22,3
kg de tigeciclina (58% de rendimiento}. Pureza por area % de HPLC: 982%,
epimaro de C4: 1,55%, Minociclina 0,1%, S-aminominecicling Gh, impureza
individual mayar = 4,33%.

Ejemplo 7

Tigeciclina

Se suspendid una torta himeda de tigeciclina bruta {1035 kg , 53,4 kg
peso seco® se agitd y suspendié en 191 kg (5,1 partes) de acetona y 191 kg (5,1
partes} de metanol. La suspensiénh se calentd de 30 a 36°C, se aninid
fnmediatamente de 18 a 25°C y se mantuve a 19-25°C durante dos horas. La

suspension se enfrio de 0 a 6°C y se mantuvo de 0 a G°C durante 1 hora.



82

Despuds del filtrado v el lavado con 2 x 34 kg (0,8 partes) de acelona/metang)
(1:1), la torta humeda se evalud por su contenide de mincciclina {0,12%), 9
aminominociciina (0%) v por su impureza individual mayor diferente al epimero de
C4 {0,13%). El contenido de epimero de C4 fue de 0,37%. Segin los datcs
analiticos, no se reaglizéc una nueya suspensién. A la torta humeda se je
agregaron 440 kg (11,7 partesj de cloruro de metiteno ¥ 55,7 kg (1,0 partes} de
metanoc| y la mezcla se calentd a 30 a 36°C para disolverse, La solucion del lote
se filtré a través de filtros de pirdgeno reductores vy clarificantes de 0,2 micrones,
Se realizaron tres destilaciones al vacio para eliminar el metano! con agregadoe de
cloruro de metilenc (624 kg y 481 kg, respectivamenta) antes de la segunda y
tercera destilacion.  El nivel de metanol residual fue de 1,07%. El fole se enfrid
de 0°C a B°C y se agité durante 1 hora. El lote se filtrd, se lavé con 3 x 59,7 kg
(1,1 partes} de cloruro de metileno pre enfriado {-13 a -7°C) y se secd a no més
de 60°C hasta una pérdida durante &l secado <2,5%. E) material se molio v se
obtuvieron 31,7 kg de tigeciclina en caiidad de primera cosecha. Una segunda
cosecha gue consiste en el producto residual en el cristalizador proporciond otros
2,5 kg, Ambas cosechas represertan un 64% de rendimiento de la tigecicling
bruta.

Si bien aesta invencién se deseribic segan las diferantes realizaciones de 1a
invencion y sus ejemplos no limitantes, los expertos en el campo pueden,
después de lger la memoria y las reivindicaciones, prever otras realizaciones y
variacionas dentro del alcance pensado de |a invencidn y, por Io tanto, &l alcance
de la invencion sdlo debe ser interpretado y definido por el alcance de las

reivindicaciones anexas.
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Reivindlcaciones
Habiendo asi especialmentsa descripto y determinado la naturaleza de la presente

invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se declara

reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo.

1. Un método para preparar al menos un compuesto de férmula 1,

R \\Hﬁ
o ._~CH
R:
R}N\ )]\HN o NHz
! (GHain oH 0 gy o 2
1

0 una sal aceptable para usc farmacéutico del mismo,
donde R; y R: se selecciona c¢ada una én forma independiente de

hidrégena, alquile {(C+-Ca) de cadena recta y ramificada y cicloalquilo, o Ry y R,
junto cont N, forman un heterociclo; R es —NRzR,, donde Ry y Ry se selecciona

cada ung en farma independiente de hidrogeno, y alquilo (C,-Cg) o0& cadena recia

y ramificada; v n oscila entre 1-4,

que comprende:
(@)  hacer reaccionar al menas unt agenie nitrante con al menos un

compuesto de férmula 2,
A4

0 una sal del mismo, para producir una mezcla de reaccion gue comprende

unintermediario; y
(b} hacer ademéas reaccionar el intermediaria para formar el al menos un

compuesto de formula 1,
dande el intermediario no se aisla de la mezcla de reaccion.
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2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde R, es
hidrogeno, R es t-butilo, Rs @s metilo, Rs es metiio, ynes 1.

3. El método de acuerdo ton la reivindicacidn 2, donde el al menas un
compuesto de férmula 1 es tigeciclina o tigeciclina HCI

4, El método de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, donde
el al menos un agente nitrante se selecciona de nitratos y acido nitrico.

5 El métoda de acuarde con la reivindicacién 4, donde el al menos un
agente nitrants se selecciona de acido nitricn,

8. El métode de acuerdo con la reivindicacién 5, donde &f acido nitrico

tiene una concentracién de al menos 80%.

7. El métado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
donde el al menos un agente nitrante esté presente en un exceso molar respecto
del al menos un compuesto de férmula 2.

8. El metode de acuerdo con 1z relvindicacién 7, donde el exceso molar
es de al menos 1,05 equivalentes.

9, El méfodo de acuerdo con cualguiera de ias reivindicaciones 1 g §,
donde |a reaccian.an{a) es ¢n presancia de un geido. . .

10.  El métode de acuerdo con la reivindicacion 9, donde el acido es
acido sulfurico.

11.  El método de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 1 a 10,
donde la reaccion en (a) es a una temperatyra qua oscila entre 5 ¥y 15°C.

12.  El método de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 1 a 11,

donde el al menos un compuesto de fdrmula 2 se selacciona de una sal,
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13. El método de scuerdo con la reivindicacion 12, donde la sal del al
menos un compuesto de férmula 2 es se selecciona de las sales dorhidrate,
bromhidrato, yodhidrato, del acido fosforico, acido nitrice, écido sulfurico, acido
arético, acide benzoico, acido citrico, cisteina, acido fumérico, acido glicélico,
4cido maleico, 4cido succinico, acido tartarico, sulfato, y clorobencensulfonato.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, donde la sal del al
menos un compuesto de fémula 2 se selecciona de sales de acidos
alguilsulfcnicos y ariisulfonicos.

