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SOLICITUD DE PATENTE

ENTRADA EN FASE NACIONAL

H

Patente de Invencién

SOLICITUD DE :

:] Patente de Modelo de Utilidad

Capitulo I. L] capituloll.
Nombre: WYETH
SOLICITANTE IDENTIFICACION
(71) Direccion:  Five Giralda Farms, Madison, New Jersey 07940, Estados
Unidos de América
cc. [ ] T ]
)i'. 9 LY Nacionalidad o Domicilio: Nueva Jersey, Estados Unidos de América
Ay gl Lugar de Constitucion: Delaware, Estados Unidos de América C.E. D Otro D
Teléfono: Fax: Cual
E-Mail Numero
@ Nombre:  ALVARO CORREA ORDONEZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Direccion; Avenida 82 No.10-62 Piso § cC. Nt [ ]
‘O APODERAD
° ce. [ ] ow [ ]
Teléfono: 634 1500 Fax: 3762211 Cual
. ) 79.143.366 de
E-Mail: office.bogota@bakemet.com Nimero  Usaquén TP 20.281
@ Nombre:  KRISHNAN, Lalitha; SUM, Phaik-eng ; DAIGNEAULT, Sylvain; BERNATCHEZ, Michel; PILCHER,
Anthony, Scott; HORNE, Jeffrey Marshall; TUPER, Adam, Joseph; MCCAULEY, Joseph, James, 11 y
MICHAUD, Adam, P. :
INVENTOR (ES) Direccién: 2 Sonia Court, Suffern, NY 10901, Estados Unidos de América; 16 Chamberlain Court, Pomona, NY 10970,
Estados Unidos de América; 201 Des Peupliers, Laval, Quebec H7TR 1G6, Canada; 3990, Boul. Gouin-Est,
N e Nontreal-Nord, Quebec HIH 1C6, Canada; 178 Arbor Lane, Colchester, VT 05446, Estados Unidos de
> # América; PO Box 288, 3 East Street, Mooers, NY 12958, Estados Unidos de América; 10 Oakwood Drive,
Rouses Point, NY 12979, Estados Unidos de América; 73 Beekman Street, Plattsburgh, NY 12901, Estados
Unidos de' América y 3 Pomfret Lane, Essex Junction, VT 05452 Estados Unidos de América, respectivamente
(72)
Nacionalidad o Domicilio: Estadounlc.iense, Estadounld?nse, Canadiense, panadlense, Esfadoumdense, Estadounidense,
Estadounidense, Estadounidense y Estadounidense, respectivamente.

(5) pcT (85)

Solicitud Internacional No.
Publicacion Internacional No.

PCT/US2006/020536

Fecha 25-MAY-06

WO/2006/130500

Fecha 07-DIC-06

(&) Titulo (54)

TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR 9-AMINOMINOCICLINA

@ Clasificacién Internacional (51)

C07C 231/02, A61K 31/65, A61P 31/00, COTC 237/26

Prioridad

(33) Pais de Origen

(32)
uUs

27-

Fecha
MAY-05

(31) Ndmero de Solicitud
60/685,146

St x NO

Comprobante de pago No.

Hol

07-93800

Fecha 19-NOV-07




ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes, si fuere el caso

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante

E] Declaraciones

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

D Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA
D De ser el caso, copia del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la ficencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas
De ser el caso, certificado de deposito del material biologico

D Arte final 12 x 12

D De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo titular o su
causante, relacionadas parcial o totalmente con {a invencion de esta solicitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

. Extractos, Reporte de Busqueda Internacional y Opinién escrita, solicitud de correccion de errores en la
X { Otros: S . ; - il L
publicacion internacional y notificacion de presentacién de documento de prioridad.

(1) FIGURA CARATERISTICA
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Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina

BOGLMS/BOGDMS-98615-V1-DOC - P2007/000340
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AARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA OMCIRL
DE MINJUSTIGIA

RESOLUGION N&

ﬁﬁgﬂé
TRADUCCION OFICIAL No. 490/07 de un documento escrito en inglés, el cual

para su identificaciébn se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccién Oficial efectuada el dia 20 de noviembre de 2007 por la Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segin Resolucién

No. 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-AMINOMINOCICLINA”.
Certificacién notarial suscrita por Michelle McGowan, Notario Publico del

estado de Nueva Jersey, y legalizaciones subsiguientes.

EL PODER Y LA CERTIFICACION NOTARIAL NO SE TRADUCEN POR

ENCONTRARSE EN INGLES Y ESPANOL EN EL DOCUMENTO ORIGINAL.

[Sello] MICHELLE L. McGOWAN
Notario Publico, Estado de Nueva Jersey
No. 2108903
Habilitada en el Condado de Morris
La comisién expira el 9 de febrero de 2011

(Sello notarial

en relieve)
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
2. Este documento publico ha sido firmado por: Michelle L. McGowan
3. actuando en calidad de: Notario Publico de Nueva Jersey

4, lleva el sello/timbre de: Michelle L. McGowan, Notario
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Traduccién Oficial No. 490/07 - Pagina 2

CERTIFICADO

5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 5 de julio de 2007

7. por Bradley Abelow, TESORERO DE NUEVA JERSEY
8. No. A296282

9, Sello/Timbre: 10. Firma

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

La anterior es traduccidn fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacién.

*QT exzeolasol.

Maria Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segln
Resolucién No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia

&0



Z APOSTILLE
e
== (CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)
==
C=S]| 1. COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA
&= 2.  THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
=== MICHELLE L MC GOWAN
A
3. ACTING IN THE CAPACITY OF:
== NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY’
(==
(—=|| 4~ BEARS THE SEAL/STAMP OF:
» MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY
==
CERTIFIED
==
== '
— | 5- AT TRENTON, NEW JERSEY
—————
<>=2| 6. THE 5TH DAY OF JULY 2007
== ) :
— 7. BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER
C=H!8. NO. A296282
9.  SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE
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. BAKER & MCKENZIE

POWER OF ATTORNEY

The undersigned.
WYETH
with offices at

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA
il members of the law firm Raisbeck, Lara, Rodriguez & Rueda,
with domicile at Av. 82 No. 10 - 62, 6Th floor, of Bogota D. C.,
Colombia, and for so long as they remain members of the law
firm, a full and sufficient power of attorney with respect to
“olombian patent application(s) based on PCT/US2006/020536
.nd entitled “TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARING 9-
AMINOMINOCYCLINE” and to obtain patent protection thereof,
for which purpose I (we) authorize the said attorneys to represent
me (us) before any authorities or persons, with or without
Jjurisdiction, specially*- -those administrative, administrative
contentious and judicial, as well as before Arbitration Court, in
all matters concerning the following: a) Obtainment of a patent(s)
based upon said patent application(s), including filing of
assignments, change of name or address, voluntary cancellation;
and defending oppositions, cancellations, nullity, writ mandamus,
and in general the civil, penal, an administrative processes relating
to those rights.

1 hereby ratify all lawful actions previously taken on behalf of this
company by the aforementioned attorneys with respect to the
mentioned matters.

Done and subscribed in

On the Zad day of June” j&/7 2007

Signature of the person issuing the Power

WYETH

N r—

William H. Calnan
Assistant Secretary

£ s
5&!}

Raisbeck, Lara, Rodriguez & Rueda
Av. 82 No. 10 - 62 6th Floor
Bogota, Colombia

NIT: 860.068.840-3
Tel: +57 1 634 1500
Fax: +57 1 376 2211
www.bakernet.com

PODER DE ABOGADO

La abajo firmada,
WYETH

con oficinas en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA
Todos miembros de la firma de abogados Raisbeck, Lara,
Rodriguez & Rueda, con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62
Piso 6 en Bogota D. C., Colombia, y hasta tanto ellos continien
siendo miembros de la firma, poder especial amplio y suficiente
con respecto a la solicitud(es) de patente en Colombia basada(s)

en PCT/US2006/020536 y titulada
“ TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR
9-AMINOMINOCICILIINA

»
)

y para obtener la proteccion de patente de la misma, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesquiera autoridades o personas,
ejerzan o no jurisdiccidon, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencion de la(s) patente(s) de invencién
basada(s) en la mencionada solicitud de patente, incluyendo
presentacion de traspasos, cambio de nombre o direccién,
cancelacién voluntaria; y defensa en oposiciones, cancelaciones,
nulidades, la tutela, y en general procesos civiles, penales,
administrativos relacionados con estos derechos.

Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
momento en nombre de esta compaiiia por cualquiera de los
mencionados apoderados en los casos mencionados.

Dado y firmado en

Alos 2 dias del mes de julio de2007

Firma de la persona que firma el Poder

3
u;;’:}



’ BAKER & MCKENZIE

NOTARIAL CERTIFICATION

On this 2~k day of _Jume JV \7
2007 , the undersigned Notary

CERTIFIES
That William H. Calnan

set his hand on the foregoing document.

That the grantor is to me personally known and that he/she has
legal capacity to execute the instrument.

That the grantor has executed the foregoing document as

Assistant Secretary

of the judicial person  WYETH

That the judicial person ~ WYETH
having its home office in
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

is duly organized, has present legal existence and that the
purposes for which the power of attorney is granted are within
the scope of its corporate purposes.

That the grantor has in fact the referred to authority and that
his/her representation is legal.

That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
origin or source;

Alos 2

DA
1 QueWilliam H. CALnan

CERTIFICACION NOTARIAL

dias del mes de julio

de 2007 , el suscrito Notario

FE

suscribi6 de su pufio y letra el documento que antecede.

Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad legal
para el otorgamiento.

Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su
caracter de .
Subsecretarip

de la persona juridica @~ WYETH

Que la persona juridica WYETH
con sede en
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

estd legalmente constituida, que tiene existencia legal
actual y que el acto para el cual se otorga el poder esta
comprendido entre los que constituyen su objeto social.

Que el otorgante tiene efectivamente la representacién que
ostenta y que ésta es legitima.

Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los
siguientes documentos auténticos que al efecto se me
exhibieron y que menciono especificamente con expresion
de sus fechas y de su origen o procedencia:

Ainutes of the Board of Directors Meeting held on April 2(Q

- 2686 {
— ) Acta de la reunidn de la Junta Directiva cele-

brada el 26 de abril de 2007.

m\d\dg\& L. m“(y&:\m,«/\
Notary Public El Notario Publico

MICHELLE L. McGOWAN
Notery Public, State of New Jersey
N No. 2108903

Qualified in Morris County
Comumission Expires Feb. 9, 2011
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DE MINJUSTIGIA

WARIA TERESA LARA R.

TRADUCTORA OM
RESOLUCION Néy #1

, g
TRADUCCION OFICIAL No. 491/07 de un documento escrito en inglés, el cual
para su identificacion se sella con el sello del Traductor. Esta es una
Traduccién Oficial efectuada el dia 20 de noviembre de 2007 por la Sra. Maria
Teresa Lara, c.c. 41.568.055 de Bogotd, Traductora Oficial segiin Resolucion

No. 01016 del 2 de octubre de 1998, expedida por el Ministerio de Justicia.

Cesion a WYETH del invento titulado “TIGECICLINA Y METODOS PARA
PREPARAR 9-AMINOMINOCICLINA". Certificacion notarial suscrita por Barbara

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

AM102035

DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociada para Legalizaciones, Wyeth, certifico por la
presente que la copia adjunta ha sido comparada con la Cesién original (para
la U.S.S.N. 60/685,146, titulada: “TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR
9-AMINOMINOCICLINA"), fechada el 11 de noviembre de 2005 de Anthony
Scott Pilcher, Jeffrey Marshall Horne, Adam Joseph Tuper, Joseph James
McCauley IIT y Adam P. Michaud; y fechada el 21 de noviembre de 2005 de
Sylvain Daigneault y Michel Bernatchez; y fechada el 28 de noviembre de

2005 de Lalitha Krishnan y Phaik-Eng Sum a Wyeth y que la citada copia es

fiel copia del original.

Dado a los 27 dias del mes de junio de 2007, en Madison, Nueva Jersey,

Estados Unidos de América.
Wyeth

(Fdo.) Michelle L. McGowan

Michelle L. McGowan
Asociada para Legalizaciones

PARA USO EN COLOMBIA

[N



DE MINJUITIOIA

ARIA TERESA LARA R.
TRADUCTORA OMEAS

IESOLUCION Eey @1

Traduccién Oficial No. 491/07 - P4gina 2

HE Ny

Mg
RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey )
)
Condado de Morris )

A los 27 dias del mes de junio de 2007, ante mi personalmente
comparecié 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 y quien lo suscribid, y reconocié ante mi haber suscrito el

mismo.
(Fdo.) Barbara A. Kiely
Notario Publico
(Sello notarial
en relieve)
[Sello] Barbara A. Kiely ID. 33893

Notario Publico de Nueva Jersey
Mi comision expira el 20 de junio de 2009

Cesion de Invento

En virtud del pago por la CESIONARIA al CEDENTE de contraprestacion

valida y valiosa, el recibo de la cual se reconoce por la presente, el CEDENTE:

(1) Nombre Completo del Inventor: Lalitha Krishnan

Residencia: 2 Sonia Court, Suffern, New York 10901
Ciudadania: Estados Unidos

(2) Nombre Completo del Inventor: Phaik-Eng Sum

Residencia: 16 Chamberlain Court, Pomona, New York 10970
Ciudadania: Estados Unidos

(3) Nombre Completo del Inventor: Sylvain Daigneault
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MARIA TERESA LARA R.
DE MINJUSTISIA

TRADUCTORA OM
RESOLUGION Ney 18T

Traduccién Oficial No. 491/07 - Pégina 3 AN

Residencia: 201 Des Peupliers, Laval, Qc, Canadd H7R 1G6
Ciudadania: Canadéd

(4) Nombre Completo del Inventor: Michel Bernatchez

Residencia: 3990, boul. Gouin-est, Montreal-nord, Qc, Canadéd H1H 1C6
Ciudadania: Canada

(5) Nombre Completo 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) Nombre Completo del Inventor: Adam Joseph Tuper
Residencia: 10 Oakwood Drive, Rouses Point, New York 12979
Ciudadania: Estados Unidos

(8) Nombre Completo del Inventor: Joseph James McCauley III
Residencia: 73 Beekman Street, Plattsburgh, New York 12901
Ciudadania: Estados Unidos

(9) Nombre Completo del Inventor: Adam P. Michaud

Residencia: 3 Pomfret Lane, Essex Junction, Vermont 05452
Ciudadania: Estados Unidos

por la presente vende, cede y traspasa a la CESIONARIA:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, Nueva Jersey 07940
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ARIA TERESA LARA R.

TRADUCTORA OMCAS

RESOLUGION Ney
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Traduccion Oficial No. 491/07 - P&gina 4 ’?’7/}'7 n
e

y a los sucesores, cesionarios y representantes legales de la CESIONARIA,
todo derecho, titulo e interés para los Estados Unidos Yy SuUs posesiones
territoriales y en todos los paises extranjeros, incluidos todos los derechos a

reclamar prioridad, en y sobre el invento titulado:

TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR 9-AMINOMINOCICLINA

e inventado por el CEDENTE vy los siguientes inventores adicionales, en caso

de haberlos:

y el cual se encuentra en la Solicitud Provisional de los E.U. No. 60/685,146

presentada el: 27 de mayo de 2005

[ 1 Yo, el suscrito CEDENTE, por la presente autorizo y solicito la
insercion anterior del nUmero de solicitud y la fecha de

presentacién, una vez se conozcan,
[marcar también si se estdn cediendo solicitud(es) extranjera(s)]
[X] vy cualquier equivalente legal de las mismas en un pais extranjero,

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

cualquier reemisién o reexamen de las mismas.

El CEDENTE pacta por el presente que no se ha hecho ni se hara ni se
realizard ninguna cesion, venta, acuerdo o gravamen que pudiese entrar en

conflicto con esta cesidn.

El CEDENTE autoriza a la CESIONARIA a presentar solicitudes y recibir
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Traduccién Oficial No. 491/07 - Pagina 5

Patentes para dicho invento en cualquiera de dichos paises en su propio

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

El CEDENTE pacta y acuerda suscribir u obtener cualquier garantia
adicional necesaria del titulo sobre dicho invento y cualquier Patente que
pueda expedirse para el mismo y, en cualquier momento, a solicitud Yy por
cuenta de la CESIONARIA, entregar cualquier testimonio en cualquier
interferencia, litigio o proceso relacionado con el mismo y otorgar todos los
documentos que puedan ser necesarios o convenientes para perfeccionar el
titulo sobre dicho invento o cualquier Patente que pueda otorgarse para el
mismo a la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros representantes
legales y, en cualquier momento, a solicitud y por cuenta de la CESIONARIA
suscribir cualquier continuacion, continuacién en parte, solicitud divisional, de
renovacién o sustituta de la misma, y en cuanto a Patentes y reemision o
reexamen de las mismas, o cualquier otra solicitud adicional de Patente para
dicho invento o cualquier parte del mismo, todas las cuales solicitudes y
cualesquiera Patentes que se expidan sobre las rhismas son por la presente
cedidas a la CESIONARIA, y hard todos los juramentos o declaraciones licitos,
y realizard todo los actos licitos requeridos para adquirir las mismas, sin otra
compensacion, pero por cuenta de la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios

u otros representantes legales.

El CEDENTE autoriza y 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 CESIONARIA.

(Fdo.) Lalitha Krishnan Nov. 28, 2005

Lalitha Krishnan Fecha

RECONOCIMIENTO
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AARIA TERESA LAR
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Estado de Nueva York }
sS:
Condado de Rockland }
A los 28 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Lalitha Krishnan, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Rose Ann D. Jastrow

Notario Publico
[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816

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

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

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York }
ss:
Condado de Rockland }

A los 28 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Phaik-Eng Sum, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Rose Ann D. Jastrow

Notario Publico

[Sello] ROSEANN D. JASTROW
NO. 01JA6085816
HABILITADA EN EL CONDADO DE ROCKLAND
MI COMISION EXPIRA 01-06-2007
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(Fdo.) Sylvain Daigneault
Sylvain Daigneault

21 Noviembre 2005
Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de CANADA ¥

SS:
Provincia de QUEBEC }

A los 21 dias del mes de noviembre de 2005, compareci6é personalmente ante
mi Sylvain Daigneault, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefalados.

(Fdo.) Line Martin
Notario Publico

Line MARTIN, notario

para la Provincia de Quebec, Canadd
Mi comisidn es vitalicia

(Fdo.) Michel Bernatchez 21-Nov-2005
Michel Bernatchez Fecha
RECONOCIMIENTO
Estado de CANADA ¥
ss:

Provincia de QUEBEC >

A los 21 dias del mes de noviembre de 2005, compareci6é personalmente ante
mi Michel Bernatchez, a quien conozco como la misma persona descrita en el
instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.
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(Fdo.) Line Martin
Notario Publico

Line MARTIN, notario

para la Provincia de Quebec, Canada
Mi comisidn es vitalicia

(Fdo.) Anthony Scott Pilcher 11-Nov-2005

Anthony Scott Pilcher Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Vermont ¥

ss:
Condado de Chittenden }

A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Anthony Scott Pilcher, a quien conozco como la misma persona descrita en

el instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el

mismo, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Julie A. Winterbottom

Notario Publico

[Sello] Julie A. Winterbottom
Notario Publico, Estado de Nueva York
No. 01W16023921
Habilitada en el Condado de Clinton
La comisién expira el 3 de mayo de 2007

(Fdo.) Jeffrey Marshall Horne 11-Nov-2005
Jeffrey Marshall Horne Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York }

SS:
Condado de Clinton ¥
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A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Jeffrey Marshall Horne, a quien conozco como la misma persona descrita
en el instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el

mismo, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Julie A. Winterbottom

Notario Publico

[Sello] Julie A. Winterbottom
Notario Publico, Estado de Nueva York
No. 01W16023921
Habilitada en el Condado de Clinton
La comisién expira el 3 de mayo de 2007

(Fdo.) Adam Joseph Tuper 11-Nov-2005
Adam Joseph Tuper Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York }
Ss:
Condado de Clinton ¥

A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, comparecié personalmente ante
mi Adam Joseph Tuper, a quien conozco como la misma persona descrita en el

instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocié haber otorgado el mismo,

por su propia voluntad y para los propésitos alli sefialados.

(Fdo.) Julie A. Winterbottom

Notario Publico

[Sello] Julie A. Winterbottom
Notario Publico, Estado de Nueva York
No. 01W16023921
Habilitada en el Condado de Clinton
La comisién expira el 3 de mayo de 2007
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(Fdo.) Joseph James McCauley III 11-Nov-2005
Joseph James McCauley III Fecha

RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York 3}

SS:
Condado de Clinton ¥

A los 11 dias del mes de noviembre de 2005, compareci6 personalmente ante
mi Joseph James McCauley III, a quien conozco como la misma persona
descrita en el instrumento anterior y quien lo otorgd, y reconocid haber

otorgado el mismo, por su propia voluntad y para los propdsitos alli sefialados.

(Fdo.) Julie A. Winterbottom

Notario Publico

[Sello] Julie A. Winterbottom
Notario Publico, Estado de Nueva York
No. 01W16023921
Habilitada en el Condado de Clinton
La comisién expira el 3 de mayo de 2007

(Fdo.) Adam P. Michaud 11-Nov-2005
Adam P. Michaud Fecha
RECONQOCIMIENTO
Estado de Vermont }
SS:

~Condado de Chittenden }

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

por su propia voluntad y para los propdésitos alli sefialados.
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(Fdo.) Julie A. Winterbottom

Notario Publico

[Sello] Julie A. Winterbottom
Notario Pablico, Estado de Nueva York
No. 01W16023921
Habilitada en el Condado de Clinton
La comision expira el 3 de mayo de 2007

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Eg 2. Este documento publico ha sido firmado por: Barbara A. Kiely
' §
5{2 3. actuando en calidad de:  Notario Publico de Nueva Jersey

x
Qe
§§g 4 lleva el sello/timbre de: Barbara A. Kiely, Notario
22
-l

CERTIFICADO
5. en Trenton, Nueva Jersey

6. el dia 5 de julio de 2007

7. por Bradley Abelow, TESORERO DE NUEVA JERSEY
8. No. A296293

9. Sello/Timbre: 10. Firma

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

La anterior es traduccién fiel y completa del documento en referencia, de la
cual se deja copia en este archivo para su confrontacidn.

g,
"3

-
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Maria Teresa Lara R.

c.c. 41.568.055 de Bogota
Traductora Oficial segun
Resolucion No. 01016 del
2 de octubre de 1998, del
Ministerio de Justicia
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APOSTILLE
(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
BARBARA A KIELY

ACTING IN THE CAPACITY OF:
. NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
BARBARA A KIELY, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 5TH DAY OF JULY 2007

BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER
NO. A296293

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

Griok @y Abeloe

e

IR

|

U

e e—

By

Rlalsilstoiglalily
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AM102035

AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, Legalization Associate, Wyeth, do hereby certify that the
attached copy has been compared with the original Assignment (for U.S.S.N. 60/685,146,
entitled:  “TIGECYCLINE AND  METHODS OF PREPARING 9-
AMINOMINOCYCLINE”) dated November 11, 2005 from Anthony Scott Pilcher,
Jeffrey Marshall Horne, Adam Joseph Tuper, Joseph James McCauley III, and Adam P.
Michgud; and dated November 21, 2005 from Sylvain Daigneault and Michel
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

America.
Wyeth
’IL ‘ i i ¢/
ichelle L. McGowan
. Legalization Associate
TO BE USED IN COLOMBIA

ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )

)
County of Morris )

On this 27™ day of June, 2007, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, Legalization Associate of Wyeth, to me known and known to me to be the

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

acknowledged to me that she executed the same. Z j /

Notary Public

Barbara A. Kiely ID. 33893
Notary Public of New Jersey
My Commission Expires June 20, 2009



Docket No: AM102035 L1
Patent

Assignment of Invention

In consideratipn of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable

consideration, the receipt of which is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

1)

Full Name of Inventor: Lalitha Krishnan
Residence: 2 Sonia Court, Suffern, New York 10901
Citizenship: United States

Full Name of Inventor: Phaik-Eng Sum
Residence: 16 Chamberlain Court, Pomona, New York 10970
Citizenship: United States

Full Name of Inventor: Sylvain Daigneault
Residence: 201 Des Peupliers, Laval, Qc, Canada H7R 1G6
Citizenship: Canada

(4)

Full Name of Inventor: Michel Bernatchez
Residence: 3990, boul. Gouin-est, Montreal-nord, Qc, Canada H1H 1C6
Citizenship: Canada

(5)

Full Name of Inventor: Anthony Scott Pilcher
Residence: 178 Arbor Lane, Colchester, Vermont 05446
Citizenship: United States

(6)

Full Name of Inventor: Jeffrey Marshall Horne
Residence: PO Box 288, 3 East Street, Mooers, New York 12958
Citizenship: United States

7)

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

Full Name of Inventor: Joseph James McCauley 1|
Residence: 73 Beekman Street, Plattsburgh, New York 12901
Citizenship: United States

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 2/05 Page 1 of 7 Assignment of Invention

Provisional Application
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Docket No: AM102035 L1 i P
Patent B

(9)  Full Name of Inventor: Adam P. Michaud
Residence: 3 Pomfret Lane, Essex Junction, Vermont 05452
Citizenship: United States

hereby sells, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and its territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARING 9-AMINOMINOCYCLINE

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which is found in U.S. Provisional Application No. 60/685,146 filed on: May 27, 2005.

[0 I/we the ASSIGNOR signing below, hereby authorize and request insertion
above of the application number and filing date, when they become known,

[also check if foreign application(s) is(are) also being assigned]
X and any legal equivalent thereof in a foreign country,

including the right to claim priority, including any and all improvements disclosed therein, and
in and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the above application or any
subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional, renewal, or substitute
thereof, and as to Letters Patent any reissue or re-examination thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or encumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to receive Letters
patent for said invention in any of said countries in its own name, or in ASSIGNOR’s name,
at its election.

ASSIGNOR covenants and agrees to execute or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or desirable to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be granted therefore in ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-parn, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part thereof, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compensation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal
representatives.

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 2/05 Page 2 of 7 Assignment of Invention
Provisional Application
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Docket No: AM102035 L1
Patent

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for said invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

~—

’;(;;L__/(: o ™ /(:.-»k.,L.A//); N e /‘\f\&;/\_) . 9 2—(:7)5 o
Lalitha Krishnan Date ]
ACKNOWLEDGMENT
State of New York }
ss:
County of  Rockland }

On the 28 7 day of )@wrx,&&,(‘./ 2005, Lalitha Krishnan personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW ? // @ % X
NO. 01JA6085816 / ‘
b Cfiew JO 9 20,

UALIFIED IN ROCKLAND COUNTY
I&?Y COMMISSION EXPIRES 01-06:20.¢ 7 Notary Puphc ]
AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 2/05 Page 3of7 ASSignment of Invention

Provisional Application
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Phaik-Eng Sum Date
ACKNOWLEDGMENT
State of New York }
ss:
County of  Rockland }

On the gf hday of @amdac/ 2005, Phaik-Eng Sum personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

ROSEANN D. JASTROW

NO. 01JA6085816
QUALIFIED IN ROCKLAND COUNTY %{
MY COMMISSION EXPIRES 01-06- 20_2

Notary Pubj¢”
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SyMain Daigneaulf J Date
ACKNOWLEDGMENT
State of 7 AK AN }
ss:
Countyof Ploc /e  OF )
EBECT

On the 2 )< dayof /Lo wx( {2005, Sylvain Daigneault personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free

will and for the purposes set forth.

k, \“‘C) «*& &-/k,.« jmsien
/

M3, i;rﬂxd'ja
\‘ ERRE D ST R iqa
Notary Publlc
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Michel Bernatchez Date
ACKNOWLEDGMENT
Stateof " A5 474 }
. _ss:
Countyof /& i 05 ()%}
vE-Rtas
Onthe .~ dayof ! .(ie.wn> 4 2005, Michel Bernatchez personally appeared

before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free

will and for the purposes set forth.
(L—r L ﬂ-‘ ’ L ‘[\
— N D N L) g

Ling MARTI! notary

N for the Proviece of Guebec, Canada
\A‘V L‘A’ITH] DG 19ty i

Notary Public

ot ot ot s Pt Pt ot ot P Pt o o Pt ot b P Pt ot it Tt ot Pt P Pt it Pt Pt Pt Pt Pt o o ot ot ot et ot ot Pt ot ot s Pt ok o ot et ot Pt P Pt P et Pt Pt P P P P Pt P P P Pt P Pt Pt
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Anthony Scott “Pilcher Date
ACKNOWLEDGMENT
Stateof |/ v munr }
ss:
Countyof (b 4 Ao }
Onthe |+ day of Aty iaboen 2005, Anthony Scott Pilcher personally appeared

before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

Julie A. Winterbottom
Notary Public, State of New York
No. 01Wi6023921 \743 > ) \~#:}
Qualitied in Ciinton County

Commission Expires May 3, 007 Notary Publlc
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Jefﬂreiz Marshall Horne 7~ ” Date
ACKNOWLEDGMENT
State of Z(} é’wym }
ss:
County of ( u(/mv\ }
On the I({’ [ day of Ma\rchlo.x,( 2005, Jeffrey Marshall Horne personally

appeared before me, known by me to be the same person described in and who executed
the foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own
free will and for the purposes set forth.

Juhe A V\’ mrhnh‘(‘\m

Notary fd S ¢ York
i : . -
Qualizg 0 7 ',.v-wy <\N)- ‘}é- b@%ﬁt“““
Commissivi Cap're —-Q-DY O " Notary Public

e et ot s s Pt s o Pt St Pt o P Bt Pt s P o Pt Pt Pt o s Pt P Pt o P Pt Pt o Pt ot Pt et s Bt Pt Pt Pt s P o P Pt o Pt P Pt P . Pt Pt ot Pt Pt ot Pt ot et g o P Pt Pt 8 Pt ot ot Pt

;m U NGY 200 G
Adam JosepW Tuper / Date

ACKNOWIL EDGMENT
State of Az YRy }
SS.
Countyof (CringunN }

Onthe 114 day of pVEMBER_ 2005, Adam Joseph Tuper personally appeared
before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

l_‘i-s*t sotfom
10 of 1 i\,.v\/ York

é“'? S ~1Q ‘ b@ b&x\ —
Notary Public
AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 2/05 Page 6 of 7 Assignment of Invention

Provisional Application
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Josephf]_a}jngs ‘MeCauléy Il \_/ Date

ACKNOWLEDGMENT

State of N2, \1; UL }
County of (\ L{, M\Y‘/ ' }

On the l L day of },JQ by 2005, Joseph James McCauley 1l personally
appeared before me, known by me to be the same person described in and who executed
the foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own
free will and for the purposes set forth.

Julie A. Wsinterbc;t;\?m Vork
Notary Public, State of New Yor . 9 b :
No. O1W!?60289C231 4(\_,._99.,, 'N : P\)\—I"ubl' ‘CQQU“""
Qualified in Clinton Coun ( ) otary Public
Commission Expires May 3, =¥><> =007 1

ot s et ot et s ot o ot P Pt s o o ot Pt Pt Pt Pt o P Pt Pt Pt Pt Pt b P D Pt P e P D Pt o g Pt Pt Pt ) ot o P s P Pt ot P Pt Pt Pt P Pt ot ot Pt Pt P Pt P D P P P P Pt Pt o

S
e (\ NN [ /,( PO
‘Adam P. Michaud Date
ACKNOWLEDGMENT

VA

State of Vorr vl }
o ss:
County of { L'.;,'f pris }
e :

On the ‘;\ " day of }\/(;.‘.9'.".‘«.L»-?/ 2005, Adam P. Michaud personally appeared

before me, known by me to be the same person described in and who executed the
foregoing instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free
will and for the purposes set forth.

Juiie A, Winterpottom

Notary Public, State of New York . Q : '
No. 01Wig023921 5
Qualified in (,hnton County é U\:xb\\@’) \\{ o -
Commission Expires May 3, _&9’7 : Notary Public

- s s ot ot o ot s Pt s Tt o o Pt ot b Pt et ot ot Pt Pt Pt ot St Pt s P e ot Pt St Pt P Pt Pt Pt I Pt P P ot P Pt Pt et P Pt Pt ot o o ot it Pt e s Pt Pt ot ot Pk ot o o) Pt Pt
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WO 2006/130500

; PATENT PERATION TR™ ATY
(ﬂ coo li ; PCT/US2006/020536
From the INTERNATIONAL BUREAU 1 f n 9
J{)
. PCT ™
NOTIFICATION CONCERNING MCDONELL, Leslie, A. |
AVAILABILITY OF THE PUBLICATION FINNEGAN, HENDERSON, FARABOW, GARRETT &
OF THE INTERNATIONAL APPLICATION DUNNER LLP
901 New York Avenue
PDN—~ ACT- RO = pAL Washington, DG 20001-4413
ETATS-UNIS D'AMERIQUE
Date of mailing (day/month/year)
18 January 2007 (18.01.2007)
Applicant's or agent's file reference
1142-381-304 IMPORTANT NOTICE
International application No. International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year)
PCT/US2006/020536 25 May 2006 (25.05.2006) 27 May 2005 (27.05.2005)
Applicant
WYETH et al

The applicant is hereby notified that the Intemational Bureau:

D has published the above-indicated international application on under
No. WO .

No. WO 2006/130500

or (88) (as the case may be) on the front page of the published international application.
htip://'www.wipo.int/pctdb (under "Query” enter the PCT or WO number).

request to PatentScope@wipo.int or to the address provided below.

has republished the above-indicated international application on 18 January 2007 (18.01.2007) under

For an explanation as to the reason for this republication of the international application, reference is made to INID codes (15), (48)
A copy of the international application is available for viewing and downloading on WIPQO's website at the following address:

The applicant may also request a paper copy of the published international application from the International Bureau by submitting a written

The International Bureau of WIPO Authorized officer

34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 338 8270 e-mail: pt02@wipo.int

q
Nora Lindner \///0

v 4

Form PCT/IB/311 (April 2006)
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization /
International Bureau

(43) International Publication Date
7 December 2006 (07.12.2006)

) 1 O R M

(10) International Publication Number

WO 2006/130500 A3

(51) International Patent Classification:

C07C 231/02 (2006.01) AGIK 31/65 (2006.01)
CO7C 237/26 (2006.01) AG61P 31/00 (2006.01)
(21) International Application Number: :
PCT/US2006/020536
(22) International Filing Date: 25 May 2006 (25.05.2006)
(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English
(30) Priority Data: '
60/685,146 27 May 2005 (27.05.2005) US

(71) Applicant (for all designated States except US): WYETH -

[US/US]; Five Firalda Farms, Madison, NJ 07940 (US).

(72) Inventors; and
(75) Inventors/Applicants (for US only):
Lalitha [US/US]; 2 Sonia Court, Suffern, NY 10901
(US). SUM, Phaik-eng [US/US]; 16 Chamberlain Court,
Pomona, NY 10970 (US). DAIGNEAULT, Sylvain
[CA/CA]; 201 Des Peupliers, Laval, XX H7R .1G6
(CA). BERNATCHEZ, Michel [CA/CA]; 3990, Boul.
Gouin-est, Montreal-nord, Quebec, XX H1H 1C6 (CA).
- PILCHER, Anthony, Scott [US/US); 178 Arbor Lane,
Colchester, VT 05446 (US). HORNE, Jeffrey, Marshall

KRISHNAN,

(74)

(8D)

{US/US]; Po Box 288, 3 East Street, Mooers, NY 12958
(US). TUPER, Adam, Joseph {US/US]; 10 Oakwood
Drive, Rouses Point, NY 12979 (US). MCCAULEY,
Joseph, James {US/US]; 73 Beekman Strect, Plantts-
burgh, NJ 12901 (US). MICHAUD, Adam, P. (US/US];
3 Pomfret Lane, Essex Junction, VT 05452 (US).

Agent: MCDONELL, Leslie, A.; FINNEGAN, HEN-
DERSON, FARABOW, GARRETT & DUNNER LLP, 901
New York Avenue, Washington, DC 20001-4413 (US).

Designated States ( unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,

" AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA, CH, CN,

(84
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TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARING 9-AMINOMINOCYCLINE

This application claims benefit of U.S. Provisional Application No.
60/685,1486, filed May 27, 2005, the contents of which are mcorporated herein by
reference. '

[001]. Disclosed herein are methods of preparing at least one compound of
formula 1, '

\ /
LT
/
R Nehyn oH o s

1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, -

wherein Ry and R. are each independently chosen from hydrog'en‘, straight
and branched chain (C4-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N,
form a heterocycle' R is —-NR3R4, where Rs and R4 are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alkyl andn ranges from
1-4. | .

[002] Inone embodirﬁent, R1 is hydrogen, Ry is t-btjtyl, R is -NRsR, where
Rs is methyl and Ry is methyl, and n is 1, for example, tigecycline. Tigecycline, (9-
(t-butyl-glycylamido)-minocycline, TBA-MINO), (4S,4aS,5aR,12aS)-9-[2-(tert-
butylami'no)acetamido]-4,7;bis(d'imethylamino)-1 4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro- .
3,10,12,1 2a-tetrahydroxy-1,11-dioxo-2-naphthacenecarboxamide, where Ry is -
hydrogen, Rg is t-butyl, Rs is methyl, R4 is methyl, and nis 1. Tigecycline is a
glycylcycline antibiotic and an analog of the semiSynthetié tetracycﬁne, '
minocycline. Tigecycline is a 9-tbutylglycylamido derivative of minocycline, as

shown in the structure below:
' \ v \ 7

aa ot

OH O ono

t-Bu”

Tigecycline
[003] Tigecycline was developed in response to the worldwide threat of
emerging resistance to antibiotics. Tigecycline has expanded broad-spectrum
. y -
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antibacteriai activity both in vitro and in vivo. Glycyicycline antibiotics, like
tetracycline antibiotics, act by inhibiting protein translation in bacteria.

[004] Tigecycline is a known antibiotic in the tetracycline family and a
chemical analog of minocycline. lt may be used as a treatment against drug--
resistant bacteria, and it has been shown to work wheré other antibiotics have
failed. For example, it is active against methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae, vancomycin-resistant
enterococci (D.J. Beidenbach et. al,', Diagnostic Miérobiology and Infectious
Disease 40:173-177 (2001 ); HW. Boucher et. al., Antimicrobial Agents &

- Chemotherapy 44:2225-2229 (2000); P.A. Bradford Clin. Microbiol. Newslett.
26:163-168 (2004); D. Milatovic et. al., Antimicrob. Agents Chemother. 47:400-
404 (2003); R. Patel et. al., Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
38:177-179 (2000); P.J. Petersen et. al., Antimicrob. Agents Chemother. 46:2595- _
2601 (2002); and P.J. Petersen et. al., Antimicrob. Agents Chemother, 43:738-
744(1999), and against organisms carrying either of the two major forms of
tetracycline resistance: efflux 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).. | ‘

[005] ‘ Tigecycline may be used in the treatmént of many bacterial
infections, such as complicatéd intra-abdominal infections (bIAl), complicated skin
and skin structure infections (¢SSSI), Community Acquir-ed Pneumonia (CAP),
and Hospital Acquired Pneumonia (HAP) indications, which may be caused by
gram- negative and gram-positive pathogens, anaerobes, and both methicillin-
susceptible and methicillin-resistant strains of Staphylococcds aureus (MSSA and
MRSA). Additionally, tigecycline may be used to treat or control bacterial
infections in warm-blooded animals caused by bacteria having the TetM and TetK
resistant determinénts. Also, tigecycline may be used to treat bone and joint
infections, catheter-rélated Neutropénia, obstetrics and gynecological infections,
or to treat other resistant pathogens, such as VRE, ESBL, enterics, rapid growing
mycobacteria, and the like. o

[006] Tigecycline suffers some disadvantages in that it may degrade by |
epimerization. Epimerization is a known degradation pathway in tetracyclines

2
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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 reports several methods scientists have
used to try and minimize'epim-er forrnation'in tetracyclines. In some methods, the
formation of calcium, magnesium, zinc or aluminum metal ealts with tetracyclines
limit epimer formation when-done et basic pHs in non-aqueous solutions.
(Gordon, P.N, Stephens Jr, C.R., Noseworthy, M. M., Teare, F.W., U.K. 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 subsequently prepared. - ' , '
[007] Tigecycline differs structurally from its epimer in only one re'spect.

FORMULAI FORMULAlI

A [008] In tigecycline, the N-dimethyi group atthe 4 carboniscistothe
adjacent hydrogen as shown above in formula I, whereas in the epimer (i.e., the |
Cs-epimer), formuia I, they are trans to one another in the manner indicated. .
Although the tigecycline epimer is believed to be non-toxic, under certain

. conditions it may lack the anti-bacterial efficacy of tigecycline and may, therefore :
be an undesirable degradatron product Moreover, the amount of epimerization
can be magnified when synthesrzrng tigecycline in a Iarge scale.

[009] Other methods for reducing epimer formation include mai‘ntainjng :
pHs of greater than about 6.0 during processing; avoiding contact with conjugates
of weak acids such as formates, acetates, phosphates, or boronates; and avoiding -
contact with moisture including water-based solutions. With regard to moisture .
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 tetracyclrne
analogs in non- aqueous vehicles to i improve drug stability. However most of the

3
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vehicles included in these disclosures are more appropriate for topical than
parenteral use. Tetracycline epimerization is also known to be temperature
dependent so production and storage of tetracyclines at low temperatures can.
also reduce the rate of epimer formation (Yuen, P.H., Sokoloski, T.D., J. Pharm. . .
Sci. 66: 1648-1650,1977; Pawelczyk, E., Matlak, B, Pol. J. Pharmacol. Pharm. 34:
409-421, 1982). Several of these methods have been attempted with tigecycline
but apparently none have succeeded in reducing both epimer formation and
oxidative degradation while not introducing additional degradants. Metal
complexation, for example, was found to have little affect dn either epimer
formation or degradatlon generally at basic pH.

[010] Although the use of phosphate acetate, and C|trate buffers i |mprove
solution state stablllty, they seem to accelerate degradation of tigecycline i in the
Iyoph|l|zed state. Even without a buffer, however, epimerization is a more serious
problem with tigecycline than with other tetracyclines such as minocycline.

- [011] In addition to the C4-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 oxidized 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 resultihg
in very low purities. The oxidation and degradation of thé nucleus of compounds
of formula 3 can be more pronounced under basid reaction conditions and moré'
so on Iarge-scale operatidns since processing times are typically 'longer and the
compounds are in contact with the base for a longer time.

[012] Moreover, degradation products may be obtained dunng each of the
different synthetic steps of a scheme, and separating the required compound from
these degradation products can be tedious. For example, conventional |
purification techniques, such as chromatography on silica ge! or preparative HPLC
cannot be used to purify these compounds easily because of their chelatihg , |
properties. Although some tetracyclines have been purified by partition
chromatography using columns méde of diatomaceous earth impregnated with
buffered stétionary phases containing sequestering agents iike"EDTA, these |
techniques can suffer from very low resolution, reproducibility and capacity.-

4
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These disadvantages may hamper a large-scale synthesis. HPLC has also been
used for purification, but adequate resolution of the various components on the
HPLC columns requires ’the presence of ion-pairing agents in the mobile phase.
Sepa‘rating the final product from the sequestering and ion-pairing agents in the
mobile phase can be difficult. ' " '

[013] While on a small-scale the impure compounds obtalned by
'prempltatlon may be purified by preparative reverse-phase HPLC, purification by
reverse phase liquid chromatography can be inefficient and expensxve when

| dealmg with kilogram quantities of material.

[014] Accordingly, there remains a need to obtain the at least one
compound of formula 1 in'a more purified form than previously achieved. There
also remains a need for new syntheses to minimize the use of chromatography for
purification. : '

[015] Disclosed herein are methods for producing tetracyclines, such as
tigecycline, as generically illustrated in Scheme I below: |

R N . | .
T  OH nitrating agent O ‘ " reducing agent/catalyst
UL I ™ ] -
OH
OH O oH O o . oH o OH 0
2 i 3
Ny Ry 2
£ \
4096 il
Mr g Ssecee
oo by ) Ri \(CHz)" |
4 | 1

Scheme .
[016] R; and R; are each independehtly chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C4-Cs)alkyl, and cycloalkyl, or R4 and Re, together with N,
form a heteroéycle; and R is -NR3Rs, where Rs and R, are each 'independently .
chosen from hydrogen, and straight and branched chain (C+-Cy)alkyl; and n
ranges from 1-4. | '
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[017] The compound of formula 2 is also known as a minocycline or
minocycline derivative. Reaction of the compound of formula 2 with at least one
nitrating agent results in a -NO, substituent to form the compound of formula 3.
The -NO; substituent in formula 3 can be subsequenily reduced to an' amino, such
as by hydrdgenation, to form the compound of formula 4. Finally, acylation of the
compound of formula 4 generates the compound of formuia 1. ‘

[018] Disclosed herein are methods for performing reactions to produce |
the compound formula 1, e.g., nitration, reduction, and acylation reactions. Also
disclosed are methods for purifying the compound formula 1. '

[019] The methods disclosed herein can form the desired product while
reducing the amount of at least one impurity present in the final product, .such‘as
epimer formation, the presehce of starting reagents, and oxidation by-products.
Such reduction in impurities can be achieved during at least one stage of thé
synthesis, i.e., during any one of the nitration, reduction, and acylation reactions.
The methods disclosed herein can also facilitate large scale syntheS|s with
suitable puntles of the final products.

DRAWINGS

[020] FIG.1 depicts an exemplary scheme for preparing tigecycline.

[021] FIG. 2 depicts an exemplary scheme for preparing tigecycline.

[022] * FIG. 3 depicts an exemplary scheme for preparing tigecycline.
DEFINITIONS - |

[023] 1t sh‘ould be noted that, as used in this specification and the
appendéd claims, the singular forms “a,” “an,” and “the”.include plural referents
unless the content clearly dictates otherwise. Thus, for example, referénce toa
composition containing “a compound” includes a mixture of two or more
compounds. It should also be noted that the term “or” is generally employed in its
sense including “and/or” unless the contenf clearly dictates otherwise. |

[024] - “Tigecycline” as used herein includes tigecycline in free base form
and salt forms, such as any pharmaceutically acceptable salt, enantiomers, and

epxmers Tlgecycllne as used herein, may be formulated accordlng to methods
known in the art. '
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[025] “Compound” as used hetein refers to a neutral compound (e.g. a
free base), and salt forms thereof (such as pharmaceutically acceptable salts).
The compound can exist in anhydrous form, or as a hydrate, or as a solvate. The
compound may be present as stereoisomers (e.g., enantiomers and | |
diastereomers), and can be |solated as enantiomers, racemic mlxtures
diastereomers, and mixtures thereof. The compound in solid form can exist in
various crystalline and amorphous forms. _

[026] “Pharmaceutically acceptable” as used herein to refer to those
compounds, materials, compositions, and/or dosage forms WhICh are, within the
| scope of sound medical judgment, suitable for use in contact with the tissues of
patients without excessive texicity, irritation, allergic response, or othe.r'problem or
complication commensurate with a reasonable risk/benefit ratio. ,

[027] “Cycloalkyl” as used herein refers to a saturated carbocyclic ring
system having 3 to 6 ring members. - |

[028] “Heterocycle” as used herein refers to a 'monot:yclic heteroc_ycle
group containing at least one nitrogen ring member and having 3 o 6 ring
members in each ring wherein each ring is saturated and not otherwise
substituted. .

NITRATION

[029] One embodlment discloses a method of preparing at least-one
compound of formula 1,

\ /
e O‘OU
/N HN
R Newdn  on o oo
1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, .

wherein Ry 'and R; are each independently chosen from hydrogen, straight - -
and branched chain (C1-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and R, together with N,
form a heterocycle; R is -NRsR4, where R; and R, are each independ-ently ‘chosen

from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alkyl; and n ranges from
1-4, |



WO 2006/130500 . ( PCT/US2006/020536
iy
| | <9
[030] One embodiment discloses a nitration reaction where the product of
the nitration is not isolated. Accordingly, in one embodiment, the method
comprises: '

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

\u/

2
or a salt thereof, to produce a reaction mixture comprising an intermediate;
and .
(b)  further reacting the intermediate to form the at least one compound
of formula 1. '

[031] In one embodiment, the intermediate is not isolated from the
reaction mixture.

[032] The at least one compdund of formula 2 can be prbvided as a free
base or as a salt. In one embodiment, the at Iéast one compound of formula 2 is
a salt. “Salts” as used herein may be prepared in situ or separately by reacting a
free base with a suitable acid. Exemplary salts include, but are not limited to,
hydrochloride, hydrobromide, hydroiodide, phosphoric, nitric, sulfuric, acetic,
benzoic, citric, cystein, fumaric, glycolic, malelc succinic, tartaric, sulfate, and
chlorobenzensulfonate salts. In another embodxment the salt can be chosen from
alkylsulfonic and arylsulfonic salts. In 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 to a reagent that can add a
-NO: substituent to a compound, or transform an existing substituent to an -NO,

' substutuent Exemplary nitrating reagents include nitric acid and mtrate salts, such
as alkah metal salts, e. g KNOs. Where the nitrating agent |s a nitric acid, the
nitric acid can have a concentration of at least 80%, such as a concentration of -
85%, 88%, 90%, 95%, 99%, or even 100%.

