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PredloZeny vyndlezse tykd zpfisobu vyroby ~1-[L-[——]-r-émiﬁo-:m-hydroxybutyryl]-ka-

namycinu A vzorce IV:

V kanamycinu A jsou obsaZeny 4 primérni
aminoskupiny v polohdch 1, 3, 6° a 3". Bylo
zjisténo, Ze nejvice reaktivni je 6-aminosku-
pina, nésleduje l-aminoskupina, to se zfete-
lem na reakce s elektrifilnim &inidlem. Ob#&
aminoskupiny v polohdch 3 a 3“ jsou méné&
reaktivni neZ kterdkoli z aminoskupin v po-
lohdch 1 nebo 6, ale reaguji rovndZ za
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(1v)

PSR-

vzniku neZddoucich acylovanych ldtek, vzni-
kajicich v malych vyt&Zcich.

Podle toho je cilem tohoto vyndlezu na-
lézt vyhodné&jSi postup, neZ jak se dosud
pouZivd v tomto sméru podle americkych
patentovych spist 3781268 a 3974 137, pfi-
Cem¥ je treba, aby pii tomto postupu doch&-
zelo k selektivnéj§imu acylovdni 1-amino-



212755

3 4
skupiny .ve srovndni s dal$imi aminoskupi- deného zde vzorce 1V, pfitemZ se tento po-
nami v molekule. . stup vyznatuje tim, Ze zahrnuje postupnd
Pfedmé&tu tohoto vyndlezu se dosdhlo na- reakni stupn& tak, Ze se v prvém stupni
lezenim zptsobu pi¥ipravy sloufeniny uve- plisobi na slouéeninu vzorce 11
HO -
HO H NH,
0 NH,
- HO :
CHyOH
0]
A
HyN H
2 oo )
Cile tohoto wynédlezu bylo dosaZeno tim, -y-amino-¢-hydroxybutyryl]- kanamycmu A
Ze vynélez vytvafi zplsob vyreby 1-[L-(—]}- - . vzorce IV . -
CH,NH,
HO

(1v)
jehoZ podstata spofivd v tom, Ze v prvém- - aldehyld'ém"z'é As"kupiny, kterou tvofi benzal-
stupni ;postupu se plisobi na 6°-N- benzyloxy- e - dehyd salicylaldehyd, p-nitrobenzaldehyd,
karbonylkanamycin A vzorce II° = ... . .p-methoxybenzaldehyd a pivaldehyd v mo-
o - larnfm pomé&ru 1-mol 6‘-N-benzyloxykarbo-
i Py nylkanamycinu A vzorce II na 3 moly alde-
CHZNH coo CHZ CGH hydu v prostFedi absolutniho ethanolu, me-
HO ' - thanold, n-propanolu, methylenchloridu, 2-

spropanolu, n-butanolu, sek.butanolu, terc.-
butylalkoholu, tetrahydrofuranu, dioxanu,
dimethylformamidu nebo acetonu &i jejich
smési nebo smé&si uvedenych rozpoustddel s
vodou za teploty v rozmezi od 5°C aZ do
teploty varu pod zpé&tnym chladitem po do-
bu od 30 minut do 5 hodin za vzniku 6'-kar-
bobenzoxy-1,3,3' -trialdehydokanamycinu A
ocbecného vzorce II1
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CH3NH-CO0-CH5CH
HO o
HO Z
OH o
HO Z
CH,OH
HO

V4

H
%0

kde Z znamend zbytek vzorce

—N=CH—©—NOZ ,

- = os 1.
N=CH "@ JN=C H‘"\J——TUC ri’g ;

-N=CH~© nebo -N-CH=0 ( CH5}5 a

 on

natez se ve druhém stupni péisobi na 6'-
-karbobe-nzo-xy-1,3,3“—tri-ald‘ehydokanamy-
cin A obecného vzorce III bezprostfednd bez

v poméru- 1 mol ‘&'-kdrbobenzoxy-1,3,3%tri-
-aldehydokanamycinu A vzorce III na 0,5
mol- -N—'hydroxy-ﬁ-nonbornen-Z,S-dikarbcxy-
imidesteru kyseliny L-y-benzyloxykarbonyla-
mino-e-hydroxymaselné vzorce XX za teplo-
ty v rozmezi od —10°C do 435 °C po dobu
jedné hodiny v t&chZe rozpoudtédlech, kterg
byla uvedena v prvém stupni, nafeZ se or-
ganické rozpoustddlo odstrani a zbytek se
bezprostfedn& hydrogenuje vodikem za pri-
tomnosti kovového katalyz4toru ze skupiny,
kam pati{ palladium, platina, Raney-fiv nikl,
rhodium, ruthenium a nikl v prostredi vody
nebo rozpoust¥dla misitelného s vodou ze
skupiny, kterou tvo¥i voda a dioxan, tetra-
hydrofuran, dimethylether ethylenglykolu a
dimethylether propylenglykolu za hodnoty
PH 3 aZ 5 za vzniku 1-[L-(—)-y-amino-e-

isolovani N-hydroxy-6-nonbornen-2,3-dikar-
boxyimidesterem kyseliny L-y-benzyloxykar-
b-onylamino-voe-hy-droxyméselné vzorce XX

N’O"CO'CH‘CHECHZ‘NH'COO'CHZ %HS

-hydroxybutyryl]-kanamycinu A vzorce IV,

Je vyhodné, kdyZ sé v prvém stupni postu-
pu plisebi na 6‘—N~benzyloxykavrbonylkana-
mycin A vzorce II aldshydem ze skupiny,
kterou tvo¥i benzaldehyd, salycylaldehyd, p-
-nitrobenzaldehyd a p-methoxybenzaldehyd
v poméru 1 mol 6-N-benzyloxykarbonylka-
namycinu A vzorce II na 3 moly aldehydu
v prost¥edi absoclutniho ethylalkoholu, me-
thylalkoholu, p-propylalkoholu, isopropylal-
koholu, methylenchloridu, n-butylalkoholu,
sek.butylalkoholu, terc.butylalkoholu, tetra-
hydrofuranu, dioxanu, dimethylformamidu
nebo acetonu za teploty v rozmezi od 5 °C
do 40°C po dobu 30 minut a¥ 5 hodin za
vzniku 6‘—karbobenzoxy-1,3,3“~tri-altdehydo-
kanamycinu A obecného vzorce III, kde Z
zZznamena zhytek vzorce
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—N=CH—©—N02/ —N=CH—©/ N=CHO /

nebo -N=CH—©—OC

a ve druhém stupni se pfisob! na 6'-karbo-
benzoxy-1,3,3“-trialdehydokanamycin A o-
becného vzorce III bezprostfedn& v reakéni
smési nebo po isolovdn! N-hydroxy-6-nor-
bornen-2,3-dikarboximidesterem kyseliny L-
-y-benzyloxykarbonylamino-e-hydroxyma-

selné vzorce XX v poméru 1 mol 64karbo-
benzoxy-1,3,3"-tri-aldehydokanamycinu A
vzorce III na 0,5 aZ 1 mol N-hydroxykarbo-
nylamino-a-hydroxyméselné vzorce XX v
teplotnim rozmezi od +5°C do +-35°C po
dobu jedné hodiny a¥ 3 hodin v soustave
rozpoustddel, jak jsou uvedena v prvém
stupni, nafeZ se rozpoustédlo oddestiluje a
zbytek se hydrogenuje bezprostfedné vodi-
kem za pFritomnosti kovového katalyzétoru
ze skupiny, kterou tvofi palladium, platina,
Raney-iv nikl, rhodium, ruthenium a nikl
ve vods nebo v prostfedi rozpouStédel mi-
sitelnych s vodou, jako je voda a dioxan, tet-
rahydrofuran, dimethylester ethylengiyko-

.

-

lu a dimethylether propylenglykolu za hod-
noty pH 3 a% 5 za vzniku 1-[L-{—)-y-amino-
-¢-hydroxybutyryl]-kanamycinu A vzorce IV.

Déile je vyhodné, kdyZ se v prvém stupni
plisobi na 6‘-N-benzyloxykarbonylkanamycin
A vzorce II aldehydem ze skupiny, kterou
tvofi benzaldehyd, salicylaldehyd, a p-nitro-
benzaldehyd, v poméru 1 mol 6°-N-benzyl-
oxykarbonylkanamycinu A vzorce II na asi
3 moly aldehydu v prostfedi absolutntho e-
thylalkoholu, methylalkoholu, n-propylalko-
holu, isopropylalkoholu, n-butylalkoholy,
sek.butylalkoholu, terc.butylalkcholu, tetra-
hydrofuranu, dioxanu, methylenchloridu, di-
methylformamidu nebo acetonu nebo jejich
smési, &i jejich sm&si s vodou za teploty v
rozmezi 5°C aZ 40°C po dobu 30 minut az
5 hodin za vzniku 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-tri-
-aldehydckanamycinu A obecného vzorce
111, kde Z znamend zbytek vzorce

-N=CH©/ cH—{_)~NO, nebo —N;CHO
OH ’

nate# se ve druhém stupni pdsobi na 6‘-kar--

bobenzoxy-1,3,3"-tri-aldehydokanamycin A
vzorce III bezprostfednd v reak&ni smési
nebo po isolaci N-hydroxy-6-nonbornen-2,3-
-dikarboximidesterem kyseliny L-y-benzyl-
oxykarbonylamino-¢-hydroxyméselné vzor-
ce XX v pom&ru 1 mol 6'-karbobenzoxy-
-1,3,3“-tri-aldehydokanamycinu A vzorce III
na 0,5 mol aZ 1 mol N-hydroxy-6-nonbornen-
-2,3-dikarboximidesteru kyseliny L-y-benzyl-
oxykarbonylamino-«-hydroxyméselné  vzor-
ce XX v teplotnim rozmezi od +45°C do 35
stupiifi Celsia po dobu jedné hodiny aZ 3
hodin v soustavd rozpoustddel, jak jsou u-
vedena v prvém stupni, nafeZ se rozpous-
tédlo oddestiluje a zbytek se hydrogenuje
bezprostfedn® vodikem za pfitomnosti ko-
vového katalyzdtoru ze skupiny, kterou tvo-

¥{ palladium, platina, Raney-tv nikl, rho-
dium, ruthenium a nikl, ve vod& nebo v pro-
stfedi rozpoust8dla misitelného s vodou, ja-
ko je voda a dioxan, tetrahydrofuran, dime-
thylether ethylenglykolu a dimethylether
propylenglykolu za hodnoty pH od asi 4 za
vzniku 1-[L-(—)-y-amino-e-hydroxybuty-
ryl]-kanamycinu A vzorce IV.

Dé4le je vyhodné, kdyZ se v prvém stupni -
pisobi na 6'-N-benzyloxykarbonylkanamycin
A vzorce II benzaldehydem v poméru 1 mol -
6‘-N-benzyloxykarbonylkanamycinu A vzor-
ce II na 3 moly benzaldehydu ve smési vody
a tetrahydrofuranu v pomé&ru 1:1 za teplo-
ty od 20°C do 30°C po dobu 2 aZ 4 hodiny
za pH 10 za vzniku 6'-karbobenzoxy-1,3,3“-
-tri-salicylkanamycinu A vzorce Illa
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CH;N H-COO-CHz-CeHs

HO Q

HO
OHO

CHyOH

ase

a na 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-trisalicylkana-
mycin A vzorce Illa se plisobi ihned po p¥i-
pravé nebo po isolovdni N-hydroxy-6-non-
bornen-2,3-dikarboximidesterem kyseliny L-
-r-benzyloxykarobnylamino-e-hydroxy-

maéselné vzorce XX v poméru 1 mol 6'-kar-
bobenzoxy-1,3,3"-trisalicylkanamycinu A
vzorce IIla na 0,6 aZ 0,75 mol N-hydroxy-6-
-nonbornen-2,3-dikarboximidesteru  kyseli-
ny L-y-benzyloxykarbonylamino-¢-hydroxy-
méselné vzorce XX za teploty v rozmezi 20°
Celsia aZ 30°C po dobu 1 hodiny aZ 3 hodin
v rozpoust&dlech, jak byla uvedena v pred-
chozim stupni, ve smési methylenchloriduy,
methylalkoholu a vody nebo ve smési di-
methylformamidu, acetonu a vody, nateZ se
rozpoustédlo oddestllu]e ve vakuuy, pr1démm

HO
HO

C H=N

a na 6'-karbobenzoxy-1,3,3“-tri-o-hydroxy-
benzalkanamycin A vzorce IIIb se piisobi
ihned po pfipravé nebo po isolovdni N-hyd-
roxy-6-norbornen-2,3-dikarboximideste-

rem kyseliny L-y-benzyloxykarbonylamino-
-o:-hydroxyméselne vzorce XXX v poméru 1
mol 6°-karbobenzoxy-1,3,3“-tri- o—hydroxy-
benzalkanamycinu A vzorce IIlb na 0,6 aZ
0,75 mol N-hydroxy-6-norbornen-2,3-dikar-
boximidesteru kyseliny L-y-benzyloxykarbo-
nylamino-¢-hydroxyméselné vzorce XX za

HO
CH,OH

N=CH -9_@

OH

0 (firal

vodného roztoku amoniaku se hodnota pH
upravi na 4 a zbytek se bezprostiedné in si-
tu hydrogenuje vodikem za normélniho tla-
ku a za pfitomnosti palladia na uhli za vzni-
ku 1-[L-(—)-y-amino-e-hydroxybutyryl}-ka-
namycinu A vzorce IV.

