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(64) Zpusob vyroby amikacinu

Zplsob vyroby amikacinu z chré&né&ného
derivdtu kanamycinu A, obecného vzorce I1IA,
kde RA znamend benzyloxykarbonylamino-,
p-nitrobenzyloxykarbonylamino, p-methoxy-
benzyloxykarbonylamino-, terc.butoxykarbonyl-
amino-, terc.amyloxykarbonylamino-, ftaloyl-
amino-, trifluoracetylamino- nebo chloracetyl-
aminoskupinu, ktery spodfvd v tom, %e se tato
sloudenina nechd reagovat se solf dvojvazné-
ho kationtu kovu vybraného ze skupiny zahrnu-
jici{ zinek, nikl, %elezo, kobalt, mangan,
méd a kadmium, v p¥{itomnosti vody jako roz-
pousté&dla nebo korozpoust&dla, vznikly kom-
plex se in situ podrob{ reakci s reaktivnim
derivdtem L-4-amino-2-hydroxymdselné kyseli-
ny obecného vzorce IIIA, kde Rl je terc.-
butoxylovd, benzyloxylovd nebo p-nitro-
benzyloxylové skupina a Rl je zbytek esteru
shora uvedené kyseliny s N-hydroxysukcini-
midem, N-hydroxyftalimidem &i N-hydroxy-
~-5-norbornen-2,3-dikarboximidem, nebo
zbytek smiZeného anhydridu shora uvedené
kyseliny s kyselinou pivalovou, benzoovou
nebo fenyloctovou, z produktu se odstrani
kationt kovu a chrénic{ skupiny, a v¢sledny
surovy produkt se vy&isti. Acylace prov&d&nd
ze t&chto podminek probfihd mimof4dné&
selektivné&.
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Vynélez se tyk& nového zplsobu syntézy amikacinu z kanamycinu A.

Amikacin, tj. 0,3-amino-3-deoxy-alfa-D-glukopyranoxyl-(l~s 6)-0-[6-amino~6-deoxy~alfa-
—D-glukopyranosyl-(1~—~4)]-Nl-(4-amino-2—hydroxy—1-oxobuty1)-2-deoxy—D—streptamin, odpovidaji-
ci{ vzorci:I

CHaNH,
HO
. Q -
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je polosyntetickym antibiotikem s rozsdhlym pouZitim v terapii,sznikajicim p¥i acylaci
kanamycinu A, vzorce II

g

(11)

L-(-)~4-amino-2~hydroxymdselnou kyselinou vzorce III

0

HyN
OH (I11)

‘OH

kterd bude pro zjednoduSeni oznadovdna déle zkratkou L-HABA.
<
Amikacin popsali prvn& v literatu¥e H. Kawaguchi a spol., Journ. of Antib. XXV, (1972),
str. 695, v patentové literatufe je pak amikacin prvn& zmfn&n v americkém patentovém spisu
&. 3 781 268. Jak v patentové, tak nepatentové literatufe je jif popsdna ¥ada postupd pro
p¥ipravu amikacinu se stdle vy33im vyt&ikem a ve vy3sS{ Zistoté&.

V molekule kanamycinu A vzorce II se nachdzeji 4 acylovatelné aminoskupiny, a to dv& na
centré&lnim 2-deoxystreptaminovém kruhu, oznaZované N1 resp. N3, jedna na 6-amino-6-deoxy-
~D-glukosovém kruhu, oznafovani N6 a jedna na 3~amino~3-deoxy-D-glukosovém kruhu, oznadovand

3"
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Obti%e pfi chemické syntéze amikacinu spo&ivaji v polohovd selektivni acylaci amino-
skupiny v poloze 1, protoZe pfipadnd acylace ostatnich t¥{ aminoskupin vede k vzniku poloho-
vych isomert s ni%${ mikrobiologickou u&innosti, nehled® na pfislu¥né sniZenf{ stechiometrické-~
ho v¢t&%ku hlavniho produktu, jim¥ je amikacin. Navic pak polohové isomery pfftomné v reakdni
sm&si spolu s amikacinem maji za ndsledek nutnost ddkladného &i&t&ni, které je mo¥no provést
pouze chromatografii na iontomé&ni&ich, spojenou s dald¥fimi ztrdtami vyt&Z%ku hlavniho produktu.