[034] The nitrating agent can react with the at least one compound of

formula 2 in any solvent deemed suitable by one of ordinary skill in the art. In one
8
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embodiment, the reaction is performed in the presence of sulfuric acid and/or ¢

sulfate salts. in one embodiment, the sulfuric acid used is coricentrated sulfuric
acid, e.g., a concentration of at least 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, or at least
95%. o |

[035] Inone embodiment, the at least one rﬁtrating agent is provided in a
molar excess relative to the at least one compound of formula 2. Suitable molar
excesses 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 to 1.75 equivalents, such as a molar excess ranging from 1.05 to 1.5, 6r from
 1.05 to 1.25, or from 1.05 to 1.1 equivalenis. In another embodiment, the molar |
excess is 1.05, 1.1,1.2, 1.3, or 1.4 equivalents. -

[036] In 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. Oné of ordinary skill in the art can determine .a time period
over which the total amount of nitrating agent is added to optimize the reaction
conditions. For example, the addition of nitration reagent can be monitored by, for
example, HPLC, to control the amount of the at least one nitrating agent used. In
one embodiment, the total amount of the at least one nitrating agent is added over
a period of time of at least 1 h, such as a period of time of at least 2 h, at least 3 h,
at least 5 h, at least 10 h, at least 24 h, or a period of time ranging from 1 hto 1
week, ranging from 1 h to 48 h, ranging from 1 h o 24 h, or ranging from 1 hto 12
h. | | |

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

[038] In one embodiment, the nitrating agent can be reacted with the at -
least one cbmpound of formula 2 at a-temperature ranging from 0 to 25°C, 'such
asa temperature ranging from 5 to 15°C, from 5 to 10°C, or from 10 to 15°C.

[039] An “intermediate” as used herein refers to a éompciUnd that is
formed as an intermediate product between the starting material and the final-
product. In one embodiment, the intermediate is a product of the nitration of at
least one compound of formula 2.  For example, the intermediate can be at least
one compound of formula 3 or a éalt thereof, |
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[040] The intermediate can exist as a free base or as a salt, such as any
of the salts disclosed herein. In one embodiment, the inte.rmediate is a sulfate
salt. " B

[041] In one embodiment, the intérmediate is not isolated from the
reaction mixture. “Reaction mixture” as used herein refers to a solution or slurry .
comprising at least one product of a chemical reaction bétween reagents; as well
as by-products, e.g., impurities (including compounds with undesired
stereochemistries), solvents, and any"remaining reagents, such as startihg
materials. In one embodiment, the intermediate is the product of the nitration and
is present in the reaction mixture, which can also contain starting reagents (such
as the nitrating agent and/or at least one compound of formula 2), by-products
(such as the C4-epimer of either formula 2 or formula 3). In one embodiment, the
reaction mixture is a slurry, where a slurry can be a composition comprising at
least one solid and at least one liquid (such as water, acid, or a solvent), e.g., a
suspension or a dispersion of solids. A '

.[042] In one embodiment, the nitration reaction produces the intermediate
while generating a low amount of the corresponding C4-epimer. For example, '. |
where the intermediate is the at least one cempound of formula 3, the nitration
results in the formation of C4-epimer of formula 3 in an amount less than 10%, as :
determined by high performance liquid chromatography (HPLC). In another

embodiment, the C4-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 each step, i.e., nitration, reduction, and
acylation, are provided i 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 low. In one -
embodiment, the at least one compound of formula 2 is present in the nitration

10
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'product in an amount less than 10%, as determined by HPLC or Iess than 5%,
less than 3%, less than 2%, less than 1%, or less than 0.5%. - '
[045] [n one embodiment, the nitration can be performed in a large scale.

In one embodiment, “large scale” refers to the use of atleast 1 gram of the
compound according to formula'z', such as the use of at least 2 grams, at least 5
grams, at least 10 grams, at least 25 gram, at least 50 grams, at least 100 grams,
at least 500 g, at least 1 kg, at least 5 kg, at least 10 kg, at least 25 kg, at least 50

| kg, or at least 100 kg. |

[046] Inone embodlment the reducing forms at least one compound of

" formula 4,

\/

soseol

OH o OH o
4

or a salt thereof. ,

[047] Ih one embodimént the fuﬁher’ reacting in (b) comprises reducing
the intermediate. In anottier embodiment, the method further compnses acylating
the reduced intermediate. .

[048] Another embodlment disclosed herein is a method of prepanng at
least one compound of formula 1, '

\ /
R Ooso
1 (CHz)n OH O ou o

1
or a pharmaceutically acceptable salt thereof;
wherein R1 is hydrogen R is t-butyl, R is -NRsR4 where Rs is methyl and
R4 is methyl, and niis 1, ' '
comprising':
(a) ~ reacting at least one nitrating agent with at least one co'mpouhd of
formula 2, ' | ' '

11
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2
or a salt thereof, to produce a reaction mixture comprising an intermediate;
and _ '
(b)  further reacting the intermediate to form the at Ieast"one compound
of formula 1,

[049] Inone embodiment, the intermediate is not isolated from the
reaction mixture. S | ‘
[050] In one embodiment, the at least one compound of formula 1 is
tigecycline. | |
[051] Another embddiment disclosed herein is a method of preparing at
least one compound of formula 1, o ' |
\ /

s, O‘QU ,

Ry . (CHz)n OH o OH 0

1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ry and Ry are e’ach independently chosen from hydrogen, straight.
and branched chain (C4-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N, -
form a heterocycle; R is —-NRsR4, where Rs and R, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C4-C,)alkyl; and n ranges from
1-4,

comprising: ,

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

12
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or a salt thereof, to produce a slurry; and |
(b) further reacting the slurry to form the at least one compound of
formula 1. ’ ; ' .

[052] In one embodiment, R4 is hydrogen, R; is t-butyl, R is -NR3R4 where
Rs is methyl and R4»is methyl, and nis 1. In another embodiment, the at least one -
compound of formula 1 is tigecycline. . |

[053] Another embodiment disclosed herein is a method of preparing at
least one compound of formula 3 or a salt thereof,

A \N/
. _OH
|
Peoee sy
OH 0 o4 o0 °
3 . .

wherein R is —=NR3R4, where Rz and R4 are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C4-Ca)alkyl,
comprising:

I

reacting at least one nitrating agent with at least one compound of formula
2 or a salt thereof,

. i . _
e oy .
40986™
OH o OHOHo' °
2
wherein the reacting is performed at a temperature ranging from 5 to 15°C.

[054] Another embodiment disclosed herein is a m_ethod of preparing least
one compound of formula 1,

13
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\/

N )km«

Ry (CHz)n OH O OH 0o

-1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ry and R are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C4-Cq)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ra, together with N,
form a heterocycle; R is -NRzR4, where R; and R4 are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alkyl; and n ranges‘fron'i
1-4, '

' comprising: _

(a) reacting at least one nitrating agent with at least oné compound of
formula 2 or a salt thereof to produce a reaction mixture comprising an
intermediate; and ’ |

\ /
O‘QO ”
OH © OH o
| 2

(b)  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. ' - Ny

[055] Inone embédiment, Ry is hydrogen, Rz is t-buiyl, Ré, is methyl, R4 is
methyl, and nis 1.

REDUCTION

[056] One embodlment discloses a method of prepanng at least one
compound of formula 4,

14
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or a salt thereof, _

wherein R = -NR3R4, where Rs and R4 are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-Ca)alkyl,

comprising: | _

combining at least one reducing agent with a reaction mixture, such as a
reaction mixture slurry, comprising an intermediate prepared from a reaction
between at least one nitrating agent and at least one compound of formula 2,

R \'.f./
*_ _OH
4098 ™
o
OH 0 oH O
2

or a salt thereof. _

{0571 In one embodiment, the method desc‘ribes a “one-pot” process,
where-the nitration and reduction steps are performed without isolating the
products of the nitration from the nitration reaction mixture. |

[058] In one embodiment, Ry is hydrogen, Ry is t—bUtyl, Rs is methyl, Ry is

methyl, andnis 1.

' [059] “Reducing agent” as used herein refers to a chemical agent that
adds hydrogen to a compound. In one embodiment, a reducing agent is '
hydrogen. The reduction can be performed under a hydrogen atmosphere ata
suitable pressure as determined by one of ordinary skill in the ari, Inone
embodiment, the hydrogen is provided at a pressure ranging from 1 to 75 psi,
suchas a pressure renging from 1 to 50 psi, or a pressure ranging from 1 to 40
psi. - | '

[060] In another embodiment, the reducing agent is provided in the
presence of at least one catalyst. Exemplary catalysts include, but are not limited

to, rare earth metal oxides, Group VIII metal-containing catalysts, and salts of
' 15 '
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Group VIII 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 -
c‘atalyst is present in an amount ranging from 0.1 parts to 1 part, relative to the
amount of the at least one compound of formula 2 present prior to the reaction
with the at least one nitrating agent. |

[062] In one embodiment, the intermediate is at least one compound of
formula 3. Inone embodiment, in the compound of formula 3, R is hydrogen, R,

is t-butyl, Rs is methyl, Ry is methyl, and n is 1. |

[063] One of ordinary skill in the art can determine a suitable solvent for
the reduction reaction. In one embodiment, prior to the combining, e.g., prio‘r tb
the reduction, the reaction mixture is combined with a.solvent comprising at least
one (C4-Cg) alcohol. The at least one (C4-Cg) alcohol can be chosen, for example,
from methanol and ethanol. | N

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

[065] In one embodiment, after the combining, e.g., after the reduction, the
resulting reaction mixture is added to or combined with a solvent system
comprising a (C4-Cg) branched chain alcohol and a (C4-Cs) hydrocarbon. Inone

‘embodiment, the (C4-Cs) branched chain alcohol is isopropanol. In one
embodiment, the (C1-Cs) hyd%ocarbon is chosen from hexane, heptane, and
octane. » o _

[066] Inone embédiment, after the combining, e.g., after the reduction, the
resulting reaction mixture is added to the solvent system at a temperature rang'ing

-from 0°C to 50°C, such as a temperature ranging from 0°C to 10°C. '

[067] In one embodimént, the method further comprises isolating the at
least one compound of formula 4 as a solid, or as a solid composition. In one
embodiment, the at least one bdmpound of formula 4 is precipitated or isolated as
a salt, such as any of the salts described herein.

[068] Inone embodlment the solid composition compnses a C4-ep|mer of
formula 4 in an amount less than 10% as determined by high performance liquid

16



WO 2006/130500 " ( PCT/U52006/020536

52

chromatography. In another embodiment, the Cs-epimer is pre_sént ih an amount
less than 5%, less than 3%, less than 2%, less than 1%, or less than 0.5%.

[069] In one embodiment, the solid composition comprises the at least one |
compound of formula 2 in an amount less than 2%, such as an amount less than- - -
1%, or less than 0.5%, as determined by high performance liquid chromatography.

[070] In one embodiment, the reduction can be performed in a large scale.
In one embodiment, “large scale” refers to the use of at least 1 gram of the
compound according to formula 2, such as the use of at least 2 grams, at least 5
grams, at least 10 grams, at least 25 gram, at least 50 grams, at least 100 grams,
at least 500 g, at least 1 kg, at least 5 kg, at least 10 kg, at least 25 kg, at least 50
kg, or at least 100 kg. - '

[071] Another embodiment disclosed herein is a mefhod of preparing at
least one compound of formula 1,

\ /

. M

BT NeHn OH 6 oo

1

or a pharmaceutically écceptable salt thereof,

wherein Ry and R, are each independently chosen from hydrogen, stkaight
and branched chain (C+4-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Rg, togethef with N,
form a heterocycle; R is —NR3R4, where Rs and R, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C4-Cj)alkyl; and n ranges from
1-4,

comprising:

(@) combining at least one reducing agent with a reaction mixture, such
as a reaction mixture slurry, comprising an intermediate prepared from a reaction
between at least one nitrating agent and at least one compound of formula 2, |

\ /
R N
- . _OH
LT T
OH
OH 0 on o
2
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or a salt thereof, to form a second intermediate; and

(b) further‘reacting the second intermediate in the reaction mixture to
prepare the at least one compound of formula 1. |

‘ [072] In one embodiment, R, is hydrogen, R; is t-butyl, Rais methyhl, Rsis -

methyl, and nis 1.

[073] In one embodiment, the intermediate is at least one compound of
:formula 3 or salt thereof, and the second intermediate is at least one compound of
formula 4,

or a salt thereof.

[074] In one embodiment, the further reacting in (b) comprises acylatlng
the second intermediate. In one embodiment, prior to the acylating, the second
intermediate can be precipitated or isolated as a salt. - -

[075] Another embodiment disclosed herein is a method of preparing at
least one compound of formula 4 -or a salt thereof

\/

oo,

OH o on o
. 4 | . .
wherein R = —NRsh4, where Rz and Ry are each indepehdently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alky|
comprising:
reducing an intermediate of formula 3 br a salt thereof,

18
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[076] In one embodiment, the intermediate of formula 3 may be present in
a reaction mixture slurry. ' _

[077] In one embodiment, the reducing comprises combining at least one
reducing agent with the reaction mixture. .

[078] Another embodiment disclosed herein is a method of preparing,at

least one compound of formula 1,
\ /s

> )Hm

1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof

wherein Ry and R; are each lndependently chosen from hydrogen, stralght
and branched chain (C4-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N,
form a heterocycle; R is —NR5R4, where Rs and R4 are each indebenderitly chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C4-Cq)alkyl; and n ranges from
1-4,

comprising: L _

(a)  reacting at least one nitrating agent with at least one compound of
formula 2 or a salt thereof to prepare a reaction mixture, |

19
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(b) without isolating or precipitating any solids from the reaction mixture,

combining at least one reducing agent with the reaction mixture to prepare an
intermediate; and
(c)  preparing the at least one compound of formula 1 from the
intermediate. ' '
_ [079] Another embodiment disclosed herein is method of preparing at
least one compound of formula 1, |
\ 7

" )H.N

R (CH2)n OH O OH 0o

1

ora pharmaceuticauy acceptable salt thereof,

wherein R, and Rz are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C1-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Rz, together with ‘N,
form a heterocycle; R is ~NRsRs4, where Rs and R, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C4-Cs)alkyl; and n 'ranges from
1-4, '

comprising: _

(a)  combining at least one Group VIiI metal-containing catalyst in the
presence of hydrogen with a reaction mixture, such as a reaction mixture slurry,
prepared from a reaction between at least one nitrating agent and at least one
" compound of formula 2 or a salt thereof',

- [080] Inone embodiment, the at least one Group VIl métal-containing |
catalyst is present in an amount ranging from 0.1 parts to 1 part relative to the
amount of the at least one compound of formula 2 present prior to the reaction
W|th the at least one nitrating agent.

[081] Another embodlment dlsclosed hereln isa composmon comprising:
20
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at least one compound of formula 4,

OHO OHO

4

or a salt thereof, _ ,

wherein R is —NR3R4, where Rz and Ry are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alkyl ' |

wherein a C4-epimer of formula 4is present in an amount Iess than 10%,
as determlned by high performance liquid chromatography.

[082] In one embodiment, R; is hydrogen, Rz is t-butyl, Rs is methyl, R4 is
methyl, and nis 1. -
ACYLATION

[083] One embodiment of the present disclosure provides a method for
preparing at least one compound of Formula 1:

AN /
S Beeee s
R \ HN

1

or'a pha‘rmaceutic_ally acceptable salt thereof,

wherein R; and R; are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C1-Ce)alkyl, and cycloalkyl, such as (C3-Cs)cycloalkyl, or R{
and Rp, together with N, form a heterocycle, such as a 5-membered ring; R is —
NRsR4, where Rs and R4 are each independently chosen from hydrogen, and
straight and branched (C4-Cy)alkyl; and n ranges from 1-4,

comprising reacting at least one compound of Formula 4:

\/

OH O OHO

4
- 21
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or a salt thereof, |

with at least one aminoacyl compouhd in a reaction medium. In one
embodiment, the reaction medium may be chosen from an aqueous medium, and
at least one basic solvent in the absence of a reagent base. _ | |

[084] In one embodiment, the method for preparing a compound of
formula | is a method for preparing tigecycline: |

N \/

WEE osen

OH o OH o}
Tigecycline

or a pharmaceutically acceptable salt thereof. |

[085] In one embodiment, variable n is 1, Ry is hydrogen, Rz is t-butyl, and
Rs and R4 are each methyl. In another embodiment, variable nis 1, Ry and Ry, |
together with N, forms a pyrrolidinyl group, and Rz and R, are each methyl. The
salt of the at least one compound of Formula 4 may be a halogenated salt, such
as a hydrochloride salt. ,

[086] The reaction medium may be a solvent chosen from a polar aprotic .
sdlvent or mixture of solvents thereof. In one embodiment, the polar aprotic
solvent is chosen from acetonitrile, 1,2-dimethoxyethane, dimethylacetamide,
dimethylformamide, hexamethylphosphoramude N,N’-dimethylethyleneurea, N N’-
dimethylpropyleneurea, methylene chloride, N- -methylpyrrolidinone,

. tetrahydrofuran, and mixtures thereof. In another embodiment, the polar aprotic
solvent is chosen from acetonitrile, dimethylformamide, N,N'- _ |
dimethylpropyleneurea, N-methylpyrrolidinone, tetrahydrofuran, and mixtures
thereof. The at least one basic solvent may be a mixture of acetonitrile and N,N’-
dimethylpropyleneurea. .In another embodimént, the at l_east'one basic'solvent )
may be a mixture of water and N,N’-dimethylpropyleneurea. In a further
embodiment, the at least one basic solvent is N,N’-dimethylpropyleneurea.

| [087] The ’reactic.m medium may be an aqueous medium. In a further. '
embodimént the at least one basic solvent in the absence of a base is waterin -
the absence of a base. In another embodiment, the reaction medium may be at
least one basic solvent in the absence of a reagent base A basnc solvent is a
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solvent capable of accépting, either pérti‘ally or fully, a broton'. | A reagent base s §
refers to a base that is added at the start of the reaction, eithef concurrently or
sequentially with the at least one compound of Formula 4 and the at least one .
aminoacyl compound and is capable of accepting, either partially or fully, a proton
A reagent base also refers to-a base that is added during the reaction.

[088] The at least one aminoacyl compound may be chosen from
aminoacyl halides, aminoacyl anhydrides, and mixed aminoacyl anhydrides. In
one embodiment, the aminoacyl compound is is at least one aminoacyl halide of
Formula 6:

=

R, 0
\
/N""‘(CHz)"
R4
6

ora salt thereof,

whereln R: and R, are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C;-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or R1 and Rz, together with N,
form a.heterocycle; n ranges from 1-4; and wherein Q is a halogen chosen from
fluoride, bromide, chloride, and iodide. '

[089] In a further embodiment, Q is chloride. The salt of the compound of
'Formula 6 may be chosen from a halogenated salt. Halogenated salt refers to
any salt formed from interaction with a halogen anion, such as a hydrochioride
salt, a hydrobromide salt, and a hydroiodic salt. In one embodiment, the
halogenated salt is a hydrochloride salt. _

[090] The at least one aminoacyl halide of Formula 6 may be obtained by
a method comprising: | '

A) reacting at least one ester of Formula 7:

or a salt thereof,

with at least one amine, R1R2NH, to prepare at least one carboxylic acid,
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wherein Ry and R; are each independently chosen fro‘m hydrogen, etraight
and branched chain (C:-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Re, together with N,
form a heterocycle; X is a halogen chosen from bromide, chloride, fluoride and
iodide; A is -ORs, where R is chosen.from straight or branched (C1+-Ce)alkyl and
'aryIaIkyI, such as aryl(C4-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 to give at least one aminoacyl compound of Formula 6 or a salt thereof.

[091] In one embodiment, Ry and R may each be t-butyl.h In another
embodiment, Ry and Rs, together with 'N, may form a heterocycle, such as
pyrrolidine, and Rg may be arylalkyl-, such as benzyl. In another embodiment, n is
one. In a further embodiment, X is bromide. . ‘

[092] In another embodiment, the at least one ester of Formula 7 ie a _
hydrochloride salt. An excess of amine R{RoNH compared to the ester of Formula
7 may be present in the reaction to prepare at least one carboxylic acid. In one
embodiment, the at least one chlorinating agent may be thionyl chloride. In
another embodiment, the reaction of the at least one carboxylic acid with at least
one chlorinating agent includes addition of a catalytic amount of
dimethylformamide. An excess of chlorinating agent relative to the at least one
carboxylic acid may be present in the feaction to give at least one aminoacyl
compound of Formula 6. When Reg is arylalkyl-, the arylalkyl- of the at least one

~.compound of Formula 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 performed at a temperature ranging from 55 °C to 85 °C, such as
from 80 °C to 85 °C, and further such as 55 °C. In one embodiment, an additional
amount of chlorinating agent may be added to the reaction to effect completion,
such as attaining a level of less than 4% carboxylic acid. Following reacting the
at least one carboxylic acid with at least one chlorinating agent, the resulting |
suspension mey be filtered to remove ealts, such as t-butylamine hydrochloride -
salts. The aminoacyl helide of Formula 6 may be isolated as HCI salt or treated
with an inorganic acid, such as hydrochloric acid, to prepare an aminoacyl halide

salt. ' -
24
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[094] In another embodiment, the at least one amihoacyl halide of
Formula 6 is obtained by a method comprising:

reacting at least one carboxylic acid of Formula 8:
)

. R
N
Rs/ \‘H/QE]\OH

8
or a salt thereof, 4
wherein Rs is chosen from straight or branched (C4-Cg)alkyl, and n rahges
" from 1 to 4, and |

with at least one chlorinating agent to give at least one aminoacyl halidé of
Formula 6 or a salt thereof. .

[095] In another embodiment, the at least one carboxylic acid of Formula 8
is a halogenated salt, such as a hydrochloride salt. The time period for reacting at
least one compound of Formula 8 with at least one chlorinating agent may range »
from 1 to 50 hours, such as from 2 to 45 hours, and furthAe_r such as 1 to 3 hours.
The at least one carboxylic acid of Formula 8 may have a particle size of less than
150 microns, such as less than 110 microns, and further such as ranging from 56
to 100 microns. A compound of Formula 8 having a given particie size may be
attained by milling the compound.

[096] Reacting at least one compound of Formula 4 with the at least one
aminoacyl compound may be conducted at a temberature ranging from 0 °C to 30
°C, such as from 20 °C tol 25 °C, such as from 10 °C to 17 °C, such as from 0 °C
to 6 °C, and further such as from 2 °C to 8 °C. The time period for reaction may
range from 1 hour to 24 hours, such as from 0.5 hours to 4 hours, and further
such és from 2 hours to 8 hours. An excess of aminoacy! compound rélatjve to
the amount of a compound of Formula 4 may be used in the reaction. In one
embodiment, the excess may be 3 equivalents of aminoacyl compound to 1
equivalent of the at least one compound of Formula 4. In another embodiment,
the ratio of aqueous medium to the at least one compound of Formula 4 may be
6:1 w/w or 5:1 volumes. In one e-mbodiment, the aminoacyl compbund is added
to or combined with a solution of the at least one compound of Formula 4 in an '
aqueous medium. | -
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,[097] In one embodiment, where the reaction medium is an aqueous
medium, the pH of the aqueous medium may be adjusted to a pH ranging from 4
to 9, such as from 5 to 7.5, such as from 6.3 t0 6.7, such as from 7.0t0 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 addmon of a base, mcludlng but
not limited to ammonium hydroxide. The concentration of ammonium hydroxnde
may range from 25% to 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 0 25 °C, such as from
5°C to 8 °C, and further such as from 0 °C to 5 °C. |

[098] Following adjuétment of the pH, at least one organic solvent or
mixture of solvents may be added to the aqueous medium. In one embodiment,
the at least one organic mixture of solvents may comprise methanol and
methylene chloride. The concentration of methanol may range from 5% to 30%,
including but not limited to 20% and 30%. In another embodiment, the at least
one organic solvent or mixture of solvents comprises tetra.hydrofurén. The
temperature of the mixture may range from 15 °C to 25 °C.

[099] Inone embo.diment,. the aqueous medium may be extracted with a
mixture of at least one polar protic solvent and at least one polar aprotic solvent.
In one embodiment, the at least one polar aprotic solvent comprises methylene
| chloride and the at least one polar protic solvent comprises methanol. In another

embodiment, the aqueous medium is extracted with at least one polar aprotic
solvent, such as methylene chloride. The extraction may be conducted at a -
temperature ranging from -5 °C to 25 °C, further such as from 0 °C to 5 °C. Ina
further embodimént, the pH of the aqueous medium is adjusted to a range from
7.0to 7.5, such as 7.2, after eéch extraction. The extraction process rﬁay be
repeated, for exarhple, up to 10 times. , _

[0100] In one embodiment, the combined organic extracts may be treated
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 remo\/ed by filtration to.
give a solution. In one embodiment, the solution may be concentrated to afford
the compound of Formula 1.
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[0101] The compound of Formula 1 obtained from the reaction may be
crystallized in at least one organic solvent or mixture of solvents. In one
embodiment, the organic mixture of solvents comprises methanol and methylene
chloride. Crystallization may, for example, occur at a temperature 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'resulting organic
mixture of at least one polar protic solvent and at least one polar aprotic solvent
may be concentrated to g'ive a slurry and filtered to give the at least one
compound of Formula 1. Concentratibn and filtration may, for example, occur at 0
°C t0 5 °C. | |

[0103] A method for preparing a compound of Formula 1 may be performed
using greater than 5 grams of the amine of Fo.rmula_ 4, such as greater than 10
grams, such as .g'reater than 50 grams, such as greater than 100 grams, such as
greater than 500 grams, such as greater than 1 kilograms, and further such as
greater than 10 kilograms. . |

[0104] One embodiment discloses a compound prepared by any of the
methods described herein, including but not limited to a compound of Formula 1, a
compound of Formula 4, a compound of Formula 6, a compound of Formula 7, a
compound of Formula 8, and salts thereof. Another embodiment includes a
composition comprising a compound prepared by any of the methods described
herein. Thé composition may further comprise'a pharmaceutically acceptable

.carrier. '

[0105] In one embodimvent, the composition may comprise at least one

compound of Formula 1:

. \u/
" i OO,
2
N S ™
Formula 1

ora ph.armaceutically acceptable salt thereof,
wherein nis 1, Ry and Ry, together with N, forms a t-butyl group, and Rs

and R4 are each methyl. In another embodiment, the composition may comprise -
at least one compound of formula 1: '
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/
Ri (CH)n OHO i g O

Formula 1 ‘ _

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, ‘

wherein R4 and R; are each independently chosen from »'hyd.rogen, straight
and branched chain (C4-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or R; ahd Ro, together with N,
form a. heterocycle; R is ~NR3R4, where R; and R, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched (C;-Cy)alkyl; and n ranges from 1-4,
and

less than 0.5% of the C-4 epimer of the at least one compound of formula 1
;or a pharmaceutically acceptable salt thereof. '

[0106] In a further embodiment, the composntlon may comprlse Tigecycline:

N\ / \ 7

AL

OH o OH o)
Tigecycline

or a pharmaceutically acceptable salt thereof and
, less than 0.5% of the C-4 eplmer of Tigecycline or a pharmaceutlcally
acceptable salt thereof.

[0107]In one embodiment, the compound of Formula 1 pfepared by any of
the methods described herein contains less than 10.0% impurities as determined
by high performance liquid ch'romatography, such as less than 5% impurities,
such as less than 2% impurities, and further such as 1-1.4% impurities.- In a '
further embodiment, the compound of Formula 1 contains a C4-epimer in an
amountless than 1.0% as determined by high performance liquid
chromatography, such as less than 0.5% Ca-epimer, and further such as less than- -
0.2% Cs-epimer. In one embodiment, the compound of formula 1 contains less
that 1% minocyclihe as determined by high performance liquid c'hrematography,
such as less than 0.6% minocycline. In another embodiment, the compound of
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formula 1 contains less than 5% dichloromethane, such as léss than 2-3%

dichloromethane.
[0108] One embodiment of the disclosure includes a method for preparing

at least one compound of Formula 1:

AN /
Sy m
1 (CHZ)n OH O OH 0

Formula 1

ora pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein R¢ and Rz are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C4-Cg)alkyl, and cyclbalky.l., or R; and Rz, together with N,
form a heterocycle; R is -NR3R4, where R; and R, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched (C1-Cy)alkyl; and n ranges from 1-4,

comprising: '

A) reacting at least one nitrating agent with at least one compound of

Formula 2:

OH o OH o
Formula 2

or a salt thereof, _
to prepare a reaction mixture slurry comprising at least one compound of -

Formula 3:

Formula 3

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

to prepare at least one compound of Formula 4,

29



WO 2006/130500 (\ ( PCT/US2006/(120536
' o~
[N 5

Formula 4

or a salt thereof, and | A

C) reacting the at least one compound of qumula 4 with at least one
aminoacyl compound in a reaction medium chosen from an aqueous medium, and
at least one basic solvent in the absence of a reagent base. ' |

[0109] The compound of formu.la | prepared by this method may be
tigecyline. ' L

[0110] Another embodiment of the present disclosure includes a method for
preparing at least one compound of Formula 1:

R ﬂ/

g 3. OO0,
EN NH
N )I\HN 3 2

! “(CHa)n OH o OH O 0

Formula1 -

ora pharmaceutical_!y acceptable salt thereof,

wherein Ry and Rz are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C4-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N,
form a heterocycle; R is —-NR3Ra, Where Rs and R, are each independently chosen
from hydrogen, .and straight and branched (C4-C,)alkyl; and n ranges from 1-4,

comprising: . 4 |

A) combining at least one reducing agent with a feaction mixture slurry
comprising at least one compound of Formula 3: o

Formula 3

or a salt thereof,
to prepare at least one compound of Formula 4:
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OH o ono

Formula 4

or a salt thereof, and

B) reacting the at least one compound of Formula 4 with at least one
aminoacyl compound in a reaction medium chosen from an aqueous medium, and
at least one basic solvent in the absence of a reagent base.

[0111] In another embodiment, the compound of formula | prepared by the
above method may be tigecyline.
PURIFICATION

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

mN.%maosu
R Nchgn OH 6 on o
Formula 1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ry and R; are each independently chosen from hydrogen, straight
and.branched chain (C1-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ra, together with N,
form a heterocycle; R is -NRsR4, where Rs and Ry are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched (C4-Cs)alkyl; and n ranges from 1-4,

comprising: ’ '

A) combining the at least one compound of Formula 1 with at least one
polar aprotic solvent and at least one polar protic solvent tdgive'a first mixture,

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

C) obtaining the at least one compound of Formula 1. |

[0113] As used herein, the term “obtaining” refers to isolating a compound |
at a useful level of purity, including but not limited to levels of purity greater than |
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90%, 95%, 96%, 97%, 98%, and 99%. The level of punty may be determlned by
high pressure liquid chromoatography.

[0114] In one embodiment, the method for purifying at least one compound
of Formula 1 involves the steps of: . .

A) 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 a first mixture,

B) mixing the first mlxture for a period of time at a temperature ranging
from 30 °C to 40 °C,

C) cooling the first mixture to a temperature ranging from 15 5C to 25 °C
" and allowing the mixture to stand without mixing for a second period of time, |

D) cooling the first mixture to a temperatﬁre rahging from O °C to 6 °C and
allowing the mixture to stand without mixing for athird period of time, and

E) obtaining the at least one compound of Formula 1.

[0115] In one embodiment, the method may include at least one c'ompoUhd
of Formula 1 where nis 1, Ry is hydrogen, R; is t-butyl, and Rs and'R4 are each
methyl. Another embodiment includes at least one compound of Formula i,
where n is 1, Ry and Ry, together with N, forms a byrrolidinyl group, and Rz and Ry
are each methyl. The at least one compound of Formula 1 that is combined with
the at least one polar aprotic solvent and the at least one polar protic Solvent may '
be provided in a form chosen from a solid, a slurry, a suspension, and a solution.

[0116] In one embodiment, the at least one polar aprotic solvent may
chosen frbm acetone, 1,2-dichloroethane, methyl acetate, methyl ethyl ketone,
methyl isobutyi ketone, methylene chloride, and ethyl acetate. In a further
embodiment, the at least one polar aprotic solvent may be chosen from acetone
and methylene chloride. In anothef embodiment, the at least one polar.p-rotic
solvent may be chosen from rhethanol, ethanol, isopropanol, and t-buténol. Ina
further embodiment, the at least one polar protic solvent may be.rhethanol.

[0117] The combination of the at least one polar aprotic solvent and at least. .
one polar protic solvent may include acetone and methanol. Another embodiment -
provides a combination of the at least one polar aprotic solvent, méthylene-
Ch_loride, and the at least one polar protic solvent, methanol. In a further
embodiment, the combination of the at least one polar aprotic solvent and at least

one polar protic solvent may lnclude methyl acetate and methanol. The
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compound of Formula 1 may, for example, be combined with equal volumes of the
at least one polaf aprotic solvent and the ét least ohe'polar protic solvent.

[0118] In one embodiment, the first mixture may, for example, be mixed for
a first period of time ranging from 30 minutes to 2 hours where the temperéture |
ranges from 15 °C to 25 °C, then for a second period of time ranging from 36
minutes to 2 hours, where the temperature ranges from 0 °C to 2 °C. In one
embodiment, the first period of time and the second period of time are each 1
hour. In another embodiment, the method may comprise mixing the first mixture
for at least one period of time ranging from 30 minutes to 2 hours at a temperature
ranging from 15 °C to 25 °C, then filtering the first mixture to obtain a solid. The
method may further comprise combining the solid with at least one polar aprotic
solvent and at least one polar protic solvent, such as at equal volumes, for a first
period of time ranging from 30 minutes o 2 hours at a tempefature ranging from
15 °C to 25 °C, and filtering to obtain a second solid. In a further embodiment,

-these combining and filtering steps may be repeated two to fifteen times.

[0119] The method for purifying a compound of Formula 1 may further
comprise obtaining a solid from the first mixture, and combining the solid with at
least one polar protic solvent and at least one polar aprotic solvent to obtain a
second mixture. The second mixture may, for example, comprise methanol and
methylene chloride in a ratio by volume ranging from 1:5 to 1:15
methanol:methylene chloride. In one embodiment, the second mixture may be
mixed at a temperatﬁre ranging from 30 °C to 36 °C and then filtered tb obtaina
solution. In a further embodiment, the concentration of th_e polar protic solvent 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 to 6 °C, for a time period, for
example, ranging from 30 minutes to 2 hours prior to filtering. .

[0120] In one embodiment, mixing the-first mixture may occur during a
period of time ranging from 10 to 20 minutes, such as 15 minutes. In one
embodiment, cooling the first mixture to a temperature ranging ffom 15 °C to 25
°C and allowing the mixture to stand without mixing may oécur during a secbnd ' Lo
period of time ranging from 30 minutes to 3 hours, such as from 1 hour to 2 hou'rs._

. The first mixture may be further cooled to a temperature ranging from 0 °C to 6 °C
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and allowed to stand without mixing for a third period of time ranglng ‘from 30

minutes to 2 hours, such as 1 hour.

[0121] Obtaining the compound of Formula 1 may include filtering any
mixture described herein through at least one filter selected from pyfogen
reducing filters and clarifying filters.-

[0122] As disclosed herein, mixing may be carried out by using a
mechanical mixing device, for instance, a stirrer or agitator. Mixing may also be
effected by solubility of the compound having Formula 1 in the solvent system.
lncreasmg the temperature may increase solubility. |

[0123] In one embodiment, when at least one compound of Formula 1 is to
be combined with at least one polar aprotic solvent and at least one polar protic .
solvent, the at least one compound of Formula 1 may be used in the form of a
pharmaceutically acceptable ealt thereof. Where at least one compound of
Formula 1 is obtained as the product of the method of the invention, the at Ieaet
one compound of Formula 1 may be recovered in the form ofa pharmaceutically
acceptable salt thereof. . |

[0124] In another embodiment, where a compound of Formula 1 is obtained
by the method according to the invention, the compound may be converted into a
pharmaceutically acceptable salt thereof by addltlon of an acid.

[Oj25] In one embodlment, the at least one compound of Formula 1 may be
[4S-(40,12a0)]-4,7-Bis(dimethylamino)-9-[[(t-butylamino)acetyllamino]-
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-3,10,12,12a-tetrahydroxy-1,11-dioxo-2-°
naphthacene-carboxamide, such as pharmaceutically acceptable salts such as
HClI salts. In another embodiment, the at least one compound of Formula 1 may
be [4S-(4a,12aa)]-4,7-Bis(dimethylamino)-9-[[(pyrrolidinyl)acetyllamino}-
1,4,4a,5,52,6,11,12a-octahydro-3,10,12,12a-tetrahydroxy-1,11-dioxo-2-
naphthacene-carboxamide, such as pharmaceutically accepteble salts such as
HCI salts. | , _ ,

[0126] A method for purifying at least one compound of Formula 1 may be
a method for purifying tigecycline, comprising: ' .

A) combining tigecycline with at least one polar aprotic solvent and at least
one polar prctic solvent to give a first mixture, ‘
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B)- mlxmg the first mixture for at Ieast one period of tlme for example,

rangmg from 15 minutes to 2 hours and at a temperature ranging from 0 °C to 40
°C, and |
' C) obtaining tigecycline.

[0127] The tigecycline that is combined with at least one polar aprotic
solvent and at least one polar protic solvent may be provided in a form chosen
from a sblid, a slurry, a suspension, and a solution. In one embodiment, the
tigecycline obtained from the method may contain less than 1% of the C-4 epimer
of tigecycline or a pharmaceutically acceptable salt thereof as determine by high
pressure liquid chromatography (HPLC). |

[0128] The at least one compound of Formula 1 obtained from the method
may contain less than 3.0% impurities as deten'hinéd by HPLC, such as less than
1.0% impurities, such as less fhan 0.7% impurities. In another embodiment, the at
least one compound of Formula 1 may contain 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 less than 1% of the C-4 epimer, such as less than
0.5% of the C-4 e-pimer. '

[0129] The method may be performed on greater than 5 grams of the at
least one compound of Formula 1, such as greater than 50 grams, suchas
greater than 100 grams, such as greater than 500 grams, such as greater than 1
kilogram, and further such as greater than 10 kilograms. ‘

[0130] One embodiment discloses a compound prepared by any of the -
methods described herein, including but not limited to a compound of Formula 1
and tigecycline. Another embodiment ,include's a composiitibn corﬁprising a
compound prepared by any of the methods described herein. The composition
may further comprise a pharmaceutically acceptable carrier. -

[0131]In one embodiment, the composition may comprise at leastone -
compound of Formula 1: |

\ /s
o WL
R1 \(CHZ)n OH 0O OH 0

Formula 1
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ora pharmacéu.tically acceptabie salt thereof,
wherein nis 1, Ry is hydrogen, Rz is t-butyl, and Rz and R, are each
methyl. _
[0132] One embodiment of the disclosure mcludes a method for prepanng
at least one compound of Formula 1:
AN /

o )F

Ri (CH2)n OH (o] OH o

Formula 1

ora ph.armac'eutically~acceptable salt thereof, _

wherein Ry and Ry are each independently chose_n from hydrogen, straight
and branched chain (C4-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or R, and Ry, together with N,
form a heterocycle; R is —NR3R4, where R;; and R, are each independently chosen
from hydrogen and straight and branched (C4-Cs)alkyl; and n ranges from 1-4,

comprising:

A) reacting at least one nitrating agent with at least one compound of
Formula 2: '

Formuia 2 ‘

or a salt thereof, ,
to prepare a reaction mixture, such as a reaction mixture slurry, comprising
an intermediate, such as at least one compound of Formula 3: '

OH o OH o
Formula 3
or a salt thereof,
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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,

Formula 4

or a salt thereof, ,

C) reacting the second intermediate with at least one aminoacyl compound
in a reaction medium to obtain at least one compound of formula I. In one
embodiment, the reaction medium is chosen from an aqueous 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 a 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 one compound of Formula 1. In one embodiment, any

of the intermediates of the methods disclosed may be isolated or precipitated out.
In another embodiment, two or more steps of any of the methods disc;losed are
“one-pot” procedures.
A [0133] Another embodiment of the disclosure includes a method for
preparing at least one compound of Formula 1
\ /

RZ\N )I\
HN i l ! '
R~ \(CHa)n

OH © OH o)
Formula 1
or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ry and Ry are each independently chosen from hydrogen, stralght :

and branched chain (C+1-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N,
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form a hetefocycle;‘ Ris ;NR3R4, where Rz and R4 are eaéh indebendently chosenr.
from hydrogen, and straight and branched (C1-C,)alkyl; and n"range's from 1-4,
comprising: |
A) combining at least one reducing agent with. a reaction mixture, such as a

reaction mixture slurry, comprising at least one compound of Formula 3:
~ /

O,N

Formula 3
or a salt thereof, to prepare at least one intermediate, suchas a compound
of Formula 4,

Formula 4

or a salt thereof,

B) reacting the intermediate with at least one aminoacy! compound in a
reaction medium chosen from an aqueous medium to obtain the combound of
Formula 1. In one embodiment, the reaction medium may be chosen from at least
one basic solvent in the absence of a reagent base. Additional steps may include,
for exampile, at least one of: _ ‘

C) combining the at least one compound of Formula 1 with at least one .
polar aprotic solvent and at least one polar protic solveht to give a first mixture,

‘ D) mixing the first mixture for at least one beriod of time, such as ranging
from 15 minutes to 2 hours, at a temperature, such as ranging from 0 °C fo 40 °C,
and ,

- E) obtaining at least one compound of Formula 1.

[0134] A further embodiment of the disclosure mcludes a method for
preparing at least one compound of Formula 1.
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(CHz)n OH o OH 0

Formula 1 ‘ |

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ry and R are each independently chosen from hydrogen, stréight
‘and branched chain (C1-C6)aikyl, and cycloalkyl, or Ry and R, together with N,
form a heterocycle; R is -NR3zR4, where R; and R, are each indépendently chosen
from hydrogen, and straight and branched (C+-Cs)alkyl; and n ranges from 1-
4,comprising: | ._

A) reacting at least one compound of Farmula 4: '

\/

Sl

OH o OH o
Formula 4

or a salt thereof,

with at least one aminoacyl compound in a reaction medium, for example,
chosen from an agueous medium, and at least one basic solvent in the absencé
of a reagent base to obtain the compound of Formula 1. Additional steps may |
include at least one of: '

B) combining the at least one compound of Formula 1 with at Ieast one .
polar aprotic solvent and at least one polar protic solvent to give a first mi)dure,

C) 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 | ‘ . '

D) obtaining at least one compound of Formula 1. )

[0135] Any of these methods disclosed for preparing a compound of
Formula 1 may be a method for preparing a compound of Formula 1, where n is 1,
R is hydrogen, Ry is t-butyl, and Rs and R, are each methyl.
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PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

[0136] “Pharmaceutical compbsition” as used herein refers to a medicinal
composition. The pharmaceutical composition may contain at least one
pharmaceuticélly acceptablé carrier. ' ,

[0137] “Pharmaceutically acéeptable excipieﬁt” as used herein refers to
pharmaceutical carriers or vehicles suitable for administration of the compoynds
provided herein including any such carriers known to those skilled in the art to be
suitable for the particular mode of administration. For exémple, ‘solutions or ,
- suspensions used for parenteral, intradermal, subcutaneous, or topical application
can include a sterile diluent (e.g., water for injection, saline solution, fixed oil, and
the like); a naturally occurring vegetable oil (e.g., sesame oil, coconut 6il, peanut
oil, cottonseed oil, and the like); a synthetic fatty vehicle (e.g., ethyl oleate,

- polyethylene glycol, glycerine, propylene glycol, and the like, including o’lther'
synthetic solvents); antimicrobial agents (e.g., benzyl alcohol, methyl parabens,
and the like); antioxidants (e.g., ascorbic acid, sodium bisulfite, and the like);
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 tonicity (e.g., sodium chloride, dexirose, and the like); or mixtures
thereof. By further example, where 'administered' intravenously, suitable carriers
include physiological saline, phosphate buffered saline (PBS), and solutions
containing thickening and solubiliiiné agents such as glucose, polyethylene -
glycol, polypropyleneglycol, and the like, and mixtures thereof. '

[0138] By way of non-limiting example, tigecycline may be optionally |
combined with one or more pharmaceutically acceptablk—; excipients,-and may be
administered orally in such forms as tablets, capsules, dispersible powders,
granules, or suspensions containing, for 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 example, from about 20 to 50% ethanol, and the Iiké, or .
parenterally in the form of sterile injectabie solutions 6r suspensions containihg |
from about 0.05 to 5% suspending agent in an isotonic medium. Such ’
pharmacebtical preparations may contain, for example, from about 25 fo about
90% of the active ingredient in combination with the carrier, more usually between
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about 5% and 60% by weight. Other formulatlons are discussed in U.S. Patent
Nos. 5,494,903 and 5,529,990, which are herem incorporated by reference.

[0139] The term “pharmaceutically acceptable salt” refers to acid addition
salts or base addition salts of the compounds in the present disclosure. A .
pharmaceutically acceptable salt is any salt which retains the activity of the parent
compound and does not impart any deleterious or undesirable effect on the
-subject to whom it is administered and in the context in which it is administered.
Pharmaceutically acceptable salts include metal complexés and salts of both
inorganic and'organic acids. Pharmaceutically acceptable salts include metal
salts such as aluminum, calcium, iron, magnesium, manganese and complex
salts. Pharmaceutiéally acceptable salts include acid salts such as acetic, '
aspartic, alkylsulfpnic, arylsuifonic, axetii, benzenesulfonic, benzoic, bicarbonic,
bisulfuric, bitartaric, butyric, calcium edetate, camsylic, carbonié, chlor_obehzo'ic,
cilexetil, cftric, edetic, edisylic, estolic, esyl, esyliq, formic, fumaric, gluceptic,
gluconic, glutamic, glycolic, glycolylarsanilic, hexamic, hexylresorci‘noic,
hydrabamic, hydrobromic, hydrochloric, hydroiodic, hydroxynaphthoic, isethionic,
lactic, lactobionic, maleic, malic, malonié, mandelic, methanesulfonic, methylhitric,
methylsulfuric, mucic, muconic, napsylic, nitric, oxalic, p-nitromethane'sulfbnic,
pamoic, pantothenic, phosphoric, .monohydrogen phosphoric, dihydrogen
‘phosphoric, phthalic, polygalactouronié, propionic, salicylic, stearic, succinic,
sulfamic, sulfanilic, sulfonic, sulfuric, tannic, tartaric, teoclic, tolueneéulfonic, and
the like. Pharmaceutically acceptable salts may be derived from amino acids,
including but not limited to cysteme Other acceptable salts may be found, for -
example, in Stahl et al., Pharmaceutlcal Salts: Properties, Selection, and Use,
Wiley-VCH; 1st edition (June 15, 2002).
[0140] Other than in the examples, and where otherwise indicated, all
- numbers used in the specification and-claims are to be understood as modified in
all instances by the term “about.” Accordingls/, unless indicated to the contrary,
the numerical parameters set forth in this specification and attached claims are
approximations that may vary dependmg upon the desured properties sought to be ‘
obtained by the present disclosure. At the very least, and not as an attempt to
limit the application of the doctrine of equivalents to the scope of the claims, each -
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‘numerical parametervs'hould be construed in light of the number of significant
digits and ordinary rounding approaches. |
[0141] NotWithstanding that the numerical ranges and parameters setting
forth the broad scope of the disclosure are approximétit)ns, the numerical values -
set forth in the specific example's'are reported as precisely as possible. Any
numerical value, however, inherently contains certain errors necessérily resulting
from the standard deviation found in their respective testing measurements.
['0142] The following examples are intende‘d"to illustrate the invention in a
non-limiting manner. ‘ |

EXAMPLES
NITRATION

[0143] Minocycline was prepéred acéording to the method described in U.
S. Patents No. 3,226,436. | |
[0144] HPLC analyses were performed under the following conditions:

Column: Inertsil ODS3 5 um, 25 x 0.46 cm
Mobile 80% A+ 20% B, where
Phase: A =90% (0.05 M KHzPO,4 + 5 mL triethylamine/L

phosphate + H3PO, to pH 6)/ 10% Acetonitrile adjusted to
pH 8.0 with H3PO, ‘
B = Acetonitrile

Flow rate 1.0 mL/min

Detection 250 nm

Comparative Example 1: Pregération of 9-nitrominocycline

[0145] This Example describes the nitration of minocycline where the
product of the nitration was isolated. - ,
[0146] 13.44 grams of minocycline p-chlorobenz_enesulfonate (i.e., [4S-
(4alpha,12aalpha)]-4,7-bis(dimethylamino)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-
3,1 0,12,12a-tetrahydroxy-1,11-dioxo-2-naphthacenecarboxamide p-
chlorobenzenesulfonate) was added slowly with stirring to 50 mL of concentrated
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sulfuric acid. The solution was cooled to 0-15°C. Nitric acid (90%, 0.6 mL) was
added slowly and the solution was stirred at 0-15°C for 1- 2 h until the reaction
was complete, as determined by HPLC. The solution containing the intermediate
9-nit'rominocycline sulfate (i.e., [4S-(4alpha,12aalpha)-9-nitro}-4,7-
bié(dimethylamind)—1 ,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-3,10,12,12a-tetrahydroxy-
1,11-dioxo-2-naphthacenecarboxamide sulfate) was transferred with stirring to
._300 g of ice and water over 20 min. The pH of the quench was adjusted to 5.0-5.5 |
with 28% aqueous ammonium hydroxide while maintaining the temperature
between 0-8°C. The precipitate was filtered and washed with water (2x10mL).
The solid was dried under vacuum under a stream of nitrogen to give 9 g of crude
9-nitrominocycline sulfate. L o o |
[0147] Analysis (area %) by HPLC showed a purity of 90% with a C4-
epimer content of 1.5%. MS(FAB): m/z 503V(I\/‘|+H), 502 (M+). The product was
isolated by precipitation at its isoelectric point from an aqueous solution. The
crude sulfate molar yield was 45%. l
[0148] Table 1 below lists data for other nitration processes:

Table 1
Nitrominocycline impurities minocycline Molar yield
| . (ng/img) (%)
A 43.15 3.62 38
B 27.88 _ 5.5 _ 34

[0149] It can be seen that isolation of the 9-nitrominocycline resulted in a
high amount of impurities.