Déle je vfhodné, kdyZ se v prvém stupni
ptsobi na 6°-N-benzyloxykarbonylkanamy-
cin'A vzorce Il salicylaldehydem v poméru
1 mol x‘-N-benzyloxykarbonylkanamycinu
A vzorce II na 3 moly solicylaldehydu ve
smési vody a tetrahydrofuranu v poméru
1:1 za teploty 20°C aZ 30°C po dobu 7 aZ
4 hodin za pH 8 za vzniku 6‘-karbobenzoxy-
-1,3,3"“-tri-o-hydroxybenzalkanamycinu
vzorce IITb

CHzNH-CO0- CHZ
9

N= CH-@
N=

O (lb)

teploty v rozmezi 20°C aZ 30°C po dobu 1
hodiny aZ 3 hodin v prostfedi rozpoustédel
popsanych v prvém stupni nebo ve smési di-
methylformamidu, acetonu a vody, naceZ se
organické rozpouSt&dlo oddestiluje ve va-
kuu, pfiddnim vodného roztoku amoniaku
se hodnota pH upravi na 4 a zbytek se hyd-
rogenuje bezprostfedn& vodikem za normél-
niho tlaku a za pritomnosti palladia na uhlt
za vzniku 1-[L-(— }-y-amino-¢-hydroxybuty-
ryl]-kanamycinu A vzorce IV.
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Déle je vfhodné, kdyZ se ve druhém stup-
ni plisobi na 6*karbobenzoxy-1,3,3"-tri-alde-
hydokanamycin A obecného vzorce III in si-
tu nebo po isolaci kyselinou L-y-benzyloxy-
karbonylamino-e-hydroxyméselnou  vzorce
VI a N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikar-
boximidem vzorce XIX

H—0—C0—CH—CH2—CH2—

OH
—NH--CO00—CHz—CsHs .
‘ (VI)
)
s

(XIX)

§ nésledujicim pridédnim dicyklohexylkarbo-
diimidu v pomé&ru 1 mol 6'-karbobenzoxy-
-1,3,3"-tri-aldehydokanamycinii A vzorce III
na 0,5 aZ 1,0 mol kyseliny L-y-benzyloxykar-
bonylamino-e-hydroxyméselné vzorce VI a
dicyklohexylkarbodiimidu, a 0,005 a¥ 0,25
mol N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikar-
boximidu vzorce XIX v teplotnim rozmez{ od
—10°C do +35°C po dobu 10 hodin v roz-
poustédlech, jak byla popséna v prvéri stup:
ni, nateZ se oddestiluje organické rozpous-
tédlo a zbytek se hydrogenuje bezprostred-
ng, jak je popsédno v bodech 1 aZ 3, za vzni-
ku 1-[L-(—)-y-amino-e-hydroxybutyryl]-ka-
namycinu A vzorce IV.

Déle je vyhodné, kdy? na 6‘-karbobenzo-
xy-1,3,3"-tri-aldehydokanamycin A vzorce
II1 se plisobi bezprostiedn& nebo po isolaci
kyselinou
-hydroxyméselnou vzorce VI a N-hydroxy
-5-norbornen-endo-2,3-dikarboximidem =~
vzorce XIX a nésledujicim p¥iddnim dicyk-
lohexylkarbodiimidu v pom&ru 1 mol 6%kar-
bobenzoxy-1,3,3"-tri-aldehydokanamycinu A

vzorce III na 0,5 aZ 0,85 mol kyseliny L-y-

-benzyloxykarbonylamino-e-hydroxymé-
selné vzorce VI a dicyklohexylkarbodiimidu
a 0,05 aZ 0,425 mol! N-hydroxy-5-norbornen-
-endo-2,3-dikarboximidu vzorce XIX v tep-
lotnim rozmezi od +5°C do 25°C po dobu
1 hodiny- aZ 3 hodin v rozpoustédlech, jak
byla popséna v prvém stupni. -
Déle je vfhodné, kdyZ se ve druhém stup-
ni plisobi na 6'-karbobenzoxy-1,3,3-tri-alde-
hydokanamycin A vzorce III bezprostfedns
po reakcl kyselinou L-y-benzyloxykarbonyl-
amino-e-hydroxyméselnou vzorce XIX s né-
sledujicim pfidanim dicyklohexylkarbodi-
imidu v pom&ru 1 mol 6‘-karbobenzoxy-
-1,3,3%-tri-aldehydokanamycinu A vzorce III
na 0,5 aZ 0,8 mol kyseliny L-y-benzyloxykar-

L-y-benzyloxykarbonylamino-e- -
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bonylamino-e-hydroxyméselné vzorce VI a
dicyklohexylkarbodiimidu a 0,05 a% 0,425
mol N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikar-
boximidu vzorce XIX v teplotnim rozmezi od
+15°C do +4-30°C po dobu 15 aZ 25 hodin.

Déle je vyhodné, kdyZ se ve druhém stup-
ni plsobi na 6%“karbobenzoxy-1,3,3“-trisyli-
cylkanamycin A vzorce Illa in situ nebo po
isolaci kyselinou L-y-benzyloxykarbonylami-

. no-e-hydroxymdéselnou vzorce VI a N-hyd-

roxy-5-norbornen-endo-2,3-dikarboximi-

demr vzorce XIX za michéni a s nédsledujicim
pfidénim dicyklohexylkarbodiimidu v pomé&-
ru-1 mel 6'-karbobenzoxy-1,3,3“-trisalicylka-
namycinu A vzorce Illa na 0,6 aZ 0,75 mol
kyseliny L-y-benzyloxykarbonylamino-a-
-hydroxyméselné vzorce VI a dicyklohexyl-
karbodiimidu a 0,06 aZ 0,375 mol N-hydro-
xy-5-norbornen-endo-2,3-dikarboximidu

vzorce XIX v teplotnim rozmezi -}25°C aZ
~-35°C po dobu 15 a¥% 25 hodin ve sm&si tet-
rahydrofuranu a vody v pomd&ru 1:1.

Déle je vyhodné, kdyZ se ve druhém stup-
ni plisobi na 6%“karbobenzoxy-1,3,3"-tri-o-
-hydroxybenzalkanamycin A vzorce IIIb in
situ nebo po isolaci kyselinou L-y-benzyloxy-
karbonylamino-e-hydroxyméselnou  vzorce
VI a N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikar-
boximidem vzorce XIX za michédni a s né-
sledujicim pFiddnim dicyklohexylkarbodi-
imidi v poméru 1 mol 86-karbobenzoxy-
-1,3,3%-tri-o-hydroxybenzalkanamycinu A
vzorce IITb na 0,6 aZ 0,75 mol kyseliny L-
-r-benzyloxykarbonylamino-e-hydroxyma-
selné vzorce VI a dicyklohexylkarbodiimidu
a 0,06 aZ 0,375 mol N-hydroxy-5-norbornen-
-endo-2,3-dikarboxamidu vzorce XIX v tep-
lotnim rozmezi -420°C a% 30°C po dobu 15
aZ 25 hodin ve smési tetrahydrofurdnu a
vody v poméru 9': 1, :

Sloutenina 1-N-[L-({— )}-y-amino-¢-hydro-
xybutyryl kanamycin A vzorce IV se vyzna-
tuje vynikajici antibakteridlni w&innosti,
kterd se jevi byt vy3si, neZ je tfinnost sa-
motného kanamycinu A. V nésledujicich
dvou tabulkdch poméru 1 mol sloudeniny

‘vzorce III na asi 0,5 aZ 1,0 mola kaZdé ze

sloutenin vzorce VI a karbodiimidu, a asi
0,005 aZ 0,25 mol sloudeniny vzorce XIX v
teplotnim rozmezi od asi —10 aZ asi do 4-35
stupiit Celsia, ale' s vyhodou od asi -5 °C
do asi 25°C po nejméné& 10 hodin v soustavd
rozpoustédel, jak jsou popséna ve stupni A,
nafeZ se organickd rozpoust&dla odstrani, a
zbytek se hydrogenuje in situ, jak to zde by-
lo popsédno vyse, za vzniku sloufeniny vzor-
ce IV. :

Vyhodné provedeni postupu podle tohoto
vynédlezu s prihlédnutim k vy$e uvedené mo-
difikaci zahrnuje pouZiti poméru 1 molu
slou€eniny vzorce III na asi 0,5 aZ 0,85 mol
kaZdé ze sloutenin vzorce VI a dicyklohe-
xylkarbodiimidu, a asi 0,05 aZ 0,425 mol
slouCeniny vzorce XIX v rozmezi od -5 °C
do asi 25°C po 1 aZ 3 hodiny v soustavé roz-
poudtédel, jak je popsdna ve stupni A, nebo
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jinak alternativnd pouZiti poméru 1 molu
slou€eniny vzorce III na asi 0,5 aZ 0,8 mo-
1t kaZdé ze slouenin vzorce VI a dicyklo-
hexylkarbodiimidu, a asi 0,05 aZ 0,425 mol
sloufeniny vzorce XIX v rozmezi od -+15°C
do +30°C po 15 aZ 25 hodin. Nejvyhodné&isi
podminky predstavuje pomé&r 1 molu slou-
¢eniny vzorce III k asi 0,6 aZ 0,75 mol kaZz-
dé ze sloulenin vzorce VI a dicyklohexyl-
karbodiimidu a asi 0,06 aZ 0,375 mol slou-
€eniny vzorce XIX v rozmezi 20 aZ 30°C po
15 aZ 25 hodin.

RovngZ tvolfi €ast podle tohoto vynélezu
novy a zlepSeny zplsob pfipravy vychozi
14atky, tedy slou€eniny vzorce II

0
CHyNH-C=0~CHy C H
HO

HO

NH,

()

14

Postup se vyznaduie tim, Ze se plisobi na
volnou bdzi kanamycinu A N-benzyloxykar-
bonyloxy-5-norbornen-2,3-dikarboximidem v
moldrnim poméru cod asi 0,5 do asi 1,5 moll
této pravé uvedené latky na mol kanamyci-
nu A, nebo zvla3t8 v pomé&ru asi 1:1. Néa-
sleduje ¢iSt8ni produktu, napfiklad extrakei
organickym rozpouSt8dlem za pouZiti tako-
vého rozpoustédla, jako je n-butylalkohol s.
nésleduijicim chromatografovdnim vodné fé-
ze. ,
Vy3e uvedend reakce se s vyhodou pro-
védi v organickém rozpoudtédle, misitelném
s vodou, jako je napiiklad smés tetrahydro-
furanu a vody, s vyhodou o koncentraci tet-
rahydrofuranu 40 aZ 60 % v teplotnim roz-
mezi od asi 0° do asi 25°C, nebo s vyhodou
od asi 5 do asi 10 °C po nejvy3e 6 hodin, ale
s vyhodou po dobu asi 4 hodin.

Sloulenina vzorce 1V, tj. 1-N-[L-(—]-r-a-
mino-e-hydroxybutyryl]kanamycin A (BB-
-K8) se vyznatuje vynikaiici antibakteridlni
Gfinnosti, jeZ se zdd byt vy3si, neZ je G&in-
nost samotného kanamycinu A. V dal8ich 2
tabulkdach jsou uvedeny hodnoty minim&ini
inhibi¢ni koncentrace kanamycinu A a slou-
¢eniny vzorce IV (BB-K8) proti &etnym
gram-positivnim a gram-negativnim mikro-
organismiim, jak byly ziskdny postupem Fe-
déni na agaru pocdle Steers-e (tabulka 1) a
postupem dvojndsobného fed8ni (tabulka
2). Jako prostfedi byl pouZit agar podle Mu-
ellera a Hintona p¥i zjisfovéni ve spoijitosti
s tabulkou 1, a infusni zdpara ze srdce pfi
studiich ve spoijitosti s tabulkou 2.