Vedle amikacinu mohou vznikat ndsledujfci dalSf{ isomery acylované stejnym zbytkem L-(-)-
-4~amino~2-hydroxyméselné kyseliny [T. Naito a spol., Journal of Antib. XXVI, 297 (1979U

CHy—NHR'
HO
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NHR
HO o
——NHy
HO
. CHOH
HO
Q
H—N.
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HO [+
R™ = —CO-CH(OH)—CH2CH2NH2 R = R" = H (oznaeni BB-K6)
R" = -co-ca(om-CHZCHZNH2 R = R™ = H (oznadeni BB-K11l)
R = -CO-CH(OH)-CH,CH,NH, R'= R" = H {oznadeni BB-K29)

P¥{md acylace kanamycinu A [ viz napiiklad T. Naito a spol., Journ. of Antib. XXVI, 297
(1973)] vede ve vysokém vyt&%ku hlavnd k N ~acy10vanému derivdtu, protofe v této poloze se
nachdz{ nejreaktivnéj&{ aminoskupina. Tato skute&nost zabranuje mofnosti ziskat amikacin
acylac{ L~-(~)~4-amino-2-hydroxymidselnou kyselinou.

Pokud je popisovdna reakce s L-(~)-4-amino-2~hydroxymdselnou kyselinou, mini se tim
v praxi reakce s derivitem této kyseliny, v némZ je aminoskupina v poloze 4 chrénéna a
karboxylovd skupina aktivovand tak, aby reagovala snadné&ji a s vy$3im vyt&Zkem s aminoskupinou

kanamycinu.

Jako tyto chrénici skupiny lze volit obvykle chrdnicf{ skupiny aminovych funkc{ zndmé

v daném oboru, jako nap¥iklad terc.butoxykarbonylovou skupinu, kterou je moZno po ukon&eni
reakce snadno odstranit pGsobenim z¥ed&né kyseliny, nebo benzyloxykarbonylovou &i 4-nitro-
benzyloxykarbonylovou skupinu, které lze oditépit katalytickou hydrogenolyzou v pf{itomnosti
paladiového nebo platinového katalyzdtoru, nebc jiné podobné chrénici skupiny (viz Protective
Groups in Organic Synthesis, T. W, Greene; J. Viley et Sons. Inc., 1981, str. 218 a% 287).
Jednou z forem, jiZ je moZno vhodné aktivovat karboxylovou skupinu, je forma aktivniho esteru
s N~hydroxysukcinimidem, N-hydroxy-5-norbornen-2,3~dikarboximidem apod., nebo forma smi¥eného

anhydridu s pivalovou kyselinou, benzoovou kyselinou nebo benzylkarboxylovou kyselinou.

Pofdtednf syntézu amikacinu uskutednili H. Kawaguchi a spol. (viz vyie), kte¥{ odstranili
z&dva%nou nevyhodu vy33{ reaktivity aminoskupiny v pcloze 6  kanamycinu tim, %e na tuto skupinu
zavedli chrénici{ skupinu, jako skupinu benzyloxykarbonylovou.

Timto zpldsobem vznikne N6 ~benzyloxykarbonylkanamycin vzorce IV
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ktery se podrobi acylaci. Tato acylace vSak nenf polohovd selektivnf, takZe po nésleduijict
hydrogenaci, slouZfci k eliminaci vZech N~benzyloxykarbonylovych chrénicfch skupin, se

ziskaji kromé& amikacinu rovné&Z polohové isomery BB~K1ll a BB-K29 a urité mnoZstvi polyacylova-
nych produktt. Vzhledem k tomu, %e zmin&nd acylace neprobihd selektivnd, je t¥eba v¢slednou
smés d&lit, coZ se provdd{ chromatografif na iontom&ni&i. Timto zplisobem se zi{sk4 surovy
amikacin ve vyt&Zku 22 % a tento vyt&Zek se jedtd ddle sniZi ndsledujfcim &i%ténim pot¥ebnym
k ziskédn{ ¢istého amikacinu. Velmi nizké vyt&Zky této syntézy vyvolaly pot¥ebu vyvoje novych
postupll, jimiZ by bylo moZno vyt&Zek zvysit a v souladu g tim gniZit vyrobni ndklady, a to

dokonce 1 za tu cenu, %e by se jednalo o vicestupiovou syntézu.