15. El método de acuerdo con cualguiera de [as reivindicaciones 1 a 14,
donde el intermediaric es una sal.

16. E! método de acuerdo con la reivindicacion 15, donde el
intermediaric es una sal sulfato.

17. El método de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 1 a 18,

daonde el intermediario es al menos un compuesto de férmula 3,
\H/‘

R

oM

Q0 uné sal del mismo,

18. El método de acuerde con la reivindicacidn 17, donde el al menos un
compuesta de férmulfa 3 estd presente en una proporcion de al menos 80%
respecto de la cantidad total de componentes orgdnicos, determinada por
cromatografia liquida de alta resclucidn.

18. El método de acuerdo con la reivindicacion 17, donde la mezcla de
reaccian incluye el epimerg en C4 de formula 3 en una proporcion menor del 10%,

determinada por cromatografia liquida de alta resolucion.
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20.  El método de acuerdo con cualguiera de |as reivindicaciones 1a 19,
donde el hacer reaccionar ademés en {b) comprende reducir glintermediario.
21. E! método de acuerdo con la reivindicacion 20, donde la reduccién

produce al menos un compuesto de férmula 4,
‘\H/

R

0 Una sal del misma,

22. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 20, que comprende
ademas acilar el intermediario reducido.

23. El metodo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, donde e
hacer reaccionar en {(a) comprende proveer gl al menos un compuesto de formula

2 an una cantidad de al menos 1 gramo.

24.  Unmétodo para preparar al menos un compuesto de férmula 1,
N
N

R
Ry

a
~ )k
) M
R{"".’ S H

fGH, I

o una sal aceptable para uso farmageutico del mismo,

donde Ry es hidrogeno, R es tbutilo, R es —NR3:Rs donde R es metilo y
R4 &5 metilo, y nes 1,

que comprende:

fa)  hacer reaccionar al menos un agenfe nifrante con al menos un

compuesto de farmula 2,
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o una sal del mismo, para producir una mezcla de reaccién gque comprende
un intermediario; y

{b)  hacer reaccipnar ademas el intermediario para formar el al menos un
compuesto de férmula 1,

donde el intermediario no se anisal de la mezcla de reaccion.

25.  El método de acuerdo con la reivindicacidn 24, donde el al menos un
compuesto de formula 1 es tigeciclina o tigeciclina HCI.

268.  Un metodo para preparar al menos un compuesto de formua 1,

N,
R N
a OH
R*"m..ﬂ )J\ A MH;
{CHyn CH 0 gy ¢ ©
1

0 una sal aceptabie para uso farmacéutico del mismo,

donde Ry ¥y R: se selecciona cada uno en forma independiente de
hidrogene, alquilo {C1-Ce) de cadena recta y ramificada y cicloalquile, o Ry y R,
junto cen N, forman un heterociclo; R es —NR3Rs, donde Ry v Fa se selecciona
cada uno en forma independisnte de hidrégeno, y alguilo (C4-Cs) de cadena recta
¥ ramificada; y n oscila entre 1-4,

(ue comprende:

(a)  hacer reaccionar al menos un agente nitrante con al menos un

compuesta de formula 2,
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NS
R N
L. .0OH
] NH,
OH
o}

G 0 g4 ¢

o una sal del mismo, para producir una suspension; y

(b}  hacer reaccionar la suspensién para formar el al menes un
compuesto de formula 1.

27.  El método de acuerdo con la reivindicacién 26, donde Ry es
hidrégeno, R; es t-butilo, R es —-NR3R4 donde R es metilo y Ry es metilo, ynes 1.

26,  El método da acuerdo con la reivindicacion 26, donde & al menos un
compuesto de formula 1 es tigeciclina ¢ tigeciclina HCL.

29.  Un méiodo para preparar al menos un compuesto de férmulfa 3 o

una sal del mismao,

-
hE

donde R es =NR3Ry, donde R y Ry sé selecciona cada uno en forma
independiente de hidrégeno, y alquilo {C4-C4) de cadena recta y ramificada,

que comprende:

hacer reaccianar al menos un agente nitrante con al menos un compuesto
de formula 2 o una sal del mismo,
\/

R
CH

donde la reaccion se realiza a una temperatura que oscila entre 5 y 15°C.
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30.  Un método para preparar al menos un compuesto de formula 1,

N
R N
o H CH
Rz
~u )LHN ! NH,
Ry o
fCHpIn OH D od & o
1

o una sal aceptable para usc farmacéutico del mismo,

donde Ry y R: se selecciona cada unc en forma independiente de
hidrogeno, alquilo {(C1-Cs) de cadena recta y ramificada y cicloalquilo, o Ry ¥y R,
junto con N, forman un heterociclo; R es —-NRs:Ra, donde R y Ry se selecciona
cada unc en forma independiente de hidrogeno, y alguilo (C1-Ca) de cadena recta
¥ ramificada, y n ¢scila entre 1-4,

gue comprands!

{a) hacer reaccionar al mengs un agente nitrante con al menpos un
compuesto de formula 2 o una sal del mismo para producir una mezcla de

reaccion que comprende un intermediario; y

N/

R N

(b}  hacer reaccionar ademas el intermediario para formar el al menos un
compuesto de fdrmula 1

donde el hacer reaccionar en (a) se realiza a una temperatura que oscila
entre 5 y 15°C,

31,  El métode de acuerdo con la reivindicacion 30, donde Ry es
hidragens, Rz es tbutilo, Ry es metile, Ry ss metilp, ynes 1.