Tabulka 1

(minim4lni

Mikroorganismus

inhibi€ni koncentrace mg/ml)
kanamycin A (6-8198])

Sloudenina IV
{BB-K8, SarZe &. 4)

Alk. faecalis A-9423

A-20648 nad
Ent. cloacae A-0656
Ent. species A-20364 nad
Eent. hafniae 1 A-20674
E. coli A-2636
A-2066
A-20665 nad
A-20507
A-20520 nad
A-20365 nad
A-20684
A-20682 nad
A-20683 nad
A-20681 nad
A-15119
K. pneumoniae A-0967
K. species A-20328 nad
A-20330
A-20634 nad
K. pneumoniae A-20680 nad
A-0077

Pr. mirabilis A-9900

Pi. morganii A-15-153
vulgaris A-9555
rettgeri A-9636
mirabilis A-20645

125
4
125
1

2
16
125
32
125
125
2
125
125
125
4

4

16 8
nad 125
4
2
1
1
4
1
2
4
1
2
2
8
2
4
4
2
32
4
4
1
2
2
1
,25 0,25
4



212755

Mikroorganismus kanamycin A (6-8198) Sloufenina IV
(BB-K8, SarZe €. 4)
Alk. faecalis A-9423 16 ) 8
A-20648 nad 125 nad 125
Ent. cloacae A-0656 4 4
species A-20364 nad 125 2
hafniae 1 A-20674 1 1
E. coli A-0636 2 1
A-20664 16 4
A-20665 nad 125 1
A-20507 32 2
A-20520 nad 125 4
A-20365 nad 125 1
A-20684 2 2
A-20682 nad 125 2
A-20683 nad 125 8
A-20681 nad 125 2
A-15119 4 4
K. pneumoniae A-0967 - 4 4
species A-20328 nad 125 2
A-20330 32 32
A-20634 nad 125 4
K. pneumoniae A-20680 nad 125 4
A-0077 1 1
Pr. mirabilis A-9900 2 2
morganii A-15153 2 2
vulgaris A-9555 2 1
rettgeri A-9636 0,25 0,25
mirabilis A-20645 4 4
Pr. mirabilis A-20454 2 2
Providencia stuartii A-20615 2 1
alkalifaciens A-20676 - 1 1
Ps. aeruginosa A-20229 32 2
A-0943A 125 16
A-20653 nad 125 32
species A-20601 125, 63 16
A-20621 nad 125 nad 125
maltophilia A-20620 32 nad 125
Sal. enteritidis A-0531 1 0,5
derby A-20087 nad 125 1
Ser. marcescens A-20018 2 4
A-8933 4 8
A-204860 nad 125 4,2
A-20459 4 16
Shig. flexneri A-9684 4 4
Aeromonas A-20670 2 2
Arizona sp. A-20671 2 1
Citrobacter sp. A-20673 4 4
Edwardsiella sp. A-20678 4 4
Staph. aureus A-9606 1 1
A-4749 0,5 1
A-9537 2 1
A-20610 nad 125 2
A-20240 nad 125 8
A-15197 1 2
Prostfedi Mueller-Hinton 4+ 4% ov&i krve
Str. faecalis A-9854 63 63
A-9575 125 nad 125
Str. pyogenes A-20200 32, 16 32
A-9604 125 125
A-15040 125 125
A-20085 125 125
D. pneumoniae A-9585 63, 32 63

A-20159 125 nad 125
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Tabulka 2

minimdlni inhibi&ni

Organismus

koncentrace
kanamycin A (6-8196)

(mg/ml)

sloucenina IV
(BB-K8 SarZze €. 4)

D. pneumoniae +5% séra
A-0585

Str. pyrogenes +5% séra
A-9604

Staph. aureus Smith A-9537
A-9497
A-20239
A-20240

Enter. cloacae A-0656
species A-20364

K. pneumoniae A-3867

E. coli K-12 ML1410 A-20361
K-12 ML1630 A-20363
K-12 A-9632
A-20664
A-20665

Pr. mirabilis A-9900
morganii A-15153
vulgaris A-9436

Ps. aeruginosa A-20227
species A-20499
aeruginisa A-20653 -

. aeruginosa A-20653

Ser. marcescens A- 20019
A-20141

Z vy3e uvedenych Gdajd o hodnotdch mi-
nimélni inbibi€ni koncentrace je patrné, Ze
slouCenina vzorce IV (BB-K8) se vyznacu]o
vfhodn&j¥imi vlastnostini se -zfetelém na d-
finnost, neZ kanamycin A, zvlastd v piipa.
d& organismg, resistentnmh na kanam‘ycin
A,

Hodnoty mmimalnich mhlbi(cmch koncen-
traci 1ze rovnéZ dobie porovnat s vysledky
in vivo pro v8echny 3 organismy, na n&¥ byl
testovan kanamycm a sloudenina vzoree IV.

Slougenina IV a kanamycm A jsou rov-
néZ stejné afinné pri infekcich mysi, zpd-
sobenfch kmeny E. coli A-15119 a Staph.
aureus A9537 sensmvniml na kanamycin

63

—
Do
ot

i

R

—y
Do
DR OCILBR RN NOBRBRNNR OO

ot

A. Atkoliv z hodnot CDso (1éCivd ddvka pro
50% smrteln& infikovanych my3f) se dd od-
vodit, Ze sloufenina vzorce IV je pon&kud
méné uinnd ve srovnani. s;kauamycinetm A,
nemé tento maly rozdil zie m& vibec dile-
¥itost, protoZe hladiny davek byly znacne
zFed®né - (p&tiridsobné Fedsni).

Proti kmenfim E. coli A-20520, resistent-
nim na kanamycin, néni p¥ili¥ p¥l testech
in vivo kanamycin A G&inny — jak se dalo
pfedpokldadat — zatim co u sloufeniny vzor-
ce IV se jevi zfetelny ochranny uGfinek.
Slou€enina vzorce IV je asi decetkrdt Géin-
ndjsi proti kmeniim E. coli pfi poddvéant
Etyfdennim reZimem, ne? dvoudennim.

Srovnéni Gfinnostf slouéenmy vzorce IV a kanamyclnu A in vitro a in vivo

Létka Podet Staphylococcus Escherichia coli Escherichia coli
testl aureus A-9537 A-15119 A-20520
MIC CDso® MIC CDso MIC CDsy
Sloutenina
vzorce IV 1 1 20 .2 2 2.2 2 66 . 2
2 —¢ — — —_ — 5.4
Kanamycin A 1 2 05 .2 4 4 .2 125 200 . 2
2 — — — — — 200 . 4

MIC = minimélni inhibini koncentrace (ug/ml). Testy byly provedeny, jak to popisuje

Chisholm a spol,,
uZité prostiedi: agar Mueller-Hinten

Antimicrob. Agents and Chemotherapy, 1929, str. 244 (1970).

Po-

®CDso = 1é¢iv4 ddvka (dosis curativa), 50 % (mg/kg pm pouZiti ndsobeno potem pouZi-
tf}. MySim se poddvd za 1 a 4 hodiny po infikovdni subkutdnn& pii dvou podénich, a
za 0, 2, 4 a 6 hodin po infikovéni p¥i &tyFech podénich. Jinak byly testy provedeny, jak

to poplsun Price a spol.,
== netestovéno

J. of Antibiotics, 22, 1 {1969).
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Slou€enina vzorce IV je cennou latkou ja-
ko antibakteridini &inidlo, vyZivnd pfFisada
do krmiva pro zvifata, therapeuticky pouZi-
telnd ldtka pro- dribeZ, zvifata i lidi, a
zv14StE se hodi k 1é¢h&€ infekénich onemoc-
néni, zplsobenych gram-negativnimi i gram-
positivnimi mikroorganismy.

P¥i ordlnfm poddvani se hodi slouenina
vzorce IV jako pomocny prostfedek pii
prfedoperativnim  sterilisovdni  st¥evniho
traktu, V tlustém st¥evé tim dojde k omeze-

ni ristu jak aerobnf, tak anaerobni flory,
pokud je citlivd na tuto l4tku. Ve spojeni s -
dostatujicim mechanickym tfenim je tato
latka vhodnd k p¥ipravé a dpravd lékafské- -

ho nagini.

P¥i poddvani lidem je sloufenina vzorce

IV 4finnd pfi bakteridlnich infekcich za pa-
renterdlniho poddvani v ddvkovacim rozsa-
hu od asi 250 mg aZ asi 3000 mg denn& za
rozdé&leni této ddvky na 3 aZ 4 dennd&. Ob-

vykle se sloufenina vyznafuie Gfinnost! p¥i
poddvani kaZdych 12 hodin v d4vce asi 5,0 .

aZ 7,5 mg na kg hmotnoesti t&la.
Popis vhodnych provedeni
P¥iklad 1

Anhydrid kyseliny 5-norbornen-endo-2,3-
-dikarboxylové (XVIII)

Postupuje se podle tidajit O. Dielse a K.
Aldera, Ann, Chem. 460, 98 (1928). Do.mi-
chané suspense 98,1 g (1 mol] anhydridu
kyselmy maleingvé. v’ 500 ml suchého ben-
zény se priddva po kapkach za chlazenf 66,1
gramu (1. mol)’ cyklopentadieni; za mitha:
ni se z Teak&nl sm¥si’ vylougi. kryotalické
sraZenina, je¥" se odsaje a kiystalisaci ze
smési ligromu (coZ je. v. podstaté n-hexan]
a:benzenu 1:1 se zfskd 116§ [71%] slou-
t‘eniny, je;lz slozem je uvedeno v nazvu, b.
t. 164 aZ B [hteratura uvadl 164 azZ lb5°

i’ ¥kl :':a‘ d 2. -

N- hydroxy 5 norbornen endo 2 3—
-dikarboximid :

P¥iprava se provadi podle’ postupu L. Bau-

era a S. V. Miarky, J. Org. Chem. 24, 1293
(1959}. 115 g (0,7 molu) - vySe uvedenéhof_’
norbornenového anhydridu (XVIIl) se pfi-

da do roztoku hydroxylaminu, p¥ipravené-

ho pfiddnim 47,5 g (0,45 mol) uhlifitanu

sodného do roztoku 60,5 g (0,87 mol) hyd-
rochloridu hydroxylammu v 140 ml] vody, a

reakéni sm&s se zah¥ivd hodinu na 80 a% 70°

Celsia, nateZ se ponechd stat v lednitce
pres noc. Krystaly, které se tim vylouti, se
odsaji, promyji se za pouZiti 120 ml vychla-

zeného 5 N roztoku kyseliny -chlorovodiko-: .-

vé, a suSenim se ziskd 84,9 g (70%) slou-

geniny vzorce XIX, b. t. 172 °C. Mate&ny louh -

se okysell na pH 2 a extrahuje se chlorofor-

18

mem (deset podili po 70 ml). Zahu$t&nim
chloroformového extraktu se ziskd druhy
podil sloueniny vzorce XIX (7,2 g, 6%), b
t. 170 aZ 172 °C. o

Priklad 3

N-hydroxy-5-norbornen-2,3-
-dikarboximidovy-ester kyseliny
L-y-benzyloxykarbonylamino-e-
-hydroxymaéseing [XX) - '

Za teploty 10°C se pfidé4 2,06 5 (0,01 mol)
dicyklohexylkarbodiimidu do michaného
roztoku 2,53 g (0,01 mol) kyseliny L-y-ben-
zyloxykarbonylaminc-e- hydroxymaselné a
1,79 g (0,01 mol) sloudieniny- vzorce XIX v
50 ml suchého tetrahydrofuranu. Reaké&ni
sm&s se michd za teploty mistnosti pFes noc,
vysrédZend dicyklohexylmofovina se odsa]e
promyje se tetrahydrofuranem, filtrat a po-

- dily z promyvén{ se spoji, a zahu§t&nim ve

vakuu se ziskd 45 g ole]ov1tého zbytku; a z
toho na kolon& se silikagelem za pouZit{ e-
thylesteru kyseliny octové k eluovani se dé-
le ziskd 4,0 g (96%) aktivniho esteru XX ve
formé& bezbarvého olgje. Infrafervensg spek-
trum: 3300, 1820, 1780, 1735, 1720, 1695

. cm~L NMR-spektrum v CDClz + 1. k‘apka

D20: 6 (v ppm) 1,63 (2 H, q, ] = 9 Hz), 2,15
(2H, m), 3,40 (6H, m), 4,60 (1H, d-d, | = 7
a 5 Hz), 5,13 (2H, s), 6,20 (2H, &iroky p4s),
7,40 [5H S].

Priklad 4

N henzyloxykarbonyloxy 5- norbor 1en-
o2, dlkarboximid (XVIH)

VK mlchanému roztoku 2 64 g [0,066 mol)
hydrexidu-sodného v 50 ml ‘vody se-pfidd-za
chlazeni- na-10.°C-3,58:8(0,02.mol) N-hydro-
Xy-5:norbornen-2;3-dikarboximidu: XIX, a 'k
ziskanému roztoku se  p¥ikapgvé -b&hem 40
minut -za: teplety-0.-a%5°C 6,862 g-(0;04 mol)
benzyloxykarbenylehloridu, nateZ se:reaké-
ni-sms :michd 4 hodiny za teploty mistnosti;
PFidanim 20 :ml n-hexanu -se z reak{ni sm&-
si vysrdZi pevny podil, kter§ se odfiltruie a

_.8u8i na vzduchu, Krystdlizaci:-surového pro-

duktu ze smési benzenu a n-hexanu se ziskd

5,1g (81 %) bezbarv§ch prismat latky XVII,
~'br t.7121 aZ 122°C. Infradervené spektrumn
- (v KBr): 1810, 1780, 1740, 1630 cm~!. NMR-

spektrum (v acetonu-de}: 8 (v ppm]): 1,66
(2H, Siroky s}, 2,45 (4H, m]}, 5,37 (2H, s],
6,12 (2H, t, ] = 1,5 Hz), 7,48 (5H, s).

‘Analysa:

lpro C17H15N Os

vypoéteno oo
6517% C 483 % H, 4,47 % N

- nalezeno:

2 8556% c, 473% H, 444% N
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Prfiklad 5
6‘-N-benzyloxykarbonylkanamycin A (II)

K michanému roztoku 4,84 g (0,01 mol)}
volné bédze kanamycinu A v 50 ml 50% vod-
ného tetrahydrofuranu se pfiddva v nékoli-
ka d4vkach bshem hodiny za teploty 7°C
3,14 g (0,01 mol) sloufeniny vzorce XVII
Reakéni smés se ddle michd 4 hodiny, na-
teZ se zahu$ténim ve vakuu oddestiluje roz-
poustédlo, zbyly vodny roztok se zfedi pri-
déanim 150 ml vody a vSe se extrahuje dvé-
ma davkami po 100 ml butanolu, nasycené-
ho vodou. Vrstva butanolu se promyje za

pouZiti 100 ml vody, a zahuSténim ve vakuu -

se ziska 1,78 g poly-6'-N-benzyloxykarbonyl-
kanamycinu A. Vodn§ podil, jakoZ i podily

20

Z promyvéani se spoji, a zahudtdnim ve va-
kuu asi na 50 ml se ziskd vodny roztok, kte-
ry se pusti kolonou iontomé&niové prysky-
fice CG-50 (amoniovy cyklus, 140 ml), a
kolona se postupng vyvii za pcuZiti 200 ml
vody, 1,9 litru 0,05 N vodného roztoku a-
moniaku, 1,9 litru 0,1 N vodného roztoku
amoniaku, a posléze litru 0,3 N vodného
roztoku amoniaku. Pedily z eluovéni se ji-
maji ve formé& frakci po 20 ml, a rozd3H se
na 2 C4sti se zietelem ns hodnoty R pli
chromatografovdni na tenké vrstvgé (S-114,
6‘-N-benzyloxykarbonylkanamycin A, Rf 0,23
a kanamycin, Rf 0,07]. KaZdy z t€chto dvou
sloufenych podilli se zahusti ve vakuu, a
zbytek se sus$i rovné&Z ve vakuu nad kysli¢-
nikem fosforenym.