T. Naito, S. Nakagawa a M. Oka ve francouzském patentovém spisu &. 2 272 009 popsali
dal8i synteticky postup spo&ivajici v reakci tého# n® -benzyloxykarbonylkanamycinu A vzor-
ce IV z predchdzejicf syntézy s ur&itymi aromatickymi aldehydy, p¥i nfZ se pouifvajf vidy
nejménd 3 mol aldehydu na kaZdy mol N6 ~benzyloxykarbonylkanamycinu A. P¥i této reakei
vzniknou p¥islugné Schiffovy bdze mezi t¥emi volnymi aminoskupinami v polohdch 1, 3 a 3" a

odpovidajicimi aldehydy. Vy¥slednd sloudenina vzorce V
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obsahujfcf t¥i aldehydické zbytky na kaidy mol N ~benzyloxykarbonylkanamycinu se pak acyluje
vhodnym derivdtem L~HABA. Po hydrogenolyze chrénicich skupin se pak ziskd amikacin.

Acylace t¥1 aminoskupin (v polohéch 1, 2 a 3") v8ak neprobf{hd selektivn& a proto je
nutné chromatografické d&lenf reakéni sm&si na iontom&niéi k separaci amikacinu, zejména
od isomerdy BB-K29 a BB-K1l.
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Globdln{ stechiometrické vyt&Ziky amikacinu se navic pohybuji pouze okolo 23 %, cof jsou
hodnoty srovnatelné s vytéZky dosahovanymi p¥i pfedchdzejic{ metod&. Mimoto se tyto vytdiky
podfitajf na intermedidrn{ N -benzyloxykarbonylkanamycin (IV), ktery se z{ska&va z kanamyci-
nu A ve vytéiku 45 aZ 56 %.

Souhrnn& Ye&eno, poskytuji tyto dv& syntetické cesty amikacin ve vytd¥ku 10 a¥ 13 %,
poéitdno na vychozf{ kanamycin A, coZ je hodnota velmi nizk4.

V¢znamny pokrok pokud jde o selektivni acylaci kanamycinu A za vzniku amikacinu doséhli
M, J. Cron a spol., jak je popsdno v Chem. Comm., 266 (1979) a v americkych patentovych
spisech &. 4 347 354 a 4 424 343.

V téchto patentovych spisech je popsdna p¥iprava amikacinu acylaci polysilylovaného
derivétu kanamycinu A, ktery miZe pop¥i{padé obsahovat v poloze 6  nebo v polohdch 6~ a
3 jiné chrénici ékupiny neZ skupinu silylovou. P¥iprava polysilylovaného derivdtu kanamycinu
nebo chrédn&ného kanamycinu se konkrétnd provdd{ reakci vychozfho kanamycinu ve vhodném
organickém rozpoustddle, s vfhodou v acetonitrilu, se silyladnimi &inidly, vyhodn& s hexa-
methyldisilazanem, za vzniku p¥{sludnych derivAtl, v nich%Z vS8echny hydroxylové skupiny

kanamycinu nebo jejich &&st jsou chrénény trimethylsilylovymi skupinami.