32.  Un compueste o una sal del mismo preparado por el meiodo de

acuerdo con cualguiera da las reivindicaciones 1 a2 31.
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33. El compuesto de acuerdo con la reivindicacidon 32, donde Ry es
hidrageno, Rz es t-butilo, R es metilo, Ry es metilo, ynes 1,

34, El compuesto de acuerdo con la reivindicacidn 33, donde el al
menos un compuestc de formula 1 &s tigecicling o figeciclina HCI,

35, Una composicion que comprende un compuesto ¢ una sal del
mismo preparado por el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
1a31.

36. La compesician de acuerdo con la reivindicacion 35, donde Ry es
hidrogen, R; es t-butilo, Rz es metilo, Ry es metile, ynes 1.

J7. La composicion da acuerdo con la reivindicacion 38, donde el al
menos un compuesto de formula 1 es tigeciclina o tigecictina HCL.

3B, La composicion de acuerdo con la relvindicacion 35, que comprende
ademas al menos un vehiculo aceptable para uso farmaceutico.

39.  Una composicion gue comprende:

at menos un compuesto de formula 3,

o una sal del mismo,

dande R es —NR3R4, donde R y Ru se selecciona cada o en forma
independiente de hidrogeno, y alquilo {C41-Ck} de cadena recta y ramificada,

dande un apimerc de Cs de fdrmula 3 estd presente en una proporcion
menor del 10%, determinada por cromatografia liquida de alta resolucion.

40, La composicién de acuerdo on la reivindicaciéon 32, donde R es
hidrégeno, Rs es tbutilo, R es —-NR:R,; donde R; es metilo v Rs es metila, ynes 1.

P WYETH
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These Wofes are intgnded 1 give tha basic insteuctions cancgrning the filing ot armendments under article 19. The
Moles are based on the requirements of the Palent Cooperation Traaty, the Regulations amd the Administrative imgtoiicng
urdar that Treaty, 10 case of discrapancy betwson these Notes and Mose requiraments, the latter g applicatle, For morg
detgied information, see also the PCT Andlicant's Guida, a publication of WIPC,

In thesa Motes, “Article”, "Rule”, and "Segtion” rafer tu the previsions of the PCT, the POT Regulations and the PCT
Admitistrative \nsinicions, respsctively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The sgplican] has, aftar hawng regelved tha international seargh repan and the wiitten dpinion of the liematona)l
Searching Autherity, the opperiunily o amend the claims of the irternatonal application. it shoukd howaver Be emphasized
thait, since all parts of the international application jelaims description and drawings] may be amended duting the
infertations! preliringny sd2minalion prockdore, theda is usualy no need to file amendments of the slaims undsr Articls 19
axcEpLwhere, 8.9, the applicant wants e iatter to ba published lor the purposes of provisisnal protection or has another
reasan far amending the claims beiorg interpational publication, Furthermors, It sholld be emphasized that provisio el
protaclion is avaiaiis i sirme States arly (see OO0 T Aoplicents Guids, Yolurme VA, Annexes BY and B2

The agerttion of the apglicant i$ drane o the fact thal smandments io the claims undar Article 19 are not allovead whe e
the International Searching Authorily has Ssctared, under Articha 17(2), that no intemational ssarch, report would be
esiabinhed (see POT Applicant's Guide, Yolurma 10, paragraphn 296).

What paris of the inlernational application may be amanded?

Under Adicle 15, only the claims may be gemented.

Dhuring the imternatonal phase, the clams may also be amended (pr further amended) Under Articls 34 before the
International Praliminary Exacnining Authorily. The dessrlption and drawings may only b amendad under

Anticle 34 befors the ntematona) Examening Autharity, :

Llpen griry into the pational phase, all pans of the internatonal applisation may b amended under Article 28 ar,
whera applicabie, Article 41.

When? Withirn 2 monthe fram the date of transmittal ol ing inernational ssarch report or 16 monthe frem the pricty daie,
whithaver time limit expires later. [t should be hoted, however, Inalhe amendinants will be comsidarad a8 iy
been recamved onlime if they are received by the Intemational Bureay after the expiration o the applicable it
Yimit but before the sempletion of tha techaical preparations for intermationad pulication (Fuie 4817,

Whera not 1o file the amandmenis?

The amendmerts may only be fled with the emationz! Sureay 2hd 401 with the receiving Office or the
Internaterat Searching Autherity (Rule 45 2.

Whare a demand far iniErmatonal prefintimdny exdattinatdon haes basnds e, see helow.

How? Eiftvar by canceling one or move antirg claims, by adding ne o mdre nevw claimsg o by amending the text o ane
of rnare of the claime as liled,

& raptacernant sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on aaeaunt of an Brvandmarnt or
amendmenia, difers irom the sheal onginally filed.

All the claims appearing on 4 replacemant sheat must be numbergd in Arabic nUmenals. Whera a claim s
cancellad, nd renumbaering of the ather claims i requirad. Ity all cases whare clalms are renumbered, thay must be
rernEETEd CoNSegiilively (Seciian 2055,

The amendments musi be made in the language in which the intamatioral application s 1o be publtshaed.

what documents mustmay accompany the amendmants?
Latter (Section 206}
The amendments must be submitted with a lefar.

The latier will not ba published with the international application and the amended claima, it should nat be
corflused with the " Stalamnant under Article 19(1]" {$te balow, under “Statement unoac Artici 18677

The leHar must be In Engiish or French, at the chalce ¢ the applicant. Hewever, H thalanguape of tha
International appilcation = English, the lattar muzt be in English; I the fanguage of the intarmaifonal appication
is French, the latier must e in Franch.