Frakce celkovéd Dil&i frakce eluovano mnoZstvi g TotoZnost
ve zkumavce &.
1 106-144 0,1 N vodny NH3 3,44 (56 %) 6‘-N-benzy!-
oxykarbonyi-
‘ kanamycin A
2 203-212 0,3 N vodny NH; 0,54 (11 %) regenerovany
kanamycin |

Takto pFipraveny 6'-N-benzyloxykarbonyl-
kanamycin A (II) je velmi €isty a homogen-
ni, jak bylo zjiSt&no chromatografovdnim na
tenké vrstvé silikagelu. B.t. 217 aZ 219 °C.
Fysikdln8-chemické vlastnosti jsou totoZné
s vlastnostmi autentického vzorku.

PFiklad 6

1-N-[L-(—])-y-amino-e¢-hydroxybutyryl}-
kanamycin A (BB-K8, 1V]); pfiprava pfes
Schiffovu bdzi s benzaldehydemi

K michanému roztoku 6,19 g (0,01 mol)
6‘-N-benzyloxykarbonylkanamycinu A (II} v
50 ml 50% vodného tetrahydrofuranu se
pfidaji 3 ml {0,03 mol) benzaldehydu, re-
akéni smé&s se michd 3 hodiny za teploty
mistnosti, ochladi se na 5°C, a pfida se k
ni roztok 4 g (0,01 mol)} sloudeniny vzorce
XX v 50 ml tetrahydrofuranu, nafeZ se re-
akéni sm&s michd hodinu p¥i 5°C, jeji pH
se upravi pFiddnim 6 N roztoku Kkyseliny
chlorovodikové na hodnotu 2, reak€ni smés
se michd daldi hodinu za teploty mistnosti,
nafeZ se organické rozpoustédlo oddestilu-

je za sniZeného tlaku. Ziskany vodny roztok
se protfepd dvéma podily po 20 ml methy-
lenchloridu, pH se upravi p¥iddnim 10%
vodného roztoku amoniaku na hodnotu 4, a
po pFiddni 1,25 g 10% palladia na uhli se
roztok hydrogenuje pfes noc za atmosiéric-
kého tlaku a za teploty mistnosti. Kataly-
zator se odfiltruje, promyje se za pouZitl
20 ml vody, filtrdt se spoii s podily z pro-
myvani, Hodnota pH se upravi na 8 prida-
nim 10% vodného roztoku amoniaku, a roz-
tok se prolije kolonou pryskyfice CG-50 (a-
moniovy cyklus, 200 m!) nzafeZ se kolona e-
luuie za pouZiti 400 ml vody, 1,2 litrd 0,1 N

.-roztoku amoniaku, 2,06 litrG 0,3 N roztoku

amoniaku, 0,92 litru 0,5 N rozioku amonia-
ku a posléze 1,2 litru 1,0 N rozioku amo-
niaku. Podily z eluovan? se jimaji po 20 m],
a spoil se podle hodnot Rf pfi chromatogra-
fovani na tenké vrstvé silikagelu (S-119, vy-
voldvani ninhydrinem}, a testy na Petriho
miskdch za pouZiti B. subtilis PCI 219 a P.
aeruginosa A 9343. KaZdi ze sloufenych
frakci se zahusti ve vakuu a su8i se déle
lyofilizovanim.
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Frakce Zkumavka €. Koncentrace véha/vytéZek blo-vytéZek identifikace
: NH3
pfi eluovani
1 90-99 0,3 N 1603 mg 1490 mg regenerovany
(33 %) (30 %)1 kanamycin
2 152-161 0,3 N 483 mg BB-K29
(8 %)
3 162-169 0,3 N 376 mg 196 mg BB-K29 + BB-K8
(6 %) (3 %2
4 170-197 0,3—0,5 N 1877 mg 1350 mg BB-K8 2 BB-K11
(30 %) (23 %)2 :
5 198-203 05N 100 mg BB-K11
(2 %)
6 238-257 10N 146 mg diacylovana
(2%) sloutenina
pozn.:

1 testovdno na B. subtilis PCI 219

2 testovdno na K. pneumoniae A 20680, sensitivni na BB-K8 s vysokou res1sten01 na kana-

mycin, BB-K11 a BB-K29.

Frakce 4 (1,877 g) se rozpusti v 10 ml
ionti zbavené vady, pH tohoto roztoku se
upravi na hodnotu 6 pfiddnim 10% roztokn
chlorovodiku, roztok se adsorbuje na ko-
lon& iontoménife CG-50 (amoniovy cyklus,
15 ml), jeZ se eluuje za pouZiti 100 ml X
X 0,3 N roztocku amoniaku a 200 ml 0,5 N
roztoku amoniaku. Eludt se jimd ve formé
frakci po 20 ml, pfiemZ zkumavky 6, a d4-
le 8 aZ 17 dévaji positivni reakci s ninhydri-
nem. Obsah zkumavek 8 aZ 17 se spoji, a
celek se zahusti ve vakuu na objem asi 1
mililitr, ke koncentrdtu se pfidaji 3 ml me-

I\Y MnoZstvi

thylalkoholu, a po filtraci se filtr promyje
za pouZiti 0,5 ml 75% vodného methanolu.
Filtrat a podily z prom¢§véni se spof a po
ziedéni pFfiddnim 10 ml methylalkoholu se
reakéni smés ponechd stét pres noc za tep-
loty mistnosti. Amorfni sraZenina, jeZ se vy-
loudl, se odfiltruje, filtr4t se ofkuje, a zis-
kajl se tim bezbarvé krystaly l4tky IV, jeZ
je totoZna s autentickym vzorkem. Zahusts-
nim filtrdtu ve vakuu se ziskd zbytek, ktery
se lyofilizuje, pFitemZ v{ts¥ky a testy, pro-
vedené u kaZdého podilu, jsou uvedeny v
néasledujici tabulce.

: Test - - 0 o7 - WGtE¥gk
B. subtilis - K. B. subtilis K
pneumoniae - ’ “pneumonliae
amorfni prések 70 mg 737 w/mg 927 w/mg 09 % 1,1%.
krystaly 1093 mg 1163 w/mg 1087 w/mg 19 % = 19 % .
180 mg 608 w/mg 504 w/mg 1,9 % - 16% .

 lyofilizovany prasek

P¥iklad 7

Prfiprava L-(—)-y-benzyloxykarbonylamino-
-e-hydroxymaéselné kyseliny (VI)

Do roztoku 5,2 g (0,13 mol} hydroxidu
sodného v 50 ml vody se piidd 7,4 g (0,082
mol) kyseliny L-(—)-y-amino-e¢-hydroxyma-
selné, a do tako pFipraveného roztoku se za
michéni pfikapdvd bghem 30 minut za chla-
zeni na 0 aZ 5°C 11,7 g (0,068 mol) karbo-
benzoxychloridu, nateZ se reakéni smés za
téZe teploty michd je§t& hodinu. Dédle se re-
akéni smé&s protfepe s etherem (50 ml), jejl
pH se upravi na hodnotu 2 pFiddnim zFedg&-
ného roztoku Kkyseliny chlorovodikové, a
vie se extrahuje €tyFmi ddvkami po 80 ml
etheru. Roztoky v etheru se spoji, promyji
se malym mnoZstvim nasyceného roztoku
chloridu sodného, a po vysuSeni bezvodym

siranem sodnym a filtraci se filtr4t zahust{
ve vakuu. Ziskany zbytek se krystaluje 2
benzenu; ziskd se tim 11,6 g (74 %) bez-
barvych destitek o b. t. 78,5 aZ 79,5°C,
[¢]lo — 4,5° (¢ = 2, methanol). Infraderve-
né spektrum {v KBr): »/C=0 1740, 1690
cm~!. NMR-spektrum (aceton-ds} 6 (v ppm
na tetramethylsilan): 2,0 (2H, m), 3,29 (2H,
d-d, ] == 6,7, a 12 Hz), 4,16 (1H, d-d, ] = 4,5
a 8 Hz), 4,99 (2H, s}, 6,2 [2H, Siroky p4s],
7,21 (5H, s)

Analysa:
pro C12H15NOs

vypoéteno:
56,91% C, 597 % H, 553% N

nalezeno:
56,66 %' C, 5,97 % H, 5,47 % N
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Priklad 8

N-hydroxysukcinimidoester kyseliny
L-(—)-y-benzyloxykarbonylamino-e--
-hydroxyméselné (VII)

Roztok 10,6 g (0,042 mol) latky VI a 4,8 g
{0,042 mol) N-hydroxysukcinimidu, jeho¥
pripravu popisuje G. W. Anderson a spol,,
J. Am. chem. Soc. 86, 1839 {1964), v 200 ml
ethylesteru kyseliny octové se ochladi na
0°C, pFidé se 8,6 g (0,042 mol) dicyklohexyl-
karbodiimidu, a reakéni smé&s se nechd v
ledni€ce pPes noc. Vyloufend dicyklohexyl-

modovina se odfiltruje, filtrdt se zahusti asi

-na 50 ml za sniZeného tlaku, &imZ se ziska-
ji bezbarvé krystalky latky VII, které se od-
filtruji. Ve vytéZku 6,4 g se ziskd sloudeni-
na o b. t. 121 aZ 122,5 °C. Zahu§t&nim filtra-
tu ve vakuu do sucha, a.promytim zbytku
za pouZiti 20 ml smési benzenu a n-hexanu
se ziskd dalsi podil latky VII. Celkovy v§ts-
Yek ¢&inf 13,4 g (92 %), [«]p 1,5° (c = 2,
CHCl3). Infradervené spektrum (v KBr)
»/C=0 1810, 1755, 1740, 1680 cm~!, NMR-
spektrum (aceton-dé) & (v ppm, pfepofteno
na tetramethylsilan): 2,6 (2H, m), 2,83 (4H,
s), 3,37 (2H, d-4, ] = 6,4 a 12,5 Hz), 4,56
(1H, m), 4,99 (2H, s}, 6,3 (2H, §iroky sig-
nal), 7,23 (5H, s]. !

Analysa:
pro Ci6H1gN207

vypotteno:
5485 % C, 5,18% H, 8,00% N

nalezenos
54,79 % C, 5,21 % H, 8,14 % N
54,70% C, 520% H, 8,12% N

Pr¥iklad 9

PFiprava N-{benzyloxykarbonyloxy)-
sukcinimidu

V roztoku 9 g (0,22 mol) hydroxidu sod-
ného v 200 ml vody se rozpusti 23 g (0,2
mol) N-hydroxysukcinimidu, a do ziskaného
roztoku se za michéani pfikapdva 34 g (0,2
mol) karbobenzoxychloridu za neustdlého
chlazeni vodou, nadeZ se reak¢éni smés mi-
ché pres noc za teploty mistnosti, éimZ se
vyloudi karbobenzoxyderivit, kter§ se od-
filtruje, promyje se vodou a su3i se na vzdu-
chu, vytéZek 41,1 g (82 %). Prekrystalové-
nim z benzenu a n-hexanu (10:1) se ziska-
ji bezbarvd prismata o b. t. 78 aZ 79°C.

P¥iklad 10

P¥iprava 6‘-karbobenzoxykanamycinu A ‘(I1}
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Roztok 42,5 g (90 mmol) volné béaze kana-
mycinu A v 450 ml vody a 500 ml dimethyl-
formamidu se ochladi pod 9°C, a za ener-
gického michéni se pfikapdva bshem doby
asi 2 hodin roztok 22,4 g (90 mmol) N-(ben-
zyloxykarbonyloxy Jsukcinimidu v 500 m! di-
methylformamidu. Reak&ni smé&s se micha
za chlazeni na —10° aZ 0°C pFes noc, na-
CeZ se michd za teploty mistnosti 1 den, d4-
le se reak&ni smés zahusti za sniZeného tla-
ku a za teploty pod 50°C, olejovity zbytek
se rozpusti ve smé&si 500 ml vody a 500 ml
butylalkoholu, filtraci reak&ni smé&si se od-
strani nerozpustné podily, filtrdt se rozds-
1f na 2 vrstvy, naeZ se butanolovd vrstva i
vodnd vrstva zpracuji za pouZiti v tom kte-
rém pripadé 500 ml butanolu, nasyceného
vodou (dvakrdt 500 ml) a vody, nasycené
butanolem (dvakrat 500 ml), to za pouZil
postupu, ktery je obdobny protiproudnému
vytfepdvéni. TFi vodné vrstvy se spoji a po
zahu3téni do sucha za sniZeného tlaku se
ziskéd olejovity zbytek, jehoZ &ast krystaluje
st4nfm za teploty mistnosti. Ke zbytku, ob-
sahujicimu krystaly, se pt¥idd pFibliZng 100
ml methylalkoholu, jimZ se rozpusti olej,
ktery se d& takto oddé&lit od krystald, a po
priddni 300 ml ethanolu se reakéni smés u-
chovéava za teploty mistnosti pfes noc; zis-
kd se tim krystalickd hmota, ze které se
krystaly odfiltruji, a tento produkt o véze
44 g obsahuje malé mnoZstvi kanamycinu
A, jak je to patrné z chromatografie na ten-
ké vrstvé za pouZiti soustavy n-propylalko-
hol-pyridin-kyselina octovd-voda (15:10:
:3:12) k vyvijeni a ninhydrinu jako testo-
vaciho ¢inidla p¥i postfiku. ’

Surovy produkt se rozpusti v 300 ml vody,
a roztok se chromatografuje na kolon& ion-
tomé&ni€ové pryskyfice CG-50 (pramsr 30
milimetri, amoniovy cyklus, 500 ml). Kolo-
na se vymyva 0,1 N roztokem amoniaku za
jiméni frakci po 10 ml. Otekdvany produkt
je obsaZen ve zkumavkéch &fslo 10 aZ 190,
zatim co kanamycin A byl regenerovdn z po-
maleji se pohybujicich frakci, a polohovy
isomer, pfipadn& polohové isomery produk-
tu jsou, jak se zd4, obsaZeny v rychleji se
pohybujicich frakcich. Frakce 10 aZ 110 se
spoii, a zahusténim do sucha za sniZeného
tlaku se ziskd 24,6 g (45 %l}) bezbarvého
produktu, tj. 6-karbobenzoxykanamycinu A
(II}), ktery po€iné tat a zbarvovat se pii 204°
Celsia s rozkladem za teploty 212 IC, kdy se
téZ z tajiciho vzorku vyviii plyn. [«]p -+108°
{c = 2, H20).