Po obvyklé hydrogenolyze, kterd v tomto p¥ipadé slouZ{ pouze k odstrandni chrédnic{ sku-
piny L~HABA, se vSak krom& vgchoziho kanamycinu a polyacylovanych produktl stdle je3té& ziskdvé
sm&s odpovidajfcich polohovych isomerid, takZfe je op&t nutné chromatografické d&leni produktu.
Tento postup, i kdyZ se p¥i ném dosahuje vyrazn® vy33fch vyt&Zkd amikacinu, md viak vazné
nevyhody z hlediska ochrany Zivotniho prostfedf. Jde zejména o'to, Ze acetonitril, ktery
je pro shora uvedenou reakci vyhodnym rozpoultédlem, je vysoce toxicky a jeho pouZiti v pra-
myslovém m&¥Iitku je nefddouci a navic pak z hexamethyldisilazanu se v prib&hu reakce uvoliuje
plynh? amoniak, ktery je nutno vhodn& odstrahovat, aby nedo3lo k zneist&ni atmosféry.

Dals{ zplsob vyroby aﬁikacinu je zaloZen na vyzkumné prdci T. Tsuchiya a spol., Tet.
Lett., 4 951 (1979) a na belgickém patentovém spisu &. 879 925 (Zaidan Hojin Biseibutsu
Kagaku Kenkyu Kai). '

Tento synteticky postup spofivd na pfipravé intermedidrnfho derivdtu chréné&ného v polo-

héch N6 a N3 obvyklymi N-benzyloxykarbonylovymi skupinami, odpovidajfciho vzorci VI

o
H
CHy—N—C—~0—CH,
Tt
HO NH—C—O—CH2—©

HO
[0}
NHZ (vI)
HO
CHy0H
HO
0
'HzN
HO 0

-Tento meziprodukt, vznikajici vytvo¥enim komplexnich sloufenin mezi aminoskupinami
v polohdch 3" a 1, octanem zine&natym a sousedicimi hydroxylovymi skupinami ve vicindln{
poloze, pokud jde o shora uvedené aminoskupiny, je ji% popsén v prdci T. L. Magabhushana
a spol., J. Amer. Chem. Soc., 100, 5 254 (1978) a v americkém patentovém spisu &. 4 136 254,
kde je popséna p¥iprava komplexd s nékolika kovy.
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Zatimco v americkém patentovém spisu &. 4 136 254 se tento "di-chrén&ny" meziprodukt
pfevddi na aminoglykosidické antibiotikum pff{mou acylaci acylujfcim derivétem L-HABA, co%
v8ak v p¥ipadé amikacinu vede k zcela nep¥ijatelnym vyt&Zikim, v belgickém patentovém spisu
&. 879 925 se tento meziprodukt podrobl nejprve reakci s ethyl-trifluoracetdtem k chrandni
aminoskupiny v poloze 3" a pak s derivdtem L-HABA, ktery je vhodn& zvolen tak, aby selektivné
acyloval pouze jedinou volnou aminoskupinu, tj. aminoskupinu v poloze 1. Ob& p¥ftomné odliZné
chrédnic{ skupiny, tj. trifluoracetylovd a benzyloxykarbonylovd skupina, se pak odst&p{
pisobenim amoniaku resp. vodiku, ¥imZ se reakce dokon&f. I v tomto p¥ipad® jsou vyt&iky
amikacinu zna&né vy$8{i, postup sdm v3ak nelze vhodn& pouZft v primyslovém m&€¥{tku vzhledem
k tomu, Ze se p¥i ném uZivd ethyl-érifluoracetat, ktery pF¥edstavuje vysoce toxickou a velmi
drahou létku. :

Nyn{ byl vyvinut novy zpisob syntézy amikacinu, ktery je zv143f bezpedny z hygienického
hlediska, protoZe reakénf{ sloiky a rozpoust&dlo jsou tém&¥ neSkodné, a ktery je snadno prove-
ditelny, protoZfe vzniklé meziprodukty nenf{ nutno d&lit. Timto novym zplisobem se dosahuje
vy&&iho v§té%ku amikacinu za pou¥{t{ mnohem levndj¥ich reakénich slofek neZ p#i zplisobech
zndmgch z dosavadnfho stavu techniky.