L
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" NOTES TO FORM PCTASA/220 [comtinued)

Tha letter mist indicate the diffarencas between the claims as filed and the ¢laims as amanded. It must in
parficylar, indicats, in compection with each claim appearing in the intermational application (it being untgratoos
thay idantica! indicatiens concerning sevaral claims may be grovped)wihather

() the claim w unchanged;

[} e claim is cancellad,

fiii}  the claim is rew;

vl the slaim replaces ane gt mare claims as fikd:

(v e claim s be resull ol the divisiah of 2 claim as fled,

the following examples lhustraie tha mennsr in which amendmenls must be explained in the
accompanylng latter:

1, [Where originally thers wera 48 claime 2rd after amendment of 2oma claims thets are S
"Ciaims 119 29, 31, 32, 34, 35, 37 kv 48 replaced by amended claims bearing the same numbars;
Claims 30, 23 and 36 unchanged; new claims 459 19 51 added”

2. Where originally therg were 15 claims and atter amendment of all elaims there are 11f:
"Claims 1 10 15 replaced by amended clalms 1 ta 11"

A, idhere {:rl'g]i.nalfy there were 14 olaims and e armanditans sonsist i canceling some ¢laims and in adding
new clalms);
"Claims 1 to 5 and 14 unchanged; cleims 7 1o 12 cancalled; rew claims 18,16 and 17 added " or
"Claims 7 iy 13 carcalled; new £laims 15, 15 and 17 added; all olher claims unchanged.”

4, |Where varigus kinds of amandments are made]:
*Claims 1-10 unchanged: claime 11 to 13, 18 and 19 canceliod; claims 14, 15 and 156 replacaed by amended
claien 147 clalm 17 subdivided into ame nded shaims, 15, 18 and 1 7) new e\dims 20 and 23 saded.”

“Statament under artizla 151" (Ruls 45.3)

The amandmeris may be stcompanied by & statemant explaining the amendments and indicating any impacl
that such srengmeants Tright Fgve on e deseription ang the drawings (which cannat be amended under Arlicle 19114

The staterment will be pubhaned with tha wnterationsl appleation and the amended ¢laims,
It must ba In the language i which the Interpalional applization |s 10 Be published.
# st be brigd, ot sxeesding S00 words T in Engligh ar 1 translated ime English,

It shetld ot be confused with and dogs not replace the leter indicating \ha diterences between The ¢laims ag flod
and as amended. [t must be Glad on a separate shaet and must be identitied as sueh by a heading, pralerably by
using the wordgs "Statamet wnder Articls 196107

it may not ¢ontain any disparaging comments on the internaticnal seanch repart or ther ralevance of citalions
comaitied in that report, Referance 16 gitations, relavant 16 8 given claim, comtaind in the Intemational search
raport may ba made Grly in connsction with an amengment ¢ that sair,

Conssguence if a demand 16y Interrational preliminery examinalion has already been tiled

If, at the time tf $ling any amendments and any accompanying stalement, undar Article 19, a demand tor
intermational prelimitary examination has aiready been submited, the appiicant mus preferably, 26 the time of
filing the amendmants fand any statement | with the International Bureau, also fla with the [nteenational
Praliminary Exarnining Authorfity a copy of suth amendments (and of any statement] and, whers required, &
Iranslation of such amendments for the procedun before that Anhorily (589 Aules 55380 and £2.8, frst
gentence}, For further infarmation, sw the Notes 1 the demand form [FCTHPEAME),

It 2 damand for internatisnal preliminany examination is mads, the wiiten ¢pinon of the intematio nal Saarciing
Authority will, except in certain ¢ases where the Jnlemational Prafiminary Examining Authority did nol act a5
Inamational Searching Authanty and whers it has notifisd the Internatonal Bursau undar Fule B6. 1 bisbh by
eonsitered 1 be & written opimen of 1he International Fralimineary Examining Autharty, i & domarnd s meds, the
applicant may submit i the International Preliminary Examining Authority & reply 10 the wiitten opiniun logetner,
whare apprapriata, with amendments befors the expiration of 3 montha from the dats of maiting of Form
POT/SAMLSD or bafore the explralion of 22 months o tre prioty date, whichever sxgires later (Rule 4abiz1{c)).

Consequance with regard to translation of the international application for entry into the national phase

The applicants aention is drawn 19 the fact that, upbn antry into the national phage, a transiaton of tha claims as
amanded under Articls 19 mey nave to be Turnisted to e desigrstedislested Offices, instead of, o In additien to,
the wanslation of tha glaims as filed. :

For fudher delgils on the redlirements of sach designatedsleniad Offics, see the PET Applicant’s Guide,
Yolurme 1.

Motes tn Form PCT/ASANZZN {secand shaet) (Sictober 2005)
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INTERNATIOMAL SEARCH REPORT
(PCT Ariicle 18 and Rules 43 and 44]
Applicant's ar agent's fila reterance FOR FURTHER see Form PCT/ISAZ20
1142.380-304 ACTION az well ag, whers applicable, lem S below,
Internatinnal applcation Mo, International filing data (dawmonthiyear] (Earliest} Pricwity Date (dawimonifeyaar)
PCT/URR006/020540 25/05/2006 27/05/2005
Applicant
WYETH

This intermational search report has baen prepared by this internationsl Searching Authority and is transmitied 10 the apphicant
according to Arikie 18. A copy is being transmitted 10 the Intarmational Bureau,

This internationa] search repont consists of 2 tetal of g shasts.
-E' ILis alas aopampanisd by & copy of sach prgr s docUment cibed in thiss reper,

1. Basgls of the rapont :
2 With regard 1o the \angi1age, the intermational search was cartled pub on the basis of
e internslional appheatcn in e language inwhilch it was hilad

D B translation of the intermaiiznal application inlo - whish i3 the language
ol 3 wanslalien furnished for the putpases of Imemational search {Fules 12. ﬂ[a} and 2310k}

EI With regard to any nusleolide ahdior amino acld sequence digeipsed in e intemeaticnal spplication, sea Box No, L
=3 .|:|| Leriatn clgims were Found unsearchabla [See Box Mo, 1)
. Unity of Invenilon id lagking {sea Box No 11}