Chromatografie na tenké vrstvé silikagelu F
254 za detegovéani ninhydrinem:
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PouZitd soustava rozpoustédel

n-propylalkohol4pyridin-kyselina
octovéi-voda

(15:10:3:12)

aceton-kyselina octovi-voda
(20:6:74) '
chloroform-methylalkohol-
-koncentrovany vodny roztok
amoniaku-voda

(1:4:2:1)

methylester kyseliny octové-
-n-propylalkohol- koncentrovany
vodny amoniak

(45 : 105 : 60)

+ Detekce anthoronem a kyselinou sirovou.

Bylo zjist&no, Ze konelny produkt je do-
provézen dvéma sloZkami, obsaZenymi tam-
Ze v podstatné men$im mnoZstvi, to za pou-
- Zitl chromato:graﬁe na tenké vrstvé a jedné
ze soustav pro vyvijeni. Av3ak koneény pro-
dukt byl pouZit bez jakéhokoli &isténi pro
pfipravu BB-K8 (IV).

P¥iklad 11

Priprava kyseliny
L-(—)}-y-amino-e-hydroxymaéselné
z ambutyrosinu A nebo B, & jejich smési

Reakéni smé&s 5,0 g ambutyrosinu A, viz
americky patentovy spis 3541078, 17. XL
1970, a 160 ml 0,5 N roztoku hydroxidu sod-
ného se zah¥iva hodinu k varu pod zp&tnym
chladiem. Hydrolysdt se neutralisuje pii-
didnim 6 N roztoku kyseliny chlorovodikové,
nateZ se provede chromatografie na kola-
né CG-50 (amoniovy cyklus). Potfebna ky-
selina L-(—])-y-amino-¢-hydroxymaéselnd se
isoluje vyvoldnim kolony vodou s nésleduji-
cim odstranénim vody lyofilisovdnim. Kyse-
lina L-{—)-y-amino-e-hydroxymaéselnd je
charakterisovdna jako krystalicka ldtka o
b. t. 212,5 aZ 214,5°C (viz sloupec 2, #. 31
a7 38 amerického patentového spisu '
3541 078).

Priklad 12

P¥iprava kyseliny
L-(—)-r-amino-e- hydroxym&oelné
z kyseliny DL-¢-hydroxy-y-
-ftalimidoméselné

A} Sdl kyseliny L-e-hydroxy-y-
-ftalimidoméselné s dehydroabietyl-
aminem:

K roztoku 25 g (0,1 mol) kyseliny 2-hyd-
roxy-y-ftalimidomdselné, viz Y, Saito a spol,,
Tetrahedron Letters 1970, 4863, v 200 ml e-
thylalkoholu se p¥idé roztok 29 g (0,1 mol)

6‘-karbobenzoxy-

28
Hodnoty Rf

kanamycin A
kanamycin A

0,42 0,33
(hlavni) - (mensf) 0,15 0,04
0,24 " 0,14
0,76 : ' 0,50
0,22+ 0,04+

dehydroabiétylaminu v 130 ml ethylalkoho-
lu. Roztok se energicky protfepdvd minutuy,
nechd se stdt 5 hodin za teploty mistnosti,
a b&hem té doby se vyloudi jemné krystal-
ky. Ty se odfiltruji, promyji se za pouZiti 50
mililitrt ethylalkoholu, a su3enim na vzdu-
chu se ziskd 30,1 g (56 %) diastereoisomeru
soli s dehydroabietylaminem, b. t. 93 aZ 34°
Celsia, [a]p? = -+15° (¢ = 2,5, methylal-
kohol). Krystalisaci z 300 m! ethylalkoholu
se ziskd 23,2 g (43 %) . ¢&istého produktu o
b. t. 94 a% 95 °C, [«]p*# -}-10,8° (c = 2,5, me-
thylalkohol). Dal3i krystalisaci se jiZ hod-
nota bodu tdni ani specifické rotace nemé-
ni.

Analysa: ,
' pro CszH42N20s5 . HzO

vypoéteno:
69,54 % C, 8,02% H, 507% N

nalezeno:
69,58 % C, 7,08.%' H, 5,07 % N

B) Kyéelina L-(—)-y-amino-a-
-hydroxymaéselnd

K roztoku 1,5 g (0,014 mol) uhliéitanu
sodného v 40 ml vody se pfidd 5,3 g (0,01
mol) soli kyseliny L-a-hydroxy-y-ftalimido-
méselné s dehydroabietylaminem a 60 ml e-
theru, reak&ni smés se energicky michd, aZ
zmizi veSkeré pevné podily, vrstva.etheru
se oddgli, vodny podil se promyje za pouZi-
ti dvou davek etheru po 20 ml, nafeZ se
vodny podil zahusti ve vakuu na 15 ml Ke
koncentratu se pridd 10 ml koncentrované
kyseliny chlorovodikové, a reakéni smés se
zahtivd 10 hodin. de varu.pod.zpétnym chla-
ditem; po ‘ochlazeni se odfiltruje kyselina
ftalovd, filtrat se zahusti za sniZeného tla-
ku, zbytek se rozpusti v 10 ml vody, a zis-
kany roztok se zahusti do sucha. Tento pc-
stup se opakuje dvakrdt, ¢imZ se odstranf
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nadbytek kyseliny chlorovodikové, zbyly si-
rup se rozpusti v 10 ml vody, a filtrovanim
se odstrani malé podily nerozpustné kyseli-
ny ftalové. Filtrat se absorbuje na kolond
IR-120 (ve vodikovém cyklu, rozméry 1 cm
na 35 c¢m), kolona se promyje za pou#iti 300
mililitrG vody, a eluuje se 1 N roztokem a-
moniaku. Eluét se jima formou frakci po 15
mililitrech. Frakce, positivni na ninhydria,
tj. 10 aZ 16, se spoji, a zahu$ténim za sniZe-
ného tlaku se zisk& sirup, ktery postupnd
krystaluje. Krystaly se triturwji s ethano-
lem, potom se odsaji a suSenim wve vakuu v
eksikédtoru se ziskd 0,78 g (66 %) kyseliny
L-{—)-y-amino-¢-hydroxymaseini, b. t. 206
az 207 °C, [o]p? —29° (¢ = 2,5, H20). Infra-
tervené spektrum piipravené latky je totoZ-
né s autentickym vzorkem, pfipravenym z
ambutyrosinu.

Priklad 13

Pfiprava 6‘-karbobenzoxy-1,3,3“
-tri-p-nitrobenzalkanamycinu A {Illc)

Za teploty 24°C se suspenduje v 500 mil
absolutniho ethanolu 9,0 g (14,5 mmol)} 5
-karbobenzoxykanamycinu A, a k suspensi
se pFida 8,7945 g (58,2 mmol) p-nitrobenzal-
dehydu. Reak&ni smé&s se zahfivd do varu
pod zp&tnym chladiem, a b&hem té doby
se méni vzezFeni smé&si za vzniku &irého,
Zlutého roztoku, ale dalSim varem pod zp#t-
nym chladitem se za&ne rychle vylu&ovat
bild pevnd hmota. Reak&ni smés se zahf¥iva
kK varu pod zpétnym chladitem celkem 3
hodiny, potom se ochladi, vyloufeny pro-
dukt se odsaje, promyje se malym mnnz-
stvim absolutnihc ethanolu, a ve vytdZku
14,0 g (945 %) se ziskd bila, krystalicks
tatka o b. t. 233—234° (nekor.}, coZ je pro-
dukt IlIc, jehoZ sloZeni je uvedeno v nézvi.

Analysa:
pro C47Hs1N7019

vypotteno:
55,46 % C, 5,06 % H, 9,63% N

nalezeno:
55,39'%' C, 5,08 % H, 9,60 % N

Pr¥iklad 14

Pfiprava 1-N-[L-(—)-y-amino-¢-
-hydroxybutyryl]-kanamycinu A (IV)

50 g (491 mmolu] 6'karbobenzoxy-
-1,3,3“-tri+p-nitrobenzalkanamycinu A  se
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rozpusti v 50 ml dimethylformamidu za tep-
loty 24°C. Odd&len& se za stejné teploty roz-
pusti v 20 ml dimethylformamidu 2,064 g
(5,895 mmolu) N-hydroxysukcinimidoesteru
kyseliny L-{—) -r-benzyloxykarbonylamino-
-e-hydroxymaselné, a tento roztok se prida-
vé za energického michdni b&hem 75 mi-
nut do roztoku Schiffovy baze IlIc. Vznikl4
reakéni smés se michd pies noc za teploty
24°C, nateZ se za pouZiti parniho gjektoru
odpa¥i roztok prudce do sucha za teploty
asi 40°C. Dédle pak opakovanym prudkym
odpafenim s 100 ml methylalkoholu se tak-
to ziskd vazky olej, ktery se rozpusti v 100
mililitrech smési dioxanu a vody 1:1, pfida
se 10 ml ledové kyseliny octové, roztok se
pfelije do Parrovy baifiky objemu 500 ml,
pfidd se palladium na uhli (2,5 g, koncen-
trace Pd 5 %), a redukce se provadi 4 ho-
diny za teploty 24 °C a za tlaku 3,1 atm. Cel-
kovy pokles tlaku v této dobé (uzaviena
nédobka) &ini 6 atm, po&itaje v to ob&asné
znovunatlageni vodiku. Reak®ni smés se po-
tom filtruje vrstvou infusoriové hlinky, ta
se promyje tfemi podily po 50 ml 50% vod-
ného dioxanu, spojené filtraty se prudce od-
pari do sucha, zbytek se azeotropnd oddes-
tiluje s 100 ml n-butylalkoholu, a posléze se
je8té dvojim prudkym oddestilovdnim s me-
thylalkoholem ziskd vazky olej, kter§ se
rozpusti v 30 ml methylalkoholu, a ziskany
roztok se pomalu vlije do 1000 m! studené-
ho (5 aZ 10°C) diethyletheru za.energické-
ho michani. Reakéni smé&s se déle mich4 ja-
ko suspense 30 minut v ledové 14zni, vylou-
tend sraZenina se odsaje a bezprostiednd
vysusi ve vakuovém exsikdtoru nad kysliZ-
nikem fosforenym. Produkt se ziskd ve v{-
téZku 4,9620 g. Podle chromatografie na tan-
ké vrstvé je patrné, Ze v produktu je hlavns
obsaZena sloufenina vzorce 1V, tj. kanamy-
cin A, n&jaké stopy disubstituovaného a tri-
substituovaného kanamycinu A, pofitaje v
to urity podil kyseliny 4-amino-2-hydroxy-
méselnsé.

Za pouZiti sklenéné kolony 40 na 100 mm
s naplni Amberlite ARC-50 (amoniovy cyk-
lus, typ I, 100/200 mesh) s loZem objemu
asi 980 mm se produkt d&li na rfizné frak-
ce, pfiemZ se na kolon& d&li 4,600 g suro-
vého produktu jako sm&si za rozpu$téni té&-
to v 1 ml vody. Kolona se eluuie gradientem
vody proti 2 N roztoku amoniaku, pfitem
eludt se odebird ve frakcich objemu 15 m).
Jimé se celkem 295 frakci, kolona se potom
promyje 1,5 litrem 3 N roztoku amoniaku.
Odpovidajici frakce se spoji na zdkladd
hodnot optickych rotaci, a lyofilisovdnim se
odtud ziskd pevny produkt.
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Frakce &. SloZeni Védha, g Korekce Bio-test % vytdZek
na vdhu celku,
vsur. g

120-150 kanamycin A 1,1654 1,257 809 42,6
201-224 BB-K29 0,40 0,43 —_

228-241 BB-K8 0,6523 0,7036 786 4101+ 19,2++

pozn.:

+ prim&r §tyf testi na Petriho misce, 4+ standardni odchylka
++ yezme-li se zfetel na regenerovany kanamycin A, pak konverse na BB-K8 (l4tku IV)

odpovida 33,5 %.

PFi tomto pokuse &inil pom&r BB-K8/kana-
mycin A 0,45.