Zpusob podle vynédlezu, p¥i né&mZ se vychdzi z kanamycinu A chrén&ného v polohdch 6 a
3, se vyznaduje tim, Ze se tento vychozi chrédnény kanamycin nechd reagovat se solf dvojvazné-
ho kationtu kovu vybraného ze skupiny zahrnujfctf zinék, nikl, éélezo, kobalt, mangan, m&d,
kadmium a jejich smé&si, v p¥{tomnosti vody jako rozpoudt&dla nebo korozpouitddla, a vznikly
komplex se podrobf in situ reakci s vhodnym reaktivnim derivdtem L-HABA. Kationt kovu se pak
odstranf priddvdnim roztoku zdsady aZ k dosaZeni pH 9 aZ 10, nadeZ se b&Znym zpisobem odd&lfl
acylovany produkt, chrédnicf skupiny aminovych funkcf v polohdch 6" a 3 a v postrannim Yet&z~
ci se od3tépi a takto ziskany surovy produkt se vy&isti chromatografif, &im% se zisk4 amikacin
ve vytéZfku bliZicim se 50 %.

Jako vychozi materidl je obecn& moZno pouZit jakykoli derivat kanamycinu A, v n&m% je
aminoskupina v poloze 6  a v poloze 3 chrén&na substitucf{ vodfkového atomu acylovou skupinou,
napfiklad benzyloxykarbonylovou skupinou nebo substituovanou benzyloxykarbonylovou skupinou,
jako p-nitrobenzyloxykarbonylovou nebo p-methoxybenzyloxykarbonylovou skupinou, alkoxykarbony-‘
lovou skupinou, jako terc.butoxykarbonylovou nebo terc.amyloxykarbonylovou skupinou, ftaloylo-
vou skupinou, halogenalkylkarbonylovou skupinou, jako trifluoracetylovou nebo chloracetylovou
skupinou, nebo jinou vhodnou chrdnici skupinou. V souladu s vyndlezem se jako v§chozi derivét
kanamycinu A pou%fvd sloufenina obecného vzorce IIA

CHy—RA
HO
Q
HO “A
HO o
NH,
HO (IIA)
CH,0H
HO
HaN:
HO

ve kterém

R pfedstavuje zbytek vzorce
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NH-CO-O-CHZ@ '
NH—CO—O—CHZ—@—NOZ ’
NHCO-O-CH2—©—OCH3 .

NHCO—O-C/CH3/3, NHCO—O-C/CH&/Z-Cﬁz-CH3,

o

-N nebo NH~CO-CF NH-CO—CHZCl .

3’

o

V¥choz{ materidl tohoto typu je moZno p¥ipravit postupem popsanym'v belgickém patento-
vém spisu &. 855 704 nebo postupem popsanym v kanadském patentovém spisu &. 1 131 628. Kon-
krétn& se prvni reakdni stupefd zplisobu podle vyndlezu uskutelnuje tak, ¥e se vychozf
materi&l obecného vzorce IIA a nejménd ekvimoldrni mnoZstvi vhodné soli dvojmocného kovu
rozpusti ve vod& nebo ve smési vody s inertnim organickym rozpouit&dlem misitelnym s vodou,
jako je dimethylsulfoxid, dimethylformamid, ni%3{ alifaticky alkohol, tetrahydrofuran,
aceton, acetonitril apod.

Dvojmocny kationt kovu se volf ze skupiny kovl zahrnujfci zinek, nikl, Zelezo, kobalt,
mangan, m&d a kadmium, p¥iemf vyhodné jsou pochopitelnd kationty mén& toxické a levné&jsi,
zatimco aniontem mi%e byt libovolny organicky nebo anorganicky aniont, i kdyZ vyhodné jsou
anionty odvozené od slabych organickych kyselin, jako od kyseliny octové, kyseliny propionové
a kyseliny benzoové, protoZe kovové soli té&chto kyselin obecn& ochotné&ji tvo¥{i komplexy.

sl se obecnd poufivd v moldrnim pomdru vzhledem k vychozi lédtce pohybujicim se mezi
1:1 a 10:1, s vfhodou mezi 2:1 a 6:1.