<5 With regard 1o the titie,
D the taxt & approved ag submitted by the applicam
L__,| the text hes been eslablished by thiz Auhorty to raad as follows:

£. With regard to the abstract,
@ Iha text is approved as submitted by the 2pplicati

[ 1 thetext has been established, according ta Ruie 38.2(b), by this Authority as it appears in Box Na. IV, The applicant
may, within ane menth fram the dete of mailing of s Mernatithal search report, sulbmit commanis ta #is &4ty

B. With regerd to tne drawlngs,
g, the figure of the drawlngs to be poblishad with the absiract is Figure Mo, _ )
@ as suggested by the applicant
[7]  assslected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
[T] 2 selectsd by this Authority, because this figure batter charactarizes the Inverition
b, D none of tha figures |5 1o be publizhed with the abstract

Form PCTASAZ10 {first sheet) (Aprl 2005)
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NTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US2006/020540

Box il Chservations where certain claims were found unssarchable {cuntlnuhtion of itam 2 of first sheet}

This IMtamatioral Seatch Aeport Ras not Baan estabished in respest of cartain clalms under Aricle 17{24a) for The fellowring reasons:

1. D Claims Mos.:

berause thay relate 1o subject matter not required to b searchad by this Authorily, narndly.

2, i Clalms Mos.;
because they relate to pans of ine Intemational Application that do not camply with the prascribed requirgments W such
an axtent ihal ne meaningful Nternational Search can by carfed out, spegifically:

3, . Claims Mos..
biecause they ars dependant claims and arg not dratiad in accordance with the second and third sentences of Bule 6.4(a),

Box I Cbhservations where unity of Invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Intermetional Searching Authority found multiple inventions in tis international application, as follews:

see additional sheet

1. Az all ragquined addilional search lees ware timely paid by he sppicant, his marmatiang Sedmh Aepoht ogvers 2
sgarchable claims.

2 [:I As all searchable claims coutd b searchad without effon juslifying an additional foe, this Authority did not invile payment
of any additional fes.

3. A5 orly some of the requirsd additional seanch fees ware timely paid by the applicant, this [ntermationsl Search Report
covers oily these slaims for which fees were paid, specifically ¢laims Nas.

4. m Mo required additionial search faes wers tmely paid by e amlicant. Sonsequertly, Mis lmematicnal Search Peportis
restriciad Lo the invention Arel manticned in e $lalms; it is coverad by clalms MNas.:

1-28, 32(part)-40(part)

Remark on Protes) D The additional search fees weara accompanied by the applicant's protest

[__-[ Na protes! astompaniag the payment of agdivonal seanzh fees,

Form PCTASAZ10 {continuation of first sheal (21) (Januany 206147
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASAS 219

This International Searching Authority found multiple (groups of)

inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-28,32(part)-40{part}

Claims 1-28,32(part)-40{part} directed to a method for
preparing at least one compound of formula 1 of the
application or a pharmaceutically acceptable salt thereof,
comprising a} reacting at least onme nitrating agent with at
least one compound of formula 2 of the application or a salt
therecf, to produce a reaction mixture comprising an
intermediate, and b) further reacting the intermediate to
form at least one compound of formula 1 af the application,
wherein the intermediate is not isolated from the reaction
mixture (regarding claims 26-28 the "slurry" was considered-
to relate to a reaction mixture in which no compounds are
isolated).

-

2. claims: 29-31,32{part)-40(part)

Claims 29-31,32(part)-40(part) directed to a method for
preparing at least one compound of formula 3 of the
application or a salt thereof, comprising a] reacting at
least one nitrating agent with at least one compound of
formula 2 of the application or a salt thereof, wherein the
reaEting is performed at a temperature ranging from 5 to
15°C.

—
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CiContinuation).  DOCUMENTS CONSIDERED TS BE RELEVANT

Calgory* ] Citalon g docoment, with indicatlon, whera agorepriate, of the relevanl passages J Relavan to ciaint Mo,
A NELSON ML AND CO: ‘"Versatile and facile | 1-28,
synthesis of diverse semisynthetic 32-40
tetracyclipe derivatives via Pd-catalyvzed
reactions”

JOURNAL OF ORGANIC CHEMISTRY,
val. 68, 2003, pages 5838-5351,

XPO@2400051
-page 5839
page 5846; example 5a
A SUM P-E ET AL: "GLYCYLCYCLINES. 1. A HEW 1-28,
GENERATION OF POTENT ANTIBACTERIAL AGENTS 32-40

THROUGH MODIFICATION OF

G- AMINOTETRACYCLINES"

JOURNAL QF MEDICINAL CHEMISTRY, AMERICAN
CHEMICAL SOCIETY. WASHINGTUN, US,

vol. 37, no. 1, 1994, nages 184-185,
APOR23235580

I5SN: 0022-2623

the whoie document

. AP SUM ET Al: "“Synthesis and antibacterial 1-28,
activity of 9-substituted minocycline 32-40
darivatives"

BIOORGANIC & MEDICIMAL CHEMISTRY LETTERS,
OXFORD, GB,

vol. 16, ne, 2,

15 January 2006 (2006-01-15), pages
4D0-493, XPOE5175606

I55N: Q960-834X

page 401; figure 1

-----
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From the
INTERMATIONAL SEARCHING AUTHORITY

PCT

WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

seg form POTASASZ2D

Bate of mailing
i _ jdawmonthvear] see form PCTASAZ10 [second sheet)

Applicants o agent's Rl relrence FOR FURTHER ACTION |
sas form PCTASARZZ0 Swe paragraph 2 below !
Intarnatiohal application Mo. Internationat filing dala {dayinanthiear) Pricrity date fdﬂrﬁﬂﬂﬂfh'yﬁ'af} !
;. PCTAIS2006/020540 25.05.2006 27.05.2005 |
i _|