Comparative Example 2: Preparation of 9-nifrominocycline

[0150] This Example describes the nitration of minocycline where the
product of the nitration is isolated. |
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[0151] A 2-L multi- neck glass flask was equipped with a mechamcal stirrer, 9 '

thermocouple, liquid addition tube, nitrogen line, and gas outlet to a 30% (wt.)
caustic scrubbér. The flask was charged with sulfuric acid 66° Be (1,507 g, 819
mL, 15 moles). The solution was cooled to 0 - 2°C, Mihocycline.HCl (92.7%"
'potency, 311 g, 0.58 moles) was added to the sulfuric acid over 0.7 hours at 0 -14
°C with stirring. After addition, the mixture was stirred at 0°C for 0.5 hours to
obtain a yellow solution. Nitric acid (95.9% nitrate content, 48 g, 32 mL, 0.73
moles, 1.25 mol equivalents) was added over 3 hodrs 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 (LS); relative retention time to. minocycline (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 (IPA) and 1,026 g (1,500 mL) of
heptanes. The solution was then cooled to 0 - 5°C. The 9-nitrominocycline
reaction mixture was transferred to the 22-L flask over 2 hours at 0 - 39 °C to yield
a yellow slurry. The slurry temperature was maintained at 34 - 39°C for 2 hours
then cooled to 20 - 34°C and stirred at 20 - 34 °C for 14.6 hours.

{0153] A solution of isopropanol 3,028 g (3,857 mL) and heptanes 660 g |
~ (965 mL) was prepared and maintained at 20 - 25°C (4:1, IPA:heptanes by
volume). The slurry was filtered on a 30-cm diameter Biichner funnel using #1
Whatman filter paper undér vacuum and nitrogen protection. The resulting wet
cake was transferred to a 4-L glass Erlenmeyer flask, equipped with a mechanical
stirrer and nitrogen protection. The cake was slurried by adding 1,608 mL of the
prepared IPA/heptanes solution for 0.5 hours at 23 - 26°C.

[0154] The slurry was filtered again as described above. The wet cake was
reslurried two more times as above (total of three reslurrles) After the last .
filtration, the cake was maintained under vacuum under nitrogen protectlon for0.2
hqurs. The product was dried 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 9-nitrominocycline sulfate obtained was 380. 10g, HPLC strength =
76.3% (as the disulfate salt), total impurities = 34.6%, largest single impurity (LSI)
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9.46% (RRT = 0.94). Yield from minocycline.HC! = 86%. Yield corrected for /1.9 0
strength of product and starting material = 71%.

[0155] It can be seen that isolating the 9-nitrominocycline compound
re.sulted in a product having a large percentage of impurities. '

Example 1

[0156] Table 2 below outlines nitration experiments conducted using the
procedure outlined in Comparative Example 2, where the following variables were
modified: nitric acid addition time; reaction temperature; molar equivalents of '
nitric acid (relative to minocycline HCI); and agitation rate. In accordance with the
methods disclosed herein, none of these reactions were quenched or worked up T
to isolate product. The sole analytical tool used was HPLC analysis.
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Table 2 . {

HNOs
Addition Reaction] mol. _
Time | Temp. |Equiv.| Mino 9-Nitro | Tot. Imp. RRT 0.44|RRT 0.51|RRT 0.57|RRT 1.23
(hrs.) | (°C)' |HNO;|(Area %)|(Area-%)|(Area %)|(Area %)|(Area %)| (Area %) | (Area %)

2 0 1.09 7.6 69.7 22.7 0.8 3.8 5.7 - 98
2.25 0 1.2 5.2 70.3 24.5 0.4 4.3 6.9 10.8
2.5 0 1.3 2.4 68.2 29.4 0.0 5.4 8.9 12.9
2.75 0 1.43 0.0 65.6 34.4 - 0.0 6.7 11.2 14.0
2 0 1.36 4.0 55.0 41.0 0.3 - 6.5 11.1 17.0
2.25 0 1.5 0.7 50.6 48.7 0.0 7.2 11.3 19.0

2.2 20 |- 1.36 7.5 54.3 38.2 2.8 86 15.3 5.1

2.45 20 1.5 4.0 52.0 440 |- 29 10.0 17.7 5.6
2.7 20 1.56 2.7 52.0 45.3 3.3 11.0 19.4 6.2

025 | 0 |4136| 16 | 567 | 417 | 63 00 | 139 | 184
05 0 [162| 08 | 438 | 554 | 53 | 00 | 246 | 232
0.8 0 | 13 | 21 | 634 | 345 | 35 00 | 94 | 182
1 0 |162| 07 | 435 | 558 | 58 00 | 215 | 285
2.4 0 | 13| 22 | 606 | 372 | 57 | 00 | 128 | 153
3 0 |162] 04 | 433 | 563 | 93 | 00 | 287 | 197
16 0 | 13 | 46 | 6098 | 345 | 34 0 95 | 21
2 0. |162| 0 485 | 515 | 54 0 16.1- | 268
28 5 |138] 18 | 719 | 263 | 38 0 § | 125
31 | 5 |1588] 0 60 40 6.1 0 156 | 154
2.4 5 107 | 36 | 748 | 216 | 19 0 21 | 114
3 5 |133| 0 | 70 30 42 9.3 ) 149

' Only the bath temperature was monitored in these reactions du'e to vessel size.
2 Reaction was at 50wt% of original minocycline concentration.

8 Agitation was vigorous compared to all other experiments.

* HNO3 was added as 50wt% in H,SO,. '

[0157] It can be seen that despite the various conditions attémpted, the

amount of starting minocycline was present in an amount less than 10% and
under certain conditions, was substantially removed.
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Example 2
[0158] Experiments were also performed that modified the nitration
reaction, the reaction quench, and work up of the nitration reaction. The
experiments were conducted using the procedure outlined in Compafative
Example 2, modifying the following variables: nitric acid addition time; reaction
“temperature; molar equivalents of nitric acid (relative to minocycline HCI);
temperature of the quench; compositidn of the quench sol»ution; addition time of
the reaction mixture to the quench solution; and wash method of the isoiate,d

cake. The data are shown in Table 3, below. The sole analytical tool used was
HPLC analysis.

Table 3

HNO; s Quench

“Addition [Reaction| mol. | Strength Quench| Add. Yield
Time | Temp. |Equiv.|{di HZSO4Tot. Imp. Quench| Temp.| Time | Wash | (corr.,
(hrs) | (C)' |HNOs| salt,%) | (%) |LSI(%)|Comp2| (°C) | (hrs.) [Method®| 9%)*
4.6 5 |[167] 627 | 40.1 [ 216 |IPAhep| O 0.1 1 60
4.6 5 {167| 610 | 39.7 | 18.8 [IPAlhep| 34 | 0.1 1 55
5.1 5 |175| 558 | 362 | 183 | IPA 0 0.2 1 56
5.1 5 [175| 560 | 389 | 182 | IPA | 34 | 0.2 1 52
3 5 [1.63| 754 | 205 | 19.1 [IPA/hep| O 1 1 70
3 5 |1.63| 748 | 27.8 | 18.9 |IPA/hep| 34 1 1 79
3 5 |151]| 836 | 222 | 130 | IPA 0 1 1 64
3 5 |151]| 848 | 224 | 129 | IPA | 34 1 1 102
3.5 -5 |1.38] 843 7.7 7.2 [IPA/hep| ©° 2 1 96
35 -5 |1.38] 101.8 | 114 | 83 [IPAhep| 0° | 2 2 104

' Only the bath temperature was monitored in these reactions due to vessel size.

2 When IPA was used as the quench, heptanes were then added to obtain the composmon of the.

original quench mixture.

8 Wash method 1: wet cake was washed on the filter with 4:1 IPA:hep. (vol.). Wash method 2:

wet cake was slurried three times with 4:1 IPA:hep. (vol.). Wash method #2 used 20% fnore:wash

solution than method #1. ' _ '

4 Yield is corrected for strength of the product and starting material.

5 The quench was started at 0°C then immediately heated to 34°C and held at 34°C for the
_remainder of the quench.
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[0159] It can be seen from the data of Table 3 that the yield was at least
50%.

Example 3

[0160] This Example shows the results of varying 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. ‘

[0161] Three trials were performed. Trial 1 used 1.25 equivalent nitric acid,
Trial 2 used 1.09 equivalent, and Trial 3 used 1.00 equivalent nitric acid.

- [0162] The HPLC completion test of Trial 1 showed no signallof
minocycline while completion test for Trial 2 showed 2.5% unreacted starting
material. Both reactions were hydrogenated and then converted to the
aminominocycline hydrochloride salt using the SLP prbcedure. ,

[0163] Hydrogenated product 1 (from Trial 1) showed a minocycline content
of 0.37%,; Strength = 83.0%, total i lmp 3. 20%, smgle imp. =0. 52%, ep|mer
content=1.1% .

[0164] Hydrogenated product 2 (from Trial 2) showed a mi'nocyciline content
of 1.6%; Strength = 84.2%; total imp. = 4.00%; single imp. = 0.35%: epimer
content = 1.0%. '

[0165] Trial 3: Strength 883.0%; total imp. = 5.0%; snngle lmp 2 7%, .
epimer content = 1.1%. T -

REDUCTION

[0166] HPLC analyses were performed under the following conditions:
Column: | Inertsil ODS3 5 pym, 25 x 0.46 cm
Mobile 80% A + 20% B, where _
Phase: | A=90% (0.05 M KHsPO4 + 5 mL triethylamine/L. phosphate +
H3PO, to pH 6)/ 10% Acetonitrile ad}usted to pH 6.0 with H3P04
B = Acetonitrile

Flow rate | 1.0 mL/min

Detection | 250 nm
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Example 1

[0167] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9-
nitrominocycline intermediate was not isolated.

[0168] 10.1 grams of minocycline p-chlorobenzenesulfonate was added
slowly with stirring to 27 mL of concentrated sulfuric acid. - The solution is cooled
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 determined by HPLC. After
the nitration was complete, the solution containing the intermediate 9- »
nitrominocycline sulfate was transferred with stirring to 150 mL of isopropanol and
1200 mL of methanol while keeping the temperature below 10-15°C. The solution
was hydrogenated at 26-28°C at 40 psi for 3 h in the presénce of 10% Pdon
carbon catalyst, which was 50% wet. After hydrogenation was complete, the
catalyst was filtered off and the solution was slowly poured into 250 mL
isopropanol with stirring at 0 - 5°C. The solid (3.4g) was filtered off. Crude 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+). |

Example 2

[0169] This Examplé_ describes a hydrogenation reaction where the 9-
-nitrominocycline intermediate was not isolated.

[0170] 84.3 grams of minocycline p-chlorobenzenesulfonate was added -
slowly with stirring to 368.g of concentrated sulfuric acid. The solution was cooled
to 10-1550. Nitric acid (6.0 mL, fuming) was added slowly . The solution was
stirred at 10-15°C for 1 1o 2 h until the reaction is complete, as determined by
HPLC. After the nitration was complete, the solution containing the intermediate 9-
nitrominocycline sulfate was transferred with stirring t0 0.3 Kg of methanol while
keeping the temperature below 10 - 15°C. The solution was hydrogenated at 26-
28°C at 50 psi for 2-3 h in the presence of 10% Pd on carbon.catalyst,-which was
50% wet. After hydrogenation was complete, the catalyst was filtered off and the |
sclAution was 'slowly_ poured into 0.6 kg of isopropanol and 0.3 Kg.of n-heptane with ,

stirring at 0-5 °C. The solid was filtered off,
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[0171] The wet solid was dissolved in 100 g of water at 0-5°C The mixture
was stirred and the organic phase was separated and discarded. To the aqueous
phase was added 14.4 g of concentrated HCl. The pH of the solution was
adjusted to 4.0 + 0.2 with ammonium hydroxide. -100 mg of sodium sulfite was
added and ihe solution was seeded with 100 mg of 9-aminominocycline. The

-mixture was stirred for 4 h at 0 - 5°C and the product was filtered and dried to give
28.5 g of solid. Purity by HPLC (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 whe.re the 9-‘
nitrominocycline intermediate was isolated.

- [0173]52.0 kg of minocycline.HCI (92.4% potency) was charged to 4.8 |
parts (251 kg) sulfuric acid 66° Be at 0 to 15°C in a 300 gallon vessel and stirred
to effect removal of HCI. 7.48 kg of nitric acid, fuming 100% (95.9% nitrate
content, 1.26 equivalents) was charged over 3 hours and 20 minutes.

[0174] HPLC analysis indicated >1% minocycline remained. AcCordingly,.
0.31 kg of nitric acid, fuming 100% (95.5% nitrate content, 0.05 equivalents) was
added. HPLC analysis still indicated >1% minocycline remained. Another 0.74 kg
of nitric acid, fuming 100% (95.5% nitrate content, 0.12 equivalents) wa s added.
As HPLC testing once again indicated >1% minocycline remained, another 1.11
kg of nitric acid, fuming 100% (95.5% nitrate content, 0.19 equivalents) was
added, after which <1% minocycline remained. ‘ .

[0175] The nitration reaction mixture was transferred to a solution of 21.5
parts IPA /3.3 parts heptane (1120 kg IPA / 171 kg heptane) at 0 to 36.°C. The.
slurry was filtered (lengthy filtration time), washed with IPA/heptane 4:i and dried
at NMT 40°C to an LOD of NMTVG%, yielding 70.9 kg of sulfate salt (97% crude
yield) for use in reduction reaction. o

. Example 3

[0176] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9-
nitrominocycline intermediate was not isolated.
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[0177]25.0 kg of minocycline.HCI (94.4% potency) was charged t0 7.3
parts (183 kg)sulfuric acid 66° Be at 5 to 15 °C in a 100 gallon vessel and stirred
to effect removal of HCI. 2.5015 kg of nitric acid, 85% (86.6% nitrate content, 1.25
equivalents) was added to the vessel over 78 minutes at 9to 156°C.

[0178] HPLC analysis indiéated >1% minocycline remained. Another 0.261
kg nitric acid, 85% (86.6% nitrate content, 0.13 equivalents) was added. As HPLC
once again indicated >1% minocycline remained, another 0.261 kg nitric acid,
'85% (86.6% nitrate content, 0.13 equivalents) was added. As HPLC still indicated
>1% minocycline remained, another 0.174 kg' nitric acid, 85% (86.6% nitrate
content, 0.09 equivalents) was added, after which it appeared the reactlon
reached a plateau at 1.7% minocycline star’ung material. .

[0179] The nitration reaction mixture was transferred to 4.2 parts (106 kg)

methanol at -20 to 10°C. The quenched batch was adjusted to 4 to 10°C and
used as-is in the reduction reaction.

Comparative Example 2

[0180] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9-
nitrominocycline intermediate was isolated.

[0181] 104 kg minocycline.HCI (90.3% potency) charged to 4.8A parts (502
‘kg) sulfuric acid 66°Be at 0 - 10°C in a 300 gallon vessel and stirred to effect
removal of HCI. 15.2 kg fuming nitric acid (100.4%, 1.25 equivalents) charged
over 3 hours at 0 - 6°C, 100 rpm. As HPLC testing indicated >1% minocycline
remained, another 0.69 kg fuming nitric acid (100.4%, 0.06 equivalents), was
added, after which minocycline <1%. The nitration mixture was transferred toa
solution of 21.5 parts IPA / 3.3 part heptane at 0-36°C.

[0182] The slurry was filtered (lengthy filtration time), washed wrth
IPA/heptane 4:1 and dried at NMT 40°C to an LOD of NMT 6%, yreldrng 140 kg of
sulfate salt (95% crude yield) for use in reduction reaction.

Example 4

[01 83] This Example describes a hydrogenation reaction where the 9- -
nitrominocycline intermediate was not isolated.
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'[0184] 104 kg minocycline HCI (90% potency) charged to 7.3 parts (763
kg)sulfuric acid 66°Be at 5-15°C and stirred to effect removal of HCl. 14.9kg
fuming nitric acid (100%, 1.25 equivalents) was charged over 1 hour at 5-15°C,
120 rpm. As HPLC anlysis indicated that >1% minocycline remained, another
0.69 kg fuming nitric acid (100%, 0.06 equivalents), was added after which
minocycline <1%.

[0185] The nitration mixture was transferred to 4.2 parts (440 kg) methanol
at-10to -20°C. The quehch’ed batch was adjusted to 4 - 10°C and used as is in
the reduction reaction.

Comparative Example 3

[0186] This Example describes a hydrogenation reaction whére' the 9-
nitrdminocycline intermediate was isolated. Proportions of soivents/reagents are
relative to the initial charge of minocycline prior to nitration reaction. |

[0187] The 9-nitrominocycline sulfate reaction rhixture of Comparative
Example 4 was quenched into 2240 kg (21.5 parts) isopropanol and 342 kg (3.3
parts) heptane, over 1 hour, while maintaini'ng the batch temperature at 0 to 36°C.
The resulting slurry was stirred at 30 to 36°C for 2 hours, then cooled and stirred
at 19 to 25°C for 1 hour. One half of the slurry was filtered, washed with 3 x 205

‘kg IPA/heptane (4:1) v/v and dried at NMT 40°C to an LOD of NMT 6%. Filtration
and drying took 16 days (for 7 of these days the wet cake was idle under nitrogen
during a scheduled plant shutdown) and yielded 58 kg of sulfate salt. The second
half of the slurry was drummed and refrigerated pending filter availability. It was
refrigerated for 12 days, then charged back to the vessel and stirred at 0 to 6°C
for 2 days, then adjusted to 19 to 25°C, filtered, washed with 3 x 205 kg
IPA/heptane (4:1) v/v and dried at NMT 40°C to an LOD of NMT 6%. Filtration
and drying took 6 days and yielded 82 kg of sulfate salt.

[0188] Both sub-lois of 9-nitrominocycline sulfate were dissolved in'672 kg
(6.5 parts) methanol and 8.4 kg (0.08 parts) water for injection, USP at 19 t0 25°C -
and reduced to 9-aminominocycline sulfate using 70 psig hydrogen gas and 2.74 .
kg (0.026 parts) Palladiljm on Carbon, wet 10% (w/w). The hydrogenation '
reaction took 10.5 hours and resulted in no detectable starting material.

52



WO 2006/130500 <,_ _ ( PCT/US2006/020536
Fii n %g
'[01 89] The 9-aminominocycline 'sulfate reaction mixiure wds filtered to

remove catalyst and quenched into a solution of 1660 kg (16 parts) IPA /710 (6.8

parts) heptane at 0 to 27°C, over 1 hour. The fesulting mixture was adjusted to 19

to 25°C and stirred for 1 hour. . ‘ |

[0190] The 9-aminominocycline sulfate slurry was filtered on a Nutsche
filter, washed with 2 x 162 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 10 days
and gave 94.0 kg of 9-aminominocycline sulfate." After filtration, solids were
observed in the mother liquors. These were filtered, washed with 113 kg IPA/

‘ heptane (4:1) v/v 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 yleld of 9- amlnomlnocyclme
sulfate from minocycline was 84%. .

[0191] The 94.0 kg ‘1% crop’ of dried 9-aminominocycline sulfate and 0.084 }
kg (0.0008 parts) sodium sulfite were dissolved in 538 kg (5.17 parts) water for’
injection, USP and cooled to 0 to 6°C. 0 kg hydrochloric acid, 20°Be was required
to bring the 9-aminominocycline sulfate solution pH to 1.1 +/- 0.1 bécause.the '
initial pH was 1.16. 48.3 kg (0.46 parts) of hydrochloric acid, reagent was added
to the 9-aminominocycline solufion, forming 9-aminominocycline HCl. 56 kg (0.54
parts) of ammonium hydroxide, 28% and 4.0 kg (0.039 parts) hydrochloric acid,

“reagent were added to the solution to obtain a batch pH of 4.0 +/- 0.2.

[0192] The batch was then stirred for 90 minutes at 0 to 6°C while ensuring
the pH stayed at 4.0 +/- 0.2. The final pH reading was 4.05 pH units. The batch
was filtered on a Nutsche filter, washed with 2 x 33 kg (0.3 parts each) water for
injection (pH’ed to 4.0) pre-cooled to 2 to 8°C, followed by 2 x 26.1 kg (O 25 parts

- acetone (pre-cooled to 2 to 8°C) and dried at NMT 40 °C to a moisture content of
NMT 7.0%. 43.2 kg of 9-Aminominocycline HCI was isolated, a 40% yield from
minocycline HCI. S ‘ ' .

[0193] Processing of the 24.1 kg ‘2™ crop’ of dried 9-aminominocycline
-sulfate through the salt change proceeded similarly to'the process as described in -
the previous four paragraphs using proportional quantities of reagents. An:
addltlonal 9.9 kg of 9-Am|nom|nocychne HCI were recovered representing an

mcremental additional yleld of 9.2%. The total batch yield mcludlng both crops
was 53. 1%
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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 m'iriocycline prior to nitratioh reaction.

[0195] The 9-nitrominocycline sulfate reaction mixture from Example 7 was

“transferred into 440 kg (4.2 parts) of methanol, over 90 minutes, while main{aining
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 parts)
Palladium on Carbon, wet 10% (w/w). The hydrogenation reaction took 5 hours
and resulted in no detectable starting material. . The 9-arhinominocycline sulfate
reaction mixture was filtered to remove catalyst and quenched into a solution.of .
1241 kg (12 parts) IPA / 537 kg (5.2 parts) héptane at 17 to 23 °C, over 30
minutes. The resulting mixture was then cooled to -18 to -12°C and stirred for 1
hour. | '

[0197] The resulting 9-aminominocycline sulfate slurry was filtered on a
Nutsche filter in two portions and washed with a total of 3.6 parts IPA / heptane
(2:1) v/v pre-cooled to 0 to 6°C and 506 kg (4.9 parts) cold heptane. The filtration

and washing took 99 hours for both portions (filtered in two portions due to size
limitation of the filter). The 9-aminominocycline sulfate wet cakes were dissolved
in 150 kg (1.4 parts) water for injection, USP at 0 to 6°C and the upper organic
layer separated off as waste. ’

[0198] 25.7 kg (0.3 parts) hydrochloric acid, 20°Be was added to_th-é 9-
aminominocycline sulfate solution at 0 to 6°C for conversion to 9-
aminominocycline HCL. Ammonium hydroxide, 28% was added to the reaction

_ mix to obtain a batch pH of 4.0 +/- 0.2; this took 49.5 kg (0.48 parts). 0.15 kg
Sodium sulfite (0.0014 parts) was added to the reaction mixture. .

[0199] The batch was seeded with 5 g of 9-amin’omin0cycline HCland. °
stirred for 3 hours while maintaining the pH at 4.0 +/- 0.2 using ammonium . |
hydroxide, 28% (took 0.05 parts). The batch was filtered on a Nutsche filter,
washed with 1 part water for injection (pH’ed to 4.0) pre-cooled to 2 to 8°C,
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followed by 0.2 parts isopropanol (pre-cooled to 2 to 8°C) énd dried at NMT 50°C .
to an LOD. of NMT 10.0% and a moisture content of NMT 8.0%.

[0200] 63.1 kg of 9-Aminominocycline HCI was isolated, a 59% yield from
minocycline HC. | |

[0201] Table 4 below lists the Comparatlve Data

Table 4
Batch Scale Strength ' Strength Total Single | Epimer | Cycle
(kg | corrected | impurities | Largest Time'
minocycline |. yield impurity
HCI) . ' _
(Example 3) | 30 kg 84;1 Yo 40.3% 4.49% { 2.76% 2.76% | 8 déys
(Comp. 52 kg 90.4% 37.0% 6.45% 0.84% 1.75% | 24 days
Example 1) . ‘ '
52 kg 87.9% 27.2% 9.72% 3.73% 3.88% | 25 days
(Comp. . 104 kg 86.4% 48%" 10.79% | 0.63% 3.18% | 33
Example 2 ‘ days®
or 3) ‘
87.8% 1 931% 0.57% 2.46%
(Example 4 | 104 kg 87.7% 57% 3.5% 12% | 0.72% | 14 days.
or 5) ’

! cycle time is from minocycline.HCl to 9- ammommocychne HCI.

2.combined yield of 1 and 2™ crops
® Does not include 7 day plant shutdown that occurred during process, does mclude time to
process 2nd crop. '

[0202] Table 4 indicates that hydiogenation of a reaction mixture without
isolation results in a product with a lower amount of impurities and C4-ep|mer
ACYLATION

[0203] HPLC analysés were performed under the following conditions:
Column: Luna C8 5 ym, 15 x 0.46 cm
Mobile Phase: | 80% (0.05 M KHoPO,4 + 10 mL triethylamine/L phosphate +
HsPO, to pH 6.2)/ 20% Acetonitrile + 0.5 g NaEDTA
| Flow rate- 1.0 mU/min

Detection ' 250 nm
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Example 1

‘N-t-Butylglycine Hydrochloride

[0204] To a mixture of t-butyl amine (1.57 L) and toluene (1.35 L) at 45-50
°C is added t-butyl bromoacetate (420 mL). The mixture is stirred for 1 h at 50-60
°C, the temperature is increased to 75 °C over 1 h.. After 2 h at 75 °C, the mixtUre
is cooled to 1243 °C and let stand for 1 h. The solid is collected by filtration, and -
the filtrate is concentrated by distillation (30-40 °C, 25-35 mm Hg) to a volume of
825 mL. The resulting concentrate is cooled to 20-25 °C and 6N HCI (1.45 kg) is
added. After 3 h, the phases are separated and the aqueous phase is
concentrated by distillation (30-40 °C, 25-35 mm Hg) to a volume of 590 mL.
| Isopropanol (2.4 L) is added and the mixture is concentrated by distillation (1,5-20
| °C, 10-20 mm Hg) to a volume of 990 mL. The resultihg slurry is cooled to -12+3
°C over 30 min. and let stand forv1 h. The solid is collected by filtration, washed
with i-PrOH, and dried (4513 °C, 10 mm Hg) for 24 h to afford (407.9 g, 86%) of
the desired product.

Example 2

N-t-Butylalycine Acid Chloride Hydrochloride
[0205] To a mixture of milled N-t-butylglycine hydrochloride (250.0 g), '
toluene (1.14 L), and DMF (7.1 g) is added thionyl chloride (143 mL) over 20 min.
A,The mixture is brought to 80-85 °C and heated with stirring for 3 h. After cooling ‘

t0 20 °C, the solid is collected by filtration under Ny, washed with toluene, and -
dried (40 °C, 10 mm Hg) for 16 h'to afford the desired product (260.4 g, 93.8%). .
Purity by HPLC area %: 98.12% | '

Example 3

Tigecycline
[0206] To a mixture of 9- -aminominocylineeHCI (140.0 g) and cold (0-4 °C) -

water (840 mL) is added N- -t-butylglycine acid chloride hydrochlonde (154.0 @)
. &g .
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“over 15 min with stirring. 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 maintaining the
temperature at 0-10 °C. Methanol (930 mL) and CHcCl, (840 mL) are added and
the mixtﬁre_is stirred at 20-25 °C for 1 h, while maintaining the pH at 7.2 by
addition of ammonium hydroxide (13.5 g, 30%). The phases are Separated, and
the solids are combined with the organic layer. The aqueous layer is extracted
with CH.Cl. (1 x 840 mL, 3 x 420 mL) and the pH of the mixture is adjusted to 7.2
during each exiraction. To the combined organic layers is added methanol (200
mL) to afford a solution. The solution is washed with water (2x140 mL), then dried
| over sodium sulfate (140 g) with stirring for 30 min. The mixture is filtered and the
filtrate is concentrated by distillation (20 °C, 15-25 mm Hg) to a volu‘me‘ of 425 mL.
To this mixture is added CHxCl, (1.4 L) and the distillation is repeated two times.
The resulting suspension is cooled to 0-2 °C and stirred for 1 h. The solid is
- .collected by filtration, washed with 0-5 °C CH,Cl, (2 x 150 mL), and dried (65-70
°C, 16 mm Hg) for 24 h to afford of the desired product (120.0 g, 75%). Purity by
HPLC area %: 98.9% and C-4 epimer 0.12%.

Example 3A

Tigecycline :

[0207] To a mixture of 9-aminominocylineeHCI (1 OVO.O'g) and cold (0-4 °C)
water (600 mL) was added N-t-bufylglycine acid chloride hydrochloride (110.0 g) -
over 50 min with stirring. The mixture was stirred well at 0-4 °C fOr 1.5h.
Ammonium hydroxide (112 g, 28%) was added to bring the pH to 7.2 while
maintaining the temperature at 0-5 °C. ,Methylené chloﬁde (600 mL), then
methanol (440 mL) were added and the .mixture was stirred at 0-5 °C for 30 min,
while maintaining the pH at 7.2 by addition of ammonium hydroxide (10.0 g, 28%).
The mixfure was warmed to 20-25 °C over 15 min. -Methanol (244 mL) was added
and the phases were separated. The aqueous layer was extracted with CH.Cl, (1 |
X 600 mL, 3 x 300 mL) and the pH of the mixture was adjusted to 7.2 during each
extraction. To the combined organic layers was added‘ methanol (144 mL) to
afford a solution. The solution was washed with water (2x100 mL), then dried
over sodium sulfate (100 g) with stirring for 30 min. The mixture was filtered and
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the filtrate was concentrated by distillation (20 °C, 80-120 mm Hg) to a volume of
400 mL. To this mixiurevwas added CHgC!é (1 OL) and the distillation was

repeated two times. The resulting suspension was cobled to 0-2 °C and stirred for
1 h. The solid was collected by filtration, washed with 0-5 °C CHoCl, (2 x 1.10 |
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, 71.7%). Purity by HPLC area %: 98.5% and C-4
epimer 0.28%. |

Example 4

N-t-Butylglycine Acid Chloride Hydrochloride

[0208] t-Butylamine (88 g ) was diésolved in 300 mL of toluene. The |
mixture was heated to 45-50 °C and 117.5 g of t-butylbromoacetate was added
.over 1 h while maintaining the temperature at 50-60 °C. The mixture was heated
to 75 °C for 2 hours. The reaction mixture was then cooled to 12 -15 °C and
stirred for 1 hour. The solids were filtered off and washed with cold toluene. The
solid which was t-butylamine hydrobromide was discarded. The filtrate was
cooled to 10-12 °C and HCI gas was bubbled in for 0.5 h. The mixture was
-stirred for 3 h at 10’-12'°C, then the product was collected by filtration and washed
with cold toluene. The product was dried under vacuum at 40-50 °C to give 107 g
of N-t-butylglycine hydrochloride. MS: m/z 187 (M+) |

[0209] N-t-butylglycine hydrochloride (7 g) from the material prepared as
described above was added to 35 mL of toluene. Thionyl chloride (11.6 mL) wés
added and the slurry was heated at 75-80 °C for 1 h. Thé suspension is cooled td
20 °C and the solid is collected by filtration and washed with 2X15 mL of toluene.
The resulting solid is dried under vacuum at 40 °C to afford 4.4'-g (65% yield) of
broduct, which is protected from moisture and used immediately in the next 'step.‘

Example 5

: Tigecycline _
[0210] 9-Aminominocycline (10.00 g) was added portion-wise to 60 mL of .
water at 0-5 °C. t-Butylglycine acid chloride hydrochloride (10.98 g) was added

58



AT

WO 2006/130500 ( . PCT/US2006/020536

o~

] . -
itieksy,
X

portion-wise keeping the temperature at 0-5 °C. After stirri'ng for 40-60 min., 30% .
ammonium hydroxide was added dropwise to the reaction mixture while keeping
the temperature at 0-5 °C to adjust pH to 7.2. To the solution was added 83 mL ‘
methanol followed by 60 mL methylene chloride." After stirring for 15 min., the -
phases were separated. The aqueous phase was extracted with 4 X 40mL
methylene chloride adjusting pH to 7.2 before 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 suspension was stirred &t 5-10 °C for 1 h then filtered. The solid
was washed with 2 X 10 mL cold methylene chloride, then dried to give 8.80 g of

| product (76.8% yield). Purity by HPLC area %: 98.4% and C-4 epirﬁer 0.1%.

MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M+).

Example 6

N-t-Butylglycine Acid Chloride Hydrochloride

[0211] t-Butylamine (1.5 kg) was dissolved in 1.35 L of toluene. The
mixture was heated to 45-50 °C, and 548 g of t-butylbromoacetate is added over 1
 while maintaining the temperature at 50-60 °C. The mixture was heated at 75
°C for 3 h. The reaction mixture was then cooled to 12 -15 °C and stirred for 1 h.
The solids were filtered off and washed with cold toluene. The solid which was t-
butylamme hydrobromide was discarded. The filtrate was concentrated to ~ 800
mL by distilling off the solvent. The concentrate was cooled to 25 °C and 900 mL
- of 6N HCI was added to the mixture. After stirring for 3hat20to 25 °C, the
phases were eeparated. The organic phase was discarded and the aqueous
phase was concentrated to a volume of 600 mL. Isopropanol (2.4 L) was added
to the concentrate. The sIUrry was cooled to -12 to -9 °C and held for 0.5 h. The
prbduct was collected by filtratien washed with cold isopropanol, then dried under’ -
vacuum at 40-50 °C to give 408 g of solid. Punty 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 toluene and 7.5 mL of DMF. Thionyl
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chloride (143 mL) was added and the slurry is heated at 80-85 °C for 3-4 h. The
suspension was cooled to 20 °C and the solid 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

Tigecycline

[0213] 9-AminominocylinesHCI (140.0 g) was added portion-wise to 840 mL
of water at 0-4 °C. t-Butylglycine acid chloride hydrochloride (154 g) was added
over 15 min with good stirring while maintaining the temperature at 0-4 °C. The
solution was stirred for 1-3 h. The pH of the mixture was adjusted to 7.2+0.2 with
30% ammonium hydroxide while maintaining the temperature at 0-10 °C.
Methanol (930 mL) and 840 mL of methylene chloride were added to the solution,
which was étirred for 1 h at 20-25 °C. The phases were separated. The aqueous
phase was extracted with 3X600 mL of methylene chloride, and the organic
phases were combined, dried and concentrated to a volume of approximately 500
mL. The resulting suspension was cooled to 0-2 °C for 1 h. The solid was filtered
and.dried to give 120 g of product (75% yield). Purity by HPLC area %: 98%, C-4
epimer 0.1%. MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M).

Example 8

Pyrrolidinylacetic acid hydrochloride

[0214] Pyrrolidine (14.2 g) was dissolved in 40 mL of methyl t-butyl ether.
The solution was cooled to 0 to -5 °C. Benzyl bromoacetate (22.9 g) was added
dropwise with stirring. The thick white slurry was stirred for 0.5 h at 0-5 °C. The
solid was filtered off and washed with methyl t-butyl ether. The filtrate was
concentrated to give 21.3 g of pyrrollidihy|benzyl acetate. The benzyl ester (21.0
g) was dissolved in 200 mL of methanol and 4.0 g of 10% Pd/C catalyst (50% wet)
was added. The solution was hydrogenated at 40 psi for 6 h. The catalyst was -
filtered off and washed with methanol. The filtrate was concentrated to give 11.8
g of pyrrolidinyl acetic acid as a colorless oil. 15.8 g pyrrolidinyl acetic acid was '

slurried in 15 mL. of methyl-t-butyl ether. Acetonitrile (15 mL) was added and the
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suspension is cooled to 0-5 °C. Ethereal HCI (120 mL, 1:0 M) was added with
stirring. The resulting white precipitate was filtered, washed with methyl t-butyl
ether, and dried to give 15 g of pyrrolidinyl acetic acid hydrochlonde Punty by

GC/MS area%: 98%. MS: m/z 129 (M+).

Example 9 -

[4S-(4q,12a0)]-4.7-Bis(dimethylamino)-9-[(pyrrolidinylacetyllamino}-
1.4.4a,5,5a,6,11,12a-octahydro-3,10,12,12a-tetrahydroxy-1,11-dioxo-2-
naphthacene-carboxamide

[0215] Pyrrolidinylacetic acid (7.7 g) was suspended in 7 mL of acetonitrile.

After cooling to 0-5 °C, 5.3 mL of thionyl chloride was added slowly with étirring.
The suspension was heated to 55 °C. The dark solution was kept at 55 °C for 0.5
h and then cooled to room temperature to afford pyrrolidinylacetyl chloride
hydrochloride. 9-Aminominocycline hydrochloride (5.0 g), prepared as described
in Example 4 above was suspended in 5.0 mL of water. The suspension was
cooled to -15 °C. To this suspension was added dropwise the solution of
-pyrrohdmylacetyl chloride hydrochloride prepared as described above, keeplng the
temperature below 22 °C. .The dark reaction mixture was stirred at 22-25 °C for 3
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.Cl.. The organic extracts 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 filtered and dried in vacuum at 40 °C to afford 3.5 g of
" product. Purity by HPLC area%: 98.7 %, C-4 epimer 0.4%. MS(FAB): m/z 586
(M+H); 585 (M+). ‘

Example 10
: Tigecycline -
. [0216] 9-Aminominocycline (4.0 g) was added portion-wise to 10 mL of
acetonitrile'and 5 mL of DMPU at 10-15 °C. t-Butylglycine acid chloride
hydrochloride (4.4 g) was added portion-wise keeping temperature at 10-15 °C.
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After sﬁrring for 2 h, 10 mL MeOH and 17 mL of water was added sIole to the
reaction mixture maintaining temperature between 10-17 °C. Ammonium
hydroxide (30%) was added dropwise to the reaction fnixture, keeping the
temperature at 5-8 °C, to adjust pH to 7.2. To the solution was added 15 mL
methylene chloride. After stirring for 15 min., the phases were separated. The
_aqueous phése was extracted with 2X20 mL of methylene chldride, adjusting pH'
to 7.2 before eaéh extraction. To combined organics was added 700 mg of Norit
CA-1 (charcoal) and 10 g.sodium sulfate, then the mixturé was filtered. -The cake
was washed with 2X20 mL of methyle'ne chloride. The solution was concenfrat_ed ‘
and the resulting suspension was stirred at 5-8 °C for 16 h. Afier filtering, the
solid was washed with 2 X 10 mL cold methylene chlorlde then dried to give 2.3 g
of product (50% yield). Purity by HPLC area %: 95.2%, C 4 epimer: 0.5%.
. MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M*).

Examples 11-1 9

Tigecycline
[0217] Examples 11- 19 followed the procedure of Example 10 with the
solvent modification as indicated below.

Example | Solvent Yield Results’ _
i1 | DMPU 50% | Purity: 95.2%, C-4 epimer: 0.5%, sm: 3.35%
12 DMPU-H0 48% Purity: 98.1%, C-4 epimer: 0.5%, sm: 0.7%
(1:1) '

13 DMPU- 60-72% | required extensive won;kup

MeCN | vield, 6 g "

scale '

14 THF -~ Reaction “does not go to completion.”
15 MeCN -- “‘incomplete reaction”
16 _ QHZCIQ -- “incomplete reactioh”
17 THF:H.O ' -- Réaction was not successful

(6:1)

1 Purity assessed by HPLC area.

sm = starting material 9-Aminominocyline. .
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Example | Solvent Yield K Results'

18 NMP - . Reaction “works well on small scale,” “led
' to a complete reaction”
19 .DMF* 58% | Unknown impurity: 1.5%

Example 20 .

N-t-Butylglycine Acid Chloride Hydrochloride
[0218] To a 5-L multi-neck flask with a mechanical stirrer, thermocouple,

condenser with a nitrogen line to a 30% (wt.) caustic scrubber, and a 250-mL
pressure equalizing addition funnel was added the milled N-t-butylglyqine
hydrochloride (436 g, 2.60 moles, d(0.5) = 103 um), toluene (1,958 Q, 2,263 mL),
and N,N-dimethylformamide (13.6 g, 14.4 mL, 0.19 moles). Thionyl chioride (405
g, 248 mL, 3.40 moles) 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
complete by thin layer chromatography (< 2% starting material). The yellow-
ofange suspension was cooled to 20 °C ovef 32 min., then stirred at 15— 20 °C.
for 32 min. The solid was collected by vacuum ﬁlt_ration on a 15-cm Bulchner

* funnel using #42 Whatman paper. The cake was washed with three portions of
toluene (272 g, 314 mL each wash) at 20 — 25 °C. The wet caked was dried with
suction for 20 minutes under nitrogén 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-butylaminoacety! chloride HCI obtained = 462 g, GC
strength = 91.0%, IR identification = positive. Yield from t-butylaminoacetic acid
HCI = 96%. Yield corrected for strength of product and starting material = 87%.

Example 21

" N-t-Butylglycine Acid Chloride Hydrochloride
[0219] To a 5-L multi-neck flask with a mechanical stirrer, thermocouple,
condenser with a nitrogen line to a-25% (wt.) caustic scrubber, and a 250-mL

2 Reaction mixture was quenched with isopropanol-ethyl acetate, then partitioned between water
and CH,Cl,. The organic phase was concentrated, then diluted with toluene prior to isolation of
the product. ' : :
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pressure equalizing addmon funnel was added the milled N-t-butylglycine
hydrochlorrde (450 g, 2.68 moles, d(0.5) = 664 um), toluene (2,863 g, 3,310mL),
and N,N-dimethylformamide (15 g, 15 mL, 0.21 moles). Thionyl chloride (422 g,
259 mL, 3.54 moles) was added to the white slurry, using the 250-mL addition
funnel over 19 min at 19 — 22°C. The slurry was slowly heated to‘79 °C over 7.1
_hours, then stirred at 79 — 82 °C for 44 hours. The reaction was checked at 3
hours and found to be incompiete by thin layer chromatography (TLC). An
additional 26 mL (42 g, 0.35 moles) of thionyl chloride was added. After a total of
27 hours, the reaction was still incomplete by TLC and an additional 26 mL (42 g,
0.35 moles) of thionyl chiloride was added. After a total of 44 hours, at 79— 82
°C, the reaction was complete by TLC (< 4% starting ‘t-butylaminoacetic acid HCI).
The dark brown suspension was cooled to 25 °C over 17 min., then stirred at 21 —
~ 25 °C for 37 min.  The solid was collected by vacuum filtration en a 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 dried with suction for 16
minutes under nitrogen protection. The product was then dried in an oven with a
vacuum of 23 mmHg and 38 °C for 26.1 hours to yield an loss on drying of 0.75%.
Weight of t-butylaminoacetyl chloride HCI obtained = 395 g, GC strength = 89.5%,
IR identification 'positive Yield from t- -butylaminoacetic acid HCI = 79%. Yield
corrected for strength of product and starting material = 71%.

Example 22

Tigecycline :
[0220] 9-Aminominocycline HCI (43.0 kg) was disselved in 258 kg (6.0
~parts water) for injection at 0 to 6 °C. N-t-Butylglycine acid chloride HCI (47.3 kg,
1.1 parts, 3.01 equivalents) was added to the batch solution slowly while
maintaining the batch temperature at 0 to 6 °C. The reaction mixture was stirred
for 1 h and determined to have 0. 2% starting material (additional N-t-Butyiegcme
acid chioride HCI not requrred) The GAR-936 reaction mixture was then brought
to pH 7.2 +/- 0.2 using 32 kg (0.7 parts) of ammonium hydroxrde, 28%, and2kg -
reagent hydrochloric acid (to readjust overshoot). The initial pH equaled 0.42 and
the final pH equaled 7.34. Methylene chloride (342 kg, 8 parts) and 148 kg (3.4
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parts) rhethanol were added to the reaction mixture at 0 to7 °C: Since the pH
. was 7.09, no adjustment was required. The baich was warmed to 19 to 25 °C.
Methanol (83 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 342 kg (8 parts) and 3 x 172 kg (4 parts) methylene chloride while
maintaining pH at 7.2 +/- 0.2 with ammonium hydroxide, 28%. Methanol (49 kg,
1.14 parts) was added to the resulting methylene chloride/methanol solution,
which was washed with 2 x 43 kg (1 part) water for injection before being dried
with 43 kg (1 part) sodium sulfate. Three vacuum distillations were then
' performed to remove methanol with chases of 568 kg (13.2 parts) methylene
chloride added prior to the second and third distillations. The residual level of
methanol in the mother liquor was 0.21%. The batch was.filtered{ washed with 2 x
60 kg (1.4 parts) of pre-cooled (0 to 6 °C) methylene chloride. The resulting crude
~material was not dried, but isolated as a wet cake (72.5 kg, 38.2 kg dry weight és
calculated from loss on drying), affording a 77% yield from Q-aminominocycline
HCI. Wet cake analytical results: mlnocycllne = 1.26%, smgle Iargest impurity =
0. 37%, C-4 epimer = 0. 50%

Example 23

Tigecycline
[0221] 9-Aminominocycline HCI (61.0 kg) was dissolved in 258 kg (6.0

parts water) for injection at 0 to 6 °C. N-t-Butylglycine acid chlo»ride HCI (67.1 kg, |
1.1 parts, 3.01 equivalents) was added to the batch solution slowly while
maintaining the baich temperature at0to 6 °C. The reaction mixture was s’urred
for 3.5 h and determined to have 0.13% starting material (additional N-t-
Butylglyéine acid chloride HCI not required). The reaction mixture was then ‘
brought to pH 7.2 +/- 0.2 uéing 45 kg (0.7 parts) of ammonium hydroxide, 28%.
The initial pH equaied 0.82 and the final pH equaled 7.07. Methylene chloride
(485 kg, 8 parts) and 210 kg (3.4 parts) methanol were added to the reaction
mixture at 0 to 6 °C. Since the pH was still in range (7.04), no adjustment was
.réquired. Thé batch was warmedto 19 to 25 °C. Methanol (118 kg, 1.9 parts) -
was added and the lower organic phase was split off. The product remaining in
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the aqueous phase was then extracted into the organic phase using 1 x 485 kg (8
parts) and 3 x 244 kg (4 parts) methylene chioride while maintaining the pH at 7.2
+/- 0.2 with ammonium hydroxide, 28%. Methanol (70 kg, 1.14 parts) were added
to the resulting methylene chloride/methanol solution, which was then washed ‘
with 2 x 61 kg (1 part) water for injection before being dried with 61 kg (1 part)
sodium sulfate. Three vacuum distillations were then performed to remove
methanol with chases of 805 kg (13.2 parts) methylene chloride added prior to the
second and third distillations. The residual level of methanol in the mother liquor
was 0.05%. The batch was filtered and washed with 2 x 85 kg (1.4 parts) of pre-
cooled (0 to 6 °C) methylene chloride. The resulting crude material was not dried,
but isolated as a wet cake (103 kg, 53.4 kg dry weight as calculated from loss on
drying), affording a 76% yield from 9-aminominocycline HCL.