Reakce se ideln& provdd{ za mfché&nf p¥i teplot& mistnosti. Po vytvofeni komplexu se pak
provede druhy reakini stupeh spodivajici v tom, %e se za michdni pf¥id4 roztok nebo suspenze
vhodného reaktivnfho derivdtu L-HABA v poldrnim aprotickém organickém rozpousdtédle. Mezi
vhodnd pouZitelnd organickd rozpoust&dla ndleZeji dimethylsulfoxid, acetonitril, tetrahydro-
furan, dimethylformamid a s vyhodou pak halogenované alifatické uhlovodiky, jako methylen-
chlorid, chloroform, 1,2-dichlorethan apod. Rovn&% tento druhy reakéni stupen zpisobu podle
vyndlezu se Udelnd provadf p¥i teplot& mistnosti. V obou reak&nich stupnich je vSak moZno
reak&ni sm&s k urychleni reakce mirn& zah¥ivat.

Vhodnym reaktivnim derivdtem L-HABA je sloudenina obecného vzorce IIIA
1 1

R™ -~ CONH - CH2 - CH2 - CH~-CO - R {II1IA)

OH

ve kterém

R znamend zbytek vzorce

(CH3)3C-O—, <C::>—CH20 nebo
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' Noz-——{é§2>———CH20 a

pfedstavuje zbytek vzorce

(o] 0 [¢]
—0-i -0= N-0, o-oc—c/cu3/3,
o) 0 0

-0-CO —-@ nebo o= CO-CH2—@

Po n&kolikahodinovém michdn{ se popfipad® p¥f{tomnid organickd féze odd&€lf, a to bud
destilaci v p¥ipadd, %e rozpou¥tddlo m4 nizkou teplotu varu, nebo mechanickym odd&lenim
a k zbylé reak®nf sm&si se p¥iddvA vodny roztok zédsady aZ k dosaZeni pH mezi 9 a 10.

Jako zdsadu je moZino pouZit hydroxid &i uhli&itan libovolného alkalického kovu nebo,
v souladu s vyhodnym provedenfm zplisobu podle vyndlezu, hydroxid amonng. P¥iddni z&saditého-
&inidla zplsobi rozpad komplexu spojeny s odtrZenfim kationtu kovu a vysrdZfenim acylovaného
produktu chrén&ného v polohdch 3 a 6°. Tento produkt se odfiltruje a chrénic{ skupiny
v polohdch 3 a 6, jako% i chrénic{ skupina v postrannim ¥etdzci, se od¥t&pi b&inym zpisobem.
Tak nap¥fklad, pou¥iji-li se v souladu s vyhodnym provedenim zpiisobu podle vyndlezu jako
chrédnicf skupiny benzyloxykarbonylové, jef mohou byt pop¥fpadé substituované, lze tyto skupiny
od$tdpit konvendnf katalytickou hydrogenolyzou za poufitf katalyz&toru vybraného ze skupiiy
zahrnujfci{ platinu, paladium, oxid paladnaty a oxid plati&ity nebo, pokud jsou chrénicimi
skupinami ftaloylové skupiny, lze je jednodule od§t&pit hydrolyzou hydrazinem. Chrénici
terc.butoxykarbonylové skupiny je moZno Gdeln& odité&pit plsobenim kyseliny mraven&i apod.

Takto ziskany surovy produkt se pak &istf{ chromatografickymi postupy zndmymi z literatu-
ry pro &i%t&ni amikacinu.

Acylace, ji%¥ se v souladu se zpisobem podle vyndlezu podrobuje kanamycin A, chréné&ny
na dusfkovych atomech v polohdch 3 a 67, po p¥evedeni komplex s kationtem kovu, vede k neole-
kdvatelnd vysoké selektivité pokud jde o polohu, do ni%? acylovy zbytek vstupuje, protoZe
vznik& s vyhodou amikacin a nikoli' isomer BB-Kll nebo produkt dvojnésobné acylace na dusike-
vych atomech v polohidch 1 a 3" . Tento vysledek je pravd&podobné& dusledkem rozdilné stability
dvou mist, na nichZ dochdz{ k tvorb& komplexu (N3" > Nl) za shora uvedenych reak&nich
podminek.