Sloufenina vzorce IV, jak se ziskd pfi
tomte postupu, je totoZnd s autentickym
vzorkem, jak se tyZ ziska postupem podle
souvisejici p¥ihlasky &. 221 378, Latka ma
b. t. 194 °C (za rozkl)., [@]p? = +85° (¢ ==
==2, H20). Relativni i€innosti proti B. sub-
tilis (akarovd destitka) = 960 mcg/mg
(standard : kanamycin A jako volnd béze].

Analysa:
pro C22H43Ns013 . 2H2C03

vypodéteno:
40,62 % cC, 6,68 % H, 9,87 %! N

nalezeno:
40,21% C, 6,96% H, 937 % N
39,79% C, 6,87%' H, 94% N

Prfiklad 15

Pfiprava soli 1-N-[L-{—)-r-amino-e-
-hydroxybutyryl]kanamycinu A
s ekvivalentem kyseliny sirové

1 mol 1-N-[L-(—)-y-amino-¢-hydroxybuty-
ryllkanamycinu A se rozpusti v 1 aZ 3 lit-
rech vody, a z roztoku se filtraci odd&li riz-
né nerozpustné pevné podily, nateZ se po
ochlazeni za michdni pFidd roztok 1 molu
kyseliny sirové v 500 ml vody, a reakéni
smés se michd 30 minut. Po pfiddni vychla-
zeného ethanolu se reakéni smés michd, aZ
dojde k vysradZeni, naleZ se pevné podily
odsaji. Podle provedenych zji8t&ni je to od-
povidajici monosulfat, tedy sl s ekvivalen-
tem kyseliny sirové.

Pr¥iklad 16

P¥iprava soli 1-N-[-(—)-y-amino-a-
-hydroxybutyrylljkanamycinu A se dvéma
ekvivalenty kyseliny sirové (tedy disulfat,
BB-K8 . 2H2S804)

Ve 125 ml vody, zbavené iontfl, se rozpus-
ti 35 g 1-N-[L-(—)-y-amino-e-hydroxybufv-
ryllkanamycinu A; hodnota pH &ini podie
Zjisténi pribliZné 9,0, a sniZi se na 7 aZ 7.5
pfiddnim 50% (objemov&) kyseliny sirové.

Prida se dale 8,5 g aktivniho uhli Darco
G-60, a reakéni sm&s se michd za teploty
mistnosti po 30 minut. Vhodnou filtraci se
odstrani aktivni uhli, jeZ se promyje za pn-
uZiti 40 ml vody; vodny podil z promyvAni
se pfid4 k filtratu.

Spojené podily z filtrace a promy§véni se
okyseli pfiddnim 50% kyseliny sirové (ob-
jemové) na pH 2 aZ 2,6, coZ je doprovdzeno
vivojem velkého mnoZstvi kyslitniku uhii-
gitého. Roztok se evakuuje za michén! po
20 minut, aby se tim odstranily posledni po-
dily kyslig€nfku uhligitého.

K odplyn&nému roztoku se pfidd 8,5 g ak-
tivniho uhli Darco G-60, a reakéni smés se
michd 30 minut za teploty mistnosti; potom
se aktivni uhli odfiltruje vhodnou filtraci,
promyje se za pouZiti 35 m! vody, zbavené
iontd, nadeZ se vodny podil z promyvéani
piida k filtratu.

U spojeného podilu z filtrdtu a promyvani
se pfiddnim 50% roztoku kyseliny sirové
(objemové&) upravi hodnota pH na 1 aZ 1,3,
a ziskan§ roztok se vlije za prudkého nii-
chéni b&hem 10 minut do 600 aZ 800 ml me-
thanolu (3 aZ 4 objemy methanolu}, reakéni
smés se michd 5 minut za hodnoty pH 1 aZ
1,3, prolije se sitem s oky 100 mesh, mich&
se po 2 minuty, a nechi se usadit 5 minut.
Nejv&ts§i podil kapaliny nad sedlinou se od-
dekantuje, zbyvajici suspense vhodnym za-
Fizenim filtruje, pevny podil se promyje za
pouZiti 200 ml methanolu, a su$i se ve va-
kuu 24 hodin p¥i 50°C. Vyt&Zek amoriniho
NN-K8 ve formé& soli se dvéma ekvivalenty
kyseliny sfrové &ini 32 a¥ 34'%, [w]p® ==
= -}74,75° (H20), l4atka se rozklada za tep-
loty 220 aZ 223 °C.
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Elementadrni analysa (prepodteno na su$inu )+
%C 32,7 335 32,3 33,5
%N 8,78 . 87 8,2 8,8 8,97
%S 8,75 8,9 7,8 8,85 82,

* obsah vody dle K. Fischera: 2,33, 1,79, 2,67 % (teorie pro monohydrat: 2,25 % H20).
Tato sill je hygroskopicka, ale nerozplyva se. Po skladovani alikvotni ¢4sti na vzduchu
za teploty mistnosti po 18 hodin se zvy3i obsah vody na 9,55, 9,89 % (teorie pro penta-

hydrat 10,33 % H20).

PFiklad 17

I-N-[L-(— ]-y-amino-a-hydroxybutyryl 1-
kanamycin A (tj. 14tka vzorce V)
postupem bez Schiffovy béaze
jako meziproduktu

K michanému roztoku 1,36 g (2,2 mmol}
6‘-N-karbobenzoxyk-'anamycinu {II}-v 60 ml
50% vodného roztoku tetrahydrofuranu se
pfikapévd 930 mg (2 mmol) aktivailo este-
ru vzorce XX v 10 ml tetrahydrofuranu -bé-

hem 30 minut na teploty mistnosti. Reakéni .
smés se michd pFes noc, nate? se hydroge- .

nuje za pfftomnosti 1,0 g 10% palladia na
uhlf za atmosférického tlaku a za teploty
mistnosti. Po skonfené hydrogenaci se ka-
talyzator odfiltruje a promyje vodou, filtrat
a podily z promyvani se spoji, nate¥ se od-
destiluje ve vakuu organické rozpoustddio.
Ziskany vodny roztok se prolije kolonou 70
mililitrd jontom&nite CG-50 (amoniovy cyk-
lus), a sloupec kolony se postupng promyvai
za pouZitf 400 ml vody, 500 ml 0,1 N rogzto-
ku amoniaku, 500 ml 0,3 N roztoku amonia-
ku, litru 0,5 N roztoku amoniaku a posléze
500 ml 1 N roztoku amoniaku. Elu4t se jim4
formou frakci po 20 ml, a rozd8M se ha od-
povidajict podily na podklad® hodnot'Rf na
desti¢kdch ‘se silikagelem = (S-110, detekce
ninhydrinem), a téstovdnim na destidkéch
S agarem proti B. subtilis PCI a K. pneutho-
niae typ 22 3030 A 208680. Kazdy podil slau-
gengch frakcf se zahust! ve vakuu a lyofili-
suje. E i

P¥iklad 18

6‘-.karb-obenzoxy-1,3,3“-trisalicy1-
alkanamycin A

V 500 ml absolutnfho ethanolu se suspen-
duje pri 24°C 9,0 g (14,5 mmol) 6‘-karbo-
benzoxykanamycinu A, a prid4 se 58,2 mmol
salicylaldehydu. Reak¢n! smds se zahfivd k
varu pod zp&tnym chladifem, a bZhem té&
doby se suspense m&ni na giry, Zluty roztok,
ale bshem varu se rychle zane vyluovart
bild, pevnd hmota. Reak&ni smés se zahiivd
k varu pod zp&tnym chladitem po 3 hodiny,
potom se ochladi, produkt se odfiltru‘e a
promylje malym mnoZstvim absolutniho e-
thanolu. Bod t&ni - po pfekrystalovdni ze
smési tetrahydrofuranu-methylalkoholu a
heptanu 4:1:5 &inf po vysuSen{ 196 a¥ 196°
Celsia.

Analysa:
pro C47Hs54N¢O1s

vypotteno:
60,62% C, 486% H, 6,02% N

nalezeno:
58,67 %' C, 5,73 % H, 598% N

Obsah vody dle K. Fischera: 2,45
Analysa s korekef na vodu:

nalezeno:
60,14 % C, 5,60 % H, 613% N

. Pr¥iklad 19

Priprava 1-N-[L-(— J-y-amino-a-
‘ -hydroxybutyryl]-kanamycinu A

‘postupem in situ

Ve vhodném za¥izeni se rozmichs 1000 g
(1,074 molu) 6'-karbobenzoxy-1,3,3* trisali-
cylal-kanamycinu A v 11 400 ml tetrahydro-
furanu za teploty 22 aZ 25°C, prid4 se za
michdni 800 ‘ml vody, b&hem 10 minut se
suspsnse rozpusti, nadeZ se do roztoku pli-
dé ¥ -pevné-formé 1815 g (0,716 molu) ky-
seliny -~ 4=ben2yl'0x;'r,karbonyl”amino-z;hydr‘o-‘
xyméaselné & -0;12 molu N-hydroxy-5-norbor-
nen-2,3-dikarboximidu; hodnota pH je v roz-
mez{ 5.5 aZ 8,0. Za udr¥ovani teploty v roz-
mez{ 22 aZ 25°C se prid4 162,3 g (0,787 mo-
lu) dicyklohexylkarhodiimidu, rozpustdného
v 3000 ml suchého tetrahydrofuranu, sus-
pense se michd 24 hodin p¥ 22 aZ 25 °C, na-
teZ se ochlazenim na 0 a? 5°C ziskd ve
dvou hodindch krystalicka dicyklohexylm-~-
govina.

Pevny vyloudeny podil se odfiltruje, podil
na filtru se promyje za pouZitf 800 mil smési
tetrahydrofuranu a vody 85/5, podily z fiit-
ratu a promgvani se spoi, celkovy objem
se zahuSt&nim ve vakuu sni#f na 3000 ml,
pridd se 4000 m! methanolu, a opét se za-
hust&nim ve vakuu sni#{ objem na 3000 nl.

K takto ziskanému roztoku se pfida 2000
mililitrG absolutniho methanolu teploty 40°
Celsia, nateZ se roztok odkuje p¥iddnfm 6'-
-kar’bobenzoxy-l,3,3“-trisalicylal—kanamy-
cinu A, a po ochlazeni se nechs krystalovat
0,5 aZ 1 hodinu. PF¥id4 se 2000 ml vody b&-
hem 30 minut za dobrého michéni, co¥ trv4
za teploty 22 a¥ 25°C 2 hodiny. Teplota se
déle sni¥ na hodinu na 0 a¥ 5 °C.
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Pevné podily se odfiltruji, promyji se za
pouziti 900 ml vychlazené smési methanolu
a vody 2:1, déle za pouZiti 800 ml metha-
nolu, a uchovaji se filtrdty i podily z pro-
myvani. Jako pevny podil se ziskd v podsta-
t8 regenerovany 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-iri-
salicylalkanamycin A. .

Vyse uvedené podily z filtrace se z¥edi
pFidédnim 1000 ml vody, ke zfed&nému roz-
toku se p¥ida 2000 ml methylenchloridu, a
za teploty 25 °C se sniZf pH na 1,8 aZ 2,0 pfi-
ddnim 6 N roztoku kyseliny chlcrovodiko-
vé, a na této hodnot® pH se udrZuje reake-
ni smés 30 minut.

Vrstva methylenchloridu se odd&li, voday
podil se promyje daldi ddvkou 2000 ml me-
thylenchloridu, spojené organické faze se
uchovaji pro pripadné regenerovani salicyl-

34

3,5 aZ 4,0 priddnim koncentrovaného vod-
ného roztoku amoniaku, a ziskany roztok se
hydrogenuje za teploty mistnosti za tlaka
vodiku 0,35 MPa za pritomnosti 5% palla-
dia na uhli. Bio-vytéZek oCekdvaného pro-
duktu v roztoku &ini 30 aZ 45% teorie.