Comparative Example 24

Tigecycline Monohydrochioride

Example 24A: 9-chloroacetamidominocycline

[0222] Methylene chloride (1.3 L) was cooled to 0-2 °C in a 3-L round-
bottom flask fitted with a mechanical, stirrrer, a thermometer and a 1-L addition-
funnel. Recrystallized 9-aminominocycline hydrochloride (400 g) was added
pottion-wise with stirring. Triethylamine (428 mL) was added over 10 min. while
keeping the temperature between 0-2 °C. The reaction mixture was stirred for 10

~min. and then cooled to -22 °C. A solution of 280 g chloroacetic anhydride in 540"

ml methylene chloride was then added at such a rate that the temperature did not
rise above 5 °C. An additional 132 ml of methylene chlor'iAde was used to rinse the'
addition funnel. The reaction mixture was assayed by HPLC 15 min after the start
of ahhydride addition. When the-amount of starting material present was less
than 2%, the reaction was quenched with 680 mL of 0.05M sodium bicarbonate -
solution. The mixture was stirred for 15 min, then transferred to a 5-L separatory
funhel. The phases were allowed t.o' separate. The methylene chloride phase was
separated and washed with an additional 680 mL. of 0.05M sodium bicarbonate -
solution . The washed methylene chloride solution was added dropwise into 17 L )
ofa 10:1.mixture of n-heptane and isopropanol (15.4 L of n-heptane and 1.54 L of

isopropanol). The slurry was stirred for 5 min. and then allowed to settle for 10
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min. The supernatant waé decanted off and the pre_cipifaté was filtered througha
coarse-porosity fritted-funnel. The solid was washed with 2 L of 10:1 n- |
heptane:isopropanol. The solid was dried at 40°C under vacuum to afford 550 g
of the crude product. L

Example 24B: Tigecycline

[0223] Crude 9-chloroacetamidominocycline (100 g) was added at room
temperature (25-28 °C) slowly with efficient stirring to 500 mL of t-butylamine in a
1-L two-necked round-bottom flask fitted with a stirrer and thermometer. Sodium
iodide (10 g) was added and the reaction mixture was stirred at room temperature
for 7.5 h. The reaction was monitored by HPLC and when <2% starting material
remained, 100 ml of methanol was added and the solvent was stripped offona
rotary evaporator at 40°C. To the residue was added 420 mL of methanol and
680 mL of water. The solution was cooled to 0-2°C and adjusted to pH 7.2 with
concentrated HCI (91 ml) to give a reaction mixture volume of 1300 mL. -1t was
diluted to 6.5 L with water and the pH was adjusted to 4.0-4.2 with concentrated

. HCI (12 mL). Washed Amberchrom®(CG1.61cd) (860 g) was added to the
solution and the mixture was stirred for 30 min., adjusting the pH to 4.0-4.2. The
resin was filtered off and the spent aqueous sbiution was assayed by HPLC for
product and stored at 4-8 °C. The resin was sldrried in 4.8 L of 20% lhethanol in
water (4 L methanol + 16 L water). The suspension was stirred for 15 min.,
adjusting pH 4.0-4.2. The resin was filtered off and the filtrate was assayed for
product. The extraction of the resin was repeated 3 more times with 4.8 L of 20%
methanol in water. All the resin extracts and the spent aqueous'solution from
above were pooled and the pH was adjusted to 7.0-7.2 with 30% ammonium
hydroxide. The aqueous solution was extracted with 6X2.8 L of methylene
chioride, adjusting the pH to 7.0-7.2 between extractions. The pooled fnethylene
 chloride extract was filtered through 250 g of anhydrous sodium éulfate,
concentrated to 500 mL and cooled to 0-3 °C. After the product crystallized, the
slurry was stirred for 1 h at 0-3 °C. The solids were filtered, washed with 2X 50
mL of cold methylene chioride and dried at 40 °C under vacuum to afford 26 g of
solid. -

Example 24C: Tigecycline Monohydrochloride
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[0224] Tigecycline (49 g, 0.084 mole) was dissolved portion-wise in 500 mL
of water for injection with stirring. The solution was filtered through a medium
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 HCI was added dropwise while
méintaining the temperature between 0-2 °C. The initial pH was 8.0 and the final
pH was 6.0. The solution was lyophilized by freezing the sample at -30 °C and
‘Iyophilizing 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 Analysis: C
(62.92% theory, 51.756% found); H (6.73% theory, 6.75% found); N (10.65%
theory, 10.32% found); ClI (5.4% theory, 5.5% found).

Comparative Example 25

Tigecycline Monohydrochloride

Example 25A: 9-ch/oroacefamidominoéycline

[0225] Methylene chloride (325 mL) was cooled to -5 to 0 °C and 9-
Aminominocycline hydrochioride (100 g) was added portion-wise over 10 min.
Triethylamine (77.6 g) was added while maintaining the temperature at -10 to -5
°C. A solution of 97% chloroacetic anhydride (70 g) in methylene chloride (133
mL):was prepared by stirring at 20-25 °C and added to the reaction mixture of 45
min while maintaining the mixture temperature at -10 to -2 °C. The flask |
containing the chloroacetic anhydride solution was rinsed with 31 mL methylene
chloride and the rinse added to the reaction mixture. After stirring for 30 min., the
reaction was assayed by HPLC to determine if the reaction was complete.
Aqueous 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 at 0 to 5.°C and filtered. The -
resu]ting cake was rinsed with methyleneé chloride (2 x 38 mL) and the combined
filtrates were transferred into 4.1 9L of 10:1 heptane:isopropanol over 20 min,
followed by a 15 mL mefhylene chloride rinse of the filtrate flask. The resulting
suspension was stirred for 15 min at 20 to 25 °C, then filtered. The cake was
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rinsed with 680 mL of 10:1 heptane:isdpropanol and drfed for 24 h at 3710 40 °C
(5-10 mm Hg). Purity by HPLC area%: 78.1. ‘ '

Example 25B: Tigecycline .

[0226] 9-Chloroacetamidominocycline (100 g) was added with vigorous
stirring to 483 mL of t-butylaminé' at0-10 °C in a 2-L multi-necked round-bottom
flask fitted with a stirrer, thermometer and condenser. Sodium iodide (16 g) was
added and the reaction mixture was stirred at 33-38 °C for 4 h. The reaction
mixture was assayed by HPLC for completion, then cooled to 5-10 °C. Methanol
(300 mL) was added over 10 min., then the reaction solution was concentrated by
distillation (10-17 °C, 68 mm Hg) to 350 mL. A second portion of methanol (600
mL) was added to the concentrate, and the mixture was concentratéd by- |
distillation to 350 mL. Methanol (46 mL) and cold water (565 mL) were added
while maintaining the reactic_m temperature below 30 °C. The solution was cooled
to 0-5-°C and the pH adjusted to 4.0 with 100 mL of HCI 20 °Be. The solution
was transferred to a 5-L multi-neck flask with a 500 mL water rinse, then diluted

with 1 L of water. After stirring for 1 hl at 0-5 °C, washed Amberchrom®(CG161)
resin® was added and the resulting suspension was stirred for 30 min. at 20-25 °C.
The suspension was filtered and the resuiting wet cake was added to 340 mL of a
5:1 water:methanol solution. The filfrate was set aside. After stirring for 30 min.
at 20-25 °C, the suspension was filtered and the resulting wet cake was édded to
a second 340 mL. portion of a 5:1 Water:methanol solution. This second filtrate
was set aside. This suspension was filtered and the resulting wet cake was
added to a third 340 mL portioh of a 5:1 water.methanol solution. After filtering, .
the third filtrate was combined with the first and second filtrates and cooled to 0-5
°C. The pH was adjusted to 7.0 with 11 mL of 28% ammonium hydroxide. The
solution was stirred at 0-5 °C for 16 h, adjusting the pH to 7.0 as necessary, ahd
at 22-25 °C for 1 h; adjusting the pH to 7.0 as necessary. The aqueous solution
was extracted with methylene chloride (5 X 980 mL), adjusting the.pH to 7.0 for

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

homnogonized Amberchrom®(CG161 M) resin to 340 mL of a 5:1 water:methanol solution. After -
stirring for 1 h at 22-25 °C, the suspension was filtered to give a wet cake that was dried by -
suction. The wet cake was stirred in 340 mL of a 5:1 water:methanol solution for 1 hr at 20 °C,
then filtered. The process was repeated once more to afford the washed resin.
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each extractlon The combined organic phases were transferred to a separatory
funnel-and the aqueous layer was separated. The organic Iayer was combined
with 100 g sodium sulfate and stirred for 1 h at 20-25 °C. The suspension was
filtered through a celite pad and the cake was rinsed wi‘th 250 mL Qf rhethylene
chloride. The filtrate was concentrated by distillation (-5 to 5 °C, 150 mm Hg) to
150 mL, then cooled to 0-5 °C for 1 h. The resulting suspension was filtered and -
the cake was washed with 0-5 °C methylene chloride (2 X 30 mL). The wet cake
was stirred in rriethylene chloride (335 mL) and methanol (37 mL) at 26-32 °C until
a solution was obtained. The solution was filtered through celite, rinsing the celite
with methylene chloride (2 x 15 mL), and concentrated by distillation (-5 to 5 °C, E
150 mm Hg) to 54 mL. The concentration proced'ur'e was repeated twice, first
adding 335 mL methylene chloride and reducmg the volume to 55-70 mL, then
adding 254 mL methylene chlorlde and reducing the volume to 90-105 mL. The
resulting suspension was stirred for 1 h at 0-5 °C, then filtered and washed with - -
10 °C methylene chloride (2 x 25 mL). The solid was dried at 35-46 °C for 16 h,
then at 45-50 °C for 27 h. Purity by HPLC area%: 97.7 %, C-4 epimer 1.é3%.

PURIFICATION
Exa_mgle 1
Tigecycline

[0227] A mixture of crude tigecycline (110.0 g).and methyl acetaté (1.65 L).'
was stirred and heated to 30-35 °C and methanol (550 mL) was added over 15
min. After holding at 30-35 °C, the warm solution was filtered over infusorial earth
(36 g) and the cake was washed with methyl acetate (2 x 106 g). The filtrate was
concentrated by distillation (20 °C, 150 mm Hg) to 550 mL. Methyl acetate (1.1 L)
was added and the resulting suspension was concentrated by distillation (26 °C,
150 mm Hg) to 550 mL. .This step was. repeated, then the concentrate was cooled -
to 0-4 °C for 1 h. The re'sulting solid was collected by filtration and washed with O-, .
5 °C methyl acetate (2 x 150 mL). The solid was dried under vacuum (65-70 °C,
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10 mm Hg) for 100-h to afford 98.0 g(89.1% yield) of the desired product Purity
~ by HPLC area %: 98.8% and C-4 epimer 0.55%.

Example 2

Tigecycline .

[02é8] 9-AminominocylineeHCI (140.0 g) was added portion-wise to 840 mL
of water at 0-4 °C. t-Butylglycine acid chioride hydrochloride. (154 g) was added
over 15 min with good stirring while rhaintaining the temperature at 0-4 °C. - The
éolution was stirred for 1-3 h. The pH of the mixture was adjusted to 7.2+0.2 with
30% ammonium hydroxide while maintaining the temperature at 0-10 °C.
Methanol (930 mL) and 840 mL of methylene chloride were added to the solution,
which was stirred for 1 h at 20-25 °C. The phasés were separated. The aqueous
- phase was extracted with 3X600 mL of methylene chloride, and the organic -
phases were combined, dried and concentrated to a volume of approx'im‘ately 500 -
mL. The resulting suspension was cooled to 0-2 °C for 1 h. The solid was filtered
and dried to give 120 g of product (75% yield). Eurity by HPLC area %: 98%, C-4
epimer 0.1%. MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M+). | |

Examgle.s
. Tigecycline

[0229] Tigecycline (15.00 g) prepared as deécribed in Example 2 was
added to 113 mL of acetone and 113 mL of methanol. The suspension was
stirred at 20-25 °C for 1 h, then cooled to 0-2 °C. After stirring for 1 h, the
suspension wés filtered and washed to give 12.55 g of product (83.7% vield).
Purity by HPLC area % >99 %, C-4 epimer 0.4%.

Example 4
Tigecycline

[0230] Tigecyciine (105 g) prepared as described in Example 2 was added
to 800 mL of acetone and 800 mL of methanol. The suspension was stirred and

heated to 30-35 °C for 15 min, then cooled to 20-25 °C. After holding at 20- 25 °C
71 .
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for 1 h, the suspension was cooled to 0-4 °C and held for 1 h. ‘The solid was
filtered, washed and dried to give 83 g of product (79% yield). Purity by HPLC
area %: >99 %, C-4 epimer: 0.4%. |

Ei(amgle 5

Tigecycline

[0231] To a 1-L muiti-necked f_Iask, equipped with a mechanical stirrer and
nitrogen protection, was added 94.3 g of wet crude tigecycl»ine,4 methanol (305 g,
386 mL), and acetone (291 g, 368 mL). The mixture was stirred at 16 — 23 °C for
4 hours. The slurry was filtered on a 9-cm Blichner funriel with #1 Whatman
paper. The wet cake was washed with methanol (87 g, i10 mL) at 20 — 25 °C.

" The-wet cake was dried with suction and nitrogen protection for 0.1 h.- The wet |
cake (75.3 g) was transferred back to the 1-L multi-necked flask and a solution of
methanol (233 g, 295 mL) and acetone (244 g, 309 mL) was added. The slurry
was stirred at 15 — 20 ‘°C for 5.5 hours. The slurfy was filtered on a 9-cm Blichner
funnel with #1 Whatman paper. The wet cake was washed with methanol (70 g,
88 mL) at 18 — 24 °C. The wet cake was dried with suction and nitrogen
protection for 0.1 h. The wet cake (59.0 g) was transferred back to the 1-L multi-
necked flask and a solution of methanol (195 g, 247 mL) and acetone (187 g, |
236 mL) was added. The slurry was stirred at 18 — 24 °C for 3 hours. The slurry
was filiered on a 9-cm Biichner funnel with #1 Whatman paper. The wet cake
was washed with methanol (55 g, 70 mL) at 20 — 25 °C. The wet cake was dried’
~with sdction and nitrogen protection for 0.1 h.” The wet caké (48.9 g) was sampled
~ for high pressure liquid chromatography (HPLC) analysis (tdtal .impurities =
0.62%, minocycline = 0.17%, C-4 epimer = 0.35%, largest other single impurity =

- 0.05%). ‘ |

[0232] The wet cake (48.9 g) was transferred 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 - -

* Crude tigecycline was prepared from minocyclineeHCI obtained from the supplier
Interchem. ‘ '
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stirred at 15 — 20 °C to obtain a red solution. The s.olution' was distilled to 160 miL
at 13 — 17.°C with a vacuum of 330 mmHg over-0.8 h to yield an orange slurry.

To the 2-L flask was added dichloromethane (818 g, 617 mL) and the slurry was
redistilled to 183 mL at 6 — 13 °C with a vacuum of 8'17'.mm_H'g over 0.7 h.
Dichloromethane (635 g, 479 mL) was added and the slurry redistilled to 183 mL
at 6 — 7 °C.with a vacuum of 817 mmHg over 0.6 hours. The resulting orange
slurry was cooled to 0 — 5 °C and held at 0 — 5 °C, with stirring, for 2 hours. The
slurry was filtered on a 7-cm Biichner funnel with #i Whatman paper. - The wet
cake was washed with two 69 g (52 mL) portions of dichloromethane at0°C. The
~ wet cake was drried with suction, under hitrogen protection, for 5 min. A sample of
the wet cake (48.7 g) was submitted for HPLC analysis (total impuritiés = 0.49%,'.
minocycline = 0.12%, C-4 epimer = 0.32%, other impurities = 0%.) The wet cake
was then dried at 25 °C with a vacuum of < 10 mmHg for 57.5 hours to a
dichloromethane level of 2.2%, giving 32.3 g of tigecycline (34.2% yield).

[0233] This procedure was followed using crude Tigecycline that had been
prepared from MinocyclinesHC! obtained from suppliers Hovione and Nipbon
Kayaku. A comparison of the impurities present in the Tigecyline obtained from
the above process using each source of MinocyclineeHCl starting material is given
in Tables 1 and 2. These tables indicate that the process providés a good yield of
Tigecycline with a low level of impurities. |

TABLE 1
MinoyclineeHCI | Tigecycline | Total impurities | Recovered c4
source processing | in final Mino- epimer in
stage Tigecycline (%) | cyclineeHCI (%) | final -
‘ | - | Tigecyelin
| |e(®)y
Nippon Kayaku crude 0.7i " 033 1 026
crude S '
| Nippon Kayaku purified 0.26 0.13 0.13
purified |
interchem crude | crude ‘ 0.66 . 0.17 0.29
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MinoyclineeHCI | Tigecycline | Total impurities | Recovered =~ [ C-4
source processing | infinal Mino- epimer in
| stage Tigecycline (%) | cyclinesHCI (%) | final
- | Tigecyclin
| e (%)
Interchem purified 0.38 0.10. 0.15 E
| purified |
1 Hovione crude crude 0.64 0.18 0.32
Hovione purified purified - 0.39 0.13 0.14 |
TABLE 2
Test Nippon Kayaku Interchem Hovione
Description Orange powder Orange powder Orange
powder
Yield (g) . 285 32.1_’: 36.4
Strength (%)’ 100 99.6 996
Total impurities (94)° 0.13 0.3 0.25
LSI.(%) [RRT)® brl* 0.13 [0.64] 0.07 [0.67]
Minocycline (%) 0.13 0.10 0.13
Epimer (%) 0.13 A 0.15 0.14
Dichloromethane (%) 1.3 ‘ 2.2 2.1
Methanol (%) 0.001 . 0.003 0.002
Acetone (%) 0.001 brl® brl
Heptane (%) 0.001 brf®. brl
Isopropyl alcohol (%) 0.002 bri’ brl
Toluene (ppm) br® bri , | bri
N,N-Dimethyl- brP brl orl
| formamide (ppm) ﬁ | | |
Water (KF, %) 1.32 0.72 .0.51
Residue on ignition . 0.039 0.005 0.014 -
(%) | |
IR Positive Positive . Positive
Specific rotation’ (%) _ 2194 2134 2187
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| i 7 7 0
Crystallinity . Conforms: Conforms Conforms
Yield (%) 21 T o
Yield (corrected, %)™ 24 30 27
Yield from Mino (%) 10 B 12 13
Yield from Mino R & 13 14
(corrected, %)™

1. On an anhydrous basis, solvent free. 2. Excluding epimer. 3. Largest single impurity (LSI)
excluding C-4 epimer and Minocyc|ine'. Relative retention time (RRT) relative to GAR-936." 4. brl:
below reporting limit, 0.05% for HPLC. 5. brl of 0.0005%. 6. brl of 0.0003%. 7. brl of 0.0030%
(single sample). 8. bri of 2 ppm. 9. brl of 63 ppm. 10. Corrected for strength. of starting material
and product. '

Example 6

Tigecycline

[0234] Crude Tigecycline wet cake (72.5 kg , 38.2 kg dry weighfs) was
stirred and slurried in 191 kg (5 parts) acetone and 191 kg (5 parts) methanol. -
The slurry was then warmed to 30 to 36 °C, immediately cooled to 1910 25°C, -
and held at 19 to 25 °C for two hours. The slurry was then cooled to 0 to 6 °C,
~.and held at 0 to 6 °C for 1 hoﬁr. After filtering 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 6ther than
the C-4 epimer (0.09%). The C-4 épimer content was 1.12%. Based onthe
analytical data, an additional reslurry was not performed. To the'wet cake was
added 440 kg (11.5 parts) of methylene chloride and 39.3 kg (1.0 parts) methanol
and the mixture was heated to 30 to 36 °C to dissolve. The batch solution was
filtered through 0.3-micron pyrogen reducing éﬁd 0.2-micron clarifying fﬁters.
Three vacuum distillations were then performed to remove methanbl, with
methylehe chloride.chases (440 kg and 339 kg, respectively) before the second
and third distillations. The residual methanol level was 0.3%. The batch was
cooled to 0 to 6°C and stirred for 1 hour. The batch was filtered, washed witﬁ 2x

42.1 kg (1.1 parts) of pre-cooled (-13 to -7 °C) methylené chloride and dried at no

® Dry weight calculated form loss on drying data.
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more than 60 °C to a loss on drying of <2.5%. The material was milled to give
22.3 kg of Tigecycline (58% vield). Purity by HPLC area %: 98.2%, C-4 epimer:
1.55%, Minocycline 0.1%, 9-amino'minocycline' 0%, single largest other impurity =
0.08%. . ‘

Example 7

Tigecycline

[0235] Crude Tigecycline wet cake (103.5 kg , 53.4 kg dry weight®) was
stirred and slurried in 191 kg (5.1_ parts) acetone and 191 kg (5.1 parts) methanol. )
The slurry was then warmed to-30 to 36 °C, immediately. cooled jto 1910 25 °C,
and held at 19 to 25 °C for two hours. The slurry was then cooled to 0 to 6 °C,
and held at 0 to 6 °C for 1 hour. After filtering and washing with 2 x 34 kg (0.9
parts) acetone/methanol (1:1), the wet cake was then tested for mihocycline ,
(0.12%), 2-aminominocycline (0%), and for largest single impurity other than C-4
epimer (0.13%). The C-4 epimer content was 0.37%. Based on analytical data,
an additional reslurry was not performed. To the wet cake was added 440 kg
(11.7 parts) of methylene chloride and 55.7 kg (1.0 parts) methanol and the
mixture was heated 1o 30 to 36 °C to dissolve. The batch solution was filtered
through 0.3-micron pyrogen reducing and 0.2-micron clarifying filters. Three
vacuum distillations were then performed to remove methanol, with methylene
chloride chases (624 kg and 481 kg, respectively) before the second and third
distillations. The residual methanol level was 1.07%. The batch Was cooled to O
to 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 to -7 °C) methylene chloride and dried at no
more than 60 °C to a loss on drying of <2.5%. The material was milled to give
31.7 kg of Tigecydline 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% yield
from crude Tigecycline. | '

[0236] While the invention has been described by discussion of
embodiments of the invention and non-limiting examples therepf, one of ordinary

6 Dry weight calculated form loss on drying data.
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skill in the art may, upon reading the specification and claims, envision other
embodiments and variations which are also within the intended scope of the
invention and therefore the scope of the invention shall only be construed and
deﬁned by the scope of the appended claims.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A method of preparing at least one compound of formula 4,

or a salt thereof, _

“wherein R = -NR3R4, where Rs and Ry are each mdependently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C4-Cjlalkyl, -

comprising: ‘

combining at least one feducing agent with a reaction mixture slurry
comprising an intermediate prepared from a reaction between at least one
nitrating agent and at least one compound of formula 2,

or a salt thereof. |
2. The method according to claim 1, wherein the intermediate is a
compound of formula 3 or a salt thereof. |

. 3. The method according to claim 1 or claim 2, wherein the at least one
reducing agent is provided in the presence of at least one catalyst.
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4. The method according to claim 3, wherein the at least one catalystis -
chosen from rare earth metal oxides, Groub VIl metal-containing catalysts, and
salts of Group VIl metal-containing catalysts.

_ 5. The method according to claim 4, wherein the at least one' catalyst is
chosen from Group VIil metal-containing catalysts. o

6. The method according to claim 5, wherein the Group VIl metal-
containing catalyst comprises palladium.

7. The method according to claim 6, wherein the Group VHI metal-
contalnmg catalyst is palladium on carbon.

8. The method according to claim 7, wherem the palladlum on carbon is
in wet form. , o

9. The method according to claim 7 or claim 8, wherein the palladium on
carbon catalyst is present in an amount ranging from 0.1 parts to 1 part, relative to
the amount of the at least one compound of formula 2 present prior to the reaction
with the at least one nitrating agent. o | _

10.The method according to any one of claims 1 to 9, wherein the at least
one reducing agent is hydrogen. |

11.The method according to claim 10, wherein the hydrogen is provided at
a pressure ranging from 1 to 75 psi. _

12, The method according to claim 10, wherein the hydrogen is provided at
a pressure ranging from 1 to 50 psi. ‘

13.The method according to any one of claims 1 to 12, wherein prior to the-
| combinihg, the reaction mixture is combined with a solvent comprising at least one

(C4-Cs) alcohol. | '
14.The method accordlng to claim 13, whereln the at least one (C4-Cs)
alcohol is chosen from methanol and ethanol.
15.The method according to any one of claims 1 to 14, wherein the :
‘ comblmng is performed at a temperature ranging from 0°C to 50°C.
16.The method according to claim 15, wherein the combining is performed
at a temperature ranging from 20°C 10 40°C. .
17.The method according to claim 16, wherein the combining is performed A
ata temperatUre ranging from 26°C to 28°C.
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18. The method accordlng to any one of claims 1 to 17, wherern the at least .
one nitrating agent is chosen from nitrate salts and nitric acid.’

19. The method according to any one of claims 1 to 18, wherein the at least
one compound of formula 2 is a salt chosen from hydrochloride, hydrobromide,
hydroiodide, phosphoric, nitric, sulfuric, acetic, benzoic, citric, cystein, fumaric,
glycolic, maleic, succinic, tartaric, sulfate, and chiorobenzensulfonate salts.

20.The method according to any one of claims 1 to 19, wherein after-the
combining, the reaction mixture contains the at Ieaet one compound of formula 2
in an amount less than 2% as determined by high performance liquid |
chromatography \

21.The method according to any one of c.laims'1 to 19, wherein after the.
combining, the reaction mixture contains the at least one compound of formula 2
in an amount lese- than 1% as determined by high performance liquid
| chromatography. _

22.The method according to any one of claims 1 to 21, wherein after the
combining, the reaction mixture is added to a solvent system comprising a (C4-Csg)
branched chain alcohol and a (C4-Cg) hydrocarbon. |

23.The method according to claim 22 wherem the (C1-Cy) branched chain
alcohol is isopropanol. ' A

-.24.The method according to claim 22‘ or claim 23, wherein the (C4-Csg)
hydrocarbon is chosen from hexane,.heptane, and octane. |

25. The method according to any one of claims 22 to 24, wherein after the
combining, the reaction mixture is added to the solvent system at a temperature
ranging from 0°C to 50°C.

26.The method according to any one of claims 22 to 24, wherern after the
combining, the reaction mixture is added to the solvent system at a temperature
ranging from 0°C to 10°C. ' |

27.The method acCording to any one of claims 1 to 26, further comprising _
isolating the at least one compound of formula 4 as a solid composition.

28.The method according to claim 27, wherein the at least one compound
-of formula 4 is isolated as a salt. o ' |

' 29. The method according to claim 28, wherein the at least one compound
of formula 4 is isolated as'a salt in the presence of sodium sulfite.
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30.The method according to any one of claims 27 to 29, wherein the solid
composition contains a C4-epimer of formule.4 in an amount less than 10% as
determined by high performance liquid chromatography. '

31.The method according to claim 30, wherein the solid cornposition
contains a C4-epimer of formula 4 in an amount less than 1% as determined by
high performance liquid chromatography.
| 32.The method according to claim 30, wherein the solid composition
contains a C4-epimer of formula 4 in an amount less than 0.5% as determined by
high performance liquid chromatography.

33.The method according to any one of claims 27 to 32, wherein the solid
composition contains the at least one compound of formula 2 in an amount less
than 2% as determined by high performence liquid chromatography.

34.The method according to any-one.of claims 1 to 33, wherein the at least
one compound of formula 2 is present in the reaction mixture in an amount of at
least 1 gram. '

35. A method of preparing at least one compound of formula 1,

\ /
S Baeeee
R\ HN
1 (CHz)n OH 0O OH o

1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof, ‘

wherein R; and R are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C4-Cg)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Rg, together with N,
form a heterocycle' R is -NR3R4, where R; and R, are each independently chosen‘
from hydrogen and straight and branched chain (C4-Cq)alkyl; and n ranges from
1-4,

comprising: . _ ‘

(@)  combining at least one reducing agent with a reaction mixture slurry .
comprising an intermediate prepared from a reaction between at least one
nitrating agent and at least one compound of formula 2,
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or a salt thereof, to form a second intermediate; and

(b) further reacting the second intermediate in the reaction mixture to
prepare the at least one compound of formula 1.

36. The method according to claim 35, whereln Riis hydrogen R2 is t-butyl,
| Rs is methyl, Ry is methyl, and nis 1. , .

37.The method according to claim 35, wherein-the at least ohe compound
of formula 1 is tigecycline. |

38. The method according to.claim 35, wherein the at least one compound
of formula 1 is tigecycline hydrochloride. |

39.The method according to any one of clalms 33 to 38, wherem the
second intermediate in the slurry is at least one compound of formula 4,

\/

OH o OHO

4

or a salt thereof. _

40.The method according to any one of claims 35 to 39, wherein the further
reacting in (b) comprises acylating the second intermediate. '

41.The method according to claim 40, wherein prior to the acylating, the
second intermediate is isolated as a salt. : A

42.A method of preparing at least one compound of formula 4 or a salt
thereof, | '
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| THARE:
wherein R = -NR3R,, where R; and Ry are each independently chosen
from hydrogen, and étraight and branched chain (C4-Cyalkyl,
comprising:
reducing an intermediate of formula 3 or a salt thereof,

wherein the intermediate of formula 3 is present in a reaction mixture slurry.

43.The method according to claim 42, wherein_ the reducing comprises
combining at least one reducing agent with the reaction mixture.

44.A method of preparing at least one compound of formula 1,

A4
: R N :
o A OH
s e I T
R/N\ HN o
1 (CHo)n OH 0 oH o (o]

1
or a pharmaceutically acceptable salt thereof, ,
wherein R4 and R; are each independently chosen from hydrogen, straight
and branched chain (C1-Cé)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N, |
_form a heterocycle; R is -NR3R4, where R; and R, are each independén‘tly chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C1-C4)alkyl; and n ranges from .
. 1-4, .
comprising:
(@)  reacting at least one nitrating agent with at least one compound of
formula 2 or a salt thereof to prepare a reaction mixture,
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(b) without isoléting any solids from the reaction mixturé, combining at
least one reducing agent with the reaction mixture to prepare an-inte'rmediate; and

(c)  preparing the at least one compound of formula 1 from the
intermediate. . | ' |

45.The method accordmg to claim 44, wherein Ry is hydrogen Rqis t—butyl
Rsis methyl R4 is methyl, and nis 1.

46.The method according to claim 44, wherein the at least one compound
of formula 1 is tigecycline. -

47.The method according to claim 46, wherein the at least one compbund
- of formula 1 is ﬁgec'ycline hydrochloride.
- 48.A method of preparing at least one compound of formula 1,

Ny /
" 48696
R> N )l\ “Nm

1

or a pharmaceutically acceptable salt thereof,

wherein Ry and R, are each independently chosen from hydrogen stralght
and branched chain (C4-Ce)alkyl, and cycloalkyl, or Ry and Ry, together with N
form a‘heterocycle; R is ~-NR3R4, where Rz and R, are each independently chosen
from hydrogén, and straight and branched chain (C4-Cy)alkyl; and n ranges from
14, | |

comprising:

(@) combining at least one Group VI metal-containihg catalyst in the .
presence of hydrogen with a reaction mixture slurry preb.ared from a reaction
between_at least one nitrating agent and at least one compound of formula2ora
salt thereof,

\/

H o ouo
2
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wherein the at least one Group Vil metal-containing catalyst is present in
an amount ranging from 0.1 parts to 1 part relative to the amount of the at least
one compound of formula 2 present prior to the reaction with the at least one
mtratlng agent. _

49.The method according to clalm 48, wherein R is hydrogen, Rz is t-butyl
Rs is methyl, R4 is methyl, and n is 1. _
| 50. The method according to claim 48, wherein the at least one compound
of formula 1 is tigecycli_ne‘. _

51.The method according to claim 50, wherein the at least one compound
of formula 1 is tigecyéline hydrochloride.

52. A compound or a salt thereof prepared by the method according to any
one of claims 1 to 51. | '

58. The compound according to claim 52 whereln R is hydrogen, R; is t-
 butyl, Rs is methyl, Ry is methyl, and n is 1. |

‘54.The compound according to claim 53, wherein the at least one
compound of formula 1 is tigecycline. |

55.A composition comprising a cbmpound or a salt thereof prepared by the
method according to any one of claims 1 to 51.

56. The composition according to claim 55, further comprising at least one
pharmaceutically acceptable carrier. ‘ - '

" 57.The composition according to claim 56, wherein R1 is hydrogen Rz is t-
butyl, Rs is methyl, R4 is methyl, and n is 1.

58. The composition according to claim 57, wherein the at least one
compound of formula 1 is tigecycline.

59. A composition éomprising: |

at least one compound of formula 4,

OH o OH o
4
or a salt thereof,
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wherein R is ~NR3R4, where Rg and R, are each independently chosen
from hydrogen, and straight and branched chain (C+-Ca)alkyl, -

wherein a 'C4-epimer of formula 4 is present in an amount less than 10%,
as determined by high performance liquid chromatogfaphy. :

60. The composition aécording to claim 59, wherein Ry is hydrogen, R>
is t-butyl, Rz is methyl, R4 is methyl, and n is 1. '
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TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR 9-AMINOMINOCICLINA

Esta solicitud reivindica beneficio de la solicitud
provisional U.S. No. 60/685,146 presentada en Mayo 27, 2005,

cuyos contenidos se incorporan aqui como referencia.

[001] Se describen aqui métodos para preparar por lo menos

un compuesto de férmula 1.

0O una sal farmacéuticamente aceptable de esta,

En donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-Cs) de cadena recta vy ramificada, vy
cicloalquilo, o Ry y R; juntos con N, forman un heterociclo; R es
-NR3R4, donde R3; y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y de alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n

varia de 1-4.

[002] En una modalidad, R; es hidrégeno, R, es t-butilo, R es
-NR3R; donde R; es metilo y Ry es metilo, y n es 1, por ejemplo
tigeciclina. La tigéciclina, (9-(t-butil-glicilamido) -
minociclina, TBA-MINO), (48, 43S, 5aR, 12a8)-9-[2- (terc-
butilamino)aéetamido]—4,7—biskdimetilamino)—1,4,4a,5, 5a, o6, 11,
12a—octahidro—3,1b,12,12a—tetrahidroxi—l,ll—dioxo—Z—
maftacenocarboxamida, donde R; es hidrbégeno, R, es t-butilo, R; es

metilo, Ry es metilo, y n es 1. La tigeciclina es un antibidtico

de glicilciclina y un andlogo de tetraciclina semi sintetico, la
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minociclina. La tigeciclina es un derivado de 9-t-
butilglicilamido de minociclina, como se muestra en la estructura

de adelante:

1~—Bu/>

Tigeciclina

[003] La tigeciclina se desarrolld en respuesta a la amenaza
mundial de la resistencia emergente a los antibidticos. La
tigeciclina tiene una actividad antibacterial de amplio espectro
tanto in vitro como in vivo. Los antibidticos de glicilciclina,
como los antibidticos de la tetraciclina, actian al inhibir la

traduccidén de proteina en la bacteria.

[004] La tigeciclina es un antibidético conocido de la
familia de la tetraciclina y un andlogo gquimico de minociclina.
Se puede utilizar como un tratamiento contra Dbacterias
resistentes a drogas, y se han mostrado que trabajan donde otros
antibiéticos han fallado por ejemplo, esta es activa contra
Estafilococos aureos, resisten£es a meticiclina, Estreptococos
neumoniae resistente a penicilina, enterococos resistentes a
vancomicina (D.J. Beidenbach et al., Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease 40: 173-177 (2001); H.W. Boucher et al.,
Antimicrobial Agents & Chemotherapy 44:2225-2229 (2000); P.A.
Bradford Clin. Microbiol. Newslett. 26:163-168 (2004 ;
D.Milatovic et al., Antimicrob. Agents Chemother. 47:400-404

(2003); R.Patel et al., Diagnostic Microbiology and Infectious

2
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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 Chemother. 43:738-744 (1999), y contra
organismos que llevan cualquiera de las dos formas mayores de
resistencia a la tetraciclina: proteccidén ribosdémica y de eflujo
(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).

[005] La tigeciclina se puede utilizar en el tratamiento de
muchas infecciones bacterianas, tales como infecciones intra-
abdominales complicadas (cIAI), infecciones de la piel y de la
estructura de la piel complicadas (cSSSI), Neumonia Adguirida
Comunitaria (CAP), e indicaciones de Neumonia Adguirida en
Hospital (HAP), que pueden ser originadas por patdgenos gran
negativos Y% gran positivos, anaerobios, 3% cepas tanto
susceptibles a la meticilina como resistentes a la meticilina de
Estafilococos aureos (MSSA y MRSA) . Adicionalmente, la
tigeciclina se puede utilizar para tratar o controlar infecciones
bacterianas en animales de sangre caliente causadas por bacterias
que tienen los determinantes resistentes al TetM y TetK. También,
la tigeciclina se puede utilizar para tratar infecciones de hueso
y articulaciones, Neutropenia relacionada con catéter, infeccidn
obstétricas y ginecolégicas o ©para tratar otros patdgenos
resistentes, tales como VRE, ESBL, entéricos, micro-bacterias de

rapido crecimiento y similares.
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[006] La tigeciclina sufre algunas desventajas en que pueden
degradarse mediante epimerizacidén. La epimerizacidn es una senda
de degradacidén conocida en las tetraciclinas generalmente, aungue
la tasa de degradacién puede variar dependiendo de la
tetraciclina. Comparativamente, la tasa de epimerizacidén de la
tigeciclina puede ser réapida aun por ejemplo, bajo condiciones
acidas medias y/o a temperaturas moderadamente elevadas. La
literatura de la tetraciclina reporta que varios métodos
cientificos se han utilizado para ensayar y minimizar la
formacidén de epimero en las tetraciclinas. En algunos métodos, la
formacidén de calcio, magnesio, zinc, o sales de metal de aluminio
con las tetraciclinas limita la formacidén de epimero cuando se
hacen a pH bésicos en soluciones no acuosas. (Gordon, P.N,
Stephens Jr, C.R., Noseworthy, M.M., Teare, F.W., U.K.Patent No.
901.107). En otros métodos, (Tobkes, U.S. Patent No. 4.038.315)
la formacién del complejo de metal se desarrolla a un pH acido y

una forma sdélida estable de la droga es preparada posteriormente.

[007] La tigeciclina difiere estructuralmente de su epimero

en un aspecto.

Férmula I Férmula 11

[008] En la tigeciclina, el grupo N-dimetilo en el carbono 4
es cis al hidrégeno adyacente como se muestra anteriormente en la

4
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férmula I, mientras en el epimero (es decir, el epimero C4), la
férmula II, ellos son trans uno al otro de la manera indicada.
Aunque el epimero de tigeciclina se cree que es no toxico bajo
ciertas condiciones le puede faltar la eficacia antibacteriana de
la tigeciclina y puede, por 1lo tanto ser un producto de
degradacién indeseable. Ma&s aln, la cantidad de epimerizacidn se

puede magnificar cuando se sintetiza tigeciclina a gran escala.

[009] Otros métodos para reducir la formaciédn de epimero
incluyén mantener los pHs mayores de aproximadamente 6.0 durante
el procesamiento; evitando el contacto con los conjugados de
dcidos débiles tales como formatos, acetato, fosfatos, o
boronatos; y evitando el contacto con la humedad incluyendo
soluciones basadas en agua. Con relacidén a la proteccidédn de la
humedad, Noseworthy y Spiegel (Patente U.S.No 3.026.248) y Nash y
Haeger (Patente U.S No 3.219.529) ha propuesto formular analogos
de tetraciclina en vehiculos no acuosos para mejorar la
estabilidad de la droga. Sin embargo, la mayoria de los vehiculos
incluidos en estas descripciones son mds apropiados para uso
tépico que parenteral. La epimerizacién de tetraciclina también
es conocida por ser dependiente  de la temperatura de tal forma
gque la produccién y almacenamiento de las tetraciclinas a
temperaturés bajas también puede reducir la tasa de formacidén de
epimero (Yuen, PH., Sokoloski, T.D., J.Pharm. Sci. 66: 1648-1650,
1977; Pawelczyk, E., Matlak, B, Pol. J. Pharmacol. Pharm. 34:409-
421, 1982). Varios de estos métodos se han intentados con la
tigeciclina pero aparentemente ninguno ha tenido éxito en reducir

tanto la formacién de epimero como la degradacién oxidativa
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aungue no introduciendo degradantes adicionales. La complejacidn
del metal, por ejemplo, se encontrdé que tenia poco efecto sobre

la formacién o degradacidén del epimero generalmente a pH basico.

[010] Aungue el uso de amortiguadores de fosfato, acetato, y
citrato mejora la estabilidad en estado de solucidén, ellos
parecen acelerar la degradacidén de la tigeciclina en estado
liofilizado. aun sin un amortiguador, sin embargo, la
epimerizacién es el problema mas serio con la tigeciclina es que

con otras tetraciclinas tales como la minociclina.

[011] Ademds al epimero Cq, otras impurezas incluyen
subproductos de oxidacién. Algunos de estos subproductos se
obtienen mediante la oxidacién del anillo D de la molécula, que
es un amino fenol. Los compuestos de férmula 3 (ver esquema I
adelante) pueden ser facilmente oxidados en las posiciones C-11 y
C-12a. El aislamiento de los compuestos de férmula 3 mediante
precipitacién con un no solvente puede tener el problema de que
los subproductos de oxidacién y las sales de metal co-precipitan
con el producto resultando en muy pocas impurezas. La oxidacidn y
la degradacién del nucleo de los compuestos de férmula 3 puede
ser mas pronunciada bajo condiciones de reaccidén béasicas y mas
ain en operaciones a gran escala en razén a que los tiempo de
procesamiento son tipicamente mas largos y los compuestos estén

en contacto con la base durante mayor tiempo.

-

[012] Mas aun, los productos de degradacién se pueden

obtener durante cada uno de las diferentes etapas sintéticas de



10

15

20

25

un esquema, y separar el compuesto requerido de estos productos
de degradacién puede ser tedioso. Por ejemplo, las técnicas de
purificacidén convencional tal como la cromatografia sobre silice
gel o HPLC preparativo puede no ser utilizada para purificar
estos compuestos facilmente en razdén de sus propiedades
quelantes. Aungque algunas tetraciclinas han sido purificadas
mediante cromatografia de particién utilizando columnas hechas de
tierra de diatomadceas impregnadas con fases estacionarias
amortiguadas que contienen agentes secuestrantes como el EDTA,
estas técnicas pueden sufrir de muy baja resolucién,

reproducibilidad y capacidad.

Estas desventajas pueden impedir la sintesis a gran escala. El
HPLC también se ha wutilizado para purificacidén, pero Ila
resolucidén adecuada de varios componentes sobre las columnas de
HPLC requiere la presencia de agentes pareantes de idén en la fase
mévil. Separar el producto final de los agentes secuestrantes y

pareantes de ién en la fase mévil puede ser dificil.

[(013] Aunque a pequefia escala los compuestos impuros
obtenidos mediante precipitacién se pueden purificar mediante
HPLC preparativo de fase inversa, 1la purificacién mediante
cromatografia liquida de fase inversa puede ser ineficiente vy

costosa cuando trata con cantidades de material en kilogramo.

[014] De acuerdo con esto, subsiste la necesidad de obtener
por lo menos un compuesto de férmula 1 en una forma mas

purificada que las previamente logradas. También subsiste la



necesidad de nuevas sintesis para minimizar el uso de

cromatografia para la purificacién.

[015] Se describe aqui métodos para producir tetraciclinas,
5 tal como tigeciclina tal como se ilustra de manera general en el

Esquema I de adelante:

?J/

T o agente de nitracién

AN
i
f’\(’\ :
A, 5 g g\/NHQ
! oW i
G

agenie/catalizador de reduccidn

OH 0 on o
10 2 . 3
\ﬂ{/ 7, 0
Ne-(CHyn @
Ry o
{mwww,’ ﬁ‘?\\p‘ )L v/f\}
R HN
R N
4 1
15 Esquema |

[(016] Ry y R, son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, o R; y R; junto con N, forman un heterociclo; y R es
-NR3R; donde R; y Rgq son cada uno independientemente escogidos de

20 hidrégeno, y el alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n

varia de 1-4.

[017] El compuesto de fdérmula 2 también es conocido como
minociclina o derivado de minociclina. La reaccién del compuesto

25 de férmula 2 con por lo menos un agente nitrante da como
resultado un sustituyente que -NO, para formar el compuesto de
férmula 3. E1  sustituyente -NO, en la férmula 3 puede ser

posteriormente reducido a un amino, tal como mediante
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hidrogenacién, para formar el compuesto de férmula 4. Finalmente,
la acilacidén del compuesto de férmula 4 genera el compuesto de

féormula 1.

[018] Se describen aquil métodos para desarrollar reacciones
para producir el compuesto de fdérmula 1, por ejemplo, reacciones
de nitracidén, reduccidn, vy acilacidén. También se describen

métodos para purificar el compuesto de férmula 1.

[019] Los métodos descritos aqui pueden formar el producto
deseado aunque reduciendo la cantidad de por 1lo menos una
impureza presente en el producto final, tal como la formacidn de
epimero, la presenciavde reactivos de partida, y los subproductos
de oxidacidén. Tal reaccidédn en las 1impurezas se puede lograr
durante por lo menos en una etapa de la sintesis, es decir,
durante una cualguiera de las reacciones de nitracidén, reduccién,
acilacién. Los métodos descritos aqul también pueden facilitar la
sintesis a gran escala con purezas adecuadas de los productos

finales.
DIBUJOS

[020] La figura 1 describe un esquema de ejemplo para

preparar tigeciclina.

[021] Figura 2 describe un esquema de ejemplo para preparara

tigeciclina.

oy}
o,
.

%}
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[022] Figura 3 describe un esquema de ejemplo para preparar

tigerciclina.

DEFINICIONES

[023] Se debe notar (que, como se utiliza en esta

especificacién y en las reivindicaciones anexas las formas

ANY ”

singulares “un”, “una”, y “el” incluyen los referentes plurales a

menos que el contexto claramente dicte otra cosa. Asi, por

ANY

ejemplo, la referencia a una composicidédn gque contiene un

compuesto” incluye una mezcla de dos o mas compuestos. También se

W rn

debe notar que el término Y“o” es generalmente empleado en su

sentido incluyente “y/o0” a menos que el contenido claramente
dicte otra cosa.
[024] “Tigeciclina” como se utiliza aqui incluye tigeciclina

en forma de base libre y en forma de sal, tal como cualquier sal
farmacéuticamente aceptable, enantiodmeros, y  epimeros. La
tigeciclina, como se utiliza aqui como se puede formular de

acuerdo a métodos conocidos en la técnica.

[025] ™“Compuesto” como se utiliza aqui se refiere a un
compuesto neutral (por ejemplo una base libre), y formas de sal
de estos (tal como sales farmacéuticamente aceptables). El

compuesto puede existir en forma anhidra, o como un hidrato, o

como un solvato. El compuesto puede estar presente como
esteroisémeros (por ejemplo enantidémeros y diasteredmeros), y se
puede aislar como enantidémeros, mezclas racémicas,

10
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diasteredmeros, y mezclas de estas. El compuesto en forma sdélida

puede existir en varias formas cristalinas y amorfas.

[026] Y“Farmacéuticamente aceptables” como se utiliza aqui
para referirse aquellos compuestos, materiales, composiciones,
y/o formas de dosis que estidn dentro del alcance del juicio
medico, adecuadas para uso en contacto con el tejido de 1los
pacientes sin toxicidad, irritacidén, respuesta alérgica excesiva
u otros problemas o complicaciones proporcionales con una

proporcién riesgo/beneficio razonable.

[027] “Cicloalquilo” como se utiliza aqui se refiere a un
sistema de anillo carbociclico saturado que tiene 3 a 6 miembros

de anillos.

[028] “Heterociclo” como se utiliza aquil se refiere a un
grupo heterociclo monociclico que contiene por 1lo menos un
miembro de anillos de nitrdégeno en que tiene 3 a 6 miembros de
anillo en cada anillo en donde cada anillo se satura y no se

sustituye de otra manera.

NITRACION

[029] Una modalidad describe un método para preparar por lo

menos un compuesto de férmula 1.

ﬂg\\M
: PN

{CHIn

11
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O una sal farmacéuticamente aceptable de este,
En donde R; y Ry, son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de cadena recta y vramificada, vy
5 cicloalquileo, o Ry y Ry junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3R4, donde Rz y R; son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n

varia de 1-4.

10 [030] Una modalidad describe una reaccién de nitracidn en el
producto de nitracidén no es aislado. De acuerdo con esto, en una

modalidad, el método comprende:

(a) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por

15 lo menos un compuesto de férmula 2,

2
20 O una sal de estos, para producir una mezcla de reaccidn que
comprende un intermedio; vy
(b) hacer reaccionar adicionalmente el 1intermedio para

formar por lo menos un compuesto de férmula 1.

25

[031] En una modalidad, el intermedio no es aislado de 1la

mezcla de reaccidn.