Zminény vysledek je_uveden v ndsledujfcim p¥ehledu, kde jsou porovndny tddaje zjist&né
p¥i p¥imé acylaci N3,N6 ~di-benzyloxykarbonyl-kanamycinu A esterem 4-benzyloxykarbonylamino-
~2-hydroxymidselné kyseliny s N-hydroxysukcinimidem s ddaji zfskanymi p¥i p¥eveden{ shora
uvedeného derivdtu kanamycinu na komplex s octanem zine&natym a ndsledujici acylaci vy¢Se
zmin&nym esterem.
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Sloudenina/reakce % Stechiometrie
3 .67 ..
N”,N~ ~di-benzyloxykarbonyl-
-Nl—[L—(-)"gama-benzyloxykarbo-
nylamino-alfa~hydroxybutyrylJka-
namycin A

pFim& acylace 27
acylace komplexu 58

nezreagovany N3,N6 -di-benzyl-
oxykarbonyl-kanamycin

p¥imd acylace . 25
acylace komplexu 25

Mimo¥4dn& dule%ité je sloZfenf{ findln{ reak®ni sm&si po hydrogenolyze chrdnicich benzyloxy-
karbonylovych skupin, kter& probihd za standardnich podminek prakticky kvantitativné a je
popséna v p¥ikladové C4sti p¥ihld¥ky. Jedinou nelistotou vyskytujici se ve vét3im mnoistvi
je kanamycin A, ktery nejen Ze nevadi p¥i dé€leni sm&si na sloupci iontomé&nide, protoie
sloupcem prochdz{ rychleji neZ amikacin, ale po zahu3téni eludtu jej lze regenerovat, &imZ
se stechiometricky vyt&Zek amikacinu pol¢iténo na kanamycin A, ktery je nejdrazsi reakdni
sloZkou p¥i shora popsané syntéze, zvy3{ na 80 %.

Vyndlez ilustrujf{ ndsledujic{i{ p¥fklady provedeni, jimi%¥ se y8ak rozsah vyndlezu v Z4dném

sméru neomezuje.

P¥{klad 1

5,2 g N3,N6——di—benzy1oxykarbony1—kanamycinu A o &¢istoté& 85 % (5,87 mmol) a 3,9 g
(21,3 mmol) bezvodého octanu zine&natého se rozpust{ ve smé&si 25 ml dimethylsulfoxidu a
70 ml vody. Po dvouhodinovém michdnf p¥i teploté& mistnosti se p¥id4 roztok 3,28 g esteru
4-benzyloxykarbonylamino-2-hydroxyméselné kyseliny s N-hydroxysukcinimidem ve 140 ml methylen-
chloridu.

Po p&tihodinovém michdni se oddestiluje methylenchlorid a zbytek se pfi teploté& 20 S¢c
rozmfichd se smé&s{ 125 ml vody a 25 ml koncentrovaného amoniaku. Po filtraci, promyti a vysu-
Zeni v su¥drn& p¥i teplotd 45 Oc se zisk& 6,7 g N3,N6‘-di~benzyloxykarbony1—1—N—[L—(—)-gama—
benzyloxykarbonxlamino-alfa—hydroxybutyryl kanamycinu A o &istot& 45 %, spolu se 16,8 %
v¢choziho N3,N6 ~-di~benzyloxykarbonylkanamycinu A. Vyt&Zek odpovid4 51,4 % stechiometrického

mnoZstvi.

T4st takto ziskaného produktu se hydrogenuje v pfitomnos?i kyseliny mravendi a paladia
na uhlf za vzniku 164 ml vodného roztoku obsahujiciho 6,61 mg/ml amikacinu, 0,4 mg/ml
kanamycinu, 0,21 mg/ml BB-K11l a 1,83 mg/ml produktu diacylovaného L-HABA na dusikovych atomech
v polohdch 1 a 3". :

Relativnf &istota amikacinu &inf 73 %.