Priklad 20

Pi¥iprava sloufeniny vzerce IV za pouZit
riiznych mol-% N-hydroxy-5-
-norbornen-2,3-dikarboximidu
za udr¥ovani dalgich mol-%i obsahti
stejnych

P¥i postupu podle prikladu 20 se nahradf
0,12 mol N-hydroxy-5-norbornen-2,3-dikar-
boximidu, tamZe pouZitého, dale uvedenyini

aldehydu. riiznymi mol-%, to za vzniku dédle uvede-
Hodnota pH wvodného podilu se zvy3l na nych vytdzka (v %) sloufeniny vzorce IV
Pokus mol% Nhydr-oxy-S-nofbornen- VytéZek (%) sloueniny W
-2,3-dikarboximidu

1 0 9,33

2 2 20,07

3 10 31,72

4 50 136,52

5 100 36,01

7 vyse uvedenych vysledkid je- patrné, Ze
p¥i reakci vznikd sloufenina vzorce IV i
tehdy, provadi-li se reakce vibec: bez N-hyd-
roxy-5-norbornen-2,3-dikarboximidu. . Avsak
rovnd¥ je zrejmé, Ze nejlepdich - vyt&Zki
slou&eniny vzorce IV se dosahuje za pouZiti
mol-% N-hydroxy-5-norbornen-2,3-dikér-
boximidu od 10 aZ do 50 %- z pouZitého mo-
larnfho mno¥stvi kyseliny 4-benzyloxykarbo-
nylamino-2-hydroxyméselné, jak se tato po-
uZije p¥i acylatni reakei. PFesny mechanis-
mus, jak probihé acylovéni blokovaného ka-
namycinu A, nenf zndm. Av3ak:bylo pozore-
véno, Ze za pritomnosti- N-hydroxy-5-norbgr-
nen-2,3-dikarboximidu se dosahuji- lepst v§-
téZky, neZ jak byly dosahovény diive. -~

Priklad 21

Priprava 1-N-[L-( —)-y-amino-a-
-hydroxybutyryljkanamycinu A
(1atka vzorce IV). o

Za teploty 45 °C se rozpusti v 55 ml dime-
thylformamidu 18,6 g (20,0 mmol) 6'-karbo-
benzoxy-1,3,3“-trisalicylalkanamycinu A, a k
ziskanému roztoku se pfidd 7,3 ml vody a
102 ml acetonu. Roztok se ochladf na 25'C,
nale? se najednou piidd 50 ml roztoku 9,9
mmol esteru N-hydroxysukcinimidu a kyse-
liny L-{—)-y-benzyloxykarbonylamino-c-
-hydroxyméselné acetonu. Reakéni smés se
michd 40 hodin pribliZn& za teploty 25 °C,
d4le se pFidd 150 ml vody a né&kolik malo
krystalkfi 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-trisalicyl-
alkanamycinu A, a reakini smés se micha

hodinu pfi 25°C a ddle jeSt& 3 hodiny pii
0 aZ 5°C. Nadbytek, jakoZ i nezreagovand
Schiffova béze salicylaldehydu vykrystaluji
a zachytf se filtraci na filtru. Podil na- filtru
se promyje za pouZiti 60 ml 50%! vodného
acetonu, nade? se tento podil vysusi a ziskd
se tim-9,4 g regenerované Schiffovy béze o
b. 1. (surovd latka} 170 a% 185°C.. -~ - -

. Filtr4t-z v§Se uvedené reakce se smicha
s 40 ml methylenchloridu, hodnota pH se u-
pravi-z- 6,2 na 2,0, a-tim se odstrani dalsi
v§choz{ materidl.  Vrstvy se. oddgli, . a vodny
podil se extrahuje -dv&ma podily po 40 ml
methylenchloridu, potom. se: pH -vodné vrst-
vy upravi na 3,7, a maly podil acetonu i me-
thylenchloridu se odstrani destilaci ve va-
kuu. Vodn§ roztok se hydrogenuje za pii-
tomnosti 3,0 g 5% palladia na uhli jako ka-
talyzdtoru 24 hodin za teploty 15°C a za tla-
ku 0,35 MPa vodiku, nadeZ se reakfni smés
filtruje vrstvou infusoriové hlinky, &imZ se
odstrani katalyzétor, objem filtratu se upra-
vi na 100 ml, a odebere se z tohoto podiiu
vzorek 1 ml k testovéni na Petriho misce a
papirovém kotoulku. Podle prvého testu &i-
ni obsah 14tky vzorce IV 1938 mcg/ml, podle
druhého testu 2325 mcg/ml, coZ odpovidd
vitézku 33,4% konetného produktu.
_-Zbgvajicich 99 ml roztoku se zahusti na
objem asi 30 ml, a provede se chromatogra-
fie -na kolond, jak to zde bylo dfive jiZ po-
pséno, -napiiklad v piikladu 14. Spojené
frakce, obsahujici latku vzorce IV, o celko-
vém objemu 500 ml se zahusti na objem asi
20 ml, k tomuto koncentrétu se p¥ida 45 ml
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methylalkoholu a potom po kapkéch asi 25
mililitra isopropylalkoholu k vyvolani krys-
talisace produktu. Krystalicky material se
zachyti na filtru, promyje se smési methyl-
alkoholu a isopropylalkoholu 50 : 50, a suie-
nim se déle ziskd 2,31 g BB-K8, tedy latky

38

vzorce IV. Podle testu na Petriho misce lze
zjistit obsah 836 mcg/mg, coZ odpovidd &is-
toté 83,6 % a skutetnému vytdZku Gisté 14t-
ky wvzorce IV 33,3 %, prepolteno na 9,9
mmolu vychozi latky.

Tabulkal
Srovnéni akutnich toxicit aminoglykosidi

Zvife Zpisob LDso (mg/baze/kg)
poddvani BB-K8 Kanamycin citace  Genta- Tobra- Neomycin
bis-hydro- siran 1 2 mycin mycin cit. 2
gensiran cit. 2 cit. 3
my$ iv. 232 225 262 225 75 56 40
i.p. 1470 1750 1394 1125 430 — 225
subk. 1838 1850 1368 1350 485 367 275
per os — >8000 >8300 >8000 >9050 >8000 >8000
krysa iv. — 175 — — — 133 —
subk. >2205 2700 — — — 973 —
per os — >8000 — —_ — >7000 —
pes iv. — 287 — — — — —_
i.m. — >500 — — — — —
krélik iv. — 186 — — — — —
im. >735 — — — — — —
opice im. >735 >1000 — — — — —

Biologickd G&innost slouteniny vzorce IV,
jeZ je oznafovédna jako amikacin, byla sle-
dovéna celou Fadou autort v €etnych sdéle-
nich. Z nejzévaZnéjSich lze citovat: G. D.
Overturf, J. Wilkinsov4d a R. Ressler, ]J. In-
fect. Diseases 129, 353 (1974) testovali 9 an-
tibiotik na 114 kmen@ Providencia {alcalifa-
ciens, stuartii atd); zjistili, Ze uvedené mik-
roorganismy jsou &asto resistentni, zvl&sts
na tetracyklin a chloramfenikol, pfiemZ
streptomycin a ampicilin se vyznacuji takeé
niZsi a nedostatujici Géinnosti. Karbenicilin
a kanamycin mé v n&kterych pfipadech 100
procentni G&innost, jindy nulovou a jedinou
14tkou z testovan§ch antibiotik, jeZ je suve-
renné 100% ddinnd, je amikacin. Déle |
Clarke, R. Libke, C. Regamey a W. Kirby po-
pisuji v Clin. Pharmacology and Therapeu-
tics 15, 610 (1974), Ze se amikacin vyznacu-
je ve srovndni s kanamycinem podstatné
v&tsi tfinnosti proti kmentm Pseudomonas,
produkujicim enzymy, desaktivujici genta-
mycin, tobramycin a kanamycin. Farmako-
kineticky parametry amikacinu a kanamyc:-
nu jsou jinak prakticky totoZné. JaponSti
autofi S. Mitsuhashi, H. Kawabe, S. Iyobe,
T. Tanaka a M. Inoue, Japan. ]J. Antibiotics
27, 189 (1974) sledovali antibakterielni u-
ginnost amikacinu ve srovnéni s dal3imi an-

tibiotiky; zjistili vysokou G¢innost sledova-
né latky na Staphylokoky a gram-negativit
bacily s tim, Ze amikacin je Gfinn& 31 neZ
kanamycin A, zvl43té proti Pseudomonas aa-
ruginosa; vyznatuje se v tomto. p¥ipads u-
finnosti i proti kmenfim; resistentnim na
gentamycin, Jinak jsou Gfinneosti amikacinu
a gentamicinu pribliZng shodné. K podob-
nym vysledk@m do3li dalsi japon3ti autofi
ve sdélenich z téhoZ Casopisu, 27, sir. 193,
202, 212, 218, 223, 226, 234, 238, 337, 343,
377, 343, 366, 382, 389, 392, 401, 354, 379,
328. o

J. P. Buyniski a M. E. Bierwagen, Res.
Comm. in Chem. Pathology and Pharmaco-
logy zjistili, Ze p¥i intravenosni infusi kana-
mycinu nebo amikacinu v ddvkach 30 mg/kg
neni ovlivn&n krevni tlak v aort€, srdedni
rychlost ani charakter kardiogramu.

Vysledky klinickych zkouSek jsou patrné
ze sdéleni, které publikovali C. J. R, Maunn-
tas, H. S. Trujillo a R. G. Londono, P. A. Uyi-
be, E. L. de Vidal a N. J. Agudelo v ]. Intern.
Med. Res. 3, 223, (1975); 15 kojench ve sté-

. ¥ 2 aZ 21 dnl bylo 16€eno p¥i projevu infen-

ce (E. coli) amikacirem v dennich davkéach
od 126 do 350 mg pcdle hmotnosti ditéte. 14
déti bylo vyléfeno; nebyly pozorovany ani
systemické, ani lokdlni projevy 1é&by.
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PREDMET VYNALEZU

1. Zptsob vyroby 1-[L-{—)}-y-amino-¢-hyd-
roxybutyryl}-kanamycinu A vzorce IV

CHNH,
HO Q
HO
CHzO

m HO'C -

cr-/p_

NHZ

(V)

vyznateny tim, Ze v prvém stupni postupu
se pilisobi na B6‘-N-benzyloxykarbonylkana-
mycin A vzorce II

CHNH-CO0-CH,C Hy

HO
HO

aldehydem ze skupiny, kterou tvofi benza!-
dehyd, salicylaldehyd, p-nitrobenzaldehyd,
p-methoxybenzaldehyd a pivaldehyd v mo-
larnfm pomé&ru 1 mol 6-N-benzyloxykarbo-

nylkanamycinu A vzorce II na 3 moly alde-

hydu v prostfedi absolutniho ethanolu, me-
thanolu, n-propanolu, methylenchloridu, 2-
-propanolu, n-butanolu, sek.butanolu, terc.-
butylalkoholu, tetrahydrofuranu, dioxanai,
dimethylformamidu nebo acetonu &i ]e]mh
smési nebo sm&si uveden\jch rozpoustédel
s vodou za teploty v rozmezi od 5°C aZ do
teploty varu pod zp&tn¢m chladiem po do-
bu od 30 minut do 5 hodin za vzniku 6‘kar-
bobenzoxy-1,3,3"-trialdehydokanamycinu A
obecného vzorce III

CH;NH-COQ-CHzGHs

HO . Z
OH 0O

HO

kde Z znamené zbytek Nzorbe!

_N=CH© nebo ~N-CH=0 (CHJ, 4

OoH

nadeZ se ve druhém stupni piisobi na 6‘-kar-

bobenzoxy-1,3,3“-tri-aldehydokanamycin A

obecného vzorce III bezprostfedn® bez iso-

lovdni N-hydroxy-6-norbornen-2,3-dikarbox-
imidesterem kyseliny L-y-benzyloxykarbo-
nylamino-e¢-hydroxymaéselné vzorce XX
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N-0-CO-CH-CHzCHsNH-C00~CH,GHs

0

v poméru 1 mol 6‘-karbobenzoxy-1,3,3“trial-
dehydokanamycinu A vzorce III na 0,5 mol
N-hydrexy-6-norbornen-2,3-dikarboximid-

esteru Kkyseliny L-y-benzyloxykarbonylami-
no-e¢-hydroxymdselné vzorce XX za teploty
v rozmezi od —10°C do 35 °C po dobu jed-
né hodiny v t&chZe rozpoustédlech, kterd by-
la uvedena v prvém stupni, nateZ se orga-
nické rozpoustédlo odstrani a zbytek se bez-
prostfedn& hydrogenuje vodikem za piitom-
nosti kovového katalyzdtoru ze skupiny,
kam pat¥i palladium, platina, Raneytv nikl,
rhodium, ruthenium a nikl v prostiedi vo-
dy nebo rozpouSt&dla misitelného s vodou
ze skupiny, kterou tvori voda a dioxan, tet-
rahydrofuran, dimethylether .ethylenglyko-
lu a dimethylether propylenglykolu za hod-
noty pH 3 aZ 5 za vzniku 1-[L-{—)-y-amino-

-e-hydroxybutyryl]-kanamycinu A vzorce IV. -

(XX

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze
se v prvém stupni postupu pfisobi na 6‘-N-
-benzyloxykarbonylkanamycin A vzorce II
aldehydem ze skupiny, kterou tvo¥{ benzal-
dehyd, salicylaldehyd, p-nitrobenzaldehyd a
p-methoxybenzaldehyd v poméru 1 mol 6'-
-N-benzyloxykarbonylkanamycinu A vzorce
II na 3 moly aldehydu v prostFedi absolutni-
ho ethylalkoholu, methylalkoholu, n-propy!l-
alkoholu, isopropylalkoholu, methylenchlo-
ridu, n-butylalkoholu, sek.-butylalkoholuy,
terc.-butylalkoholu, tetrahydrofuranu, dio-
xanu, dimethylformamidu nebo acetonu za
teploty v rozmezi od 5°C do 40°C po dobu
30 minut aZ 5 hodin za vzniku 6‘-karboben-
zoxy-1,3,3“-tri-aldehydokanamycinu A obec-
ného vzorce III, kde Z znamenéa zbytek vzor-
ce

*N%H—Q—Nozl “N=CH"©/ » N=CH_© /

nebo  -t=CH—{ Vo, ¥

a ve druhém stupni se plsobi‘na 6'-karbo-
benzoxy-1,3,3“-tri-aldehydokanamycin A o-
becného vzorce III bezprostiedn® v reakéni
sm&si nebo po isolovdni N-hydroxy-6-nor-
bornen-2,3-dikarboximidesterem kyseliny I-
-y-benzyloxykarbonylamino-¢-hydroxymaé-
selné vzorce XX v poméru 1 mol 8‘-karbhon-
benzoxy-1,3,3"-tri-aldehydokanamycinu A
vzorce III na 0,5 aZ 1 mol N-hydroxy-6-nor-
bornen-2,3-dikarboximidesteru kyseliny .-
-y-benzyloxykarbonylamino-¢-hydroxyma-
selné vzorce XX v teplotnim rozmezi od -5
Celsia do 35°C po dobu jedné hodiny aZ
3 hodin v soustavé rozpoustédel, jak jsou u-
vedena v prvém stupni, nateZ se rozpous-
t8dlo oddestiluje a zbytek se hydrogenuje
bezprostfednd vodikem za pfitomnosti ko-
vového katalysdtoru ze skupiny, kterou tvo-
F{ palladium, platina, Raneyfiv nikl, rho-
dium, ruthenium a nikl ve vod& nebo v pro-
stfedi rozpoustédel misitelnych s vodou, ja-
ko je voda a dioxan, tetrahydrofuran, dime-

e

thylether ethylenglykolu a dimethylether
propylenglykolu za hodnoty pH 3 aZ 5 za
vzniku 1-[L-(—)-y-amino-a-hydroxybuty-
ryl]-kanamycinu A vzorce IV.