12
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[(032] El por lo menos un compuesto de férmula 2 se puede
suministrar como una base libre o como una sal. En una modalidad,
el por lo menos un compuesto de férmula 2 es una sal. “Sales”
como se utilizan agquil se pueden preparar in situ o separadamente
al hacer reaccionar una base libre con un &cido adecuado. Las
sales de ejemplo incluyen pero no estédn limitadas, a sales de
clorhidrato, bromohidrato, yodohidrato, fosféricas, nitricas,
sulfuricas, acéticas, benzoicas, citricas, cisteina, fumarica,
glicélicas, maléicas, succenicas, tartaricas, de sulfato y de
clorobenzensulfonato. En otra modalidad, la sal se puede escoger
de sales alguilsulfénicas y arilsulfdénicas. En una modalidad, el
por lo menos un compuesto de férmula 2 se suministra como una sal

de clorhidrato, o como una sal de sulfato.

[033] “Agente Nitrante” como se utiliza aquil se refiere a un
reactivo y puede agregar un sustituyente -NO;, a un compuesto para
o transformar un sustituyente existente a un sustituyente -NO,.
Reactivos nitrantes de ejemplo incluyen &cido nitrico y sales de
nitrato, tales como sales de metal alcalino, por ejemplo, KNOs.
Donde el agente nitrante es un &cido nitrico, el &cido nitrico
puede tener una concentracién de por lo menos 80%, tal como una

concertacién de 85%, 88%, 90%, 95%, 99%, o a un 100%.

[034] El1 agente nitrante puede reaccionar con por 1o menos
un compuesto de férmula 2 y cualquier solvente considerado
adecuado por un experto en la técnica. En una modalidad, la
reaccién se desarrolla en la presencia de &cido sulfurico y/o

sales de sulfato. En una modalidad, el &cido sulfurico utilizado

13
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es acido sulfurico concentrado, por ejemplo, a una concentracién

de por lo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, o por lo menos 95%.

[035] En una modalidad, el por lo menos un agente nitrante
se suministra en un exceso molar con relacidén al por lo menos un
compuesto de férmula 2. El exceso molar adecuado se puede
determinar por un experto en la técnica y puede incluir, pero no
esta limitado a, valores tales como por lo menos 1.05, por
ejemplo, un exceso molar que varia desde 1.05 a 1.75
equivalentes, tal como un exceso molar que varia desde 1.05 a
1.5, o desde 1.05 a 1.25, o desde 1.05 a 1.1 equivalentes. En
otra modalidad, el exceso molar es 1.05, 1.1, 1.2, 1.3, o 1.4

equivalentes.

[036] - En una modalidad, el por lo menos un agente nitrante
reacciona con por lo menos un compuesto de férmula 2 al agregar
el por lo menos un agente nitrante durante un periodo de tiempo.
Un experto en la técnica puede determinar el periodo de tiempo
durante el cual la cantidad total de agente nitrante se agrega
para utilizar las condiciones de reaccién. Por ejemplo, la
adicién del reactivo de nitracidén se puede monitorear mediante,
por ejemplo, HPLC, para controlar la cantidad del por lo menos un
agente nitrante utilizado. En una modalidad, la cantidad total de
por lo menos un agente nitrante se agrega durante un periodo de
tiempo de por lo menos 1lh, tal comé un periodo de tiempo de por
lo menos 2h, por lo menos 3h, por lo menos 5h, por lo menos 10h,

por lo menos 24h, o un periodo de tiempo que varia de lh a una

14



10

15

20

25

- 134

semana, que varia desde 1lh a 48h, que varia de 1h a 24h, o que

varia de 1lh a 12h.

[037] El1 por lo menos un agente nitrante se puede agregar

continuamente.

[038] En una modalidad, el agente nitrante puede reaccionar
con el por lo menos un compuesto de férmula 2 a una temperatura
que varia desde 0 a 25°C, tal como una temperatura que varia de 5

a 15°C, de 5 a 10°C, o de 10 a 15°C.

[039] Un “intermedio” como se utiliza aqul se refiere a un
compuesto que se forma como un producto intermedio entre el
material de partida y el producto final. En una modalidad, el
intermedio es un producto de nitracién del por 1lo menos un
compuesto de fdérmula 2. Por ejemplo, el intermedio puede ser por

lo menos un compuesto de férmula 3, o una sal de estos,

[040] El1 intermedio puede existir como una base libre o como
una sal, tal como cualgquiera de las sales descritas aqui. En una

mocdalidad, el intermedio es una sal de sulfato.

[041] En una modalidad, el intermedio no es aislado de 1la

mezcla de reaccién. “Mezcla de reaccidn” como se utiliza aqul se

15
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refiere a una solucidn o suspensidédn que comprende por lo menos un
producto de una reaccidén quimica entre reactivos; aéi como
también subproductos, por ejemplo, impurezas (que 1incluyen
compuestos con estereoquimicas no deseadas), disolventes vy
cualquiera reactivos restantes, tales como materiales de partida.
En una modalidad, el intermedio es el producto de la nitracidén vy
estd presente en la mezcla de reaccidén, qgue también puede
contener reactivos de partida (tal como el agente nitrante y/o
por lo menos un compuesto de férmula 2), los subproductos (tales
como el epimero C4 de la férmula 2 o la férmula 3). En una
modalidad, la mezcla de reaccién es una suspensidn, donde la
suspensidén puede ser una composicién que comprende por lo menos
un sdélido y por lo menos un liquido (tal como agua, acido, o
solvente), por ejemplo, una suspensién o una dispersidén de

sblidos.

[042] En una modalidad, la reaccién de nitracidn produce el
intermedio aunque generando una cantidad baja del epimero Cy4
correspondiente. Por ejemplo, donde el intermedio es por lo menos
un compuesto de férmula 3, la nitracidédn da como resultado la
formacién del epimero C, de la férmula 3 en una cantidad de menos
del 10%, determinada mediante cromatografia 1liquida de alto
desemperio (HPLC). En otra modalidad, el epimero C; esta presente
en una cantidad de menos del 5%, menos del 3%, menos del 2%,

menos del 1%, o menos del 0.5%.

16
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(043] Los parametros HPLC para cada etapa, es decir, la
nitracién, reduccidén, y acilacidn, se suministran en la seccidn

de ejemplos.

[044] En una modalidad, la nitracidén se desarrolla de tal
forma que la cantidad del material de partida, por ejemplo, el
por lo menos un compuesto de férmula 2, es baja. En una
modalidad, el por lo menos un compuesto de férmula 2 esté
presente en el producto de nitracidén en una cantidad de menos del
10%, como se determina mediante HPLC, o menos del 5%, mencs del

3%, menos del 2%, menos del 1% o menos del 0.5%.

[045] En una modalidad, la nitracidén se puede desarrollar a
gran escala. En una modalidad, “gran escala” se refiere al uso de
por lo menos un gramo de compuesto de acuerdo a la férmula 2, tal
como el uso de por lo menos 2 gramos, por lo menos 5 gramos, por
lo menos 10 gramos, por lo menos 25 gramos, por lo menos 50
gramos, por lo menos 100 gramos, por lo menos 500 gramos, por 1lo
menos 1 kg, por lo menos 5 kg, por lo menos 10 kg, por lo menos

25 kg, por lo menos 50 kg, o por lo menos 100 kg.

[046] En una modalidad, las formas reductoras por lo menos

un compuesto de férmula 4.

0O una sal de este.

17
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[047] En una modalidad, la reaccidén adicional en (b)
comprende reducir el intermedio. En otra modalidad, el método

comprende ademds acilar el intermedio reducido.

5
[048] Otra modalidad descrita aqui, es un método para
preparar por lo menos un compuesto de férmula 1,
10
1
O una sal farmacéuticamente aceptable de este,
En donde R; es hidrbégeno, R, es t-butilo, R es -NR3R; donde Rj3
es metilo yv Ry es metilo y n es 1,
15 Que comprende:
(a) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por
lo menos un compuesto de férmula 2,
20
2
O una sal de estos, para producir una mezcla de reaccidn que
comprende un intermedio;
25 \%

(b) hacer reaccionar ademas el intermedio para formar el por

los menos un compuesto de férmula 1.

18
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[049] En una modalidad, el intermedio no es aislado de la

mezcla de reaccidn.

[050] En una modalidad, el por 1lo menos un compuesto de

férmula 1 es tigeciclina.

[051) Otra modalidad descrita aqui es un método para preparar

el por lo menos un compuesto de férmula 1.

A4
5 y
. o OH
(AN NH
R’/N HN o
t {CH?_}Q OH © aH O a

O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,

En donde R; y R, son cada uno independientemente escogidos de
hidrbgeno, alquilo (C;-C¢) de cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, y o Ry y Ry junto con N, forman un heterociclo; R
es -NR3Ry, donde R3 y Ry son cada uno independientemente escogidos
de hidrdégeno y alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n

varia de 1-4.

Que comprende:

(a) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por

lo menos incompuesto de férmula 2,

19
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O una sal de estos, para producir una suspensidn; y
(b) hacer reaccionar adicionalmente la suspensién para
formar por lo menos un compuesto de férmula 1.
5 [052] En una modalidad, R; es hidrégeno, R; es t-butilo, R es

~NR3R; donde R3 es metilo y Ry es metilo y n es 1. En otra
modalidad, el por 1lo menos un compuesto de fédrmula 1 es

tigeciclina.

10 [053] Otra modalidad descrita aqui es un método para
preparar por lo menos un compuesto de férmula 3 o una sal de

estos,

15

En donde R es ~NR3Ry donde R3; y Rg son cada uno
independientemente escogidos de hidrdgeno, y algquilo (C;-C4) de
20 cadena recta y ramificada,
Que comprende:
Hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por 1lo

menos un compuesto de fédrmula 2 o una sal de estos,

25
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En donde la reaccidn es desarrollada a una temperatura que

varia de 5 a 15°C.

[054] Otra modalidad descrita aqui es un método para

5 preparar por lo menos un compuesto de férmula 1.

o
ﬁz\ E
Ry (CHyin
-1
10 O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,

En donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de <cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, o R; y Ry junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3R4, donde R; y Ry son cada uno independientemente escogidos de

15 hidrégeno y alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n

varia de 1-4,
Que comprende:

20 (a) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por
lo menos un compuesto de férmula 2 o una sal de estos para

producir una mezcla de reaccidén que comprende un intermedio; y

N/

% S HH
25 | fﬁﬁ;
oH o o

OH O
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(b) hacer reaccionar ademas el intermedio para formar el por

lo mencs un compuesto de férmula 1.

En donde la reaccidédn (a) se desarrolla a una temperatura que

varia de 5 a 15°C.

[055] En una modalidad R; es hidrdgeno, R; es t-butilo, R; es

metilo y Ry es metilo, y n es 1.
REDUCCION

[056] Una modalidad describe un método para preparar por 1lo

menos un compuesto de fdérmula 4.

O una sal de estos,

En donde R=-NR3R4, donde Rs y R4 son cada uno
independientemente escogidos de hidrégeno y alquilo (C;-C4) de
cadena recta y ramificada,

Que comprende:

Combinar por lo menos un agente reductor con una mezcla de
reaccién, tal como una suspensidédn de mezcla de reaccidn, due
comprende un intermedio preparado de una reaccidén entre por lo
menos un agente nitrante y por lo menos un compuesto de formula
21

22




10

15

20

25

23 *’:;iiyd

O una sal de estos.

AN

[057] En una modalidad, el método describe un proceso de “un
recipiente”, donde las etapas de nitracién y reduccidn se

desarrollan sin aislar los productos de la nitracidén provenientes

de la mezcla de reaccidén de nitraciédn.

[058] En una modalidad R; es hidrégeno, R, es t-butilo, R; es

metilo vy Ry es metilo, y n es 1.

[059] “Agente reductor” como se utiliza aqui se refiere a un
agente quimico que agrega hidrégeno a wun compuesto. En una
modalidad, el agente reductor es hidrdégeno. La reduccidn se puede
desarrollar bajo wuna atmbésfera de hidrdégeno a una presién
adecuada como se determina por un experto en la técnica. En una
modalidad, el hidrégeno se suministra a una presidén que varia de
1 a 75 psi, tal como una presién que varia de 1 a 50 psi, o una

presién que varia de 1 a 40 psi.

[060] En otra modalidad, el agente reductor se suministra en
la presencia de por, lo menos un catalizador. Catalizadores de
ejemplo incluyen, pero no estan limitados a, Oxidos de metal de
tierras raras, catalizadores que contienen metales del Grupo

VIII, y sales de catalizadores que contienen metales del Grupo

23
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VIII. Un ejemplo de un catalizador que contiene metales del Grupo

VIII es paladio, tal como paladios o de carbono.

[061] Donde el catalizador es paladio sobre carbono, en una
modalidad, el catalizador se presenta en una cantidad gque varia
de 0.1 partes a 1 partes, con relacidén a la cantidad de por lo
menos un compuesto de férmula 2 presente antes de la reaccidn con

por lo menos un agente nitrante.

[062] En una modalidad, el intermedio es un compuesto de
férmula 3. En una modalidad, el compuesto de férmula 3, R; es

hidrégeno, R; es t-butilo, R3 es metilo y Rqs es metilo, y n es 1.

[063] Un experto en la técnica puede determinar un solvente
adecuado para la reaccidén de reduccidén. En una modalidad, antes
de combinar, por ejemplo, antes de la reduccidén la mezcla de
reaccidén se combina con un disolvente que comprende por lo menos
un alcohol (C;-Cg). El1 por lo menos un alcohol (C;-Cg) se puede

escoger, por ejemplo, de metanol y etanol.

[064] Un experto en .la técnica puede determinar una
temperatura adecuada para la reaccidén de reduccidn. En una
modalidad, el combinar, por ejemplo, la reduccidn, se desarrolla
a una temperatura que varia de 0°C a 50°C, tal como una
temperatura que varia de 20°C a 40°C, o una temperatura que varia

de 26°C a 28°C.
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[065] En una modalidad, después de la combinacidén, por
ejemplo, después de la reduccidén, la mezcla de reaccidn

resultante se agrega a o se combina con el sistema disolvente que

comprende un alcohol de cadena ramificada (C1—Csg) y un
hidrocarburo (C;-Cg). En una modalidad, el alcohol de cadena
ramificada (C1-Cyg) es isopropanol. En una modalidad, el

hidrocarburo (C;-Cg) se escoge de hexano, heptano, octano.

[066] En una modalidad, después de combinacidén, por ejemplo,
después de reduccidn, la mezcla de reaccidn resultante se agrega
al sistema disolvente a una temperatura que varia de 0°C a 50°C,

tal como una temperatura que varia de 0°C a 10°C.

[067] En una modalidad, el método comprende ademas aislar el
por lo menos un compuesto de férmula 4 como un sdélido o como una
composicién sdélida. En una modalidad, el por 1lo menos un
compuesto de férmula 4 se precipita o se aisla como a una sal,

tal como cualquiera de las sales descritas aqui.

[068] En una modalidad, la cbmposicién sb6élida comprende un
epimero C; de fdérmula 4 en una cantidad de menos del 10%
determinada mediante cromatografia liquida de alto desempefio. En
otra modalidad, el epimero C4, estd presente en una cantidad del
menos del 5%, menos del 3%, menos del 2%, menos del 1%, o menos

de 0.5%.

[069] En una modalidad, la composicidén sbdélida comprende el

por lo menos un compuesto de férmula 2 en una cantidad de menos
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del 2%, tal como una cantidad de menos del 1% o menos del 0.5%,

determinada mediante cromatografia liquida de alto desemperfio.

[070] En una modalidad, la reduccién se puede desarrollar a
gran escala. En una modalidad, “gran escala” se refiere al uso de
por lo menos 1 gramo del compuesto de acuerdo a la férmula 2, tal
como el uso de por lo menos 2 gramos, por lo menos 5 gramos, por
lo menos 10 gramos, por lo menos 25 gramos, por lo menos 50
gramos, por lo menos 100 gramos, por lo menos 500 gramos, por lo
menos 1 kg, por lo menos 5 kg, por lo menos 10 kg, por lo menos

25 kg, por lo menos 50 kg, o por lo menos 100 kg.

[071] Otra modalidad descrita aqui es un método para

preparar por lo menos un compuesto de férmula 1.

N
" - N
0 Z OH
N HN o
! {CHoin OH 0 gy o ©
1

O una sal farmacéuticamente aceptable de este,

En donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de <cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, o R; y R; junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3R4, donde Rs3; y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n
varia de 1-4.

Que comprende:

26
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(a) combinar por lo menos un agente reductor con una mezcla
de reaccidn, tal como una suspensidén de la mezcla de reaccidn,
que comprende un intermedio preparado de una reaccidn entre por
lo menos un agente nitrante y por lo menos un compuesto de

5 férmula 2.

10 O una sal de estos, para formar un segundo intermedio; vy

(b) ademéds hacer reaccionar el segundo intermedio en la

mezcla de reaccidén para preparar el por lo menos un compuesto de

férmula 1.

15
[072] En una modalidad, R; es hidrégeno, R, es t-butilo, R
es metilo y Ry es metilo, y n es 1.
[073] En una modalidad, el intermedio es por 1o menos un
20 compuesto de férmula 3 o una sal de estos, y el segundo
intermedio es por lo menos un compuesto de férmula 4.
25 4

O una sal de estos.
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[074] En una modalidad, la reaccidén adicional en (b)
comprende acilar el segundo intermedio. En una modalidad antes de
la acilacion, el segundo intermedio se puede precipitar o aislar

como una sola parte.

[075] Otra modalidad descrita aqui es un método para
preparar por lo menos un compuesto de férmula 4 o una sal de

estos.

N

: y
;‘)\’(,\MQH
) e, 4 e , | NH;{
o O

oH OH ©
4

Donde R=-NR3R4, donde R3 y Ry son cada uno independientemente
escogidos de hidrdégeno y alquilec (C;-C4) de cadena recta vy
ramificada,

Que comprende:

Reducir un intermedio de férmula 3 o una sal de estos,

[076] En una modalidad, él_ intermedio de férmula 3 puede

estar presente en una suspensién de mezcla de reaccion.

[077] En una modalidad, la reduccién comprende combinar por

lo menos un agente reductor con la mezcla de reaccidn.

28
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[078] Otra modalidad descrita aqui es un método para

preparar por lo menos un compuesto de fdérmula 1.

By

O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,

En donde R; y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C4) de cadena recta vy ramificada, vy
cicloalquilo, o R; y Ry junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3R4, donde R; y Rs son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n
varia de 1-4.

Que comprende:

(a) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por

lo menos un compuesto de férmula 2 o una sal de estos para

preparar una mezcla de reacciodn.

(b) sin aislar o precipitar cualquiera de los sdlidos de la

mezcla de reaccidén, combinar por lo menos un agente reductor con

- la mezcla de reaccidn para preparar un intermedio; vy
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(c) preparar el por lo menos un compuesto de férmula 1 del

intermedio.

[079]) Otra modalidad descrita aqui es un método para

preparar por lo menos un compuesto de férmula 1,

O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,

En donde R; y R, son cada uno independientemente escogidos de
hidrbégeno, alquilo (C;-C¢) de cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, o R; y R; junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3R4, donde R3; y Rgq son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada; y n
varia de 1-4,

Que comprende:

(a) combinar por lo menos un catalizador que contiene metal
del Grupo VIII en la presencia de hidrégeno con una mezcla de
reaccién, tal como una suspensién de mezcla de reaccidn preparada
de una reaccién entre por lo menos un agente nitrante y por lo

menos un compuesto de férmula 2 o una sal de estos,
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[080] En una modalidad, el por lo menos un catalizador que
contiene un metal del Grupo VIII estd presente en una cantidad
que varia de 0.1 partes a 1 parte con relacién a la cantidad de

por lo menos un compuesto de férmula 2 presentes antes de la

reaccidén de por lo menos un agente nitrante.

[081] Otra modalidad descrita agui es una composicidn que

comprende:

por lo menos un compuesto de féormula 4.

\Q/f

O una sal de este,

En donde R=-NR3Ry4, donde Rz y Ry son cada uno
independientemente escogidos de hidrégeno y alquilo (C1-C4) de
cadena recta y ramificada,

En donde un epimero C, de férmula 4 estd presente en una
cantidad de menos del 10%, como se determino mediante

cromatografia liquida de alto desempefio.

[082] En una modalidad, R; es hidrégeno, R; es t-butilo, Rj

es metilo y Ry es metilo, y n es 1.

ACILACION

31



10

15

20

25

32
””755

[083] Una modalidad de la presente descripcidén suministra un

método para preparar por lo menos un compuesto de férmula 1:

Ran
/
LM TR

0O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,

En donde R; yv R, son cada uno independientemente escogidos de
hidrdgeno, algquilo (C;-C¢) de cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, tal como cicloalquilo(C3-Cs), o Ry y Ry junto con N,
forman un heterociclo; tal como un anillo de 5 miembros; R es -
NRs3R4, donde Rz y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y de alquilo (C;-C4) recto y ramificado; y n varia de
1-4,

Que comprende hacer reaccionar por lo menos un compuesto de

férmula 4:

O una sal de estos,

Con por lo menos un compuesto de amino acilo en un medio de
reaccién. En una modalidad, el medio de reaccidén se puede escoger
de un medio acuoso, y por lo menos un disolvente basico en

ausencia de un reactivo base.

[084] En una modalidad, el método para preparar un compuesto

de férmula I es un método para preparar tigecilina:
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Tigeciclina

0O una sal farmacéuticamente aceptables de estos.

[085] En una modalidad, la variable n es 1, R; es hidrdgeno,
R, es t-butilo, Rz y R; son cada uno metilo. En otra modalidad, la
variable n es 1 y Ry y Ry, Jjunto con N forman un grupo
pirrolidinilo, y R; y Rs son cada uno metilo. La sal de por lo
menos un compuesto de Férmula 4 puede ser una sal halogenada, tal

como una sal de clorhidrato.

[086] El medio de reaccidn puede ser un solvente escogido de
un solvente aprdético polar o una mezcla de solventes de estos. En
una modalidad, el solvente aprdético polar se escoge de
acetonitrilo, 1,2 dimetoxietano, dimetilacetamida,
dimetilformamida, hexametilfosforamida, N,N’-dimetiletilenourea,
N,N’-dimetilpropilenourea, cloruro de metileno, N-
metilpirrolidinona, tetrahidrofurano, y mezclas de estos. En otra
modalidad, el solvente aprético polar se escoge de acetonitrilo,
dimetilformamida, N,N’-dimertilpropilenourea, N~
metilpirrolidinona, tetrahidrofurano, y mezclas de estos. En por
lo menos un disolvente Dbéasico puede ser una mezcla de
acetonitrilo y N,N’-dimetilpropilenourea. En otra modalidad, en

por lo menos un disolvente bédsico puede ser una mezcla de agua y
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N,N’-dimetilpropilenourea. En una modalidad adicional, el por 1lo

menos un disolvente badsico es N,N’-dimetilpropilenourea.

[087] El medio de reaccidén puede ser un medio acuoso. En una

5 modalidad adiciona, el por lo menos un disolvente béasico en la
ausencia de una base es agua en la ausencia de una base. En otra
modalidad, el medio de reacciédn puede ser por 1lo menos un
disolvente béasico en 1la ausencia de un reactivo base. E1
disolvente béasico es un disolvente capaz de aceptar, parcial o

10 completamente, un protdén. Un reactivo base se refiere a una base
que se agrega al inicio de 1la reaccidn, sea concurrente o
secuencialmente con por 1lo menos un compuesto de la Férmula 4 y
por lo menos un compuesto de aminoacilo y es capaz de aceptar,
parcial o completamente, un protdén. Un reactivo base también se

15 refiere a una base que se agrega durante la reaccidn.

[088] El por lo menos un compuesto de amincacilo puede ser
escogido de aminoacil haluros, aminoacil anhidridos, y aminocacil
anhidridos mezclados. En una modalidad, el compuesto de

20 aminocacilo es por lo menos un aminoacil haluro de Fdérmula 6:

R, O
i\
_N—(CHn Q
Hy
O una sal de estos,
25 En donde R; y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de <cadena recta y ramificada, vy

cicloalquilo, o Ry 'y Ry, junto con N, forman un heterociclo; n
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varia de 1-4; y en donde Q es- un haldgeno escogido de fluor,

bromo, cloro, y yodo.

[089] En una modalidad adicional, Q es cloro. La sal de
compuesto de Fdérmula 6 se puede escoger de una sal halogenada. La
sal halogenada se refiere a cualquier sal formada de la
interaccién con un anién haldégeno, tal como una sal de
clorhidrato, o una sal de bromohidrato, o una sal yodihidrica. En

una modalidad, la sal hidrogenada es una sal de clorhidrato.

[090] El1 por lo menos un haluro de aminoacilo de Férmula 6 se

puede obtener mediante el método que comprende:

A) hacer reaccionar por lo menos un ester de Fdérmula 7:

Q
o
Nche A

O una sal de estos,

Con por lo menos una amina, R;R;NH, para preparar por lo menos
un acido carboxilico,

En donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de cadena recta y ramificada, vy
cicloalquilo, o R; y Ry junto con N, forman un heterociclo; X es
un haldégeno escogido de bromo, cloro, fluor y yodo; A es -ORg
donde Rg se escoge de alquilo (C;-C¢) recto o ramificado vy
arilalquilo, tal como aril-alquil (C;-Cs), por ejemplo, donde

arilo es fenilo; n varia de 1-4; y
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(B) hacer reaccionar el por lo menos un acido carboxilico con
por lo menos un agente clorinante para dar por lo menos un

compuesto aminoacilo de Férmula 6 o una sal de estos.

[091) En una modalidad, R; y R; pueden cada uno ser t-butilo.
En otra modalidad, R; y R; junto con N, pueden formar un
heterociclo, tal como pirrolidina, y Rg puede ser arilalquilo-,
tal como benzilo. En otra modalidad n es 1. En una modalidad

adicional, X es bromo.

[092] En otra modalidad, el por lo menos un ester de Férmula 7
es una sal de clorhidrato. Un exceso de amina Ri;R;NH comparado
con el ester de Fdérmula 7 puede estar presente en la reaccidn
para preparar por lo menos un &cido carboxilico. En una
modalidad, el por lo menos un agente clorinante puede ser cloruro
de tionilo. En otra modalidad, la reaccidén del por lo menos un
4dcido carboxilico con por lo menos un agente clorinante incluye
la adicién de una cantidad catalitica de dimetilformamida. Un
exceso de agente clorinante con relacién al por lo menos un acido
carboxilico puede estar presente en la reacciédn para dar por lo
menos un compuesto de aminocacilo de Foérmula 6. Cuando Re es
arilalguilo, el arilalquilo de por lo menos un compuesto de
Férmula 7 se puede dividir mediante hidrogenacidén después de
reaccién con la por lo menos una amina para dar el por lo menos

un &cido carboxilico.
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[093] La reaccién del por lo menos un acido carboxilico con un
agente clorinante se puede desarrollar a una temperatura que
varia de 55°C a 85°C, tal como de 80°C a 85°C, y ademds tal como
55°C. En wuna modalidad, una cantidad adicional de agente
clorinante se puede agregar a la reaccién para efectuar la
terminacién, tal como lograr un nivel de menos del 4% de acido
carboxilico. Luego de hacer reaccionar el por lo menos un acido
carboxilico con por lo menos un agente clorinante, la suspensién
resultante se puede filtrar para remover las sales, tal como
sales de clorhidrato de t-butilamina. El haluro de aminoacilo de
Férmula 6 se puede aislar como una sal de HCL o tratar con un
dcido inorgénico, tal como &cido clorhidrico, para preparar una

sal de haluro de aminoacilo.

[094] En otra modalidad, el por lo menos un haluro de
aminoacilo de 1la Férmula 6 se obtiene mediante un método que
comprende:

hacer reaccionar por lo menos un acido carboxilico en Férmula

ZX

B;/ ™~ Haly OH

O una sal de estos,

En donde Rs; se escoge de alquilo (C;-Cg¢) recto o ramificado, vy
n varia de 1 a 4, y

Con por lo menos un agente clorinante para dar por lo menos un

haluro de aminoacilo de Férmula 6 o una sal de estos.
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[095] En otra modalidad, el por lo menos un acido carboxilico
de Férmula 8 es una sal halogenada, tal como una sal de
clorhidrato. El periodo de tiempo para hacer reaccionar el por lo
menos un compuesto de Foérmula 8 con por lo menos un agente
clorinante puede variar de 1 a 50 horas, tal como de 2 a 45
horas, y ademds tal como 1 a 3 horas. El por lo menos un acido
carboxilico de Fdérmula 8 puede tener un tamafio de particula de
menos de 150 micrémetro, tal como menos de 110 micrémetros, y
ademads tal como varias de 50 a 100 micrémetros. Un compuesto de
Férmula 8 gue tiene un tamario de particuia dado puede ser logrado

al moler el compuesto.

[096] Hacer reaccionar por lo menos un compuesto de Férmula 4
con por lo menos un compuesto de aminoacilo puede ser conducido a
una temperatura que varia de 0°C a 30°C, tal como desde 20°C a
25°C, tal como desde 10°C a 17°C, tal como desde 0°C a 6°C, vy
ademds tal como desde 2°C a 8°C. El periodo de tiempo para la
reaccién puede variar de 1 a 24 horas, tal como de 0.5 horas a 4
horas y ademads tal como de 2 horas a 8 horas. Un exceso de
compuesto aminoacilo con relacién a la cantidad del compuesto de
Férmula 4 se puede utilizar en la reaccidn. En una modalidad, el
exceso puede ser 3 equivalentes del compuesto de aminoacilo a un
equivalente de por lo menos un compuesto de Foérmula 4. En otra
modalidad, la proporcién del medio acuoso al por lo menos un
compuesto de Férmula 4 puede ser 6:1 p/p o 5:1 en volumen. En una
modalidad, el compuesto de aminoacilo se agrega a o se combina
con una solucién de por lo menos un compuesto de Férmula 4 en un
medio acuoso.

38
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[097] En una modalidad, donde el mgdio de reaccidén es un medio
acuoso, el pH del medio acuoso se puede ajustar a un pH que varia
de 4 a 9, tal como de 5 a 7.5, tal como de 6.3 a 6.7, tal como el
7.0 a 7.5, ademds tal como 6.5 y aun ademéds tal como 7.2. Se
puede agregar agua antes de ajustar el pH. Ajusta el pH puede
involucrar la adicién de una base, incluyen pero no estando .
limitado a hidréxido de amonio. La concentracién del hidrdxido de
amonio puede variar de 25% al 30%. En otra modalidad, un acido,
tal como &cido clorhidrico, se puede utilizar para ajustar el pH.
El medio de reaccidén durante el ajuste del pH puede ser a una
temperatura que varia de -5°C a 25°C, tal como desde 5°C a 8°C, y

ademds tal como de 0°C a 5°C.

[098] Luego del ajuste del pH por lo menos un disolvente
orgadnico o una mezcla de disolventes se pueden agregar al medio
acuoso. En una modalidad, el por lo menos una mezcla organica de
disolventes puede comprender metanol y cloruro de metileno. La
concertacién del metanol puede variar desde 5% a 30% incluyendo
pero no estando limitado a 20% y 30%. En otra modalidad, el por
lo menos un disolvente organico o una mezcla de disolventes
comprenden tetrahidrofurano. La temperatura de la mezcla puede

variar de 15°C a 25°C.

[099] En una modalidad, el medio acuoso puede ser extraido con
una mezcla de por lo menos un disolvente prético polar y por lo
menos un disolvente aprético polar. En una modalidad, el por lo

menos un disolvente aprético polar comprende cloruro de metileno
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y por lo menos un disolvente prdético polar comprende metanol. En
otra modalidad, el medio acuoso es extraido con por lo menos un
disolvente aprético polar, tal como cloruro de metileno. La
extraécién se puede conducir a una temperatura que varia de -5°C
a 25°C, ademads tal como desde 0°C a 5°C. En una modalidad
adicional, el pH del medio acuoso se ajusta a un rango de 7.0 a
7.5, tal como 7.2 después de cada extraccidén. El1 proceso de

extraccidén se puede repetir, por ejemplo, hasta 10 veces.

[0100] En una modalidad, los extractos orgadnicos combinados se
pueden tratar con un agente de secado, tal como sulfato de sodio.
Los extractos organicos también se pueden tratar con carbdn
vegetal, tal como Norit CA-1. Los sdélidos se remueven mediante
fiitracién para dar una solucidén. En una modalidad, la solucidn

se puede concentrar para lograr el compuesto de Férmula 1.

[0101] El1 compuesto de Férmula 1 obtenido de la reaccidn se
puede cristalizar en por lo menos un disolvente organico o una
mezcla de disolventes. En una modalidad, la mezcla organica de
disolventes comprende metanol y cloruro de metileno. La
cristalizacién puede, por ejemplo, ocurrir a una temperatura que
varia de -15°C a 155°C, tal como desde 0°C a 15°C y ademas tal

como de 2°C a 5°C.

[0102] En otra modalidad, luego de la extraccidén, la mezcla
organica resultante de por lo menos un disolvente aprbético polar
y por lo menos un disolvente aproético polar se puede concentrar

para dar una suspensién y filtrar para dar el por lo menos un
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compuesto de Férmula 1. La concentracién y la filtracidn pueden,

por ejemplo, ocurrir a 0°C a 5°C.

[0103] Un método para preparar un compuesto de Fdérmula 1 se

5 puede desarrollar utilizando mads de 5 gramos de la amina de
Férmula 4, tal como mas de 10 gramos, tal como mas de 50 gramos,
tal como méas de 100 gramos, tal como mas de 500 gramos, tal como

més de 1 kilogramo, y ademds tal como mas de 10 kilogramos.

10 [0104] Una modalidad describe un compuesto preparado mediante
cualquiera de los métodos descritos aqui, que incluyen pero no
estdn limitado a un compuesto de Férmula 1, un compuesto de

- Férmula 4, un compuesto de Férmula 6, un compuesto de Férmula 7,
un compuesto de Férmula 8, y sales de estos. Otra modalidad

15 incluye una composicidén que comprende un compuesto preparado
mediante cualquiera de los métodos descritos aqui. La composiciéﬁ

puede ademds comprender un portador farmacéuticamente aceptable.

[0105] En una modalidad, la composicidén puede comprender por

20 lo menos un compuesto de Férmula 1:

25
O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,
En donde n es 1 R; y Ry, junto con N, forman un grupo t-

butilo, y R3 y Ry son cada uno metilo. En otra modalidad, la
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composicién puede comprender por lo menos un compuesto de férmula

1:

O una sal farmacéuticamente aceptable de estos,

En donde R; y R, son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-Cs) de cadena recta vy ramificada, vy

cicloalquilo, o R; y R, junto con N, forman un heterociclo; R.es
~NR3R4, donde R3 y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y alquilo (C;-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,
Y
Menos de 0.5% del epimero C-4 de por lo menos un compuesto

de férmula 1 o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

[0106] En wuna modalidad adicional, la composicién puede

comprender Tigeciclina:

Tigeciclina

O una sal farmacéuticamente aceptable de esta, y

Menos de 0.5% del epimero C-4 de Tigeciclina o una sal

farmacéuticamente aceptable de esta.
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[0107] En una modalidad, el compuesto de Férmula 1 preparado
mediante cualquiera de los métodos descritos aqui contiene menos
del 10% de impurezas tal como se determino mediante cromatografia
liquida de alto desemperio, tal como menos de 5% de impurezas, tal
5 como menos de 2% de impurezas y ademdas tal como 1-1.4% de
‘impurezas. En una modalidad adicional, el compuesto de Férmula 1
contiene un epimero C; en una cantidad de menos de 1.0% como se
determino mediante cromatografia liquida de alto desemperio, tal
como menos de 0.5% del epimero C, y ademds tal como menos de 0.2%
10 del epimero C4. En una modalidad, el compuesto de férmula 1,
contiene menos de 1% de minociclina como se determino mediante
cromatografia liquida de alto desempefio, tal como menos de 0.6%
de minociclina. En otra modalidad, el compuesto de fdérmula 1
contiene menos de 5% de diclorometano, tal como menos de 2-3% de

15 diclorometano.

[0108] Una modalidad de la descripcidén incluye un método

para preparar por lo menos un compuesto de Férmula 1:

20 QQ\N
g8
0 una sal farmacéuticamente aceptable de este,
25 En donde R; y R, son cada uno independientemente escogidos de

hidrégeno, alquilo (C;-C¢) de cadena recta y ramificada, vy

cicloalquilo, o R; y R, junto con N, forman un heterociclo; R es
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-NR3R4, donde R3 y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrdégeno y alquilo (Ci1-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,
Que comprende:
A) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por

5 lo menos un compuesto de Férmula 2:

Férmula 2

10
O una sal de estos,
Para preparar una suspensién de mezcla de reaccidn que
comprende por lo menos un compuesto de Fdérmula 3:
\‘i“’/
15
Férmula 3
0O una sal de estos,
20
B)combinar por lo menos un agente reductor con una
suspensién de mezcla de reaccidn para preparar por lo menos un
compuesto de Férmula 4.
25

Férmula 4
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O una sal de estos, vy

C) hacer reaccionar por lo menos un compuesto de Férmula 4
con por lo menos un compuesto de amincacilo en un medio de
reaccién escogido en un medio acuoso, y por lo menos un

disolvente basico en ausencia de un reactivo base.

[0109] E1 compuesto de férmula I preparado mediante este

método puede ser tigeciclina.

[0110] Otra modalidad de la presente descripcién incluye un

método para preparar por lo menos un compuesto de Fdérmula 1:

Ry

Férmula 1

O una sal farmacéuticamente aceptable de este,
En donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos
de hidrégeno, alquilo (C;-C4) de cadena recta y ramificada, 'y
cicloalquilo, o R; y R, junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3Rq, donde R3; y Rgq son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno y alquilo (C;-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,

Que comprende:
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A) combinar por lo menos un agente reductor con una
suspensién de mezcla de reaccidn gque comprende por

lo menos un compuesto de Férmula 3:

Férmula 3

O una sal de estos,

Para preparar por lo menos un compuesto de Fdérmula 4:

o una sal de ésta, y

B) hacer reaccionar el por lo menos un compuesto de la
Férmula 4 con por lo menos un compuesto de aminoacilo en un medio
de reaccidén escogido de un medio acucso, y por 1o menos un

disolvente basico en la ausencia de un reactivo base.

[0111] En otra modalidad, el compuesto de la férmula I

preparado mediante el método anterior puede ser tigeciclina.

PURIFICACION

[0112] Una modalidad de la presente descripcidn suministra

un método para purificar por lo menos un compuesto de Formula 1:

= 46
e
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Férmula 1

0o una sal farmacéuticamente aceptable de éste,

en donde R; y R, son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, algquilo (C1-Cg) de cadena recta y ramificada, y
cicloalquilo, o R; y Ry junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3Ry, donde R3; y Ry son cada uno independiente escogidos de
hidrdégeno, y alquilo(C;-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,

que comprende:

A) combinar por lo menos un compuesto de Férmula 1 con por
lo menos un disolvente aprético polar y por 1o menos un

disolvente prético polar para dar una primera mezcla,

B) mezclar la primera mezcla durante por lo menos un periodo
de tiempo tal como de 15 minutos a 2 horas a una temperatura que

varia entre 0 °C a 40 °C, vy

C) obtener por lo menos un compuesto de Férmula 1.

[0113] Como se utiliza aqui, el término “obtener” se refiere
a aislar un compuesto a un nivel Util de pureza, incluyendo pero
no estando limitado a niveles de pureza mayores de 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, y 99%. El nivel de pureza se puede determinar mediante

cromatografia liquida de alta presion.
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[0114] En una modalidad, el método para purificar por 1lo

menos un compuesto de Férmula 1 involucra las etapas de:

A) combinar por lo menos un compuesto de Férmula 1 con por
lo menos un disolvente aprético polar y por 1lo menos un

disolvente prético polar para dar una primera mezcla,

B) mezclar la primera mezcla durante por un periodo de

tiempo a una temperatura que varia entre 30 °C a 40 °C,

C) enfriar la primera mezcla a una temperatura que varia
desde 15 °C a 25 °C y permitirle a la mezcla permanecer sin

mezclar durante un segundo periodo de tiempo,

D) enfriar la primera mezcla a una temperatura que varia de
0 °C a 6 °C y permitirle a la mezcla permanecer sin mezclar

durante un tercer periodo de tiempo, y
E) obtener el por lo menos un compuesto de Férmula 1.

[0115] En una modalidad, el método puede incluir por 1lo
menos un compuesto de Férmula 1 donde n es 1, R; es hidrdégeno, R:
es t-butilo, y R3 y Ry son cada uno metilo. Otra modalidad
incluye por lo menos un compuesto de Férmula 1, donde n es 1, Ry
y Rz, junto con N, forman un grupo pirrolidinilo, y Rs3 y Rg son
cada uno metilo. El por lo menos un compuesto de Férmula 1 que se
combina con por lo menos un disolvente aprético polar y por lo

menos un disolvente prético polar se pueden suministrar en una
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forma escogida de un sélido, una lechada, una suspensién, y una

solucién.

(0116] En wuna modalidad, el por lo menos un disolvente
aprético polar se puede escoger de acetona, 1,2-dicloroetano,
metil acetato, metil etil cetona, metil isobutil cetona, metil
cloruro, y etil acetato. En una modalidad adicional, el por lo
menos un disolvente aprético polar se puede escoger de acetona vy
metil cloruro. En otra modalidad, el por lo menos un disolvente
prético polar se puede escoger de metanol, etanol, isopropanol, y
t-butanol. En una modalidad adicional, el por lo menos un

disolvente prético polar puede ser metanol.

[0117] La combinacién de por lo menos un disolvente aprético
polar y por lo menos un disolvente prético polar puede incluir
acetona y metanol. Otra modalidad suministra una combinacidén de
por lo menos un disolvente aprdético polar, cloruro de metileno, y
por 1lo menos un disolvente prético polar, metanol. En una
modalidad adicional, la combinacién de por lo menos un disolvente
aprdético polar y por lo menos un disolvente prético polar puede
incluir metil acetato y metanol. El compuesto de Férmula 1 puede,
por ejemplo, combinarse con volumenes iguales de por lo menos un
disolvente aprético polar y por lo menos un disolvente proético

polar.

[0118] En una modalidad, la primera mezcla puede, por
ejemplo, mezclarse durante un primer periodo de tiempo que varia

desde 30 minutos a 2 horas donde la temperatura varia desde 15 °C
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a 25 °C, luego durante un segundo periodo de tiempo que varia
desde 30 minutos a 2 horas, donde la temperatura varia desde 0 °C
a 2 °C. En una modalidad, el primer periodo de tiempo y el
segundo periodo de tiempo son cada uno de 1 hora. En otra
modalidad, el método puede comprender mezclar la primera mezcla
durante por lo menos un periodo de tiempo que varia desde 30
minutos a 2 horas a una temperatura que varia desde 15 °C a 25
°C, luego filtrar la primera mezcla para obtener un sélido. E1
método puede comprender ademds combinar el sdlido con por lo.
menos un disolvente aprético polar y por lo menos un disolvente
protico polar, tal como a volumenes iguales, durante un primer
periodo de tiempo que varia de 30 minutos a 2 horas a una
temperatura que varia desde 15 °C a 25 °C, y filtrar para obtener
un segundo sdélido. En una modalidad adicional, estas etapas de

combinacién y filtracidédn se pueden repetir de dos a quince veces.

[0119] E1l método para purificar un compuesto de Férmula 1
puede comprender ademés obtener un sbélido de la primera mezcla, y
combinar el sdélido con por lo menos un disolvente prético polar y
por lo menos un disolvente aprético polar para obtener una
seqgunda mezcla. La segunda mezcla puede, por ejemplo, comprender
metanol y cloruro de metileno en una proporcidén en volumen que
varia desde 1:5 a 1:15 metanol:cloruro de metileno. En una
modalidad, la segunda mezcla puede ser mezclada a una temperatura
que varia desde 30 °C a 36 °C y luego ser filtrada para obtener
una solucién. En una modalidad adicional, la concentracidén del
disolvente prético polar en la solucidén se puede reducir a un

nivel de menos de %, y la solucidén se puede mezclar, por
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ejemplo, a una temperatura que varia desde 0 °C a 6 °C, durante
un periodo de tiempo, por ejemplo, que varia desde 30 minutos a 2

horas antes de filtrar.

[0120] En una modalidad, mezclar la primera mezcla puede
ocurrir durante un periodo de tiempo que varia desde 10 a 20
minutos, tal como 15 minutos. En una modalidad, enfriar la
primera mezcla a una temperatura que varia desde 15 °C a 25 °C y
permitirle a la mezcla permanecer sin mezclar puede ocurrir
durante un segundo periodo de tiempo que varia desde 30 minutos a
3 horas, tal como de 1 hora a 2 horas. La primera mezcla se puede
ademas enfriar a una temperatura que varia desde 0 QC a 6 °C y se
le permite permanecer sin mezclar durante un tercer periodo de

tiempo que varia desde 30 minutos a 2 horas, tal como 1 hora.

[0121] Obtener el compuesto de Férmula 1 puede incluir
filtrar cualquier mezcla descrita aqui a través de por lo menos
un filtro seleccionado de filtros reductores de pirdgeno y

filtros clarificantes.

[0122] Como se describe aqui, la mezcla se puede llevar a
cabo al utilizar un dispositivo de mezcla mecdnico, por ejemplo,
un mezclador o agitador. La mezcla también se puede efectuar por
la solubilidad del compuesto que tiene la Férmula 1 en el sistema
disolvente. Incrementar la temperatura puede incrementar la

solubilidad.
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[0123] En una modalidad, cuando por lo menos un compuesto de
Férmula 1 va a ser combinado con por lo menos un disolvente
aprético polar y por lo menos un disolvente prético polar, el por
1o menos un compuesto de Férmula 1 se puede utilizar en la forma
de una sal farmacéuticamente aceptable de éstos. Donde por 1lo
menos un compuesto de Férmula 1 se obtiene como el producto del
método de la invencidn, el por lo menos un compuesto de Férmula 1
se puede recuperar en la forma de una sal farmacéuticamente

aceptable de éste.

[0124] En otra modalidad, donde un compuesto de Férmula 1 se
obtiene mediante el método de acuerdo con la invencidn, el
compuesto se puede convertir a una sal farmacéuticamente

aceptable de éste mediante la adicién de un é&cido.

[0125] En una modalidad, el por lo menos un compuesto de
Férmula 1 puede ser [4S-(4a,12aa)]-4,7-Bis(dimetilamino)-9-[[(t-
butilamino)acetil]amino}-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-
3,10,12,12a-tetrahidroxi-1, 1ll-dioxo-2-naftaceno-carboxamida, tal
como las sales farmacéuticamente aceptables tales como las sales
de HCl. En otra modalidad, el por lo menos un compuesto de
Férmula 1 puede ser [4S-(4a,12an)]-4,7-Bis(dimetilamino)-9-
[[(pirrolidinil)acetil]amino]—1,4,4a,5,5a,6,11,l2a—octahidro~
3,10,12,12a-tetrahidroxi-1, 1l-dioxo-2-naftaceno-carboxamida, tal
como las sales farmacéuticamente aceptables tales como sales de

HCI.
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[0126] Un método para purificar por lo menos un compuesto de
Férmula 1 puede ser un método para purificar tigeciclina, que

comprende:

A) combinar tigeciclina con por lo menos un disolvente
aprdético polar y por lo menos un disolvente prético polar para

dar una primera mezcla,

B) mezclar la primera mezcla durante por lo menos un periodo
de tiempo, por ejemplo, que varia desde 15 minutos a 2 horas y a

una temperatura que varia de 0 °C a 40 °C, y

C) obtener tigeciclina.

[0127] La tigeciclina que se combina con por 1o menos un
disolvente aprdético polar y por lo menos un disolvente prético
polar se puede sﬁministrar en una forma escogida de un sdélido,
una lechada, una suspensidén, y una solucidén. En una modalidad, la
tigeciclina obtenida del método puede contener menos de 1% del
epimero C-4 de la tigeciclina o wuna sal farmacéuticamente
aceptable de ésta determinada mediante cromatografia liquida de

alta presidén (HPLC).

[0128] El por lo menos un compuesto de Férmula 1 obtenido
del método puede contener menos de 3.0% de impurezas determinadas
mediante HPLC, tal como menos de 1.0% de impurezas, tal como
menos de 0.7% de impurezas. En otra modalidad, el por lo menos un

compuesto de Férmula 1 puede contener menos de 2% del epimero C-4
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del compuesto de fdérmula 1 o una sal farmacéuticamente aceptable
de éste, determinada mediante HPLC, tal como menos de 1% del

epimero C-4, tal como emnos de 0.5% del epimero C-4.

[0129] El método se puede desarrollar con mas de 5 gramos
del por lo menos un compuesto de Férmula 1, tal como més de 50
gramos, tal como mas de 100 gramos, tal como mas de 500 gramos,
tal como més de 1 kilogramo, y ademas tal como més de 10

kilogramos.