Internalional Paterl Classification {IPC) or both natisnal classification and PG

INY, CO7C23T102 COTCEATE6 AGTKITAS AGTFI 100

Applicant :
WYETH

. 1. This gpinion contains indicatians relating to the following items:

Box Mo, | Basis of the apinicn
Bax Na, 1l Pricrity
Bax Mo, Il MNeon-establizhment of opinion with regard to novelty, invenlive step and industrial applicability

Box Mo. [V Lack of unity of invention

Box Mo, ¥ Reasoned statermnent undar Rula 4386, 1¢a)() with regard b navelly, invanlive step or industrial
applizakility; citations and sxplanations suppening such statemeang

Box#lo. Wl Cerlain documenis cited

OB BRRO0OA

Box Mo. VIl Cerlain defects in tha international application
O Box Neo. VIl Gertain obsarvalions an the international application

2.  FURTHER ACTION

If a demand for Internalional preliminary examinalion is made, this opinion will usually be considersd to be a
writtan apinion of the Inlernational Preliminary Examining Authority ["IPEA") except thal this dees not apply whare
the applicant choosas an Authority othar than this one to be the IPEA and the chosan {PEA has notifed the
Intemational Bureau under Rule 66.15istb) that written epinions of this Internalicnal Searching Authonty

: will not be so considered. !

If this opinion is, as provided abave, considered lo be a wiitten opinion of the IPEA, the applicant is invited e
submit 1o the IPEA a writtan reply togsther, where appropriate, with amendmenls, before the axpiration of 3 months
from the date of maillng of Form PCTASAZ20 ar before the expiralion of 22 menths from the priority date,
whichever axpires latet,

For lurther options, =ea Form PCTASARZ20,

3. For lurlher details, gee notas to Form PCTASARZZ0.

Mame and meiling addrass of tha IS4 i Dhals of completion of Autharred OHicer i
™ this opinion ﬁﬂ""""‘-.-%t
ELropezn Falent Cfics - i
———  Tal +49 89 2350 . ( Tx: 523656 ud
Fax: +48 8% 2309 _(:44;5 e Talaphone Mo, +49 B9 2388-8814 M,,_m."f

Fom (PCTASAZET} {Cover Sheet) (Apil 2009)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2006020540

__Box No.| Basis of the gpinion

1. With regard ko the language. this opinion has been established on the basis of:
B the international application In the language in which it was filed

O atranslalion of the international application into |, which is the languagse of a transtation furnished for the
purposes of internaiional $earch {Rules 12 3{a) and 23.1 {b)).

2. With ragard to any nucleotide andor amino acid sequence disclosed in the intemational application and:
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material
[J  aseguence lising
[0 tabie(s) related to the sequence listing

b. format of material.

. [ on paper

O inglectronic farm

c. time& of fiirgfurmishing:
0 contained in the intarnational application as filed.
O filed together with the international appfication in electronic ferm.

[ furnished subseqguently to this Authority for the purposss of search,

~3. O I addition, in the case that more than one version or copy of & Sequence listing andior table rétating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the siibsequent or addiional
copies 15 identical to that in the application as filed or dogs not go beyoend the application as filed, as
appropriate, werg furnished.

4. Additional commments:

Form PCTASA/ 237 {Aprl 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE Internaticnal application No,
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2008020540

Box No. IV - Lack of unily of invention

1. In responss 16 the invitation (Ferm PCTASAZ06) to pay additional feas, the applicant has, within the
applicable time limit:

0 paid additional fegs

O paid additional fess under pratest and, where applicable, the protest fee

O paid additional fees under protest but the applicable protest fee was nat paid
M not paid additional fees

2. 1 This Autharity found thal the requirement of unity of invention is not comphed with and chase not to invite
the applicant to pay additional feas.

3. This Authanity congiders thal the requirement of unity of invantion in accordance with Pule 131, 13.2 and 133 15

. U complied with
5| nﬁt compiied with for the faffowing reasans.
see separate sheet
4, Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international appilication:
I allparts.

& the parts relating to claims Mos, 1-28 32-40

Box No. V  Repsoned statement under Aule 435is.1{a){l) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicability; citations and explapations supporting such statemrent

1. Statemsnt
Noveity (Nj Yes: Claims 1-28
. MNo:  Claims 32-40
inventive step (15) Yes, Claims 1-28
No:  Claims
'ndusinal anplicability {1A) Yoe: Claims 1-28,32-40
No:  Claims

2. Citations and explanations

ses separate sheet

Fortn PCTASAS 237 (Aprl 20GS)
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WRITTEN OPINION OF THE intecnational spplication No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/020540

Reference is made to the following documents:

D1: Drugs of the Future, 2001, 26, 851-858

D2: US5675030

D3: Journa! of Qrganic Chemistry, 2003, 68, 5838-5851
D4: Journal of Medicinal Chemistry, 1994, 37, 184-188

Re Jtem IV: Lack of unity of invention

. 1. This Authority considers that there are 2 groups of invention covered by the claims
indicated as follows:

Claims 1-28, 32{part)-40{part) directed to a method for preparing at least one
campound af farmula 1 of the application or a pharmaceutically acceptable salt
thereof, comprising a) reacting at least one nitrating agent with at least one
campolund of formuta 2 of the application or a saft thereof, (o produce a reaction
mixture comprising an iniermediate, and b} further reacting the intermediate to
form at least one compound of formula 1 of the application, wherein the
intermediate is not isclated from the reaction mixture fregarding claims 26-28 the
"slurry” was considered 1o relate to a reaction mixture in which no compounds are
isclated).