3. Zptisob podle bodu 1 nebo 2, vyznadeny
tim, Ze se v prvém stupni plisobi na 6-N-
-benzyloxykarbonylkanamycin A vzorce II
aldehydem ze skupiny, kterou tvori benzal-
dehyd, salicylaldehyd a p-nitrobenzaldehyd,
v pomé&ru 1 mol 6-N-benzyloxykarbonylka-
namycinu A vzorce II na asi 3 moly aldehy-
du v prostfedi absolutniho ethylalkcholu,
methylalkoholu, n-propylalkoholu, isopro-
pylalkoholu, n-butylalkoholu, sek.-butylalko-
holu, terc.-butylalkoholu, tetrahydrofuranu,
dioxanu, methylenchloridu, dimethylform-
amidu nebo acetonu nebo jejich smési, ¢i je-
jich smé&si s vodou za teploty v rozmezi 5°0
aZz 40°C po dobu 30 minut aZ 5 hodin za
vzniku 6‘-karbobenzoxy-1,3,3“-tri-aldehydo-
kanamycinu A obecného vzorce III, kde Z
znamend zbytek vzorce
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-N=C H—Q/ 'N*CH—-Q—NOZ nebo —‘N=CH—©

OH

nate? se ve druhém stupni pfisobi na 6‘-kar-
bobenzoxy-1,3,3“-tri-aldehydokanamycin A
vzorce III bezprostfedn& v reak&ni smési ne-
bo po isolaci N-hydroxy-6-norbornen-2,3-di-
karboximidesterem kyseliny L-y-benzyloxy-
karbonylamino-¢-hydroxymaselné vzorce XX
v pomé&ru 1 mol 6°-karbobenzoxy-1,3,3"-trial-
dehydokanamycinu A vzorce III na 0,5 mol
a¥ 1 mol N-hydroxy-8-norbornen-2,3-dikar-
boximidesteru Kkyseliny L-y-benzyloxykarbo-
nylamino-e-hydroxymaéselné vzorce XX v
teplotnim rozmezi od +5°C do -+35°C po
‘dobu jedné hodiny aZ 3 hodin v soustavs

rozpoustddel, jak jsou uvedena v prvém

stupni, naeZ se rozpoust&dlo oddestiluje a
zbytek se hydrogenuje bezprostfedné& vodi-
kem za pFitomnosti kovového katalyzatoru
ze skupiny, kterou tvofi palladium, platina,

Raneylv nikl, rhodium, ruthenium a niki,
ve vodé nebo v prost¥edi rozpoustédia misi-
telného s vodou, jako je voda a dioxan, tet-
rahydrofuran, dimethylether ethylenglykoiu
a dimethylether propylenglykolu za hodnoty
pH od asi 4 za vzniku 1-{L-{—)-y-amino-e-
-hydroxybutyryl]-kanamycinu A vzorce IV.
4. Zpflisob podle bodli 1 aZ 3, vyznaleny
tim, ¥e se v prvém stupni plisobi na 6'-N-
-benzyloxykarbonylkanamycin A vzorce 1II
benzaldehydem v poméru 1 mol 6-N-benzyl-
oxykarbonylkanamycinu A wzorce II na 3
moly benzaldehydu ve smési vody a tetra-
hydrofuranu v pomé&ru 1:1 za teploty od 20°
Celsia do 30 °C po dobu 2 aZ 4 hodiny za pH
10 za vzniku 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-trisaly-
cilalkanamycinu A vzorce Illa

CH;NH-CO0-CH;G,Hg

a na 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-trisalycilalkana-
mycin A vzorce Illa se pfisobi ihned po pii-
pravé nebo po isolovdni N-hydroxy-6-nor-
bornen-2,3-dikarboximidesterem kyseliny L-
-y-benzyloxykarbonylamino-e¢-hydroxyma-
selné vzorce XX v poméru 1 mol 6‘-karbo-
benzoxy-1,3,3"~trisalicylalkanamycinu A
vzorce IIla na 0,6 aZ 0,75 mol N-hydroxy-G-
-norbornen-2,3-dikarboximidesteru Kkyseliny
L-y-benzyloxykarbonylamino-e-hydroxy-
méselné vzorce XX za teploty v rozmezi 20°
Celsia aZ 30°C po dobu 1 hodiny aZ 3 hodia
v rozpoustédlech, jak byla uvedena v pred-
chozim stupni, ve smé&si methylenchloridu,
methylalkoholu a vody nebo ve smési di-
methylformamidu, acetonu a vody, nadeZ se
rozpoustédlo oddestiluje ve vakuu, pFiddnim

(ial

vodného roztoku amoniaku se hodnota pH
upravi na 4 a zbytek se bezprostfedné in si-
tu hydrogenuje vodikem za normélniho tla-
ku a za pfitomnosti palladia na uhli za vzni-
ku 1-[L-(~—)-y-aminc-a-hydroxybutyryl]-ka-
namycinu A vzorce IV.

5. Zplisob podle bodd 1 aZ 3, vyznateny
tfm, ¥e se v prvém stupni pfisobi na 6'-N-
-benzyloxykarbonylkanamycin A vzorce 1II
salicylaldehydem v pom&ru 1 mol 6°-N-ben-
zyloxykarbonylkanamycinu A vzorce II na 3
moly salicylaldehydu ve smési vody a tetra-
hydrofuranu v poméru 1:1 za teploty 20°C
aZ 30°C po dobu 2 aZ 4 hodin za pH 8 za
vzniku  6°karbobenzoxy-1,3,3"-tri-o-hydro-
xybenzalkanamycinu A vzorce IIIb
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CHzNH-CO0-CH, G Hs
HO Q
HO

a na 6'-karbobenzoxy-1,3,3"-tri-o-hydroxy-
benzalkanamycin A vzorce IIIb se pflisobi
ihned po pFipravé nebo po isolovani N-hyd-
roxy-8-norbornen-2,3-dikarboximideste-

rem kyseliny L-y-benzyloxykarbonylamino-~-
-hydroxyméselné vzorce XXX v poméru 1
mol 6‘-karbobenzoxy-1,3,3“-tri-o-hydroxy-
benzalkanamycinu A vzorce IIlb na 0,6 aZ
0,75 mol N-hydroxy-6-norbornen-2,3-dikar-
boximidesteru kyseliny L-y-benzyloxykarbo-
nylamino-¢-hydroxyméselné vzorce XX za
teploty v rozmezi 20 °C aZ 30°C po dobu 1
hodiny aZ 3 hodin v prostFedi rozpoustédal
popsanych v prvém stupni nebo ve smé8si
dimethylformamidu, acetonu a vody, nafeZ
se organické rozpoustédlo oddestiluje ve va-
kuu, pfiddnim vodného roztoku amoniaku se
hodnota pH upravi na 4 a zbytek se hydro-
genuje bezprostfedn® vodikem za normélni-
ho tlaku a za piitomnosti palladia na uhli
za vzniku 1-[L-(—)-y-amino-e-hydroxybuty-
ryl]-kanamycinu A vzorce IV. -

6. Zptisob podle bodit 1 aZ 3, vyznadeny
tim, Ze se ve druhém stupni postupu pliscbi
na 6'-karbobenzoxy-1,3,3"-tri-aldehydokana-
mycin A obecného vzorce III in situ nebo po
isolaci kyselinou L-y-benzyloxykarbonylami-
no-e-hydroxymaéselnou vzorce VI a N-hydro-
xy-5-norbornen-endo-2,3-dikarboximidem
vzorce XIX

H—0—CO—CH—CHz—CHz2-~

OH
—NH—-CO0—CH2—CsHs
(Vi)
0]
-0oH
0
(XIX)

o
N=C
HO

CH,0H

HO
{ -crn
OoH
0

(1 s)

s nésledujicim pfidanim dicyklohexylkarbo-
diimidu v pomé&ru 1 mol 6'-karbobenzoxy-
-1,3,3“-tri-aldehydckanamycinu A vzorce III
na 0,5 aZ 1,0 mo! kyseliny L-y-benzyloxykar-
benylamino-¢-hydroxyméselné vzorce VI a
dicyklohexylkarbodiimidu, a 0,005 aZ 0,25
mol N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikav-
boximidu vzorce XIX v teplotnim rozmezi nod
—10°C do +35°C po dobu 10 hodin v roz-
poust&dlech, jak byla popsdna v prvém stup-
ni, nateZ se oddestiluje organické rozpous-
tédlo a zbytek se hydrogenuje bezprostfed-
né, jak je popsano v bodech 1 aZ 3, za vzni-
ku 1-[L-(—])-y-aminc-e-hydroxybutyryl]-ka-
namycinu A vzorce IV.

7. Zplsob podle bodu 6, vyznaeny tim,
Ze na 6‘-karbobenzoxy-1,3,3"-tri-aldehydoka-
namycin A vzorce IlI se piisobi bezprostied-
né nebo po isolaci kyselinou L-y-benzyloxv-
karbonylamino-e-hydroxyméselnou  vzorce
VI a N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikar-
boximidem vzorce XIX s nésledujicim piida-
nim dicyklohexylkarbodiimidu v poméru 1
mol  6-karbobenzoxy-1,3,3“+tri-aldehydcka-
namycinu A vzorce III na 0,5 aZ 0,85 mol ky-
seliny  L-y-benzyloxykarbonylamino-e-hyd-
roxyméselné vzorce VI a dicyklohexylkarbo-
diimidu a 0,05 a% 0,425 mo! N-hydroxy-5-
-norbornen-endo-2,3-dikarboximidu  vzorce
XIX v teplotnim rozmezi od +5°C do 25“C
po dobu 1 hodiny aZ 3 hodin v rozpoustdd-
lech, jak byla popsédna v prvém stupni.

8. Zpiisob podle boddt 6 a 7, vyznaleny
fim, Ze se ve druhém stupni p@sobi na 6'-
-karbobenzoxy-1,3,3"~tri-aldehydokana-
mycin A vzorce III bezprostfednd po reakei
kyselinou L-y-benzyloxykarbonylamino-ce-
-hydroxymdéselnou vzorce VI a N-hydroxy-5-
-norbornen-endo-2,3-dikarboximidem vzorce
XIX s nésledujicim p¥iddnim dicyklohexyl-
karbodiimidu v pomé&ru 1 mo! 6‘-karboben-
zoxy-1,3,3"-tri-aldehydokanamycinu A vzor-
ce III na 0,5 aZ 0,8 mol kyseliny L-y-benzyi-
oxykarbonylamino-e¢-hydroxymaéselné vzor-
ce VI a dicyklohexylkarbodiimidu a 0,05 aZ
0,425 mol N-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-
-dikarboximidu vzorce XIX v teplotnim roz-



212755

45

mezi od 15 °C do +30°C po dobu 15 aZ% 25
hodin.

9. Zplsob podle bodu 4, vyznafeny tin,
Ze se ve druhém stupni pfisobi na 6'-karbo-
benzoxy-1,3,3“-trisalicylalkanamycin A vzor-
ce Illa in situ nebo po isolaci kyselinou 1.-
-y-benzyloxykarbonylamino-e-hydroxymé-
selnou vzorce VI a N-hydroxy-5-norbornen-
-endo-2,3-dikarboximidem vzorce XIX za mi-
chéni a s nésledujicim priddnim dicyklohe-
xylkarbodiimidu v pomé&ru 1 mol 6‘-karbo-
benzoxy-1,3,3“-trisalicylalkanamyeinu A
vzorce IIla na 0,6 aZ 0,75 mol kyseliny L-
-y-benzyloxykarbonylamino-¢-hydroxymé-
selné vzorce VI a dicyklohexylkarbodiimidu
a 0,06 aZ 0,375 mol N-hydroxy-5-norbornen-
-endo-2,3-dikarboximidu vzorce XIX v teplot-
nim rozmezi 259 a¥ -}35°C po dobu 15
aZ 25 hodin ve smési tetrahydrofuranu a
vody v poméru 1:1.

46

10. Zplisob podle bodu 5, vyznafeny tim,
Ze se ve druhém stupni plisobi na 6°-karbo-
benzoxy-1,3,3"4tri-o-hydroxybenzalkana-
mycin A vzorce IIIb in situ nebo po isolaci
kyselinou L-y-benzyloxykarbonylamino-«-
-hydroxymaéselnou vzorce VI a N-hydroxy-
-5-norbornen-endo-2,3-dikarboximidem
vzorce XIX za michéni a s nédsledujicim p¥i-
danim dicyklohexylkarbodiimidu v poméru
1 mol 6‘-karbobenzoxy-1,3,3“-tri-o-hydroxy-
xybenzalkanamycinu A vzorce IIIb na 0,6 a7
0,75 mol kyseliny L-y-benzyloxykarbonyla-
mino-e-hydroxymaéaselné vzorce VI a dicyk-
lohexylkarbodiimidu a 0,06 aZ 0,375 mol N-
-hydroxy-5-norbornen-endo-2,3-dikarbox-
imidu vzorce XIX v teplotnim rozmezi +20°
Celsia aZ 30°C po dobu 15 aZ 25 hodin ve
smési tetrahydrofuranu a vody v poméru
9:1.

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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