[0130] Una modalidad describe un compuesto preparado
mediante cualquiera de los métodos descritos aqui, que incluye
pero no estéd limitada a un compuesto de Férmula 1 y tigeciclina.
Otra modalidad incluye una composicidén que comprende un compuesto
preparado mediante cualquiera de los métodos descritos aqui. La
composicién puede comprender ademds un portador farmacéuticamente

aceptable.

[0131] En una modalidad, la composicidén puede comprender por

lo menos un compuesto de Foérmula 1:

Férmula 1

o una sal farmacéuticamente aceptable de éste,
en donde n es 1, R; es hidrdégeno, R, es t-butilo, y R3 y Ry

son cada uno metilo.
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[0132] Una modalidad de 1la descripcién incluye un método

para preparar por lo menos un compuesto de Férmula 1:

Férmula 1

o una sal farmacéuticamente aceptable de éste,

en donde R; y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrdégeno, alquilo (C1-Cg) de cadena recta y ramificada, y
cicloalquilo, o R; y Ry junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3Ry, donde Rz y Ry son cada uno independiente escogidos de
hidrdégeno, y alquilo(C;-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,

que comprende:

A) hacer reaccionar por lo menos un agente nitrante con por

lo menos un compuesto de Foérmula 2:

Férmula 2

o una sal de éste,
para preparar una mezcla de reaccidn, tal como una
suspensién de mezcla de reaccidn, que comprende un intermedio,

tal como por lo menos un compuesto de Férmula 3:

“\§/”
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Férmula 3

o una sal de éste,
5 B) combinar por lo menos un agente reductor con la
suspensién de mezcla de reaccidébn para preparar un segundo

intermedio, tal como por lo menos un compuesto de Férmula 4,

10

'}
Férmula 4

o0 una sal de éste,
C) hacer reaccionar el segundo intermedio con por lo menos
un compuesto de aminoacilo en un medio de reaccidn para obtener
15 por lo menos un compuesto de férmula I. En una modalidad, el
medio de reaccidn se escoge de un medio acuoso, y por lo menos un
discolvente béasico en ausencia de un reactivo base. Las etapas

adicionales pueden incluir, por ejemplo por lo menos una de:

20 D) combinar por lo menos un compuesto de Férmula 1 con por
lo menos un disolvente aprdético polar y por 1lo menos un

disolvente prético polar para dar una primera mezcla,
E) mezclar la primera mezcla durante por lo menos un periodo

25 de tiempo, tal como variando de 15 minutos a 2 horas, a una

temperatura, tal como variando de 0 °C a 40 °C, y
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F) obtener por lo menos un compuesto de Férmula 1. En una
modalidad, cualquiera de los intermedios de los métodos descritos
se puede aislar o precipitar. En otra modalidad, dos o mé&s etapas
de cualquiera de los métodos descritos son procedimientos de “un

recipiente”.

[0133] Otra modalidad de la descripcidén incluye un método

para preparar por lo menos un compuesto de Férmula 1:

Rz\‘u
- A
A S eHgin

Férmula 1
o una sal farmacéuticameﬁte aceptable de éste,
en donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C;-Cg) de cadena recta 'y ramificada, V%
cicloalquilo, o R; y Ry junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3Ry, donde Rz y Ry son cada uno independiente escogidos de
hidrégeno, y alquilo(C;-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,

que comprende:

A) combinar por lo menos un agente reductor con una mezcla
de reaccién, tal como una suspensidédn de mezcla de reaccidn, que

comprende por lo menos un compuesto de Férmula 3:
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Férmula 3
o una sal de éste, para preparar por lo menos un intermedio,

tal como un compuesto de Foérmula 4,

o una sal de éste,

B) hacer reaccionar el intermedio con por 1o menos un
compuesto de aminoacilo en un medio de reaccidn escogido de un
medio acuoso para obtener el compuesto de Férmula 1. En una
modalidad, el medio de reaccién se puede escoger de por lo menos
un disolvente badsico en ausencia de un reactivo base. Las etapas

adicionales pueden incluir, por ejemplo, por lo menos una de:

C) combinar por lo menos un compuesto de Férmula 1 con por
lo menos un disolvente aprético polar y por lo menos un

disolvente prético polar para dar una primera mezcla,

D) mezclar la primera mezcla durante por lo menos un periodo
de tiempo, tal como variando de 15 minutos a 2 horas, a una

temperatura, tal como variando de 0 °C a 40 °C, y

E) obtener por lo menos un compuesto de Fdérmula 1.

[0134]) Una modalidad adicional de la descripcidén incluye un
método para preparar por lo menos un compuesto de Foérmula 1:
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Férmula 1

O una sal farmacéuticamente aceptable de éste,

en donde R; y Ry son cada uno independientemente escogidos de
hidrégeno, alquilo (C1-Cyg) de cadena recta vy £amificada, y
cicloalquilo, o R; y R, junto con N, forman un heterociclo; R es
-NR3Ry;, donde Rz y Ry son cada uno independiente escogidos de
hidrbégeno, y alquilo(C;-C4) recto y ramificado; y n varia de 1-4,

que comprende:

A) hacer reaccionar por lo menos un compuesto de Férmula 4:

\\E/”

Férmula 4
o una sal de éste,
con por lo menos un compuesto aminocacilo en un medio de
reaccién, por ejemplo, escogido de un medio acuoso, y por 1o
menos un disolvente basico en ausencia de un reactivo base para
obtener el compuesto de Férmula 1. Las etapas adicionales pueden

incluir por 1o menos una de:

B) combinar por lo menos un compuesto de Fdérmula 1 con por

lo menos un disolvente aprdético polar y por 1o menos un

disoclvente prético polar para dar una primera mezcla,
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C) mezclar la primera mezcla durante por lo menos un periodo
de tiempo, tal como variando de 15 minutos a 2 horas, a una

temperatura, tal como variando de 0 °C a 40 °C, vy

D) obtener por lo menos un compuesto de Férmula 1.

[0135] Cualquiera de estos métodos descritos para preparar
un compuesto de Foérmula 1 puede ser un método para preparar un
compuesto de Férmula 1, donde n es 1, R; es hidrégeno, R; es t-

butilo, y R3 y R¢ son cada uno metilo.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

[0136] ™“Composicién farmacéutica” como se utiliza aqui se
refiere a una composicién medicinal. La composicién farmacéutica
puede contener por lo menos un portador farmacéuticamente

aceptable.

[0137] “Excipiente farmacéuticamente aceptable” como se
utiliza aqui se refiere a portadores o vehiculos farmacéuticos
adecuados para la administracién de los compuestos suministrados
aqui que incluyen cualquiera de tales portadores conocidos por
aquellos expertos en la técnica por ser adecuados para el modo
particular de administracién. Por ejemplo, las soluciones o
suspensiones utilizadas para aplicacién parenteral, intradérmica,
subcuténea, o toépica puede incluir un diluyente estéril (por
ejemplo, agua para inyeccidén, solucién salina, aceite fijado, y
similares); un aceite vegetal de ocurrencia natural (por ejemplo,
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aceite se sésamo, aceite de coco, aceite de mani, aceite de
semilla de algodén, y similares); un vehiculo graso sintético
(por ejemplo, etil oleato, polietilen glicol, glicerina, propilen
glicol, y similares, que incluyen otros disolventes sintéticos);
agentes antimicrobianos (por ejemplo, bencil alcohol, metil
parabenos, y similares); antioxidantes (por ejemplo, acido
ascoérbico, bisulfito de sodio, y similares); agentes quelantes
(por ejemplo, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) y
similares); amortiguadores (por ejemplo, acetatos, citratos,
fosfatos, y similares); y/o agentes para el ajuste de tonicidad
(por ejemplo, cloruro de sodio, dextrosa, y similares); o mezclas
de éstos. Mediante un ejemplo adicional, donde se administran
intravenosamente, los portadores adecuados incluyen solucidn
salina fisioldbgica, solucidédn salina amortiguada de fosfato (PBS),
y soluciones que contienen agentes espesantes y solubilizantes
tales como glucosa, polietilen glicol, polipropilenglicol, vy

similares, y mezclas de éstos.

[0138] Por via de un ejemplo no limitante, la tigeciclina se
puede combinar opcionalmente con  uno 0 mas excipientes
farmacéuticamente aceptables, y se puede administrar oralmente en
tales formas como tabletas, cépsulas, polvos dispersables,
granulos, o suspensiones que contienen, por ejemplo, de
aproximadamente 0.05 a 5% de agente de suspensién? jarabes que
contienen, por ejemplo, desde aproximadamente 10 a 50% de azucar,
y elixires que contienen, por ejemplo, desde aproximadamente 20 a
50% de etano, y similares, o parenteralmente en la forma de

soluciones o suspensiones inyectables estériles que contienen
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desde aproximadamente 0.05 a 5% de agente de suspensién en un
medio isoténico. Tales preparaciones farmacéuticas pueden
contener, por ejemplo, desde aproximadamente 25 a aproximadamente
90% del ingrediente activo en combinacién con el portador, mas
usualmente entre aproximadamente 5% y 60% en peso. Otras
formulaciones se discuten en las Patentes U.S. Nos. 5,494,903 y

5,529,990, que se incorporan aqui como referencia.

[0139] E1 términc “sal farmacéuticamente aceptable” se
refiere a sales de adicidén de acido o sales de adicidén de base de
los compuestos en la presente descripcidn. Una sal
farmacéuticamente aceptable es cualquier sal gque retenga la
actividad del compuesto padre y no le imparta ningun efecto
deletéreo o indeseable al sujeto a quien se administra y en el
contexto en el cual se administra. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen complejos de metal y sales tanto de acidos
inorganicos como organicos. Las sales farmacéuticamente
aceptables incluyen sales de metal tales como aluminio, calcio,
hierro, magnesio, manganeso, Yy sales de complejo. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen sales de &cido tales como
acético, aspartico, alquilsulfénico, arilsulfénico, axetil,
bencenosulfénico, benzoico, . bicarbdnico, bisulfarico,
bitartdrico, Dbutirico, calcio edetato, <camsilico, carbdnico,

clorobenzoico, cilexetil, citrico, edético, edisilico, estdélido,

esil, esilico, férmico, fuméarico, glucéptico, glucédnico,
glutédmico, glicélico, glicolilarsanilico, hexamico,
hexilresorcindico, hidrabamico, bromhidrico, clorhidrico,

yodhidrico, hidroxinaftdéico, isetidnico, lactico, lactobidnico,
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maléico, malico, maldnico, mandélico, metanosulfénico,
metilnitrico, metilsulfﬁrico, misico, mucénico, napsilico,
nitrico, oxalico, p-nitrometanosulfénico, pamdbico, pantoténico,
fosfébrico, monohidrogen fosférico, dihidrogen fosfdérico, ftalico,
poligalacturdénico, propidnico, salicilico, estedrico, succinico,
sulfamico, sulfanilico, sulfdénico, sulfurico, ténico, tartéarico,
teoclico, toluenosulfdénico, y similares. Las sales
farmacéuticamente aceptables se pueden derivar de amino acidos,
gue incluyen pero no estdn limitados a cisteina. Otras sales
aceptables se pueden encontrar, por ejemplo, en Stahl et al.,
Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, Wiley-VCH;

primera edicién (Junio 15, 2002).

[0140] En partes diferentes de los ejemplos, y donde se
indique otra cosa, todos los numeros utilizados en 1la
especificacién y reivindicaciones van a ser entendidos como
modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”.
De acuerdo con esto, a menos que se indique lo contrario, los
parametros numéricos establecidos en esta especificacién y las
reivindicaciones anexas son aproximaciones que pueden variar
dependiendo de las propiedades deseadas buscadas para ser
obtenidas por medio de la presente descripcidén. Por lo menos, Yy
no como un intento para limitar la aplicacién de la doctrina de
equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parametro
numérico se debe considerar a la luz del nuUmero de digitos

significativos y de aproximaciones redondeadas ordinarias.
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[0141] A pesar de que los rangos numéricos y los parametros
que establecen el alcance amplio de la descripcién son
aproximaciones, los valores numéricos establecidos en los
ejemplos especificos se reportan tan exactamente como es posible.
Cualquier wvalor numérico, sin embargo, contiene inherentemente
ciertos errores necesariamente resultantes de la desviaciédn

estdndar encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

[0142] Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar la

invencidén de una manera no limitante.
EJEMPLOS
NITRACION

[0143] La Minociclina se prepard de acuerdo con el método

descrito en la Patente U.S. No. 3,226,436.

[0144] Se desarrollaron analisis HPLC bajo las siguientes

condiciones:

Columna: Inertsil ODS3 5 pm, 25 x 0.46 cm

Fase 80% A + 20% B, donde

mévil: A = 90% (0.05 M KH,PO4 + 5 mL de trietilamina/L
fosfato + H3PO; a pH 6)/ 10% de Acetonitrilo
ajustado a pH 3.0 con H3PO4
B = Acetonitrilo

Tasa de
1.0 mL/min

Flujo

Deteccidn 250 nm

64



10

15

20

25

ﬁn;gg
65

Ejemplo Comparativo 1: Preparacién de 9-nitrominociclina

[0145] Este Ejemplo describe la nitracién de minociclina

donde el producto de nitracién se aislo.

[0146] 13.44 gramos de minociclina p-clorobencenosulfonato
(es decir, [4S-(4alfa,l1l2aalfa)]-4,7-Bis{dimetilamino) -
1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,11-
dioxo-2-naftacenocarboxamida p-clorobencenosulfonato) se agregd
lentamente con agitacién a 50 mL de &cido sulfirico concentrado.
La solucién se enfrio a 0-15°C. Se agregd acido nitrico (90%, 0.6
mL) lentamente y la solucidén se agitdé a 0-15°C durante 1-2 h
hasta que se completdé la reacciédn, determinada mediante HPLC. La
solucién que contiene el sulfato de 9-nitrominociclina intermedio
(es decir, sulfato de [45-(4alfa,l2aalfa)-9-nitro]-4,7-
Bis (dimetilamino)-1, 4, 4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-3,10,12,12a-
tetrahidroxi-1,1ll-dioxo-2-naftacenocarboxamida) se transfirid con
agitacién a 300 g de hielo y agua durante 20 min. El pH del
apagado se ajustdé a 5.0-5.5 con 28% de hidréxido de amonio acuoso
aunque mantiene la temperatura entre 0-8°C. El precipitado se
filtré y se lavé con agua (2 x 10 mL). El1 sdélido se secd bajo
vacio bajo una corriente de nitrdgeno para dar 9 g de sulfato de

9-nitrominociclina crudo.

[0147] ARnadlisis (4rea %) mediante HPLC mostrdé una pureza de
90% con un contenido de epimero C4 de 1.5%. MS(FAB): m/z 503

(M+H), 502 (M+). El producto se aisldé mediante precipitacidn en
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su punto isoeléctrico de una solucidén acuosa. El rendimiento

molar del sulfato crudo fue del 45%.

[0148]) La Tabla 1 de adelante lista los datos para otros

procesos de nitracidn:

Tabla 1

Nitrominociclina | Impurezas Minociclina | Rendimiento molar
(pg/mg) (%)
A 43.15 3.62 38
B 27.88 5.5 34

[0149] Se puede ver que el aislamiento de la 9-

nitrominociclina dio como resultado alta cantidad de impurezas.

Ejemplo Comparativo 2: Preparacién de 9-nitrominociclina

[0150] Este Ejemplo describe una nitracidén de minociclina

donde el producto de nitracién se aisla.

[0151] Un recipiente de vidrio multi-cuello de 2-L se equipd
con un agitador mecanico, termocupla, tubo de adicidén liquido,
linea de nitrégeno, y salida de gas a .un lavador caustico 30%
(peso). El recipiente se cargd con acido sulfurico 66° Be (1,507
g, 819 mL, 15 moles). La solucidén se enfrié a 0 - 2°C. La
Minociclina.HCl (92.7% de potencia, 311 g, 0.58 moles) se agregd

al &cido sulfurico durante 0.7 horas a 0 - 14 °C con agitaciédn.
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Después de la adicidn, la mezcla se agitdé a 0 °C durante 0.5
horas para obtener una solucidén amarilla. Se agregd a&cido nitrico
(95.9% de contenido de nitrato, 48 g, 32 mL, 0.73 moles, 1.25

equivalentes mol) se agregd durante 3 horas aungque mantiene la

mezcla a 0 - 2 °C. La mezcla se agitdé a 0 °C durante 0.3 horas
(solucidén rojo oscuro/negro). Andlisis (4drea %) mediante HPLC

mostrd: 0% minociclina, 75.6% de 9-nitrominociclina, 8.2% de las
impurezas simples més grandes (LSI); tiempo de retencidén relativo

a minociclina (RRT) = 2.08.

[0152] Un recipiente de vidrio multi-cuello de 22-L se
equipé con un agitador mecanico, termocupla, y un condensador con
proteccién de nitrdgeno. E1l recipiente se cargd con 6,704 g
(8,540 mL) de isopropanol (IPA) y 1,026 g (1,500 mL) de heptanos.
La solucién se enfrid entonces a 0 - 5°C. La mezcla de reaccidn
de 9-nitrominociclina se transfiridé al recipiente de 22-L durante
2 horas a 0 - 39°C para producir una suspensién amarilla. La
temperatura de la suspensién se mantuvo a 34 -39°C durante 2
horas luego se enfrié a 20 - 34°C y se agitd a 20 - 34 °C durante

14.6 horas.

[0153] Una solucién de isopropanol 3,028 g (3,857 mL) vy
heptanos 660 g (965 mL) se prepard y se mantuvo a 20 - 25°C (4:1,
IPA:heptanos en volumen). La suspensién se filtrd en un embudo
Bichner de 30 cm de didmetro utilizando un papel de filtro
Whatman #1 bajo vacio y proteccién de nitrdgeno. La torta humeda
resultante se transfiridé a un recipiente Erlenmeyer de vidrio de

4-1,, equipado con un agitador mecdnico y proteccidén de nitrdgeno.
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La torta se suspendidé al agregar 1,608 mL de la solucién de

IPA/heptanos preparada durante 0.5 horas a 23 - 26°C.

[0154] La suspensién se filtrdé de nuevo como se describid
anteriormente. La torta humeda se resuspendidé dos veces mas como
anteriormente (total de tres resuspensiones). Después de la
ultima filtracidén, la torta se mantuvo bajo vacidé bajo protecciédn
de nitrdégeno durante 0.2 horas. El producto se secd a 40°C bajo
23 - 11 mmHg de vacio durante 48 horas a una pérdida en secado
(LOD, 80°C, 1 hora, >49 mmHg vacio) valor de 1.54. El peso del
sulfato de S9-nitrominociclina obtenido fue de 380.10 g,
concentracidén HPLC = 76.3% (como la sal de bisulfato), impurezas
totales = 34.6%, impureza simple més grande (LSI) 9.46% (RRT =
0.94). El rendimiento de la minociclina.HCl = 86%. El rendimiento
corregido para la concentracién del producto y el material de

partida = 71%.

[0155] Se puede ver que asilar el compuesto de O9-
nitrominociclina dio como resultado un producto que tiene un

porcentaje grande de impurezas.

Ejemplo 1

[0156] La Tabla 2 de adelante subraya los experimentos de
nitracién conducidos utilizando el procedimiento subrayado en el
Ejemplo Comparativo 2, donde las siguientes variables se
modificaron: tiempo de adicién de &cido nitrico; temperatura de

reaccién; equivalentes molares del &cido nitrico (con relacién a
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minociclina HCl); y tasa de agitacidén. De acuerdo con los métodos
descritos aqui, ninguna de las reacciones fueron apagadas o

trabajadas para aislar el producto. La herramienta analitica sola

utilizada fue analisis de HPLC.
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Tabla 2
Tiempo
 Qde Tot. RRT | RRT | RRT | RRT
Adicidén | Temp. de | Equiv. Mino 9-Nitro Imp. 0.44 0.51 0.57 1.23
HNO; reaccién | Mol. (Area (Area (Area (Area | (Area | (Area | (Area
(hrs) (°c)? HNO; %) %) %) %) %) %) %)
2 0 1.09 7.6 69.7 22.7 0.8 3.8 5.7 9.8
2.25 0 1.2 5.2 70.3 24.5 0.4 4.3 6.9 10.8
2.5 0 1.3 2.4 68.2 29.4 0.0 5.4 8.9 12.9
2.75 0 1.43 0.0 65.6 34.4 0.0 6.7 11.2 14.0
2 0 1.36 4.0 55.0 41.0 0.3 6.5 11.1 17.0
2.25 0 1.5 0.7 50.6 48.7 0.0 7.2 11.3 19.0
2.2 20 1.36 7.5 54.3 38.2 2.8 8.6 15.3 5.1
2.45 20 1.5 4.0 52.0 44 .0 2.9 10.0 17.7 5.6
2.7 20 1.56 2.7 52.0 45.3 3.3 11.0 19.4 6.2
0.25 0 1.36 1.6 56.7 41.7 6.3 0.0 13.9 18.4
0.5 0 1.62 0.8 43.8 55.4 5.3 0.0 24.6 23.2
0.8 0 1.3 2.1 63.4 34.5 3.5 0.0 9.4 18.2
1 0 1.62 0.7 43.5 55.8 5.8 0.0 21.5 23.5
2.4 0 1.3 2.2 60.6 37.2 5.7 0.0 12.8 15.3
3 0 1.62 0.4 43.3 56.3 9.3 0.0 23.7 19.7
1.6 0 1.3 4.6 60.9 34.5 3.1 0 9.5 21
2 0 1.62 0 48.5 51.5 5.1 0 16.1 26.8
2.8 5 1.38 1.8 71.9 26.3 3.8 0 3 12.5
3.1 5 1.58 0 60 40 6.1 0 15.6 15.4
2.4 5 1.07 3.6 74.8 21.6 1.9 0 4.1 11.1
3 5 1.33 0 70 30 4.2 9.3 0 14.9

Solamente la temperatura de bafio se monitoreé en esas reacciones debido al
tamafio del recipiente.

2 1,z Reaccién fue de 50% en peso de la concentracién de minociclina original.
’ La Agitacién fue vigorosa comparada con todos los otros experimentos.

* Se agregd HNO3; como 50% en peso de H;S0,.
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[0157] Se puede ver que a pesar de las varias condiciones
intentadas, la cantidad de la minociclina de partida estuvo

presente en una cantidad menos del 10% y Dbajo «ciertas

condiciones, fue sustancialmente removida.

Ejeleo 2

[0158] También se desarrollaron experimentos que modificaron
la reaccién de nitracidén, el apagado de la reaccidn, y el trabajo
de la reaccidén de nitracidn. Los experimentos fueron conducidos
utilizando el procedimiento subrayado en el Ejemplo Comparativo
2, modificando las siguientes variables: tiempo de adicidén de
dcido nitrico; temperatura de reaccidn; equivalentes molares del
dcido nitrico (con relacidén a la minociclina HCl); temperatura
del apagado; composicidén de 1la solucidén de apagado; tiémpo de
adicién de la mezcla de reaccidén a la solucidén de apagado; vy
método de lavado de la torta aislada. Los datos se muestran en la
Tabla 3, adelante. La herramienta analitica sola utilizada fue

analisis de HPLC.
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Tabla 3
Tiempo Temp. Tot Tiempo
de de Equiv Concentraci . Temp. Agregad | Método
Adicié | reaccid . én Imp Comp. Apagad o de de Rendimient
n HNO3 n Mol. (sal de di . LSI Apagad [o) Apagado | Lavado o (corr.,
(hrs) (°c)* HNO; H,S0,, %) (3) | (%) ot (°C) (hrs) 3 %)
4.6 5 1.67 62.7 40. 21. IPA/he 0 0.1 1 60
1 6 P
4.6 5 1.67 61.0 39. 18. IPA/he 34 0.1 1 55
7 8 P
5.1 5 1.75 55.8 36. 18. IPA 0 0.2 1 56
2 3
5.1 5 1.75 56.0 38. 18. IPA 34 0.2 1 52
9 2
3 5 1.63 75.4 29. 19. IPA/he 0 ’ 1 1 70
5 1 P -
3 5 1.63 74.8 27. 18. IPA/he 34 1 1 79
8 9 P
3 5 1.51 83.6 22. 13. IPA 0 1 1 64
2 0
3 5 1.51 84.8 22. 12. IPA 34 1 1 102
4 9
3.5 -5 1.38 84.3 7.7 7.2 IPA/he 0° 2 1 96
P
3.5 -5 1.38 101.8 11. 8.3 IPA/he 0’ 2 2 104
4 p

T Solamente se monitored la temperatura del bafio en estas reacciones debido al tamafio del

recipiente
? Ccuando se utilizé IPA como el apagado, se agregaron entonces heptanos para obtener la
composicién de la mezcla de apagado original.

® Método de lavado 1: la torta hlmeda se lavd sobre un filtro con 4:1 IPA:hep. (vol.). Método de
lavado 2: la torta humeda se suspendié tres veces con 4:1 IPA:hep. (vol.). Método de lavado #2
utilizé 20% mas de solucidén de lavado que el método #1.

* E1 rendimiento se corrigid para la concentracién del producto y el material de partida.

® El1 apagado se inicié a 0°C inmediatamente entonces se calentdé a 34°C y se mantuvo a 34°C por el

resto del apagado.

[0159] Se puede ver de los datos de la Tabla 3 que el

rendimiento fue de por lo menos el 50%.

Ejemplo 3

[0160] Este Ejemplo muestra los resultados de variar la

cantidad de &cido nitrico (en equivalentes) necesaria para la
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etapa de nitracién. E1 &cido nitrico se tituld a 89.5% y la

cantidad utilizada se corrigidé de acuerdo con esto.

[0161] Se desarrollaron tres ensayos. El ensayo 1 utilizod
1.25 equivalentes de A&acido nitrico, el Ensayo 2 utilizé 1.09
equivalentes, y el Ensayo 3 utilizé 1.00 equivalentes de &cido

nitrico.

[0162] La prueba de completamiento de HPLC del Ensayo 1 no
mostrd sefial de la minociclina mientras la prueba de
completamiento para el Ensayo 2 mostrdé 2.5% de material de
partida no reaccionado. Ambas reacciones se hidrogenaron y luego
se convirtieron a la sal de clorhidrato de aminominociclina

utilizando el procedimiento SLP.

[0163] El1 producto hidrogenado 1 (del Ensayo 1) mostrd un

contenido de minociclina de 0.37%; Concentracién = 83.0%, total
imp. = 3.20%; imp. Simples = 0.52%; contenido de efimero = 1.1%.

[0164] El producto 2 hidrogenado (del Ensayo 2) mostrd un

contenido de minociclina de 1.6%; Concentracién = 84.2%; total

imp. = 4.00%; imp. Simples = 0.35%; contenido de efimero = 1.0%.
[0165] Ensayo 3: Concentracién = 83.0%; total imp. = 5.0%;

imp. Simples = 2.7%; contenido de efimero = 1.1%.

REDUCCION

73



10

15

20

[0166] Los analisis de HPLC se desarrollaron bajo las

siguientes condiciones:

Columna: Inertsil ODS3 5 um, 25 x 0.46 cm
Fase 80% A + 20% B, donde
moévil: A = 90% (0.05 M KH,PO; + 5 mL trietilamina/L

fosfato + H3PO, a pH 6)/ 10% de Acetonitrilo
ajustado a pH 6.0 con H3PO,

B = Acetonitrilo

Tasa de
1.0 mL/min
Flujo

Deteccidn 250 nm

EjemElo 1

[0167] Este Ejemplo describe una reaccidén de hidrogenacidn

donde la 9-nitrominociclina intermedia no se aisléd.

[0168] 10.1 gramos de minociclina p-clorobencenosulfonato se
agregé lentamente con agitacién a 27 mL de &cido sulfurico
concentrado. La solucién se enfridé a 0-2°C. Se agregd lentamente
dcido nitrico (0.6 mL, 90%) y la solucidén se agitd a 0-2°C
durante 1 - 2 h hasta que se completé la reaccidn tal como se
determino mediante HPLC. Después se completd la nitracidn, la
solucién que contiene el sulfato de 9-nitrominociclina intermedio
se transfiridé con agitacién a 150 mL de isopropanol y 1200 mL de
metanol aungue mantiene la temperatura por debajo de 10-15°C. La
solucién se hidrogend a 26-28°C a 40 psi durante 3 h en la
presencia de 10% de Pd sobre catalizador de carbono, que tuvo 50%

de humedad. Después de que se completd la hidrogenacidén, el
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catalizador se filtrdé y la solucidén se vertid lentamente en 250
mL, de isopropanol con agitacién a 0 - 5°C. El sdélido (3.4g) se
filtrd. Pureza cruda mediante HPLC (area %) fue de 90%. E1
efimero C; estuvo presente en una cantidad de 0.9%). MS(FAB): m/z

473 (M+H), 472 (M+).

Ejemplo 2

[0169] Este Ejemplo describe una reaccidén de hidrogenacidn

donde el intermedic de 9-nitrominociclina no se aisld.

[0170] 84.3 gramos de p-clorobencenosulfonato de minociclina
se agregd lentamente con agitacién a 368 g de acido sulfurico
concentrado. La solucién se enfrié a 10-15°C. Se agregd
lentamente &cido nitrico (6.0 mL, vapores). La solucidén se agitd
a 10-15°C durante 1 a 2 h hasta que se completd la reaccidn,
determinada mediante HPLC. Después de gque se completd 1la
nitracién, la solucidn que contiene el sulfato de 9-
nitrominociclina intermedio se transfirié con agitacién a 0.3 kg
de metanol aungque mantiene la temperatura por debajo de 10 -
15°C. La solucién se hidrogend a 26-28°C a 50 psi durante 2-3 h
en la presencia de 10% de Pd sobre catalizador de carbono, que
tuvo 50% de humedad. Después de que se completd la hidrogenacién,
el catalizador se filtré y la solucidén se vertid lentamente en
0.6 kg de isopropanol y 0.3 Kg de n-heptano con agitacién a 0-

5°C. El sélido se filtré.
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[0171] El1 sélido humedo se disolvié en 100 g de agua a O-
5°C. La mezcla se agitdé y la fase organica se separd y se
descartdé. A la fase orgédnica se agregd 14.4 g de HCl concentrado.
El pH de la solucidén se ajustd a 4.0 £ 0.2 con hidrdxido de
amonio. 100 mg de sulfito de sodio se agregd y la solucidén se
sembré con 100 mg de 9-aminominociclina. La mezcla se agitd
durante 4 h a 0 - 5°C y el producto se filtrd y se secd para dar
28.5 g de sdélido. La pureza mediante HPLC (area %) fue de 96.5%,
con 0.9% de epimero C4.

MS(FAB): m/z 473 (M+H), 472 (M+). Rendimiento: 54.2%.

Ejemplo Comparativo 1

[(0172] Este Ejemplo describe una reaccién de hidrogenacidn

donde se aisld el intermedio S-nitrominociclina.

[0173] 52.0 kg de minocliclina.HCl (92.4% de potencia) se
cargd a 4.8 partes (251 kg) de &cido sulfurico 66° Be a 0 a 15°C
en un recipiente de 300 galones y agitado para efectuar 1la
remocién del HCl. 7.48 kg de &cido nitrico, vapores 100% (95.9%
de contenido de nitrato, 1.26 equivalentes) se cargd durante 3

horas y 20 minutos.

[0174] E1 andlisis de HPLC indicé > 1% de minociclina
permanecidé. De acuerdo con esto, 0.31 kg de acido nitrico,
vapores 100% (95.5% de contenido de nitrato, 0.05 equivalentes)
se agregaron. El andlisis HPLC indica aun > 1% de minociclina

restante. Se agrega otros 0.74 kg de &cido nitrico, 100% de
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vapores (95.5% de contenido de nitrato, 0.12 equivalentes). Como

o

la prueba de HPLC indicdé una vez més > 1 de minociclina
permanecidé, otros 1.11 kg de acido nitrico, vapores 100% (95.5%

de contenido de nitrato, 0.19 equivalentes) se agregaron, después

de lo cual < 1% de minociclina permanecib.

[0175] La mezcla de reaccidn de nitracidn se transfirid a
una solucidén de 21.5 partes IPA / 3.3 partes de heptano (1120 kg
IPA / 171 kg de hepatano) a 0 a 36 °C. La suspensidén se filtrd
(tiempo de filtracidédn largo) lavado con IPA/heptano 4:1 y secado
a NMT 40°C a un LOD de NMT 6%, rendimiento 70.9 kg dg sal de
sulfato (97% de rendimiento crudo) para uso en reaccién de

reduccidn.

Ejemplo 3

[0176] Este Ejemplo describe una reaccidén de hidrogenacidn

donde no se aisla el intermedio de 9-nitrominociclina.

[0177] 25.0 kg de minociclina.HCl (94.4% de potencia) se
cargaron a 7.3 partes (183 kg) de acido sulfurico 66° Be de 5 a
15 °C en un recipiente de 100 galones y se agitd para efectuar la
remocidédn de HCl. 2.5015 kg de &cido nitrico, 85% (86.6% de
contenido de nitrato, 1.25 equivalentes) se agregaron al

recipiente durante 78 minutos a 9 a 15°C.

o\

[0178] El andlisis HPLC indicd > 1 de minociclina

permanecié. Otros 0.261 kg de a&acido nitrico, 85% (86.6% de

)
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contenido de nitrato, 0.13 equivalentes) se agregaron. Como el
HPLC una vez de nuevo indicé > 1% de minociclina permanecid,
otros 0.261 kg de &cido nitrico, 85% (86.6% de contenido de
nitrato, 0.13 equivalentes) se agregaron. Como el HPLC aun indicd

> 1% de minociclina permanecia, otros 0.174 kg de &cido nitrico,

0\

85% (86.6% de contenido de nitrato, 0.09 equivalentes) se
agregaron. Después dé lo cual pareci6 que la reaccidén alcanzd un

nivel a 1.7% de minociclina como material de partida.

[0179] La mezcla de reaccidn de nitracidén se transfiridé a
4.2 partes (106 kg) de metanol a -20 a 10°C. El bafo apagado se
ajustdé a 4 a 10°C y se utilizé como estd en la reaccidén de

reduccidn.

Ejemplo Comparativo 2

[0180] Este Ejemplo describe una reaccién de hidrogenaciédn

donde se aisla el intermedio de 9-nitrominociclina.

[0181] 104 kg de minociclina.HCl (90.3% de potencia) cargada
a 4.8 partes (502 kg) de &cido sulfurico 66°Be a 0 - 10°C en un
recipiente de 300 galones y agitada para efectuar la remocién del
HCl. 15.2 kg de vapores de acido nitrico (100.4%, 1.25
equivalentes) se cargaron durante 3 horas a 0 - 6°C, 100 rpm.
Como la prueba de HPLC indicd que > 1% minociclina permanecia,
otros 0.69 kg de vapores de Aacido nitrico (100.4%, 0.06

equivalentes), se agregaron, después de lo cual la minociclina <
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1%. La mezcla de reaccidn se transfiridé a una solucidn de 21.5

partes de IPA / 3.3 partes de heptano a 0-36°C.

[0182] La suspensién se filtrd (tiempo de filtracidén largo),
se lavd con IPA/heptano 4:1 y se secd a NMT 40°C a un LOD de NMT
6%, produciendo 140 kg de sal de sulfato (95% de rendimiento

crudo) para uso en reaccidén de reduccidn.

Ejemplo 4

[0183] Este Ejemplo describe una reaccidédn de hidrogenacién

donde se aisld el intermedio de 9-nitrominociclina.

[0184] 104 kg de minociclina.HCl (90% de potencia) cargada a
7.3 partes (763 kg) de éacido sulfarico 66°Be a 5- 15°C y agitada
para efectuar la remocidén del HCl. 14.9 kg de vapores de acido

nitrico (100%, 1.25 equivalentes) se cargaron durante 1 hora a 5-

oL

15°C, 120 rpm. Como el andlisis HPLC indicaba que > 1
minociclina permanecia, se agregaron otros 0.69 kg de vapores de
dcido nitrico (100%, 0.06 equivalentes), después de lo cual la

minociclina < 1%.

[0185] La mezcla de nitracidén se transfirid a 4.2 partes

(440 kg) de metanol a -10 a -20°C. El bafio apagado se ajustd a 4

- 10°C y se utilizd como estd en la reaccidédn de reducciédn.

Ejemplo Comparativo 3
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[0186] Este Ejemplo describe una reaccidén de hidrogenacidn
donde se aisld el intermedio de 9-nitrominociclina. Las
proporciones de los disolventes/reactivos son relativas a la
carga 1inicial de la minociclina antes de la reaccidén de

nitracién.

[0187] La mezcla de reaccidén de sulfato de 9-
nitrominociclina del Ejemplo Comparativo 4 se apagd en 2240 kg
(21.5 partes) de isopropanol y 342 kg (3.3 partes) de heptano,
durante 1 hora, aunque mantiene la temperatura de tanda de 0 a
36°. La suspensién resultante se agitdé de 30 a 36°C durante 2
horas, enfriando luego y agiténdo de 19 a 25°C durante 1 hora. La
mitad de la suspensidén se filtrd, se lavd con 3 x 205 kg
IPA/heptano (4:1) v/v y se secdé a NMT 40°C a un LOD de NMT 6%. La
filtracién y el secado tomaron 16 dias (durante 7 de estos dias
la torta humeda se operaba en vacio bajo nitrdgeno durante un
corte programado de la planta) y se produjeron 58 kg de sal de
sulfato. La segunda mitad de la suspensidén fue puesta en tambores
y la disponibilidad del filtro pendiente refrigerada. Esta se
refrigerd durante 12 dias, luego se cargd de nuevo al recipiente
y se agitd de 0 a 6°C durante 2 dias, luego se ajustdé de 19 a
25°C, se filtrdé, se lavd con 3 x 205 kg IPA/heptano (4:1) v/v y
se secd a NMT 40°C a un LOD de NMT 6%. La filtracidén y el secado

tomaron 6 dias y rindieron 82 kg de sal de sulfato.

[0188] Ambos sub-lotes de sulfato de 9-nitrominociclina se
disolvieron en 672 kg (6.5 partes) de metanol y 8.4 kg (0.08

partes) de agua para inyeccidén, USP de 19 a 25°C y se redujeron a
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sulfato de 9-aminominociclina utilizando 70 psi de gas de
hidrégeno y 2.74 kg (0.026 partes) de Paladio sobre Carbono,
humedad 10% (p/p). La reaccidén de hidrogenacidédn tomo 10.5 horas y

no dio como resultado material de partida detectable.

[0189] La mezcla de reaccién de sulfato de 9-
aminominociclina se filtrdé para remover el catalizador y se apagd
en una solucidén de 1660 kg (16 partes) IPA / 710 (6.8 partes)
heptano de 0 a 27°C, durante 1 hora. La mezcla resultante se

ajustd a 19 a 25°C y se agitd durante 1 hora.

[0190] La suspensidén de sulfato de 9-aminominociclina se
filtrd sobre un filtro Nutsche, se lavé con 2 x 162 kg (1.5
partes cada una) IPA / heptano (4:1) v/v y se secd a 40°C a un
LOD de menos de 4%. La filtracidén, lavado y secado tomaron 10
dias y dieron 94.0 kg de sulfato de 9-aminominociclina. Después
de la filtracidn, se observaron sdélidos en los licores madre.
Estos se filtraron, lavados con 113 kg de IPA / heptano (4:1) v/v
y secados a 40 °C a un LOD de menos de 4%. 24.1 kg se recuperaron
y se retuvieron como un lote separado. El rendimiento del crudo
total del sulfato de 9-aminominociclina de la minociclina fue de

84%.

[0191] Los 94.0 kg “1°F cultivo” del sulfato de 09-
aminominociclina seco y 0.084 kg (0.0008 partes) de sulfito de
sodio se disolvieron en 538 kg (5.17 partes) de agua para
inyeccién, USP y enfriadas de 0 a 6°C. 0 kg de acido clorhidrico,

20°Be se requirieron para llevar el pH de la solucidn de sulfato

81
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de 9-aminominociclina a 1.1 +/- 0.1 en razén a que el pH inicial
era de 1.16. 48.3 kg (0.46 partes) de 4&cido clorhidrico, se
agregd reactivo a la solucidén de 9-aminominociclina, formando 9-
aminominociclina HCl. 56 kg (0.54 partes) de hidréxido de amonio,
28% y 4.0 kg (0.039 partes) de é&cido clorhidrico, se agregd
reactivo a la solucién para obtener un pH de tanda de 4.0 +/-

0.2.

[0192] La tanda fue entonces agitada durante 90 minutos a O
a 6°C aunque asegurando que el pH permaneciera a 4.0 +/- 0.2. La
lectura final fue de 4.05 unidades de pH. La tanda se filtrd en
un filtro Nutsche, se lavdé con 2 x 33 kg (0.3 partes cada una) de
agua para inyeccidén (pH llevado a 4.0) pre-enfriada a 2 a 8°C,
seguida por 2 x 26.1 kg (0.25 partes de acetona) pre-enfriada a 2
a 8°C) y secada a NMT 40°C a un contenido de humedad de NMT 7.0%.

43.2 kg de 9-aminominociclina HC1 se aislaron, un 40% de

rendimiento de minociclina HCI.

[0193] Procesando los 24.1 kg del w2d° ~ultivo” del sulfato
de 9-aminominociclina seco a través del cambio de sal procedieron
de manera similar a procesar como se describié en los cuatro
pardgrafos previos utilizando cantidades proporcionales de
reactivos. Un adicional de 9.9 kg de 9-Aminominocicllina HCl se
recuperé representando un incremento adicional de rendimiento de

9.2%. El rendimiento de tanda total incluyendo ambos cultivos fue

de 53.1%.
Ejemplo 5
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[0194] Este Ejemplo describe una reaccidén de hidrogenacidn
donde el intermedio de 9-nitrominociclina no se aislé. Las
proporciones de los disolventes/reactivos son relativas a la
carga inicial de la minociclina antes de la reaccidén de

nitracién.

[0195] La mezcla de reaccién del sulfato de 9-
nitrominociclina del Ejemplo 7 se transfiridé a 440 kg (4.2
partes) de metanol, durante 90 minutos, aunque mantiene la
temperatura de tanda a -20 a -10°C y la tasa de agitacidén a 130

RPM.

[0196] La tanda de apagado se ajustd a 4 a 10°C y se redujo
a sulfato de 9-aminominociclina wutilizando 50 psig de gas
hidrdégeno y 52 kg (0.5 partes) de Paladio sobre Carbono, humedad
10% (p/p). La reaccidén de hidrogenacidédn tomdé 5 horas y no dio
como resultado material de partida detectable. La mezcla de
reaccién de sulfato de 9-aminominociclina se filtrd para remover
el catalizador y se apagd en una solucidén de 1241 kg (12 partes)
IPA / 537 kg (5.2 partes) heptano a 17 a 23 °C, durante 30
minutos. La mezcla resultante fue entonces enfriada a -18 a -12°C

y agitada durante 1 hora.

[0197] La suspensiédn de sulfato de 9-aminominociclina
resultante se filtrdé sobre un filtro Nutsche en dos porciones y
se lavdé con un total de 3.6 partes de IPA / heptano (2:1) v/v

pre-enfriado a 0 a 6°C y 506 kg (4.9 partes) de heptano frio. La
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filtracién y el lavado tomaron 99 horas para ambas porciones
(filtradas en dos porciones debido a la limitacidén de tamafio del
filtro). Las tortas humedas de sulfato de 9-aminominociclina se
disolvieron en 150 kg (1.4 partes) de agua para inyeccidén, USP a

0 a 6°C y la capa organica superior separada como desperdicio.

[0198] 25.7 kg (0.3 partes) de acido clorhidrico, 20°Be se
agregaron a la solucidn de sulfato de 9-aminominociclina a 0 a
6°C para la conversién a 9-aminominociclina HCl. Se agregd
hidréxido de amonio, 28% a la mezcla de reaccidn para obtener un
pH de tanda de 4.0 +/- 0.2; esto tomdé 49.5 kg (0.48 partes). 0.15
kg de sulfito de sodio (0.0014 partes) se agregaron a la mezcla

de reacciédn.

[0199] La tanda se sembrd con 5 g de 9-aminominociclina HC1
y se agitdé durante 3 horas aunque mantiene el pH a 4.0 +/- 0.2
utilizando hidrdéxido de amonio, 28% (tomadas 0.05 partes). La
tanda se filtré sobre un filtro Nutsche, se lavé con 1 parte de
agua para inyeccién, (llevada a un pH de 4.0) pre-enfriada a 2 a
8°C, seguida por 0.2 partes de isopropanol (pre-enfriada a 2 a
8°C) y secada a NMT 50°C a un LOD de NMT 10.0% y a un contenido

de humedad de NMT 8.0%.

[0200] 63.1 kg de 9-Aminominociclina HCl se aislaron, un 59%

de rendimiento de minociclina HC1.

[0201] La Tabla 4 de adelante lista los Datos Comparativos.
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Tabla 4
Tanda Balanza (kg Concentracién Rendimiento Impurezas | Impurezas Epimero Tiempo
de corregido de totales mas de
minociclina concentracién grandes ciclo!
HC1) simples
(Ejemplo 30 kg 84.1% 40.3% 4.49% 2.76% 2.76% 8 dias
3)
(Ejemplo 52 kg 90.4% 37.0% 6.45% 0.84% 1.75% 24
Comp. 1) dias
52 kg 87.9% 27.2% 9.72% 3.73% 3.88% 25
dias
(Ejemplo 104 kg 86.4% 48% 10.79% 0.63% 3.18% 33
Comp. 2 dias?®
o 3)
87.8% 9.31% 0.57% 2.46%
(Ejemplo 4 | 104 kg 87.7% 57% 3.5% 1.2% 0.72% 14
o 5) dias
" El tiempo del ciclo es de la minociclina.HCl a 9-aminominociclina HC1.
? Rendimiento combinado de 1% y 2% cultivos
* No incluye el corte de 7 dias de la planta que ocurrié durante el proceso, incluye el tiempo del
2do cultivo.

[0202]

La Tabla 4 indica que la hidrogenacidén de la mezcla

de reaccidén sin el aislamiento da como resultado un producto con

una cantidad inferior de impurezas y el epimero Cy.

ACILACION

[0203]

Los

andlisis

siguientes condiciones:

HPLC se

desarrollaron

bajo

las

Columna: Luna C8 5 pum, 15 x 0.46 cm
Fase 80% (0.05 M KH,PO; + 10 mL trietilamina/L fosfato
mévil: + H3PO; a pH 6.2)/ 20% Acetonitrilo + 0.5 g NaEDTA
Tasa de

1.0 mL/min
Flujo
Deteccidn 250 nm
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Ejemglo 1

Clorhidrato de N-t-Butilglicina

[0204] A una mezcla de t-butil amina (1.57 L) y tolueno
(1.35 L) a 45-50 °C se agrega t-butil bromoacetato (420 mL). La
mezcla se agita durante 1 h a 50-60 °C, 1la temperatura se
incrementa a 75 °C durante 1 h. Después de 2 h a 75 °C, la mezcla
se enfria a -12+3 °C y se deja asentar durante 1 h. El sdélido se
recolecta mediante filtracidén, vy el filtrado se concentra
mediante destilacidén (30-40 °C, 25-35 mm de Hg) a un volumen de
825 mL. El1 concentrado resultante se enfria a 20-25 °C y 6N de
HC1l (1.45 kg) se agrega. Después de 3 h, las fases se separan y
la fase acucsa se concentra mediantes destilacidén (30-40 °C, 25-
35 mm de Hg) a un volumen de 590 mL. Se agrega isopropanol (2.4
L) y la mezcla se concentra mediante destilacidén (15-20 °C, 10-20
mm de Hg) a un volumen de 990 mL. La suspensidén resultante se
enfria a -12+3 °C durante 30 min. y se deja asentar durante 1 h.
El sb6lido se recolecta mediante filtracidn, se lava con 1i-PrOH, vy
se seca (4543 °C, 10 mm Hg) durante 24 h para lograr (407.9 g,

86%) del producto deseado.