Il:  Claims 29-31, 32(part)-40(part) directed to a method for preparing at least one
compound of formula 3 of the application or a salt thereof, comprising a} reacting
at least one nitrating agent with at least ene compound of formula 2 of the
application or a salt thereof, wherein the reacting (s performed at a lemperature
ranging from 5 to 15%C,

2. The document D1 is regarded as being the closest prior art and discloses (see
Paragraph "Synthesis" p 851}:

A process for the synthesis of tigecycline comprising the steps of:
- nitration of minogycline with KNQ, and H,S0, to form a §-nitro defivative,

Form PCTASMAIZST (Saparate Sheet) (Shest 1] (ERC-Apti 2008)
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WHITTEN OPINION OF THE ' International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING _
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) : PCT/US2006/020540

- reduction of this 9-nitro derivative with H, over Pd/C in 2-methoxyethanol2N
H,S0O, to provide 8-aminominocycline, '

- acylation of 9-aminominocycline either a) with 2-bromoacetyltromide in N,N-
dimethylpropyleneurea (DMPU) to form 9-(2-bromoacetamidojminocycine,
followed by reaction with tert-butylamine to yield after purification the attended
tigecycling, either b} with N-tert-butylglycyl chioride to form directly the attended
tigecycline. '

3. Therefore, the differences between the disclosure of D1 and the two inventions
can be defined as follows: '

Claim 1: The subject-matter of ciaim 1 differs fram D1 in thér the nitro-intermediate
is not isclated from the reaction mixture but directly involved in the reductive step .

Claim 29: The subject-matter of claim 29 differs from D1 in that the first step of
hitration is performed at a specific temperature ranging from 5 to 15°C,

4. Starting from the process disclosed in D1, and according to the examples and
comparatives examples described in this application, it appears that claims 1 and
29 solve the sama prablem: how to modify the process to get the minocycling
derivates in a purer form and more specifically contaminated with a less amount of
- .the' C4-epimer.

5. The special technical feature of ¢laim 1 is the non isolation of the nitro-
intermediate from the reaction mixture.
The special technical feature of ciaim 29 is the specilic range of temperature of
the first step {pitration).

6. Since the special technical features are neither nor. correspanding, there are no
same or carresponding special technical features shared by independent claims 1
and 29 of the invention. Therefors the two groups of claims define two different
inventions not linked by a single genera! inventive concept. The appiication, hence
does not meet the requirements of unity of invention as defined in rules 13.1, 13.2
PCT.

Form PCTASAIZE? (Saparats Sheel) (Sheet 2) (EFO-Apni 2065)
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WRITTEN OPINION OF THE mtarnaticnal application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/020540
Re ltem V.

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations suppeoring such statement

1. The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claims 32 to 40 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

The compounds disclosed in this application are already known {see D1),
therefare the subject-matter of claims 32 and 34 is not new in the sense of Arlicle
33(2) PCT. '

Moreover the use of the compounds disclosed in this application in a compaosition
is also not new in the sense of that these compounds were already known {see L1
and D2), therefore the subject-matter of claims 35-40 is not new in the sense of
Articie 33(2) PCT.

2. Document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter of
claim 1 {seg above}.

The subject-matter of claim 1 differs from D1 in that the nitro-intermediate is not
isclated from the reaction mixture and direct involving in the reductive step .

The subject-matter of claim 1 is therefore new (Article 33(2} PCT).

The problem to be solved by this application is to find a process which produce
the minocycling derivates in a purer form and more specially contaminated with a
less amount of the C4-epimer.

According to comparatives examples 1 and 2 using the method described in D
(see pages 44-56 of this application), the isclated aminominocycline derivate (4) is
contaminated with 1.75% to 3.88% of the C4-epimer. According to example 1
using the method claimed in this application {see page 50 of this appfication), the
isolated aminominocycline derivate (4) is contaminated with 0.9% of the C4-
epimer.

Ferm PCTASAIZ37 {Separata Shast} (Shael 3) (EPO-April 2005}
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WF!ITI'E"N OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/020540

3.1

3.2

3.3

D2 disclosas the purification of compounds of formula 1, contaminated with the
C4-epimer and oxidative deqradation by-products by periorming an extraction on
the crude compound. The purity of the final compounds obtained by this method is
92 to 98.5%. There is no indication in D2 to modify to process of the synthasis of
compounds of formula 1 in order ta get them in a purer form {celumn 2 line 57 to
column 3 lines 35).

None of the documents cited in the search report show or suggest that the non
isolation of the nitro-derivatives would allow to higher the purity of the 9-
aminominacyelines. Therefore the subject matter of claim 1 appears o be novel
and inventive,

Claims 2-28 are dependent on claim 1 and as such alsc meet the requirements of
the PCT with respect to novelty and inventive step.

Furiher remarks

Claims 1, 24 and 28 are nof supported by the description as required by Article &
PCT, as their scope is broader than justified by the description and drawings. The

..reasens therefor are the fallowing:

Claims 1, 24 and 26 claim the formation of an intermediate resulting of reaction of
a nitrating agent with a compound of formula 2. According to the description of the
compiete reaction scheme described in this application, the anly intermediate
formed seems to be the 9-nitrominocycline derivate (compound 3). Therefore the
term "intermediate” using in ¢laims 1, 24 and 26 without precising the nature of
this intermediate, renders the scope of the claims broader than justified by the de-
scription.

Claim 6 refers to the cancentration of the nitric acid but fails to define if it is the
concentration of the nitric acid solution used for the reaction or the concentration
in the reaction mixture, Therefore cliaim 8 ig not ¢lear and does not meet the
requirement of Article 6 PCT,

Claims 18 and 18 do not meet the requirements of Article 6 PCT in that the matter
for which protection is sought is not clearly defined. The claims attempt to define
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the subject-maiter in terms of the result to be achieved, which merely amounts o
a statement of the underlying problem, without providing the technical features
necessary for achieving this resuit. :

3.4 Claim 26 daes not meet the requirement of Article & PCT in that claim 26
comprises all the features of claim 1 {"slurry” is defined as being the reaction
mixture of step (&)} and is therefore not appropriately formulaled as g claim
dependent on the latter (Rule 6.4 PCT). Claims 27 and 28 are dependent-on claim
28 and also does not mest the requirements of Aricle 6 PCT.,

3.5 Contrary to the requirements of Rule 5.1{a}ii)PCT, the rejevant background art

dizclased in D1 and D2 is not mentionad in the description, nor is these
documents identified therein.

Re Item VI
Certaln documents ¢lted
Certain published documents

Bioorganic & Medicinal Chemistry Lellers, 2006, 16, 400-403
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISICN DE NUEVAS CREACIONER
EXTRACTO PARA PUBLIGACION
SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCIGN PCT

{21) N* de golicitur;

COTC 231/02, ABIK 31145, AG1P 31400, COTC

27) Fecha de solicitud: {T1)Solicitante(s)  WYETH
{30} Friceidad {1} Na 32 Fecha {33) Pals
&0/585,291 27105105 usg
(72) nventor{es}  KRISHNAN, Lalitha
SUM, Phaik-Eng
y otros )
(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDOREZ
{85) Fecha limits inicio fase nacional:  27TH 207 {87)  Publicacion intarnackonal
88} Dalos relslivos )z presenlacion de Ja soligiud PCT Fecha: GTH206
Fecha da presentacion de la solicitud: ~ 25/05/06 M* publicacion.  WOIR0060M 30501
No. de $olicitud PCTIUS2006/020540
(54} Titulo: ~ TIGECICLINA ¥ METODOS PARA PREPARAR 9-NITROMINOCICLINA
Reivindicacion(es):
1. U rmeiog para preparar af Mencs un Compuasm 08 fmoals 1,
] \h/
a . aH
S Weseset
n.fN\‘C_H“{L‘HM LT DHn 13
1

& una 5al aceptakle para ysd fammiasautios del misme,

dondé Ry y Rz Se selectiona cada uno en forma Independiente da bidrdgana, alquila (S1-Ce) de cadena racta y ramificaca ¥ cicloalyuilo, o
Fli ¥ Ra, junta con N, forman un heteraciclo; R ag ~MRaR, dande Ra v Ra se seletciona cada Uno en farma independiente de hidrigena, v alaquile (G

Cp) de cadena recta y ramlllcada; y o gseila enles -4,

G Samprends:
{a) hacer regccianar 2l mendgs un agente nlirants con 2l menog un compuests da farmuls 2,
oA

H
- oH

[=1]
o B Gy g 9

2

0 und 3al del misme, para producir una mezdla de reacsidn gue comprends un Intermediaria; y
(b} hacer ademds reaccionar el Intermediania para formar el al menos un compuesto de fémuld T,

donde al inlérmedvano ng se aista de |a mezcla de reaccion,
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REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y

AGILIZACION DEL TRAMITE
USUARID RADICADOR .
PATENTE DE INVENCION (>4 MODELO DEUTILIDAD { } () {}/
Jndicazién e qua 26 solicita la conceaion de una patente. {9 {

-Datos da idantificacion del solicitante o do 1a personn que 82 /f/
presenta la solicitud. )
-Desctipcion da la invancion. )

( / ,
{
-Gibtijos de ser estas partingntes. | ( /
-Comprobante de Pago dafas tasas establecidas, g {
COMPLETA INCOMPLETA i) ()

DISENO INDUSTRIAL | )

<Indicaclén de que 5o solicita el reglstro de Dissfio Industrial. { ) { )
-Dates de identificacion del solicitante o de a persona que se

pragenta la solicitud. { ) i}
-Representaclén grafica y fotogréflca-del Disefio Industrial o muestra

sl Matarlal que Incorpora sl disedo. (] [ ]
Lomprobante da Pago da las tasas astableridas. { ) i 1}
COMPLETA { ) INCOMPLETA (] { )

ESQUEMADE TRAZADO  { )

-Indicacién de que se sollcita ¢l registro de Disaiio Industrial. { ) { 1
-Datos de identificaclon del solicitante o de Ia persona gue se

prasanta Ja salicitud, { ) [}
Representacion grifica del Exquema Trazado, { ) ()
Comprobante de Fagp de Jas 13sas satablocitas. [} {1}
COMPLETA [} ' INCOMPLETA St ()

Firma Responsable: X

r\
Fecha Ciciembre 21,2003
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

EBoaoth,
020

Doctor (a)
CORREA CRDOHEZ ALVARD
Apoderadnlal yv/o Representante de

WY ETH

REFERENCIR Radicacidn Ho. 7 135330
Solicitud interpaoisinal POT/US2005 /020540
Fecha inicio fase nacional 27/1z/2007
Tr&mirce 11
Evento 374
Aetuacison 47%(
Oficio No. - 1]_”1

come  resultads  del examen de forma, realizado con Ffundamento en el articulo 38 de
la Decigidn 486 de la Cowmisifn de la Comynidad Andina, arkticulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (BOT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fnica de la Superintendencia de Industria vy Comercio, Se le comunica cue:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en ¢ue consta la cesisn del
deracho a la patente del inoventor al solicitants ¢ a su caugante. [Art, 26-k)
Declaidn 486,

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 3% de la Decigidin 486, 58 le
requiere para gus dentrc del términoe de dos meses silguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete lo= reguisitos anteriormente enunciados.
En case de no dar cumplimiente al presente regquerimients, la  solicicud se
considerarda abandenada ¥y perderf au prelacidm.

Notifigquese el presente
g}, del capiculc guinte

icid venforme a lo dispueeto en el numeral 5.2, literal
@l ticdilo primera de la Circular Unica Ne.lo de 2001,

requerimiente fue notificade por  Eljacidn en  lista de

fecha T s e
—— e T
adpall ~o J-‘._Ir‘-_ fUUE