Ejeleo 2

Clorhidrato de Cloruro de Acido de N-t-Butilglicina

[0205] A wuna mezcla de clorhidrato de N-t-butilglicina
molido (250.0 g), tolueno (1.14 L), y DMF (7.1 g) se agrega

tionil cloruro (143 mL) durante 20 min. La mezcla se lleva a 80-
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85 °C y se calienta con agitacidén durante 3 h. Después de enfriar
a 20 °C, el sdélido se recolecta mediante filtracidédn bajo N, se
lava con tolueno, y se seca (40 °C, 10 mm Hg) durante 16 h para
lograr el producto deseado (260.4 g, 93.8%). Pureza mediante area

HPLC %: 98.12%

EjemElo 3

Tigeciclina

[0206] A una mezcla de 9-aminominociclina<HCl (140.0 ¢g) vy
agua fria (0-4 °C) (840 mL) se agrega clorhidrato de cloruro de
dcido N-t-butilglicina (154.0 g) durante 15 min con agitacién. La
mezcla se agita a 0-4 °C durante 1-3 h. Se agrega hidrdéxido de
amonio (126 g, 30%) para llevar el pH a 7.2 aunque mantiene la
temperatura a 0-10 °C. Se agrega metanol (930 mL) y CHyCl, (840
mL) y la mezcla se agita a 20-25 °C durante 1 h, aunque mantiene
el pH a 7.2 mediante la adicién de hidrdéxido de amonio (13.5 g,
30%). Las fases se separan, y los sélidos se combinan con la capa
organica. La capa acuosa se extrae con CHxCl, (1 x 840 mL, 3 x
420 mL) y el pH de la mezcla se ajusta a 7.2 durante cada
extraccién. A las capas organicas combinadas se agrega metanol
(200 mL) para lograr una solucidén. La solucidén se lava con agua
(2x140 mL), luego se seca sobre sulfato de sodio (140 g) con
agitacién durante 30 min. La mezcla se filtra y el filtrado se
concentra mediante destilacién (20 °C, 15-25 mm Hg) a un volumen
de 425 mL. A esta mezcla se agrega CHyCl, (1.4 1) vy la

destilacién se repite dos veces. La suspensidn resultante se

87



10

15

20

25

88
YT
270

enfria a 0-2 °C y se agita durante 1 h. El s6lido se recolecta
mediante filtracidén, se lava con 0-5 °C CHyCl, (2 x 150 mL), y se

seca (65-70 °C, 10 mm Hg) durante 24 h para lograr el producto

X

deseado (120.0 g, 75%). Pureza mediante &rea HPLC %: 98.9% vy

epimero C-4 0.12%.

Ejemplo 3A

Tigeciclina

[0207] A una mezcla de 9-aminominociclina*HCl (100.0 g) vy
agua fria (0-4 °C) (600 mL) se agrega clorhidrato de cloruro de
dcido N-t-butilglicina (110.0 g) durante 50 min con agitacidén. La
mezcla se agita bien a 0-4 °C durante 1.5 h. Se agrega hidrdxido
de amonio (112 g, 28%) para llevar el pH a 7.2 aunque mantiene la
temperatura a 0-5 °C. Cloruro de metileno (600 mL), luegc metanol
(440 mL) se agregaron y la mezcla se agité a 0-5 °C durante 30
min, aungue mantiene el pH a 7.2 mediante la adicién de hidrdéxido
de amonio (10.0 g, 28%). La mezcla se calentd a 20-25 °C durante
15 min. Se agregdé metanol (244 mlL) y las fases se separaron. La
capa acuosa se extrajo con CHyCl, (1 x 600 mL, 3 x 300 mL) y el
pH de la mezcla se ajusté a 7.2 durante cada extraccién. A las
capas orgénicas combinadas se agrega metanol (144 mL) para lograr
una solucién. La solucidn se lavd con agua (2x100 mL), luego se
secéd sobre sulfato de sodio (100 g) con agitacién durante 30 min.
La mezcla se filtré y el filtrado se concentra mediante
destilacién (20 °C, 80-120 mm Hg) a un volumen de 400 mL. A esta

mezcla se agregé CHyCl, (1.0 L) y la destilacién se repitid dos
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veces. La suspensidén resultante se enfria a 0-2 °C y se agitd
durante 1 h. El sélidb se recolectd mediante filtracidn, se lavd
con 0-5 °C CHxCl; (2 x 110 mlL), y se secd (65-70 °C, 20 mm Hg
durante 18 h, luego 3-5 mm Hg durante 16 h) para lograr el

producto deseado (82.4 g, 71.7%). Pureza mediante &rea HPLC %:

98.5% y epimero C-4 0.28%.

Ejemglo 4

Clorhidrato de Cloruro de Acido N-t-Butilglicina

[0208] Se disolvidé t-Butilamina (88 g) en 300 mL de tolueno.
La mezcla se calentd a 45-50 °C y 117.5 g de t-butilbromoacetato
se agregaron durante 1 h aunque mantiene la temperatura a 50-60
°C. La mezcla recalentd a 75 °C durante 2 horas. La mezcla de
reaccidén se enfridé a 12 - 15 °C y se agitd durante 1 hora. Los
s6élidos se filtraron y se lavaron con tolueno frio. El sdélido que
fue bromohidrato de t-butilamina se descartdé. E1 filtrado se
enfrio a 10-12 °C y se burbujed gas HCl durante 0.5 h. La mezcla
se agitdé durante 3 h a 10-12 °C, luego el producto se recolectd
mediante filtracidén y se lavd con tolueno frio. El producto se
secdé bajo vacio a 40-50 °C para dar 107 g de clorhidrato de N-t-

butilglicina. MS: m/z 187 (M+).

[0209] Clorhidrato de N-t-butilglicina (7 g) del material
preparado como se describid anteriormente se agregé a 35 mL de

tolueno. Se agregdé cloruro de tionilo (11.6 mL) y la suspensidn

se calenté a 75-80 °C durante 1 h. La suspensidén se enfridé a 20
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°C y el sélido se recolectd mediante filtracidén y se lavd con
2x15 mL de tolueno. El sélido resultante se secd bajo vacio a 40
°C para lograr 4.4 g (65% de rendimiento) del producto, que es

protegido de la humedad vy utilizado inmediatamente en la

siguiente etapa.

Ejemplo 5

Tigeciclina

[0210] Se agregd 9—Aminominocicliné (10.00 g) en forma de
porciones a 60 mL de agua a 0-5 °C. Se agregd clorhidrato de
cloruro de acido t-butilglicina (10.98 g) en forma de porciones
manteniendo la temperatura a 0-5 °C. Después de agitar durante
40-60 min., 30% de hidrdéxido de amonio se agregd gota a gota a la
mezcla de reaccidédn aungque mantiene la temperatura a 0-5 °C para
ajustar el pH a 7.2. A la solucién se agregd 83 mL de metanol
seguido por 60 mL de cloruro de metileno. Después de agitar
durante 15 min., las fases se separaron. La fase acuosa se
extrajo con 4 x 40 mL de cloruro de metileno ajustando el pH a
7.2 antes de cada extracciédn. A los organicos combinados se
agregé 10 mL de metanol, y la solucién se secd sobre sulfato de
sodio. Después de filtrar, la solucidén se concentrd para dar una
suspensién (peso neto 51 g). La suspensién se agité a 5-10 °C
durante 1 h luego se filtré. El sdélido se lavd con 2 x 10 mL de
cloruro de metileno frio, luego se secd para dar 8.80 g del
producto (76.8% de rendimiento). Pureza mediante A&rea HPLC %:

98.4% y epimero C-4 0.1%. MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M+).
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Ejemplo 6

Clorhidrato de Cloruro de Acido N-t-Butilglicina

[0211] Se disolvidé t-Butilamina (1.5 g) en 1.35 mL de
tolueno. La mezcla se calentd a 45-50 °C vy 548 g. de t-
butilbromoacetato se agregaron durante 1 h aunque mantiene la
temperatura a 50-60 °C. La mezcla recalenté a 75 °C durante 3 h.
La mezcla de reaccidn se enfrid entonces a 12 - 15 °C y se agitd
durante 1 h. Los sé6lidos se filtraron y se lavaron con tolueno
frio. El sélido que fue bromohidrato de t-butilamina se descartéd.
El filtrado se concentrdé a ~ 800 mL al destilar el disolvente. E1
concentrado se enfridé a 25 °C y 900 mL de 6N de HCl se agregaron
a la mezcla. Después de agitar durante 3 h a 20 a 25 °C, las
fases se separaron. La fase orgdnica se descartdé y la fase acuosa
se concentrdé a un volumen de 600 mL. Se agregd isopropanol (2.4
L) al concentrado. La suspensidén se enfridé a -12 a -9 °C y se
mantuvo durante 0.5 h. El producto se recolectdé mediante
filtracidén, se 1lavd con isopropancl frio, luego se secd bajo
vacio a 40-50 °C para dar 408 g del sdélido. Pureza mediante NMR >

95%. MS: m/z 187 (M+).

[0212] Clorhidrato de N-t-butilglicina (250 g) provenientev
del material preparado como se describidé anteriormente se agregd
a 1.3 L de tolueno y 7.5 mL de DMF. Se agregd cloruro de tionilo
(143 mL) y la suspensién se calentd a 80-85 °C durante 3-4 h. La

suspensién se enfridé a 20 °C y el sélido se recolectd mediante
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filtracidén y se lavd con 2x250 mL de tolueno. El sélido se secd
en vacio a 40 °C para lograr 260 g (82% de rendimiento) del

producto. Pureza mediante area HPLC %: 98.2%.

EjemElo 7

Tigeciclina

[0213] Se agregd 9-Aminominociclina (140.0 g) en forma de
porciones a 840 mL de agua a 0-4 °C. Se agregd clorhidrato de
cloruro de acido t-butilglicina (154 g) durante 15 min con buena
agitacién aunque mantiene la temperatura a 0-4 °C. La solucidn se
agitdé durante 1-3 h. E1l pH de la mezcla se ajustd a 7.2%£0.2 con
hidréxido de amonio al 30% aunque mantiene la temperatura a 0-10
°C. Metanol (930 mL) y 840 mL de cloruro de metileno se agregaron
a la solucién, la cual se agitd durante 1 h a 20-25 °C. Las fases
se separaron. La fase acuosa se extrajo con 3x600 mL de cloruro
de metileno, y las fases organicas se combinaron, se secaron y.se
concentraron a un volumen de aproximadamente 500 mL. La
suspensién resultante se enfrié a 0-2 °C durante 1 h. El sdélido
se filtrdé y se secd parav dar 120 g del producto (75% de
rendimiento). Pureza mediante Area HPLC %: 98%, epimero C-4 0.1%.

MS (FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M+).

EjemElo 8

Clorhidrato de Acido Pirrolidinilacético
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[0214] Se disolvid pirrolidina (14.2) en 40 mL de metil t-
butil éter. La solucidén se enfridé a 0 a -5 °C. Se agregd bencil
bromoacetato (22.9 g) gota a gota con agitacién. La suspensiodn
blanca espesa se agitdé durante 0.5 h a 0-5 °C. El1 sélido se
filtrd y se lavd con metil t-butil éter. E1 filtrado se concentrd
para dar 21.3 g de acetato de pirrolidinilbencilo. El1 éster de
bencilo (21.0 g) se disolvidé en 200 mL de metanol y se agregd 4.0
g de 10% de catalizador Pd/C (50% de humedad). La solucidén se
hidrogené a 40 psi durante 6 h. El catalizador se filtrd y se
lavdé con metanol. El filtrado se concentré para dar 11.8 g de
acido pirrolidinil acético como un aceite incoloro. 15.8 g de
dacido pirrolidinil acético se suspendieron en 15 mL de metil-t-
butil éter. Se agregd acetonitrilo (15 mlL) y la suspensidén se
enfrié a 0-5 °C. Se agregbé HCl etereal (120 mL, 1.0 M) con
agitacién. E1 precipitado blanco resultante se filtrd, se lavd
con metil t-butil éter, y se secd para dar 15 g de clorhidratoec de
~acido pirrolidinil acético. Pureza mediante A&area GC/MS %: 98%.

MS: m/z 129 (M+).

Ejemplo 9

[4S- (4a,12ax)]-4,7-Bis(dimetilamino)-9-

[ (pirrolidinil)acetillamino]-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-

3,10,12,12a-tetrahidroxi-1,11-dioxo-2-naftaceno-carboxamida

[0215] Se suspendié &cido pirrolidinilacético (7.7 g) en 7
ml, de acetonitrilo. Después de enfriar a 0-5 °C, 5.3 mL de

cloruro de tionilo se agregaron lentamente con agitacidén. La
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suspensién se calentd a 55 °C. La solucién oscura se mantuvo a 55
°C durante 0.5 h y luego se enfrid a temperatura ambiente para
lograr el clorhidrato de cloruro de pirrolidinilacetilo. Se
preparé clorhidrato de 9-Aminominocicina (5.0 g), como se
describié en el Ejemplo 4 anterior, se suspendié en 5.0 mL de
agua. La suspensién se enfrié a -15 °C. A esta suspensién se
agregdé gota a gota la solucién del clorhidrato de cloruro de
pirrolidinilacetilo preparada como se describid anteriormente,
manteniendo la temperatura por debajo de 22 °C. La mezcla de
reaccién oscura se agitd a 22-25 °C durante 3 h. Se agregd agua
(2 mL) a la mezcla, y el pH se ajustdé a 6.5£0.2 con 30% de
hidréxido de amonio. La solucidén se extrajo con 6x15 mL de
CH,Cl,. Los extractos orgédnicos se agruparon y se concentraron a
40 °C. Se agregd etanol anhidro (10 mL) al concentrado, y la
suspensién se agitdé a 5-7 °C durante 1 h. El sélido se filtrd y
se secd en vacio a 40 °C para lograr 3.5 g del producto. Pureza

mediante &rea HPLC %: 98.7%, epimero C-4 0.4%. MS(FAB): m/z 586

X

(M+H); 585 (M+).

Ejemplo 10

Tigeciclina

[0216] Se agregd 9-Aminominociclina (4.0 g) en forma de
porciones a 10 mL de acetonitrilo y 5 mL de DMPU a 10-15 °C. Se
agregé clorhidrato de cloruro de acido t-Butilglicina (4.4 g) en
forma de porciones manteniendo la temperatura a 10-15 °C. Después

de agitar durante 2 h, 10 mL de MeOH y 17 mL de agua se agregaron
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lentamente a la mezcla de reaccidédn manteniendo la temperatura
entre 10-17 °C. Se agregd hidrdéxido de amonio (30%) gota a gota a
la mezcla de reaccién, manteniendo la temperatura a 5-8 °C, para
ajustar el pH a 7.2. A la solucién se agregd 15 mL de cloruro de
metileno. Después de agitar durante 15 min., las fases se
separaron. La fase acuosa se extrajo con 2x20 mL de cloruro de
metileno, ajustando el pH a 7.2 antes de cada extraccidén. A los
organicos combinados se agregé 700 mg de Norit CA-1 (carbdn
vegetal) y 10 g de sulfato de sodio, luego la mezcla se filtrd.
La torta se lavd con 2x20 mL de cloruro de metileno. La soluciédn
se concentré y la suspensidn resultante se agitdé a 5-8 °C durante
16 h. Después de filtrar, el sélido se lavdé con 2 x 10 mL de
cloruro de metileno frio, 1luego se secd para dar 2.3 g del
producto (50% de rendimiento). Pureza mediante area HPLC %:

95.2%, epimero C-4 0.5%. MS(FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M+).

Ejemplo 11-19

Tigeciclina

[0217] Los Ejemplos 11-19 siguieron el procedimiento del

Ejemplo 10 con modificacién de disolvente como se 1indica

adelante.
Ejemplo | Disolvente | Rendimiento Resultados’
11 DMPU 50% Pureza:95.2%, epimero C-4:0.5%,
sm:3.35%
12 DMPU-H,0 48% Pureza:98.1%, epimero C-4:0.5%,
(1:1) sm:0.7%

! pyreza evaluada mediante area HPLC. sm = material de partida 9-
Aminominociclina
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13 DMPU- Rendimiento | Requirid trabajo extensivo
MeCN 60-72%,
balanza 6g

14 THF -= Reaccidén “no fue hasta el fin”.

15 MeCN -= “reaccidén incompleta”

16 CH,C1, —— “reaccidn incompleta”

17 THF-H,0 -- La reaccién no fue exitosa

(6:1)

18 NMP -= Reaccidén “trabaja bien a escala
pequefia, “lleva hasta que se complete
la reaccidén”

19 DMF? 58% Impureza desconocida: 1.5%

Ejemplo 20

Clorhidrato de Cloruro de Acido N-t-Butilglicina

[0218] A un recipiente multi-cuello de 5-L con un agitador
mecénico, termocupla, condensador con una linea de nitrégeno a
30% (peso) lavador caustico, y se agregd un embudo de adicidén con
presién equilibrada de 250 mL al clorhidrato de N-t-butilglicina
molido (436 g, 2.60 moles, d(0.5) = 103 um), tolueno (1,958 g,
2,263 mL), y N,N-dimetilformamida (13.6 g, 14.4 mL, 0.19 moles).
Se agregé cloruro de tionilo (405 g, 248 mL, 3.40 moles) a la
suspensién blanca apagada, utilizando un embudo adicional de 250
mlL durante 33 min a 20 - 23 °C. La suspensién se calentd
lentamente a 80 °C durante 1 hora, luego agitada a 80 °C durante
3 horas. Después de 3 horas la reaccién se completd mediante
cromatografia de capa delgada (< 2% de material de partida). La

suspensién amarillo-naranja se enfridé a 20 °C durante 32 min.,

2 1,3 mezcla de reaccién se apagd con isopropanol-etil acetato, luego se
particioné entre agua y CH;Cl,. La fase organica se concentrd, luego se diluyd
con tolueno antes del aislamiento del producto.
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luego se agité a 15 - 20 °C durante 32 min. El sélido se
recolectd mediante filtfacién en vacio sobre un embudo Bichner de
15 cm utilizando un papel Whatman #42. La torta se lavd con tres
porciones de tolueno (272 g, 314 mL cada lavado) a 20 - 25 °C. lLa
torta humeda se secd con succién durante 20 minutos bajo
proteccién de nitrdégeno. El producto se secd en un horno con un
vacio de 23 mm de Hg y 38 °C durante 21.2 horas para producir una
pérdida al secado de 1.23%. E1 peso del <cloruro de t-
butilaminoacetilo HCl obtenido = 462 g, concentracién GC = 91.0%,
identificacién IR = positiva. El rendimiento del a&acido t-

butilaminoacético HCl1 = 96%. El1 rendimiento corregido para

concentracién del producto y material de partida = 87%.

Ejemelo 21

Clorhidrato de Cloruro de Acido N-t-Butilglicina

[0219] A un recipiente multi-cuello de 5-L con un agitador
mecénico, termocupla, condensador con una linea de nitrdgeno a
25% (peso) lavador cdaustico, y un embudo adicional de presidn
equilibrante 250 mL al se agregd el clorhidrato de N-t-
butilglicina molido (450 g, 2.68 moles, d(0.5) = 664 pm), tolueno
(2,863 g, 3,310 mL), y N,N-dimetilformamida (15 g, 15 mL, 0.21
moles). Se agregd cloruro de tionilo (422 g, 259 mL, 3.54 moles)
a la suspensién blanca apagada, utilizando un embudo de adicién
de 250 mL durante 19 min a 19 - 22 °C. La suspensién se calentd
lentamente a 79 °C durante 7.1 horas, luego se agité a 79 - 82 °C

durante 44 horas. La reaccidén se revisé a las 3 horas y se
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encontré que estaba incompleta mediante cromatografia de capa
delgada (TLC). Un adicional de 26 mL (42 g, 0.35 moles) de
cloruro de tionilo se agregd. Después de un total de 27 horas, la
reaccién estaba aun incompleta mediante TLC y se agregaron 26 mL
adicionales (42 g, 0.35 moles) de cloruro de tionilo. Después de
un total de 44 horas, a 79-82 °C, la reaccién se completd
mediante TLC (<4% de partida de &cido t-butilaminoacético HCI).
La suspensién café oscura se enfrié a 25 °C durante 17 min.,
luego se agitdé a 21 - 25 °C durante 37 min. El sdélido se
recolectd mediante filtracién en vacio sobre un embudo
sinterizado de vidrio grueso de 2 L. La torta se lavd con seis
porciones de tolueno (282 g, 325 mL cada lavado) a 20 - 25 °C. La
torta humeda se secdé con succién durante 16 minutos bajo
proteccién de nitrdgeno. E1l producto se secd en un horno con un
vacio de 23 mm Hg y 38 °C durante 26.1 horas para producir una
pérdida al secado de 0.75%. El peso del cloruro de t-

butilaminoacetilo HCl obtenido = 395 g, concentracidén GC = 89.5%,

identificacién IR = positiva. El rendimiento del &cido t-
butilaminoacético HC1 = 79%. El rendimiento corregido para
concentracién del producto y material de partida = 71%.

Ejemplo 22

Tigeciclina

[0220] Se disolvié 9-Aminominociclina HCL (43.0 kg) en 258
kg (6.0 partes de agua) para inyeccién a 0 a 6 °C. Cloruro de

4cido de N-t-Butilglicina HCl (47.3 kg, 1.1 partes, 3.01
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equivalentes) se agregaron a la solucién en tanda lentamente
aungue mantiene la temperatura de tanda a 0 a 6 °C. La mezcla de
reaccién se agitd durante 1 h y se determiné que tenia 0.2% de
material de partida (cloruro de 4&cido de N-t-Butilglicina
adicional HCl no se requirid). La mezcla de reaccidédn GAR-936 se
llevé entonces a un pH de 7.2 +/- 0.2 utilizando 32 kg (0.7
partes) de hidréxido de amonio, 28%, y 2 kg de reactivo de acido
clorhidrico (para reajustar sobre correccién). El1 pH inicial
iguald 0.42 y el pH final igualdé 7.34. Cloruro de metileno (342
kg, 8 partes) y 148 kg (3.4 partes) de metanol se agregaron a la-
mezcla de reaccidén a 0 a 7°C. En razdén a que el pH fue de 7.09,
no se requirié ajuste. La tanda se calenté a 19 a 25 °C. Se
agregdé metanol (83 kg, 1.9 partes) y la fase organica inferior se
dividié. E1 producto permanecibé en la fase acuosa se extrajo
entonces en una fase orgdnica utilizando 1 x 342 kg (8 partes) vy
3 x 172 kg (4 partes) de cloruro de metileno aunque mantiene el
pH a 7.2 +/- 0.2 con hidréxido de amonio, 28%. Se agregd metanol
(49 kg, 1.14 partes) a la solucidén de cloruro de metileno/metancl
resultante, la cual se lavd con 2 x 43 kg (1 parte) de agua para
inyeccidn antes de ser secada con 43 kg (1 parte) de sulfato de
sodio. Tres destilaciones en vacio fueron entonces desarrolladas
para remover el metanol con cincelados de 568 kg (13.2 partes) de
cloruro de metileno agregadas antes de la segunda y tercera
destilacién. E1 nivel residual del metanol en el licor madre fue
de 0.21%. La tanda se filtré, se lavd con 2 x 60 kg (1.4 partes)
de cloruro de metileno pre-enfriado (0 a 6°C). El material crudo
resultante no se secd, sino se aislé como una torta humeda (72.5

kg, 38.2 kg de peso seco calculado como pérdida al secado),
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logrando un 77% de rendimiento de la 9-aminominociclina HCl. Los

resultados analiticos de 1la torta humeda: minociclina = 1.26%,
impurezas méas grandes simples = 0.37%, epimero C-4 = 0.50%.
5 Ejemplo 23
Tigeciclina

[0221] Se disolvid 9-Aminominociclina HC1l (61.0 kg) en 258

10 kg (6.0 partes de agua) para inyeccién a 0 a 6 °C. Cloruro de
4dcido de N-t-Butilglicina HC1 (67.1 kg, 1.1 partes, 3.01
equivalentes) se agregaron a la solucién de tanda lentamente
aunque mantiene la temperatura de tanda a 0 a 6 °C. La mezcla de
reaccién se agitéd durante 3.5 h y se determind que tenia 0.13% de

15 material de partida (cloruro de 4&acido de N-t-Butilglicina
adicional HCl no se requirié). La mezcla de reaccién se 1llevd
entonces a un pH de 7.2 +/- 0.2 utilizando 45 kg (0.7 partes) de
hidréxido de amonio, 28%. El pH inicial igualdé 0.82 y el pH final
igualé 7.07. Cloruro de metileno (485 kg, 8 partes) y 210 kg (3.4

20 partes) de metanol se agregaron a la mezcla de reaccidén a 0 a
6°C. En razén a que el pH estaba atn en el rango (7.04), no se
requirié ajuste. La tanda se calenté a 19 a 25 °C. Se agregd
metanol (118 kg, 1.9 partes) y la fase organica inferior se
dividié. El1 producto permanecié6 en la fase acuosa se extrajo

25 entonces en la fase orgénica utilizando 1 x 485 kg (8 partes) y 3
x 244 kg (4 partes) de cloruro de metileno aunque mantiene el pH

a 7.2 +/- 0.2 con hidréxido de amonio, 28%. Se agregé metanol (70

kg, 1.14 partes) a la solucidén de cloruro de metileno/metanol
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resultante, la cual se lavd con 2 x 61 kg (1 parte) de agua para
inyeccién antes de ser secada con 61 kg (1 parte) de sulfato de
sodio. Tres destilaciones en vacio fueron entonces desarrolladas
para remover el metanol con cincelados de 805 kg (13.2 partes) de
cloruro de metileno agregadas antes de la segunda y tercera
destilacién. El nivel residual del metanol en el licor madre fue
de 0.05%. La tanda se filtrdé y se lavd con 2 x 85 kg (1.4 partes)
de cloruro de metileno pre-enfriado (0 a 6°C). El material crudo
resultante no se secd, sino se aisld como una torta humeda (103
kg, 53.4 kg de peso seco calculado de la pérdida de sequedad),

logrando un rendimiento del 76% de 9-aminominociclina HCl.

Ejemplo Comparativo 24

Monoclorhidrato de Tigeciclina

Ejemplo 24A: 9-cloroacetamidominociclina

[0222] Se enfridé cloruro de metileno (1.3 L) a 0-2 °C en un
recipiente de fondo redondeado de 3-L ajustado con un agitador
mecanico, un termémetro y un embudo de adicién de 1-L. Se agregd
clorhidrato de 9-aminominociclina recristalizado (400 g) en forma
de porciones con agitacién. Se agregd trietilamina (428 mL)
durante 10 min., aunque mantiene la temperatura entre 0-2 °C. La
mezcla de reaccién se agitd durante 10 min., y se enfridé a -22
°C. Una solucién de 280 g de anhidrido cloroacético se agregd
entonces en 540 ml de cloruro de metileno a tal proporcidén que la
temperatura no alcanzé por encima de 5 °C. Un adicional de 132 ml

de cloruro de metileno se utilizé para enjuagar el embudo
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adicional. La mezcla de reaccidén se ensayd mediante HPLC 15 min
después de iniciar la adicién de anhidrido. Cuando la cantidad
del material de partida presente era menos del 2%, la reaccidn se
apagé con 680 mL de solucién de bicarbonato de sodio 0.05M. La
mezcla se agitd durante 15 min, luego se transfirié a un embudo
separatorio de 5-L. A las fases se les permitié separarse. La
fase del cloruro de metileno se separd y se lavd con un adicional
de 680 mL de sclucién de bicarbonato de sodio 0.05M. La solucidn
de cloruro de metileno se agregdé gota a gota en 17 L de una
mezcla 10:1 de n-heptano e isopropanol (15.4 L de n-heptano vy
1.54 L de isopropanol). La suspensién se agitd durante 5 min., y
luego se le permitid asentarse durante 10 min. El sobrendante se
decanté y el precipitado se filtrdé a través de un embudo fritado
de porosidad gruesa. El sbélido se lavé con 2 L de 10:1 de n-
heptano:isopropanol. El1l sbélido se secdé a 40°C bajo vacidé para

lograr 550 g del producto crudo.

Ejemplo 24B: Tigeciclina

[0223] Se agregd 9-cloroacetamidominociclina cruda (100 g) a
temperatura ambiente (25-28 °C) lentamente con agitacidn
eficiente de 500 mL de t-butilamina en un recipiente de fondo
redondeado de dos cuellos de 1 L ajustado con un agitador vy
termémetro. Se agregé yoduro de sodio (10 g) y la mezcla de
reaccién se agité a temperatura ambiente durante 7.5 h. La
reaccién se monitoredé mediante HPLC y cuando <2% el material de
partida permanecio, 100 ml de metancl se agregaron y el
disolvente se suprimié sobre un evaporador rotatorio a 40 °C. Al

residuo se le agregd 420 mL de metanol y 680 mL de agua. La
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solucién se enfrié a 0-2 °C y se ajustd a un pH de 7.2 con HCl
concentrado (91 ml) para dar un volumen de mezcla de reaccidn de
1300 mL. Este se diluydé a 6.5 L con agua y el pH se ajustd a 4.0-
4.2 con HCl concentrado (12 mL). Se agregd Amberchrom® lavado
(CGl6lcd) (860 g) a la solucidn y la mezcla se agitd durante 30
min., ajustando el pH a 4.0-4.2. La resina se filtré y la
solucidén aéuosa gastada se ensayd mediante HPLC para el producto
y se almacend a 4-8°C. La resina se suspendidé en 4.8 L de 20% de
metanol en agua (4 L de metanol + 16 L de agua). La suspensidén se
agitdé durante 15 min., ajustando el pH a 4.0-4.2. La resina se
filtré y el filtrado se ensayd para el producto. La extraccidn de
la resina se repitidé 3 veces mas con 4.8 L de 20% de metanol en
agua. Todos los extractos de la resina y la solucidén acuosa
gastada del anterior se agruparon y el pH se ajustdé a 7.0-7.2 con
hidréxido de amonio 30%. La solucidén acuosa se extrajo con 6x2.8
L de cloruro de metileno, ajustando el pH a 7.0-7.2 entre
extracciones. El1 extracto de cloruro de metileno agrupado se
filtré a través de 250 g de sulfato de sodio anhidro, se
concentrd a 500 mL y se enfrié a 0-3 °C. Después el producto se
cristalizé, la suspensidén se agitd durante 1 h a 0-3 °C. Los
sélidos se filtraron, se lavaron con 2x50 mL de cloruro de
metileno frio y se secaron a 40 °C bajo vacio para lograr 26 g

del sdélido.

Ejemplo 24C: Monoclorhidrato de Tigeciclina
[0224] Se disolvid tigeciclina (49 g, 0.084 moles) en forma
de porciones en 500 mL de agua para inyeccidén con agitacidn. La

solucién se filtrd a través de un embudo de porosidad medio y se
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lavé con 420 mL de agua par inyeccidén. La solucidén se enfrid a 0-
2 °C y 5.6 mL de HCl concentrado se agregaron gota a gota aunque
mantiene la temperatura entre 0-2 °C. El pH inicial fue de 8.0 y
el pH final fue de 6.0. La solucidén se liofilizdé al congelar la
muestra a -30 °C y se liofilizdé a -15 °C. La temperatura de

estante se elevd a 21 °C durante 2 h. El sdélido resultante (49.6

g) se molidé y se almacend a 4-5 °C. Analisis Elemental: C (52.92%

teoria, 51.75% encontrado); H(6.73% teoria, 6.75% encontrado);
N(10.65% teoria, 10.32% encontrado) ; Cl(5.4% teoria, 5.5%

encontrado) .

Ejemplo Comparativo 25

Monoclorhidrato de Tigeciclina

Ejemplo 25A: 9-cloroacetamidominociclina

[0225] Se enfrid cloruro de metileno (325 mL) a -5 a 0°C y
se agregd clorhidrato de 9-Aminominociclina (100 g) en forma de
porciones durante 10 min. Se agregd trietilamina (77.6 g) aunqgque
mantiene la temperatura a -10 a -5 °C. Una solucidén de anhidrido
cloroacético 97% (70 g) en cloruro de metileno (133 mL) se
prepard al agitar a 20-25 °C y agregar a la mezcla de reacciédn de
45 min aunque mantiene la temperatura de mezcla a -10 a -2 °C. El
recipiente que contiene la solucidén de anhidrido cloroacético se
enjuagé con 31 mL de cloruro de metileno y el enjuague se agregd
a la mezcla de reaccidn. Después de agitar durante 30 min., la
reaccién se evaluo mediante HPLC para determinar si la reaccidn

estaba completa. Se agregd bicarbonato de sodio acuoso (185 mL,
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0.05M) durante 30 min aungue mantiene la temperatura de la mezcla
de reaccién a 0 a 5 °C. Después de agitar durante 10 min., las
capas se separaron y se agregd sulfato de sodio (15 g) a la capa
organica. La mezcla se agitd durante 15 min a 0 a 5 °C y se
filtré. La torta resultante se enjuagud con cloruro de metileno

(2 x 38 mL) y los filtrados combinados se transfirieron en 4.19 L
de 10:1 heptano:isopropanol durante 20 min, seguido por 15 mL de
enjuague de cloruro de metileno del recipiente de filtrado. La
suspensién resultante se agitd durante 15 min., a 20 a 25 °C,
luego se filtro. La torta fue

Enjuagado con 680 mL de heptano:isopropanol en proporcidén 10:1 y
secado durante 24 h a 37 hasta 40°C (5 a 10 mm de Hg). La pureza

por porcentaje de &rea HPLC: 78.1.
Ejemplo 25B: Tigeciclina

[0226] Se agrego 9-cloroacetamidominociclina (100 g) con
agitacién vigorosa a 483 mL de t-butilamina a entre 0-10°C en un
frasco de fondo redondo con multiples cuellos de 2 L con
agitador, termémetro y condensador. Se agrego yoduro de sodio (16
g) y la mezcla de reaccién fue agitada entre 33 a 38°C durante 4
h. La mezcla de reaccidén fue -ensayada mediante HPLC para
completarla, y luego se enfridé entre 5 a 10°C. Se agregb metanol
(300 mL) durante 10 minutos, y luego la solucidén de reaccidn fue
concentrada mediante destilacién (10 a 17°C, 68 mm Hg) hasta 350
mL. Una segunda porcién de metanol (600 mL) se agrego al
concentrado, y la mezcla fue concentrada mediante destilacién a

350 mL. Se agrego metanol (46 ml) y agua fria (565 mL) mientras
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se mantenia la temperatura de reaccién por debajo de 30°C. La
solucién fue enfriada entre 0 a 5°C y el pH ajustado a 4.0 con
100 mL de HCl 20°Be. La solucidén fue trasferida a un frasco con
multiples cuellos de 5 L con un enjuague de 500 mL de agua, Yy
luego se diluyo con 1 L de agua. Después de agitar durante 1 h
entre 0 a 5°C, se agrego resina Amberchrom® (CG161)° de lavado y
la suspensién resultante fue agitada durante 30 min entre 20 a
25°C. La suspensién fue filtrada y el ponqué humedo resultante
fue agregado de 340 mL de wuna solucién de agua:metanol en
proporcién de 5:1. E1 filtrado fue puesto a un lado. Después de
agitar durante 30 minutos entre 20 a 25°C, la suspensién fue
filtrada y el ponqué humedo resultante fue agregado a una segunda
porcién de 340 mL de una solucién de agua:metanol en una
concentracién de 5:1. Este segundo filtrado fue puesto aparte.
Esta suspensidn fue filtrada y el pongqué humedo resultante fue
agregado a una tercera porcién de 340 mL de una solucidén de agua
:metanol en una concentracién de 5:1. Después de filtrar, el
tercer filtrado fue combinado con el primero y segundo filtrados
y se enfridé entre 0 a 5°C. El pH fue ajustado a 7,0 con 11 mL de
hidréxido de amonio de 28%. La solucién fue agitada entre 0 a 5°C
durante 16 h, se ajusto el pH a 7,0 segun fuera necesario, vy
entre 22 a 25°C durante 1 h se ajusto el pH a 7,0 segun sea
necesario. La solucién acuosa fue extraida con cloruro de

metileno (5x980 mL), se ajusto el pH a 7,0 por cada extraccidn.

resina Amberchrom® (CG161M) de lavado fue preparada mediante agregar 183 g

de resina Amberchrom® (CG161M) filtrada y homogenizada a 340 mL de una
solucién de agua :metanol en concentracién de 5:1. Después de agitar durante
1h entre 22 a 25°C la suspensién fue filtrada para dar un ponqué humedo que
fue secado mediante succién. El ponqué himedo fue agitado en 340 mL de una
solucién de agua :metanol 5.1 durante 1 h a 20°C, y luego filtrado. El proceso
fue repetido una vez mas para proporcionar la resina de lavado.
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las fases orgadnicas combinadas fueron transferidas a un embudo de
separacién y la capa acuosa fue separada. La capa organica fue
combinada con 100 g de sulfato de sodio y se agito durante 1 h
entre 20 a 25°C. La suspensién fue filtrada a través de una
almohadilla de celita y el ponqué fue enjuagado con 250 mL de
cloruro de metileno. E1 filtrado fue concentrado por destilacidn
(-5 a 5°C, 150 mm Hg) hasta 150 mL, y luego se enfridé a entre 0 a
5°C durante 1 h. La suspensidén resultante fue filtrada y el
ponqué fue lavado con cloruro de metileno entre 0 a 5°C (2x30
mL). El ponqué humedo fue agitado en cloruro de metileno (335 mL)
y metanol (37 mL) entre 26 a 32°C hasta que se obtuvo una
solucién. La solucidén fue filtrada a través de celita, se enjuago
la celita con cloruro de metileno (2 x 15 mL), y se concentro
mediante destilacién (-5 a 5°C, 150 mm Hg) hasta 54 mL. EI1
procedimiento de concentracién fue repetido dos veces, primero
agregando 335 mL de cloruro de metileno y reduciendo el volumen
entre 55 a 70 mL, y luego agregando 254 mL de cloruro de metileno
y reduciendo el volumen entre 90 a 105 mL. La suspensiodn
resultante fue agitada durante 1vh entre 0 a 5°C, luego se filtro
y se lavo con cloruro de metileno (2 x 25 mL) a 10°C. E1 sdélido
fue secado entre 35 a 40°C durante 16 h, luego entre 45 a 50°C
durante 27 h. La pureza mediante el ©porcentaje de area

HPLC:97.7%, epimero C-4 1.23%.

PURIFICACION

EjemElo 1

Tigeciclina
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[0227] Una mezcla de tigeciclina cruda (110.0 g) y acetato de
metilo (1.65 L) se agito y se calentdé entre 30 a 35°C, y se
agrego metanol (550 mL) durante 15 minutos. Después de mantener
entre 30 a 35°C, la solucién caliente fue filtrada sobre tierra
infusorial (36 g) y el ponqué fue lavado con acetato de metilo (2
x 106 g). E1 filtrado fue concentrado mediante destilacidn (20°c,
150 mm Hg) hasta 550 mL. Se agrego acetato de metilo (1.1 L) y la
suspensién resultante fue concentrada mediante destilacién (20°C,
150 mm Hg) hasta 550 mL. Esta etapa fue repetida, y luego el
concentrado fue enfriado entre 0 a 4°C durante 1 h. El sdélido
resultante fue recolectado mediante filtracién y se lavo con
acetato de metilo (2x150 mL) entre 0 a 5°C. El sélido fue secado
bajo vacio (65 a 70°C,10 mm Hg) durante 100 h para proporcionar
98.0 g (rendimiento de 89.1%) del producto deseado. La pureza

mediante el porcentaje de drea HPLC:98.8% y epimero C-4 0.53%.

Ejemplo 2

Tigeciclina

[0228] Se agrego una porcién amplia de 9-aminominociclinaeHCl
(140.0 g) ha 840 mL de agua entre 0 a 4°C. Se agrego hidrocloruro
de cloruro de acido t-butilglicina (154 g) durante 15 minutos con
buena agitacién mientras se mantuvo la temperatura entre 0 a 4°C.

La solucién fue agitada durante 1 a 3 h. El pH de la mezcla fue
ajustado a 7,2%0.2 con 30% de hidréxido de amonio mientras se

mantuvo la temperatura entre 0 a 10°C. Se agregaron Metanol (930

mL) y 840 mL de cloruro de metileno a la solucidén, la cual fue
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agitada durante 1 h entre 20 a 25°C. Las fases fueron separadas.
La fase acuosa fue extraida con 3x600 mL de cloruro de metileno,
vy las fases orgénicas fueron combinadas, secadas, y concentradas
a un volumen de aproximadamente 500 mL. La suspensidn resultante
fue enfriada entre 0 a 2°C durante 1 h. El sdélido fue filtrado y
secado para proporcionar 120 g de producto (rendimiento 75%). La
pureza por porcentaje de Aarea HPLC:98%, epimero C-4 0.1%.

MS (FAB): m/z 586 (M+H); 585 (M').

Ejemplo 3

Tigeciclina

[0229] La tigeciclina (15.00 g) preparada segun se describid en
el Ejemplo 2 fue agregada a 113 mL de acetona y 113 mL de
metanol. La suspensién fue agitada entre 20 a 25°C durante 1 h, y
luego enfriada entre 0 a 2°C. Después de agitar durante 1 h, la
suspensién fue filtrada y lavada para proporcionar 12;55 g de
producto (rendimiento 83.7%). Pureza mediante porcentaje de area

HPLC >99%, epimero C-4 0.4%.

Ejemglo 4

Tigeciclina

[0230] La tigeciclina (105 g) preparada segun se describid en el
Ejemplo 2 fue agregada a 800 mL de acetona y 800 mL de metanol.
La suspensién fue agitada y se calentd entre 30 a 35°C durante 15
minutos, y luego se enfrié entre 20 a 25°C. Después de mantenerla

entre 20 a 25°C durante 1 h, la suspensién fue enfriada entre 0 a
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4°C y se mantuvo durante 1 h. El sélido fue filtrado, lavado vy
secado para proporcionar 83 g de producto (rendimiento 79%). La
pureza mediante el porcentaje de &rea HPLC: >99%, epimero C-4:

0.4

oo

Ejemplo 5

Tigeciclina

[0231] A un frasco de multiples cuellos de 1 1L, equipado con
agitador mecénico y proteccidédn de nitrdgeno, se agrego 894.3 g de
tigeciclina cruda humeda, ‘metanol (305 g, 386 mL), y acetona
(291 g, 368 mL). La mezcla fue agitada entre 16 a 23°C durante 4
horas. La suspensidén fue filtrada en un embudo Blichner de 9 cm
con papel #1 Whatman. El ponqué humedo fue lavado con metanol (87
g, 110 mL) entre 20 a 25°C. El ponqué humedo fue secado con
succién y con proteccidén de nitrdgeno durante 0.1 h. El ponqué
himedo (75.3 g) fue transferido de nuevo al frasco de multiples
cuellos de 1 L y una solucién de metanol (233 g, 295 mL) vy
acetona (244 g, 309 mL) se agrego. La suspensién fue agitada
entre el 15 a 20°C durante 5.5 horas. La suspensién fue filtrada
en un embudo Biichner de 9 cm con papel #1 Whatman. E1 ponqué
humedo fue lavado con metanol (70 g, 88 mL) entre 18 a 24°C. El
pongué humedo fue secado con succidén y proteccién con nitrdgeno
durante 0.1 h. El ponqué humedo (59.0 g) fue transferido de nuevo
al frasco de multiples cuellos de 1 L y una solucidén de metanol

(195 g, 247 mL) y acetona (187 g, 236 mL). La suspensién fue

! La tigeciclina cruda fue preparada a partir de la
minociclina®HCl obtenida del proveedor Interchem.
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agitada entre 18 a 24°C durante 3 horas. La suspension fue
filtrada en un embudo Bilchner de 9 cm con papel #1 Whatman. El
pongué humedo fue lavado con metanol (55 g, 70 mL) entre 20 a
25°C. El1 pongqué humedo fue secado con succién y proteccidén de
nitrégeno durante 0.1 h. El ponqué humedo (48.9 g) fue muestreado
para un andlisis de cromatografia liquida a alta presién (HPLC)
(impurezas totales =0.62%, minociclina =0.17%, epimero C-4=0.35%,

otras impurezas uUnicas més grandes =0.05%).

[0232] El pongué humedo (48.9 g) fue transferido a un frasco de
miltiples cuellos de 2 L con una estalacién de destilacidn por
vacio. Al pongué humedo se le agrego una solucidén premezclada de
metanol (90 g, 114 mL) y diclorometano (1,023 g, 772 mL). La
suspensién fue agitada entre 15 a 20°C para obtener una solucidn
roja. La solucién fue destilada hasta 160 mL entre 13 a 17°C con
un vacio de 330 mmHg durante 0.8h para = proporcionar una
suspensién naranja. Al frasco de 2 L se agrego diclometano (818
g, 617 mL) y la suspensién fue redestilada hasta 183 mL entre 6 a
13°C con un vacio de 817 mL de Hg durante 0.7 h. Se agrego
diclorometano (635 g, 479 mL) y la suspensién fue redestilada
hasta 183 mL entre 6 a 7°C con un vacio de 817 mm de Hg durante
0.6 horas. La suspensién naranja resultante fue enfriada entre O
a 5°C y mantenida entre 0 a 5°C, con agitacién, durante 2 horas.
La suspensidén fue filtrada en un embudo Bichner de 7 cm con papel
#1 Whatman. El1 ponqué humedo fue lavado con dos porciones de 69 g
(52 mL) de diclorometano a 0°C. El ponqué humedo fue secado con
succién, bajo proteccidén con nitrdégeno, durante 5 min. Una

muestra del pongqué humedo (48,7 g) fue sometida a andlisis HPLC
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(impurezas totales = 0.49%, minociclina= 0.12%, epimero C-4
=0.32%, otras impurezas =0%.) El ponqué humedo fue entonces

secado a 25°C con un vacio <10 mmHg durante 57,5 horas con un

nivel de diclorometano de 2.2%, dandeo 32.3 g de tigeciclina

(rendimiento 34.2%).

[0233] Este procedimiento fue seguido usando Tigeciclina cruda

que habia sido preparada a partir de la MinociclinaeHCl obtenida

de los proveedores Hovione y Nippon Kayaku. Una comparacidén de

las impurezas presentes en la tigeciclina obtenida del proceso

anterior usando cada fuente de material de partida de

MinociclinaeHCl se da en las tablas 1 y 2. Estas tablas indican

gque el proceso suministra un buen rendimiento de Tigeciclina con

un bajo nivel de impurezas.

TABLA 1
Fuente de | Etapa de | (%) de | MinociclinaeH | Epimero C-
MinociclinaeH |Procesamien |impurezas |Cl recuperada |4 en la
cl to de | totales en | (3) Tigeciclin
Tigeciclina |1la a final
Tigeciclin (%)
a final
Nippon Kayaku |Crudo 0.71 0.33 0.26
Crudo
Nippon Kayaku | Purificado 0.26 0.13 0.13
Purificado
Interchem Crudo 0.66 0.17 0.29
Crudo
Fuente de | Etapa de | (%) de | MinociclinaeH | Epimero C-
MinociclinaeH |procesamien |impurezas |Cl recuperada|4 en la
cl to de | totales en | (%) Tigeciclin
Tigeciclina |la a final
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Tigeciclin (%)
a final
Interchem Purificado 0.38 0.10 - 0.15
purificado
Hovione crudo | Crudo 0.64 0.18 0.32
Hovione Purificado 0.39 0.13 0.14
purificado
TABLA 2
Ensayo Nippon Kayaku Interchem Hovione
Descripcidn Polvo Polvo Polvo
naranja naranja naranja
Rendimiento 28.5 32.3 36.4
(9)
Resistencia 100 99.6 99.6
(%)!
Impurezas 0.13 0.23 0.25
totales (%)2
LSI (%) [RRT]3 Brl® 0.13 [0.64] 0.07 [0.67]
Minociclina 0.13 0.10 0.13
(%)
Epimero (%) 0.13 0.15 0.14
Diclorometano 1.3 2.2 2.1
(%)
Metanol (%) 0.001 0.003 0.002
Acetona (%) 0.001 Brl® Brl
Heptano (%) 0.001 Brl® Brl
Alcohol 0.002 Brl’ Brl
Isopropilo (
Tolueno (ppm Brl® Brl Brl
N,N-dimetil- Brl® Brl Brl
formamida
(ppm)
Agua (KF, %) 1.32 0.72 0.51
Residuo en la 0.039 0.005 0.014
ignicidén (%) '
IR Positivo Positivo Positivo
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Rotacién -219.4 -213.4 -218.7
especifical
(%)
Critalinidad Se conforma Se conforma Se conforma
Rendimiento 21 26 24
(%)
Rendimiento 24 30 27
(corregido,
Rendimiento de 10 12 13
Mino (%)
Rendimiento de 11 13 14
Mino
(corregido,

1. En una base anhidrosa, libre de disolvente. 2. Excluyendo
el epimero. 3. Impureza Unica mas grande (LSI) excluyendo
epimero C-4 vy minociclina. Tiembo de retencidén relativa
(RRT) relativo al GAR-936. 4. brl: limite de informe

5 inferior, 0.05% para HPLC. 5. brl de 0.0005%. 6. brl de
0.0003%. 7. brl de 0.0030% (muestra unica). 8. brl de 2
ppm. 9. brl de 63 ppm. 10. Corregido en cuanto a la

resistencia del material de partida y del producto.

10 EjemElo 6

Tigeciclina

[0234] El pongqué humedo de tigeciclina cruda (72.5 kg, 38.2 kg en
reso seco’) fue agitado y suspendido en 191 kg (5 partes) de
15 acetona y 191 kg (5 partes) de metanol. La suspensién fue
entonces calentada entre 30 a 36°C, enfriada inmediatamente entre
19 a 25°C, y mantenida entre 19 a 25°C durante dos horas. La
suspensién fue entonces enfriada entre 0 a 6°C, y mantenida entre
0 a 6°C durante 1 hora. Después de filtrar y lavar con 2x34 kg

20 (0.9 partes) de acetona/metanol (1:1), el ponqué humedo fue

® E1l peso seco calculado de la pérdida en datos en seco.
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entonces ensayado en cuanto a minociclina (0.23%), 9-
aminominociclina (0%), y en cuanto a la impureza uUnica mas grande
diferente al epimero C-4 (0.09%). El contenido de epimero C-4 fue
de 1.12%. Con base en los datos analiticos una resuspensidn
adicional no fue llevada a cabo. Al pongqué humedo se le agrego
440 kg (11.5 partes) de cloruro de metileno y 39.3 kg (1.0
partes) de metanol y la mezcla fue calentada entre 30 a 36°C para
su disolucidén. La solucién de tanda fue filtrada mediante
pirégeno de 0.3 micrones reduciendo a filtros de clarificacidén de
0.2 micrones. Tres destilaciones en vacio fueron entonces
llevadas a cabo para remover el metanol, con marcos de cloruro de
metileno (440 kg y 339 kg, respectivamente) antes de la segunda y
tercera destilaciones. El nivel de metanol residual fue de 0.3%.
la tanda fue enfriada entre 0 a 6°C y se agito durante 1 hora. La
tanda fhe filtrada, lavada por 2x42.1 kg (1.1 partes) de cloruro
de metileno pre enfriado (-13 a -7°C) y secado a no mas de 60°C
hasta una perdida en el secado <2.5%. El material fue molido para
dar 22.3 kg de tigeciclina (rendimiento 58%). La pureza por

porcentaje de Aarea HPLC: 98.2%, epimero C-4:1.55%, Minociclina

0.1%, 9-aminominociclina 0%, otra impureza mAs grande Uunica
=0.08%

Ejemglo 7

Tigeciclina

[0235] El1 pongué de tigeciclina cruda (103.5 kg, 53.4 kg peso

seco®) fue agitado y suspendido en 191 kg (5.1 partes) de acetona

¢ peso en seco calculado de la perdida en los datos en seco.
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y 191 kg (5.1 partes) de metanol. La suspensidn fue entonces
calentada entre 30 a 36°C, y enfriada inmediatamente entre 19 a
25°C, y mantenida entre 19 a 25°C durante dos horas. La
suspensién fue entonces enfriada entre 0 a 6°C y mantenida entre
0 a 6°C durante 1 hora. Después de filtrar y lavar con 2 x 34 kg
(0.9 partes) de acetona/metanol (1:1), el ponqué humedo fue
entonces ensayado en cuanto a contenidos de minociclina (0.12%),
9-aminominociclina (0%), y e impurezas Unicas mas grandes
diferentes a epimero C-4 (0.13%). El contenido de epimero C-4 fue
de 0.37%. Con base en los datos analiticos, una resuspensién
adicional no fue llevada a cabo. Al pongué humedo se le agregaron
440 kg (11.7 partes) de cloruro de metileno y 55.7 kg (1.0
partes) de metanol y la mezcla fue calentada entre 30 a 36°C para
su disolucién. La solucidén de la tanda fue filtrada mediante
reducir con pirégeno de 0.3 micrones y filtros de clarificacidn
de 0.2 micrones. Tres destilaciones en vacio fueron llevadas a
cabo entonces para remover el metanol, con marcos de cloruro de
metileno (624 kg y 481 kg, respectivamente) antes de la segunda y
tercera destilaciones. El nivel de metanol residual fue de 1.07%.
La tanda fue enfriada entre 0 a 6°C y se agito durante 1 hora. La
tanda fue filtrada, lavada con 3x59,7kg (1.1 partes cada una) de
cloruro de metileno pre enfriado (-13 a -7°C) y secado a no mas
de 60°C hasta una perdida en el secado <2.5%. El material fue
molido para dar 31.7 kg de Tigeciclina en una primera tanda. Una
segunda tanda consistié del producto residual en el cristalizador
suministrando 2.5 kg adicionales. Ambas tandas representan un

rendimiento del 64% de Tigeciclina cruda.
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[0236] Aungue la invencidén ha sido descrita mediante la discusiédn
de las modalidades de la invencidén y ejemplos no limitativos de
ella, una persona versada en la técnica puede, luego de leer la.
especificacién y las reivindicaciones, visualizar otras
modalidades y variaciones que también estan dentro del alcance
propuesto de la invencién y por lo tanto el alcance de la
invencidn solo debe ser construido y definido por el alcance de

las reivindicaciones adjuntas.
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un método para preparar por lo menos un compuesto de

Férmula 4,

o una sal de este,

En donde R = -NR3R4, en donde Rs; y Ry son cada uno
independientemente escogidos entre hidrdégeno, y alquilo

con 1 a 4 carbonos de cadena recta o ramificada,

Comprende:

Combinar por lo menos un agente de reduccidn con una mezcla
en suspensién de reaccidén que comprende un intermedio
preparado de una reaccién entre por lo menos un agente de

nitracidén y por lo menos un compuesto de la Férmula 2,

o0 una sal de este.
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El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el
intermedio es un compuesto de la Férmula 3 o una sal de

este.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1 o la
reivindicacién 2, en donde el por lo menos un agente de
reduccidén se suministra en la presencia de por lo menos

un catalizador.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 3, en donde el
por lo menos un catalizador es escogido entre o6xidos de
metal de tierras raras, Catalizadores que contienen metal
del grupo VIII, vy catalizadores gque contienen sales de

metal del grupo VIII.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 4, en donde el
por 1o menos un catalizador es escogido entre

Catalizadores que contienen metal del grupo VIII.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 5, en donde el

catalizador que contiene metal del grupo VIII comprende

paladio.
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10.

11.

12.
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El método de acuerdo con la reivindicacidédn 6, en donde el
catalizador que contiene metal del grupo VIII es paladio

scbre carbdn.

El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el

paladio sobre carbdn estd en forma humeda.

El método de acuerdo con la reivindicacién 7 o la
reivindicacién 8, en donde el catalizador de paladio
sobre carbdén estd presente en una cantidad que varia
entre 0.1 partes a 1 parte, con relacién a la cantidad
del por lo menos un compuesto de la Fbérmula 2 presente
antes de la reaccidén con el por lo menos un agente de

nitraciédn.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 9, en donde el por lo menos un

agente de reduccidén es hidrdgeno.

El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde
el hidrdégeno se suministra a una presién que varia entre

1 a 75 psi.
El método de acuerdo con la reivindicacidén 10, en donde

el hidrégeno se suministra a una presién que varia entre

1 a 50 psi.
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El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 12, en donde antes de combinar, la
mezcla de reaccién se combina con un disolvente comprende

por lo menos un alcohol que tiene 1 a 8 carbonos.

El método de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde
el por lo menos un alcohol que tiene 1 a 8 carbonos es

escogido entre metanol y etanol.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 14, en donde el combinar se lleva a

cabo a una temperatura que varia entre 0°C a 50°C.

El método de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde
el combinar se lleva a cabo a una temperatura que varia

entre 20°C a 40°C.

El método de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde
el combinar se lleva a cabo a una temperatura que varia

entre 26°C a 28°C.

El método de acuerdo <con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 17, en donde el por lo menos un
agente de nitracidén es escogido entre sales de nitrato y

4cido nitrico.

El método de acuerdo <con una cualquiera de la

reivindicaciones 1 a 18, en donde el por lo menos un
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20.

21.

22.

23.

compuesto de la Férmula 2 es una sal escogida entre sales
clorhidricas, bromhidricas, yodhidricas, fosféricas,
nitricas, sulfuricas, acéticas, benzoicas, citricas, de
cisteina, fumiricas, glicdélicas, maléicas, succinicas,

tartdricas, sulfatos, y clorobencenosulfonatos.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 19, en donde después de combinar, la
mezcla de reaccidén contiene el por lo menos un compuesto
de la Férmula 2 en una cantidad menor a 2% segun se

determiné por cromatografia liquida de alto rendimiento.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 19, en donde después de combinar, la
mezcla de reaccidén contiene el por lo menos un compuesto
de la Pérmula 2 en una cantidad menor a 1% segun se

determind por cromatografia liquida de alto rendimiento.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 21, en donde después de combinar, la
mezcla de reaccidén se agrega a un sistema disolvente que
comprende a un alcohol de cadena ramificada con 1 a 8

carbonos y un hidrocarburo con 1 a 8 carbonos.
El método de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde
el alcohol de cadena ramificada con 1 a 8 carbonos es

isopropanol.
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24.

25.

26.

27.

28.

29.
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El método de acuerdo con la reivindicacidén 22 o la
reivindicacién 23, en donde el hidrocarburo con 1 a 8

carbonos es escogidos entre hexano,  heptano, y octano.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 22 a 24, en donde después de combinar,
la mezcla de reaccidén se agrega al sistema disolvente a

una temperatura que varia entre 0°C a 50°C.

El método de acuerdo <con una cualquiera de la
reivindicaciones 22 a 24, en donde después de combinar,
la mezcla de reaccidn se agrega al sistema disolvente a

una temperatura que varia entre 0°C a 10°C.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 26, que comprende adicionalmente
aislar el por lo menos un compuesto de la Férmula 4 como

una composicién sdlida.

El método de acuerdo con la reivindicacién 27, en donde
el por lo menos un compuesto de la Férmula 4 se aisla

como una sal.
El método de acuerdo con la reivindicacidén 28, en donde

el por lo menos un compuesto de la Férmula 4 se alisla

como una sal en la presencia de sulfito de sodio.
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El método de acuerdo <con una cualquiera de la

reivindicaciones 27 a 29, en donde la composicién sdlida

contiene un epimero C; de Fd6rmula 4 en una cantidad menor

a 10% seguin se determind por cromatografia liquida de

alto rendimiento.

El método de acuerdo con la reivindicacién 30, en donde
la composicién sélida contiene un epimero C4 de Férmula 4
en una cantidad menor a 1% segun se determind por

cromatografia liquida de alto rendimiento.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 30, en donde
la composicién sélida contiene un epimero C4 de Férmula 4
en una cantidad menor a 0.5% segun se determiné por

cromatografia liquida de alto rendimiento.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 27 a 32, en donde la composicién sdlida
contiene el por lo menos un compuesto de la Férmula 2 en
una cantidad menor a 2% segun se determindé por

cromatografia liquida de alto rendimiento.

El método de acuerdo con una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 33, en donde el por lo menos un
compuesto de la Fdérmula 2 estd presente en la mezcla de

reaccidén en una cantidad de por lo menos 1 gramo.
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35. Un método para preparar por lo menos un compuesto de la

Férmula 1,

o una sal farmacéuticamente aceptable de este,

en donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos
entre hidrbégeno, alquilo con 1la 6 carbonos de cadena
recta y ramificada, y cicloalquilo, o R; y Rz, juntos con
N, forman un heterociclo; R es -NR3Ry, en donde Rz y Rg
son cada uno independientemente escogidos entre
hidrégeno, y alquilo con 1 a 4 carbonos de cadena recta o

ramificada; y n varia entre 1-4,
Comprende:

(a) combinar por lo menos un agente de reduccidén con una
mezcla en suspensién de reaccidén comprende un intermedio
preparado de una reaccién entre por lo menos un agente de

nitracién y por lo menos un compuesto de la Férmula 2,

o una sal de este, para formar un segundo intermedio; y
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37.

38.

39.
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hacer reaccionar adicionalmente el segundo intermedio en
la mezcla de reaccidn para preparar el por lo menos un

compuesto de la Férmula 1.

El método de acuerdo con la reivindicacién 35, en donde
R; es hidrdégeno, R; es t-butilo, R; es metilo, Ry es

metilo, y n es 1.

El método de acuerdo con la reivindicacidédn 35, en donde
el por 1lo menos un compuesto de la Fbérmula 1 es

tigeciclina.

El método de acuerdo con la reivindicacién 35, en donde
el por lo menos un compuesto de la Foérmula 1 es

hidrocloruro de tigeciclina.

El método de acuerdo <con una cualquiera de la
reivindicaciones 33 a 38, en donde el segundo intermedio
en la suspensién es por lo menos un compuesto de la

Férmula 4,

o una sal de este.
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40. El método de acuerdo <con una cualquiera de 1la
reivindicaciones 35 a 39, en donde el hacer reaccionar
adicionalmente en (b) comprende asilar el segundo
intermedio.

41. El método de acuerdo con la reivindicacién 40, en donde
antes de la acilacién, el segundo intermedio se aisla
como una sal.

42. Un método para preparar por lo menos un compuesto de la
Férmula 4 o una sal de este,

4

en donde R = -NR3R;, en donde R3; y Ry son cada uno
independientemente escogidos entre hidrdgeno, y un
alquilo con 1 a 4 carbonos de cadena recta o ramificada,

comprende:

reducir un intermedio de Férmula 3 o una sal de este,

R \\ﬂ//
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en donde el intermedio de Férmula 3 estd presente en una

43.

44.

mezcla en suspensién de reaccidn.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 42, en donde
la reduccidén comprende combinar por lo menos un agente de

reduccidén con la mezcla de reaccidn.

Un método para preparar por lo menos un compuesto de la

Férmula 1,

o una sal farmacéuticamente aceptable de este,

en donde R; y Ry son cada uno independientemente escogidos

entre hidrdégeno, un alquilo con 1 a 4 carbonos de cadena
recta o ramificada, y cicloalguilo, o R; y Rz, Jjuntos con
N, forman un heterociclo; R es -NR3Ry, en donde Rz y Ry
son cada uno independientemente escogidos entre
hidrégeno, y alquilo con 1 a 4 carbonos de cadena recta o

ramificada; y n varia entre 1-4,

Comprende:
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(c)

45.

46.

47.

129 | o5

hacer reaccionar por lo menos un agente de nitracidén con
por lo menos un compuesto de la Fdérmula 2 o una sal de

este para preparar una mezcla de reaccidn,

sin aislar ninguno de 1los sélidos de la mezcla de
reaccidén, combinar por lo menos un agente de reduccidn

con la mezcla de reaccidn para preparar un intermedio; y

preparar el por lo menos un compuesto de la Férmula 1 a

partir del intermedio.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 44, en donde
Ry es hidrbégeno, R, es t-butilo, R3; es metilo, Ry es

metilo, y n es 1.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 44, en donde
el por lo menos un compuesto de la Férmula 1 es

tigeciclina.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 46, en donde

el por lo menos un compuesto de la Férmula 1 es

hidrocloruro de tigeciclina.
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Un método para preparar por lo menos un compuesto de la

Férmula 1,

o una sal farmacéuticamente aceptable de este,

en donde R; y R; son cada uno independientemente escogidos

entre hidrégeno, un alquilo con 1 a 4 carbonos de‘cadena
recta o ramificada, y cicloalquilo, o R; y Rz, juntos con
N, forman un heterociclo; R es =-NR3Ry, en donde R3 y Ry
son cada uno independientemente escogidos entre
hidrégeno, y alquilo.con 1 a 4 carbonos de cadena recta o

ramificada; y n varia entre 1-4,

comprende:

(a)

combinar por lo menos un catalizador que contiene metal
del grupo VIII en la presencia de hidrdgeno con una
mezcla en suspensién de reaccidén preparado de una
reaccién entre por lo menos un agente de nitracidn y por

lo menos un compuesto de la Férmula 2 o una sal de este,
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en donde el por lo menos un catalizador que contiene metal

49.

50.

51.

52.

53.

del grupo VIII estd presente en una cantidad que varia
entre 0.1 partes a 1 parte con relacién a la cantidad del
por lo menos un compuesto de la Férmula 2 presente antes
de la reaccidén con el por lo menos un agente de

nitracidn.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 48, en donde
R; es hidrdégeno, R, es t-butilo, R; es metilo, Ry es

metilo, y n es 1.

El método de acuerdo con la reivindicacién 48, en donde
el por 1lo menos un compuesto de la Férmula 1 es

tigeciclina.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 50, en donde
el por lo menos un compuesto de la Férmula 1 es

hidrocloruro de tigeciclina.

Un compuesto o una sal de este preparado por el método de

acuerdo con una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 51.

El compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 52, en

donde R; es hidrdgeno, R; es t- butilo, R; es metilo, Ry

es metilo, y n es 1.
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54.

55.

56.

57.

58.

59.

por
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El compuesto de acuerde con la reivindicacidén 53, en
donde el por lo menos un compuesto de la Férmula 1 es

tigeciclina.

Una composicidén que comprende un compuesto o una sal de
este preparado por el método de acuerdo con una

cualquiera de la reivindicaciones 1 a 51.

La composicidn de acuerdo con la reivindicacidén 55, que
comprende adicionalmente por lo menos un portador

farmacéuticamente aceptable.

La composicidén de acuerdo con la reivindicacidén 56, en
donde R; es hidrdégeno, R, es t- butilo, Rs; es metilo, Ry

es metilo, y n es 1.

La composicién de acuerdo con la reivindicacién 57, en
donde el por lo menos un compuesto de la Férmula 1 es
tigeciclina.

Una composicidédn comprende:

lo menos un compuesto de la Férmula 4,

132
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o una sal de este,

en

60.

donde R es -NR3Ry, en donde R; y Ry son cada uno
independientemente escogidos entre hidrdégeno, y alquilo
con 1 a 4 carbonos de cadena recta o ramificada, en donde
un epimero C, de Fdérmula 4 estd presente en una cantidad
menor a 10%, segun se determind por cromatografia liquida

de alto rendimiento.

La composicidén de acuerdo con la reivindicacidédn 59, en

donde R; es hidrdégeno, R, es t-butilo, R3 es metilo, Ry es

metilo, .y n es 1.

133



neog
134 8

TIGECICLINA Y METODOS PARA PREPARAR 9-AMINOMINOCICLINA

RESUMEN: Se describen métodos para preparar y purificar
tetraciclinas, tal como tigeciclina. También se describen
composiciones de tetraciclina, tal como composiciones de

tigeciclina, preparadas por estos métodos.
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

These Notes are intended to give the basic instructions concerning the filing of amendments under article 19. The
Notes are based on the requirements of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
under that Treaty. In case of discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable. For more
detailed information, see also the PCT Applicant’s Guide, a publication of WIPO.

In these Notes, "Article”, "Rule”, and "Section" refer to the provisions of the PCT, the PCT Regulations and the PCT
Administrative Instructions, respectively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, after having received the international search report and the written opinion of the International
Searching Authority, one opportunity to amend the claims of the international application. It should however be emphasized
that, since all parts of the international application (claims,description and drawings) may be amended during the
international prefiminary examination procedure, there is usually no need to file amendments of the claims under Article 19
except where, e.g. the applicant wants the latter to be published for the purposes of provisional protection or has another
reason for amending the claims before international publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
protection is available in some States only (see PCT Applicant’s Guide, Volume I/A, Annexes B1 and B2).

The attention of the applicant is drawn to the fact that amendments to the claims under Article 19 are not allowed where
the International Searching Authority has declared, under Article 17(2), that no international search report would be
established (see PCT Applicant’s Guide, Volume I/A, paragraph 296).

What parts of the international application may be amended?

Under Article 19, only the claims may be amended.

During the international phase, the claims may also be amended (or further amended) under Article 34 before the
- International Preliminary Examining Authority. The description and drawings may only be amended under

Article 34 before the International Examining Authority.

Upon entry into the national phase, all parts of the international application may be amended under Article 28 or,
where applicable, Article 41. .

When? Within 2 months from the date of transmittal of the international search report or 16 months from the priority date,
whichever time limit expires later. it should be noted, however, that the amendments will be considered as having
been received on time if they are received by the International Bureau after the expiration of the applicable time
limit but before the completion of the technical preparations for international publication (Rule 46.1).

Where not to file the amendments?

The amendments may only be filed with the International Bureau and not with the receiving Office or the
International Searching Authority (Rule 46.2).

Where a demand for international preliminary examination has been/s filed, see below.

How? Either by cancelling one or more entire claims, by adding one or more new claims or by amending the text of one
or more of the claims as filed.

A replacement sheet must be submitted for each sheet of the claims which, on account of an amendment or
amendments, differs from the sheet originally filed.

All the claims appearing on a replacement sheet must be numbered in Arabic numerals. Where aclaim is
cancelled, no renumbering of the other claims is required. In all cases where claims are renumbered, they must be
renumbered consecutively (Section 205(b)).

The amendments must be made in the language in which the international application is to be published.

What documents must/may accompany the amendments?
Letter (Section 205(b)):
The amendments must be submitted with a letter.

The letter will not be published with the international application and the amended claims. It should not be
confused with the "Statement under Article 19(1)" (see below, under "Statement under Article 19(1)").

The letter must be in English or French, at the choice of the applicant. However, if the language of the
international application is English, the letter must be in English; if the language of the international application
is French, the letter must be in French.

Notes to Form PCT/ASA/220 (first sheet) (October 2005)
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(PCT Rule 43bis.1)
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Date of mailing :
(dayimonthjyear) see form PCTASAR10 (second sheet)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER ACTION

see form PCTASA/220 See paragraph 2 below

International application No. International filing date (day/monthyear) Priority date (day/monthyear)
PCTAS2006/020536 25.05.2006 27.05.2005

International Patent Classification (IPC) or both national classification and IPC

INV. C07C231/02 C07C237/26 A61K31/65 A61P3100

Applicant
WYETH

1. This opinion contains indications relating to the following items:

Box No. | Basis of the opinion
Box No. Il Priority
Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Box No. IV Lack of unity of invention

Box No. V' Reasoned statement under Rule 43bis. 1 (a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents cited
Box No. VIl Certain defects in the international application

00X ROOORX

Box No. VHI  Certain observations on the international application
2.  FURTHER ACTION

It a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("IPEA") except that this does not apply where
:the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Bureau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply togsther, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of mailing of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date,
whichever expires later.

For further options, see Form PCTASA220.

3. For further details, see notes to Form PCT/ASA220.

Name and mailing address of the ISA: Date of completion of Authorized Officer
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European Patent Office R %
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T Tel +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d L, s
Fax: +49 89 2399 - 4465 Telephone No. +49 89 2399-8914 oo asui"
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTMUS2006/020536

Box No.!| Basis of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed

O a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

- With regard to any nucleotide andjor amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:

U asequence listing

O table(s) related to the sequence listing
b. format of material:

O on paper |

O in electronic form
c. time of filingfurnishing:

L1 contained in the international application as filed.

O filed together with the international application in electronic form.

L1 furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.
. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as:
appropriate, were furnished. :

. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2005)



J..A"_.

WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/MUS2006/020536

Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-51
No: Claims 52-60

inventive step (IS) Yes: Claims 1-51
No: Claims 52-60

Industrial applicability (IA) Yes: Claims 1-60
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Box No. VI Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)
and/or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

see form 210

Form PCTASA/ 237 (April 2005)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/020536

Reference is made to the following documents:

D1: Drugs of the Future, 2001, 26, 851-858

D2: US5675030

D3: Journal of Organic Chemistry, 2003, 68, 5838-5851
D4: Journal of Medicinal Chemistry, 1994, 37, 184-188

Re ltem V.
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1.

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claims 52 to 60 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

The compounds disclosed in this application are already known (see D1),
therefore the subject-matter of claims 52 to 54 is not new in the sense of Article
33(2) PCT.

Moreover the use of the compounds disclosed in this application in a composition
is also not new in the sense of that these compounds were already known and
characterized (see D1 and D2), therefore the subject-matter of claims 55-60 is not
new in the sense of Article 33(2) PCT.

The document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter
of claim 1, and discloses (see Paragraph "Synthesis" p 851):

A process for the synthesis of tigecycline comprising the steps of:

- nitration of minocycline with KNO, and H,SO, to form a 9-nitro derivative,

- reduction of this 9-nitro derivative with H, over Pd/C in 2-methoxyethanol/2N
H,SO, to provide 9-aminominocycline,

- acylation of 9-aminominocycline either a) with 2-bromoacetylbromide in N,N-
dimethylpropyleneurea (DMPU) to form 9-(2-bromoacetamido)minocycline,
followed by reaction with tert-butylamine to yield after purification the attended
tigecycline, either b) with N-tert-butylglycy! chloride to form directly the attended
tigecycline.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/020536

The subject-matter of claim 1 differs from D1 in that the nitro-intermediate is not
isolated from the reaction mixture and direct involving in the reductive step (the
expression "reaction mixture slurry" was considered to relate to a reaction mixture
in which no compounds are isolated) .

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 minocycline 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 D1
(see pages 50-55 of this application), the isolated 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 49 of this application), the
isolated aminominocycline derivate (4) is contaminated with 0.9% of the C4-
epimer.

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-
aminominocyclines. Therefore the subject matter of claim 1 appears to be novel
and inventive.

Claims 2-51 are dependent on claim 1 and as such also meet the requirements of
the PCT with respect to novelty and inventive step.

3.  Further remarks

3.1 Claims 1, 35 and 44 are not supported by the description as required by Article 6
PCT, as their scope is broader than justified by the description and drawings. The
reasons therefor are the following:

Claims 1 and 35 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
complete reaction scheme described in this application, the only intermediate
formed seems to be the 9-nitrominocycline derivate (compound 3). Therefore the
term "intermediate" using in claims 1 and 35 without precising the nature of this
intermediate, renders the scope of the claims broader than justified by the de-
scription.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2006/020536

Likewise claims 35 and 44 claim the formation of a second intermediate resulting
of reaction of a reducing agent with the intermediate of formula 3. According to the
description of the complete reaction scheme described in this application, the only
intermediate formed seems to be the 9-aminominocycline derivate (compound 4).
Therefore the term "intermediate" using in claims 35 and 44 without precising the
nature of this intermediate, renders the scope of the claims broader than justified
by the description.

3.2 Claims 20, 21, 30-33 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 the subject-matter in terms of the result to be achieved, which merely
amounts to a statement of the underlying problem, without providing the technical
features necessary for achieving this result.

3.3 In claim 48 and in the description on page 20 paragraph [079], the second step
concerning the acylation is missing.

3.4 The units psi employed in claims 11 and 12 and on pages 15, 49 and 54 is not
recognized in international practice used, contrary to the requirements of Rule
10.1(d) PCT. '

3.5 Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii)PCT, the relevant background art

disclosed in D1 and D2 is not mentioned in the description, nor is these
documents identified therein.

Re ltem VI
Certain documents cited
Certain published documents

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2006, 16, 400-403
Available online: 21 October 2005

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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IN THE INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

Applicant: Wyeth

International Application No.: PCT/US2006/020536
international Filing Date: 25 May 2006

Publication No.: WO 2006/130500 A3

Publication Date: 7 December 2006

VIA FACSIMILE (011 .4&2.338.82.70)
CONFIRMATION VIA INTERNATIONAL FEDERAL EXPRESS

International Bureau of WIPO
PCT Operations Division

34, Chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

REQUEST TO CORRECT ERRORS IN PUBLISHED APPLICATION

The published international application is inconsistent with the application as
filed. Please correct applicant Wyeth’s address to Five Giralda Farms, inventor
Sylvain Daigneault's address to Laval, Quebec H7R 1G8, inventor Joseph James
McCauley's name to Joseph James McCauley, lil and his address to Plattsburgh,
New York. Further, please delete “XX” from inventor Michel Bernatchez's address.

To assist in the correction, please find enclosed a marked-up copy of the
cover page of the published application indicating the corrections, and a copy of the
PCT Request as filed.

Please republish the application with the corrections, and notify the
appropriate receiving offices.

Respectfully submitted,

Dot/

Date: 19 November 2007

Leslie A. McDonell, Agent of Record

Reg. No. 34,872

Finnegan, Henderson, Farabow
Garrett & Dunner, LLP

901 New York Avenue, NW

Washington, D. C. 20001-4413
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{intcrnational Application No.

REQUEST

International Filing Date

The undersigned requests that the present
international application be processed
according to the Patent Cooperation Treaty.

Name of receiving Office and “PCT International Application”

Applicant’s or agent’s

file reference

(if desired) (12 characters maximum) 1‘ 142.381-304

Box No. 1 TITLE OF INVENTION

TIGECYCLINE AND METHODS OF PREPARING 9-AMINOMINOCYCLINE

BoxNo.I1  APPLICANT D This person is also inventor

Name and address: (Family name followed b};given name; for alegal entity, full official designation.

The address must include postal code and name of country. country of the indicated in this

Box is the applicant’s State (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below.)
Wyeth '
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07940
United States of America

Telephone No.

Facsimile No.

Teleprinter No.

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality:

State (that is, country) of residence:

USA
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for thl:: purposesp gf; D States n . the Um‘i'i:ldf1 States of Amc:n?ea D of America only th: Supplcl::‘\enct:l Bc:;l
Box No. Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal ensity, full official designation.
The address must include postal code and name of country. The couniry of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.,)

Lalitha Krishnan

2 Sonia Court

Suffern, New York 10901
United States of America

This person is:
D applicant only
' @ “applicant and inventor

D .inventor only (If this check-box is -
marked, do not fill in below.)

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of natiohality:

State (that is, country) of residence;

USA - USA -
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for the purposes of: D States - D the Umﬁ States of Amc:r';u @ of America only the Supplemenct:l B:;'::

Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet.

Box No.IV  AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf
of the applicant(s) before the competent International Authorities as:

[x]

common

agent representative

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation.
The address must include postal code and name of country.)

Leslie A. McDonell

Finnegan, Henderson, Farabow, Garrett & Dunner, L.L.P.
901 New York Avenue '
Washington, D. C. 20001-4413

United States of America

Telephone No.,
202.408.4000

Facsimile No.

202.408.4400

Teleprimer No.

Agent’s registration No. with the Office

34,872

O]

space above is used instead to indicate a special address to whic!

Address for correspondence: Mark this check-box where no aicnt or oomrgon rep}x;esclx&tﬁvc is/has been appointed and the
correspondence shou sent.

Form PCT/RO/101 (first sheet) (April 2006)

E‘

See Notes to the request form

- ~r

&

mmommg i g @443l 02 Us
By: LS 0T u‘ N (ﬂ



¥y dE g

P ~
i)
SheetNo. ...2...
Continuation of Box No. Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request.
Name and address: il e followed ; for alegal entity, full offictal designation. | Thi: is:
The address must InclufiFe‘z::'gI,g:andefznZ nm?;%nﬂci oaung:;l o thz addrgc indicated in this S person ls
Box is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) : D applicant only
Phaik-Eng Sum . .
16 Chamberlain Court IZI ,apphmt T ';fvinmhe kbax
inventor o this check-
Pomona, New York 10970 ‘ [ S maried o wot i in bedow,)
United States of America
. Applicant’s registration No. with the Office
State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence: -
USA USA
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for thgepurposespgf: D States e the Uni?e? States of Amc?}}m of America only . m: Supplel[l:lcnc;l a‘;:
Name and address: (Family name followed by given name; for alegal entity, full official designation. | Thi s
The address must inclugg.lrzﬂ co;efzns):ame{)mtry. cgu:%y of :'hz m indicated in this This person is
Bax is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) D applicant only
Sylvain Daigne_ault » m applicant and inventor
201 Des Peupliers [ inventoroaly (3 is check o
Laval, Quebec H7R 1G6 is marked, do not fill in below.)
Canada Applicant’s registration No. with the Office
State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:
Canadian Canada
This person is applicant - [ all designated all designated States except the United Stat the States indicated i
forl:h%epm;(:sespgf; D States e the U:ited States of Ae:nceegca of America onlr L th: Supple:lnencl:.l B;

Name and address: (Family name followed by given name; for alegal entity, full official designation. | This person is:
The address must include postal code and name of country. country of the address indicated in this

Box Lr the applican’s State (that is, country) of residence f no State of residence is indicated below.) D @plimg only
Michel Bernatchez A ' o
3990, boul. Gouin-est, Montreal-nord [x] spplicast and inventor

) inventor only (If this check-box
Quebec H1H 1C6 D is marked, rd nafl fill in below.)
Canada

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationaiity: State (that is, country) of Tesidence:

Canadian .| Canada
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for the purposes of: D States © D the United States-of Amceene_ca E of America only the Suppfelz:‘xe:t:l Box

Name and address: (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. | This person is:
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in this

Bax is the applicant’s State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) D applicant ;)nly
Anthony Scott Pilcher ' IE - .
178 Arbor Lane 'appllcant and inventor
Colchester, Vermont 05446 ' O ﬁm’ﬂZ n(f{:’}'i'if f: icezk;?ff

United States of America.

Applicant’s registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: ‘ State (that is, country) of residence:

USA USA .
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for th‘; pu:posespgf: D States D the Um%'edlfI States of America of America only the Suppler::enml B;:

IZ Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (April 2006) See Notes to the request form



Continuation of Box No. Tl  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request.

"Name and address: (Family name followed by given name; foralegal entity., ll official desi ion. i is:
The address must include postal code and name of couniry. The couniry of the M bldical%thls This person is
Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below,) D applicant only

Jeffrey Marshall Horne
PO Box 288, 3 East Street
Mooers, New York 12958

E applica:it and inventor

D inventor only (If this check-box
— is marked, do not fill in below.)

United States of America

Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

USA USA
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indi i
-for the purposes of:, D States D the Unigt:ld States of Amc:npu [Z of America only the Supp?elt:mc;lwg;:

Name and address: (Family name followed by given name; fora legal entity, full official designation, i is:
The address must include postal code and name of country. couniry of the address illdlwlginl‘l’l this This person is:

Box is the applicant's State (that is, country) of reside {fno State of residence is indicated below.) D applicant only
1/:\)dgm kﬂ:segrl]) Tuper - - [X] spplicant and inventor
al Oq rive ] o D inveator only (f this check-box
Rouses Point, New York 12979 is marked, do not fill in below,)

United States of America '
Applicant’sregistration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

USA ' USA

This person is applicant all designated ell designated Stateg except the United States the States indicated i
for the purposes of: D Sta_;cs D the United States of America m of America only ~ the Supplememal BQ‘:

Name and address: (Family name faliawedbygiven namé; for alegal entity, full official designation. | This person is:
The address must include posial code and name of country, country of the address indicated in this
Box is the applicant’s State (thatis, country) of residence {fno State of residence is indicated below.) D applicant only

Joseph-James McCauley Il
73 Beekman Street
. Plattsburgh, New York 12801

@ applicant and inventor

D inventor only (If this check-box
is marked, do not fill in below.)’

United States of America
Applicant's registration No. with the Office

State (that is, country) of nationality: State (that is, country) of residence:

USA USA
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for the purposes of: D States the Uniﬁ States of Amc:gca E of America only d:g Suppn’e}i’m&"géi

Name and address: (Family name followed by given name; foralegal entity, full official designation. | This person is:
The address mus! include postal code and name of country. The country of the address indicated in this
Bax is the applicant’s Stale (that is, country) of residence ifno State of residence is indicated below,) D applicant only

Adam P. Michaud

3 Pomfret Lane
Essex Junction, Vermont 05452

E applicant and inventor

D inventor only (¥f this check-box
is marked, do not fill in below,)

United States of America v
_ Applicant'sregistrationNo. with the Office

State (that is, country} of nationality: State (that is, cauntry) of residence:

USA . USA
This person is applicant all designated all designated States except the United States the States indicated i
for th% pu,posespgﬁ D States D the Um%:d States of Amc:gca E of America only the Supplcmcnct:.l B:;:

D Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet.

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (April 2005)

See Notes to the request form



Sheet No. 4 ..

BoxNo.V  DESIGNATIONS

The filing of this request constitutes under Rule 4.9(a), the designation of all Contracting States bound by the PCT on the international
filing date, for the grant of every kind of protection available and, where applicable, for the grant of both regional and national patents.

However,

D DE Germany is not designated for any kind of national protection

D JP Japan is not designated for any kind of national protection‘

D KR Republic of Korea is not designated for any kind of national protection
E] RU Russian Federation is not designated for any kind of national protection

(The check-boxes above may only be used to exclude (irrevocably) the designations concerned if, at the time of filing, the international
application contains in Box No. VI a priority claim to an earlier national application filed in the particular State concerned, in order to
avoidthe ceasing of the effect, under the national law, of this earlier national application. See the Nates to Box No. V as to the consequences
of such national law provisions in these States).-

Box No. VI  PRIORITY CLAIM

The priority of the following earlicr application(s) is hereby claimed:

Filing date . lNumbell' Where earlier application is:
of earlier application of earlier application : e
(day/month/year) 'g"&’:; e l'g:f"l:’;' regional application;* | international application:
of WTO regional Office receiving Office
item (1)
27 May 2005 60/685,146 USA
item (2)
item (3)

D Further priority claims are indicated in the Supplemental Box.

The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier application(s) (only
if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of this international application is the receiving Office) identified
above as:

all items O item( O item@ O iem@® ] other, see Supplemental Box

* Where the earlier application is an ARIPO application, indicate at least one country party to the Paris Convention for the Protection of
Industrial Property or one Member of the World Trade Organization for which that earlier application was filed (Rule 4.10(b)(i})):

Box No. VIl INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choice of International Searching Authori y (ISA) (if two or more International Searching Authorities are competent t 1 th
international search, indicate the Augthority chat.¥en; the (rzo-letter code may be used): ¢ mperent (o carry out the

ISA 7 BPO oo T

Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier search has been carried out by or requested from the
International Searching Authority):

Date (day/month/year) Number Country (or regional Office)

Box No. VIII DECLARATIONS

The following declarations are contained in Boxes Nos. VIII (i) to (v) (mark the applicable Number of
check-baxes below and indicate in the right column the number of each type of declaration): declarations
D Box No. VIII (i) Declaration as to the identity of the inventor
[:] Box No. VIII (i) ~  Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the international filing
date, to apply for and be granted a patent
D Box No. VIII (iii) Declaration as to the applicant’s entitlement, as at the intemational filing
date, to claim the priority of the earlier application )
D Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship (only for the purposes of the designation of the
: United States of America)
D Box No. VIII (v) Declaration as to non-prejudicial disclosures or exceptions to lack of novelty

Form PCT/RO/101 (second sheet) (April 2006) . See Notes to the request form
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) [ only in electronic form
(Section 801(a)(i))

(i) [3 sequence listing
(ii) [ tables related thereto

(©) [J also in electronic form
(Section 801(a)(ii))
(i) [3 sequence listing
(ii) [] tables related thereto
TEpe and number of carriers (diskette,
CD-ROM, CD-R or other) on which are
contained the

_ SheetNo. ...5...
Box No.IX CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING
This international application contains: This (ix;t?mat’i‘m;;l appllica;}on ’ilse:feompanied lz‘;hﬁollowing Number
; item(s) (mark the applicable check-boxes below indicate in of items

@ (s)illle‘e,:sl:)er’ the following number of right column the number of each item):

request (includin 1. fee calculation sheet 1

declaration sheets 5 | 2.3 original separate power of attorney

g:;fx:ggcoﬁs(g:;l:gldl/lgr 3. [0 original general power of attorney

tables related thereto) 77 4. [0 copy of general power of attorney; reference number,

claims 9 ifany:....... S S

abstract 1 5. [0 statement explaining lack of signature

drawings . 3| 6 [ priority document(s) identified in Box No. VI as

HE ) R R R R R R R R

Sub-total number of sheets : 95 | 7.0 trenslation of intemational application into

sequence listing Qanguage): ........ocoiiiiiiiiir i

tables related thereto 8. [J. separate indications concerning deposited microorganism

(for both, act::;l number or other biological material

of sheets if filed on paper, 9.0 se g :

E quence listing in electronic form
;ﬁﬂ?::?;%n?ffb - (indicate type and number of carriers)
see (c) below) ! (i) [J copy submitted forthe purposes of international search under

purposes of international search under Rule 13ter
copies with the sequence listing mentioned in le

10, [0 tables in electronic form related to sequence listing
(indicate type and number of cam'er.s%

application)

additional copies including, where

copies with the tables mentioned in left column

Rule 13ter only (and not as part of the international application) :

Total number of sheets 95 (i) 1 (only where check-box (B)(i) or (c)(i) is marked in left column)
additional copies including, where applicable, the copy for the

@iii) [ together with relevant statement as to the identit%of {.he copy or
column :

(i) [J copy submitted for the purposes of international search under
Section 802(b-guater) only (and not as part of the international

(i) O (only where check-box (b)(i) or (c)(ii) is marked in left column)
c gpphcable, the copy for the
purposes of international search under Section 802(b-quater)

.. (i) [J together with relevant statcment as to the identity of the copy or

(addin'ona[ capie_\- to be indicated under 11. D other (spBCifj')i ..........................................
items 9(ii) and/or 10(¥), in right column)

Figure of the drawings which 1 Language of filing of the

should accompany the abstract: international application: English.

Box No.X _ SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (V. such capacity is not obvious from reading the reques).

%L

S #57,

/it /%M

Leslie A. McDonell, Reg, No. 34,872

673

1. Date of actual receipt of the purported
international application:

For receiving Office use only

the purported international application:

3. Corrected date of actual receipt due to later but
timely received papers or drawings completing

4. Date of timely receipt of the required
corrections under PCT Article 11(2):

S. Intemational Searching Authority
(if two or more are competent):

ISA/

6. Transmittal of search copy delayed
D until search fee is paid py cey

2. Drawings:

D received:

D not received:

For Intemnational Bureau use only

Date of receipt of the record copy
by the International Bureau:

Form PCT/RO/101 (last sheet) (April 2006)

See Notes to the request form



This sheet is not part of and does not count as a sheet of the international application.
PCT e For receiving Office use only  sweeeme———
FEE CALCULATION SHEET . .
Annex to the Request International Application No.
Applicant’s or agent’s
file reference 1142.381-304 Date stamp of the receiving Office
Applicant
WYETH
CALCULATION OF PRESCRIBED FEES :
1. TRANSMITTALEEE . . . . o\ oo oo e e oo e o s | 300.00

2. SEARCHEFEE . . . . . o vt et oo e oo e | 1,925.00 [s]

International search to be carried out by EPO

(If two or mare International Searching Authorities are competent to carry out the
international search, indicate the name of the Authority which is chosen to carry out
the international search.)

3. INTERNATIONAL FILING FEE

Where items (b) and/or (c) of Box No. IX apply, enter Sub-total aumber of sheets } 95
Where items (b) and (c) of Box No. IX do not apply, enter Total number of sheets J - —

m first30sheets . . . . . . . . . . . ... I 1,086.00 m
. 65 x 12.00 =| 780.00[32]
number of sheets fee per sheet
in excess of 30

additional component (only if a sequence listing and/or tables
related thereto are filed in clectronic form under Section 801(a)(i),
or both in that form and on peper, under Section 801(a)(ii)):

400 x =| I‘_ﬂ
fee per sheet
[ 1,866.00 [T]

Add amounts entered at il, i2and i3 and enter total at1 . . . .

(Applicants from certain States are entitled fo a reduction of 73% of the
-internationalifiling fee. Where the applicant is (or all applicants are) so
entitled: the total fo be entered at | is 25% of the international filing fee.)

4. FEE FOR PRIORITY DOCUMENT (fapplicable) . . . . . . . . .. l 20.00 [7]
5. TOTALFEESPAYABLE . . . . . o« - <« oo oov v oo 4,111.00
Add amounts entered at T, S, I and P, and enter total in the TOTAL box TQTAL

MODE OF PAYMENT (Not all modes of payment may be available at all receiving Offices)

. '3 t :
bd g‘é;ho%’i‘tz:é‘c%’:m‘t’ (cshe?%:low) [J postal money order [ cash 7] coupons
D cheque [:] bank draft D revenue stamps D other (specify):

AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) DEPOSIT ACCOUNT

- ] U
(This mode of payment may not be available at all receiving Offices) Receiving Office: RO/ S

Authorization to charge the total fees indicated above ‘. Depasit Account No. 08-0910

P uthori a e e ,

(This check-box may l: markec_i only if the conditions for deposit accounts Date: 25 May 2006
ofthrecebing Oficesopermi) Athriationtochargounydeficiency  y, Leslio A. MoDonell

Authorization to charge the fee for priority document. Signature;

Form PCT/RO/101 (Annex) (April 2006) Seé Notés to the fee calculation sheet



Message Confirmation Report NOV-19-2007 01:03 PY MON

WorkCentre M20 Series

Machine ID :  FINNEGAN HENDERSON
Serial Number ¢ RYU260046.......
Fax Number :
Name/ Number : 2250011420381*0030401141223388270#
Page : 9
Start Time : NOV=-19-2007 01:00PM MON
Elapsed Time : 02' 48"
Mode : STD ECM
Results : O.K
LAW QFFICES
FINNEGAN, HENDERSON, FARABOW, GARRETT & DUNNER, L.L.P,
55 Cambridge Parkway; Suite 700
Cambridge, M hugells 02142
Telephone Facsimile
617.452.1600 617.452.1666
FACSIMILE TRANSMITTAL
I0
Firm: International Bureau of WIPQO

PCT Operations Division
34, chemin des Colombettes
1211 Genava 20, Switzeriand

Fax No. 011.41.22.338.82.70

Date: 19 November 2007
Subjeot: REQUEST TO CORRECT ERRORS IN PUBLISHED APPLICATION

Ref. No.:  PCT international Application No, PCT/US2006/020536
Agent Reference No. 1142-381-304

FROM
Name: Leslie A. McDonell
Fax # Verified by: A. Amison # Pages (Incl. this); 9

KINDLY ACKNOWLEOGE RECEIP THIS COMMUNI ON BY U ACSIMI

If there Is a problem with this transmission, notlty fax room at (202) 408-4174 or the sender at the

ﬂmbar above.

This facsimile is Intended only for the individual to whom it is addressed and may contain information
Prarpiee st

that Is privileged, or t from diselosure under appli faw. it you have reoeived
thig facgimile in error, please notity the dot | diately by teleph

P (cailect), and return the
original messaga by first-class mail to the above address.




LAW OFFICES ,
FINNEGAN, HENDERSON, FARABOW, GARRETT & DUNNER, L.L.P.
. 55 Cambridge Parkway; Suite 700
Cambridge, Massachusetts 021 42

Telephone Facsimile

617.452.1600 617.452.1666
FACSIMILE TRANSMITTAL

10

Firm: international Bureau of WIPO

PCT Operations Division
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Fax No. 011.41.22.338.82.70

Date: 19 November 2007
Subject: REQUEST TO CORRECT ERRORS IN PUBLISHED APPLICATION

Ref. No.: PCT international Application No. PCT/US2006/020536
Agent Reference No. 1142-381-304

FROM
Name: Leslie A. McDonell
Fax # Verified by: A. Amison # Pages (incl. this): 9

KINDLY ACKNOWLEDGE RECEIPT OF THIS COMMUNICATION BY RETURN FACSIMILE

If there is a problem with this transmission, notify fax room at (202) 408-4174 or the sender at the
number above.

This facsimile is intended only for the individual to whom it is addressed and may.contain information
that is privileged, confidential, or exempt from disclosure under applicable law. If you have received
this facsimile in error, please notify the sender immediately by telephone (collect), and return the
original message by first-class mail to the above address.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTR]

Illllllllllll!ll’llllllllllllll!l!llllllllllll!lll

Fecha: 2007-12-1¢ 16:0
Tia 14 PATENTE N, 7:26 Dep 2020 NUECREACION(

Act. 411 PRESENTAGION Eve: 378 FASI:NACIONALI

Industria y Comercm
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial
Division de Nuevas Creaciones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y
AGILIZACION DEL TRAMITE

USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCI()N};Q) MODELODEUTILIDAD ( ) ()

-Indicacién de que se solicita la concesién de una patente. (A {
-Datos de identificacién del solicitante o de la persona que se

SN

presenta la solicitud. ( 7;) (
-Descripcién de la invencion. ( 7) (
-Dibujos de ser estos pertinentes. { - ) (
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. () (
COMPLETA (vJ INCOMPLETA () (
DISENO INDUSTRIAL ( )
-Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial. () ()
-Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se

presenta la solicitud. () ()
-Representacion grafica y fotografica-del Disefio Industrial o muestra

del Material que incorpora el disefio. () ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. () { )
COMPLETA . ( ) INCOMPLETA () ()
ESQUEMA DE TRAZADO ()

-Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial. () ()
-Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se

presenta la solicitud. () { )
-Representacion grafica del Esquema Trazado. () ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. () ()
COMPLETA () 4 INCOMPLETA () ()

Firma Responsable: QOUC&O\ ™ N@‘(\(O( @QV‘l%

Fecha: (\DTCT@\'\L)G \Q{T: ZQ,I):)*




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio 289
2020
Bogota D.C.,

Doctor (a)
CORREA ORDONEZ ALVARO
Apoderado(a) y/o Representante de

WYETH

REFERENCIA Radicacién No. 7 134135
Solicitud internacional PCT/US2006/020536
Fecha inicio fase nacional 27/12/2007
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 416
Oficio No. 5432
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, retine los requisitos de forma establecidos en
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidn en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Camplase
Dado en Bogota

PEDES DE VERGEL
sidn de Nuevas Creaciones

ALIX CARMENZA
Jefe de la divy