P¥fklad 2

5,2 g N3,N6‘-di—benzyloxykarbonyl-kanamycinu A o &istot& 85 % (5,87 mmél) se suspenduje
ve 20 ml methanolu a k suspenzi se rychle p¥id& roztok octanu zine&natého (3,9 g vztaZeno
na bezvody produkt) v 80 ml vody. K vyslednému roztoku se po dvouhodinovém michdni p¥i teploté
mistnosti v jediné d4vce p¥idd 3,28 g (9,35 mmol) esteru L~{-)~4-benzyloxykarbonylamino-
-2-hydroxymdselné kyseliny s N—hydrbxysukcinimidem, rozpu$téného ve 100 ml methylenchloridu.
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Reak&ni sm&s se nechd pf¥es noc stdt pfi teplot& mfstnosti, pak se methylenchlorid odpa#{
a zbytek se z¥edi 150 ml 5% vodného amoniaku.

Po odfiltrovdni pevného materidlu a vysuSenf se zi{skd 6,5.g N3,N6 -di-benzyloxykarbonyl-
-1-N-[L-(-)~gama-benzyloxykarbonylamino-alfa—hydroxybutyryl]kanamycinu A o &istoté 49,8 g,
co? odpovidd vyt&iku 57 %.

MnoZstvi vychozi latky p¥itomné v reak®ni sm&si odpovidd 17 % odd&leného produktu, co
se rovnd 25 % stechiometrické hodnoty.

Ziskany acylovany produkt se suspenduje ve 100 ml vody, p¥idd se 3,5 g 5% paladia‘na
uhli a 7 ml kyseliny mravendni rozpu¥t&né ve 20 ml vody. Po jednohodinovém mich&nf se smés

zfiltruje a pevny zbytek se promyje vodou.

Z{sk& se 223 ml roztoku s ndsledujlcim slofenim:

sloZka mg/ml Relativnf mno%stvi (%)
amikacin 8,2 63,3
BB-K29 0,3 2,3
BB-KI1 0,3 2,3
diacylovany produkt®! 0,69 5,3
kanamycin A 3,46 26,7

Pozndmka:
"
x)produkt obsahujicf zbytek L-HABA v poloze Nt an s relativni &istotou amikacinu

s ohledem na jeho homology (s vyjimkou kanamycinu) vy33{ ne% 90 %

Shora uvedeny roztok se bez dal&fich dprav nastavi na pH 7 a prolije se sloupcem slabd&
kyselého iontomé&nife v amoniakd&lnf{ form&. Sloupec se vymyvd roztokem amoniaku a frakce
obsahujfci{ kanamycin A se oddéli od frakci obsahujfcfch amikacin. Frakce s obsahem kanamy-
cinu A se spojf a odpaff se. Ze zbylého roztoku o koncentraci 20 % se methanolem vysr&z{
1,1 g kanamycin-sulfédtu. Frakce obsahujfc{ amikacin se zahust{ na koncentraci 20 % a po
okyselenf 50% kyselinou sirovou, odbarvenf aktivnim uhlfm a p¥id&nf methanolu se z nich
ziskd 2,6 g amikacin-sulfdtu s mikrobiologickym titrem 680/ug/mg.

Pfrfklad 3

Tento srovndvaci p¥fklad dokl&dd, do jaké miry je selektivita (nebo/a stabilita) komplexd
zdsadn& ovlivhovédna pi{tomnost{ vody kter4, na rozdfl od p¥fpravy komplexu provdd&né s kana-
mycinem A (za bezvodych podminek), nejen Ze neni na zdvadu, ale naopak je nutnd pro zvySenf

odliSnosti mezi ob&ma misty, na nichZ probihd tvorba komplexu.

V_nepfftomnosti vody neprobihd v pfitomnosti dvojvaznych kationtd vibec Z&dnd acylace
N3,Nb -di~-benzyloxykarbonyl-kanamycinu A (VI), pravdépodobné v disledku toho, %e se kromé
"

stabilniho komplexu na x> vytvo¥{ rovn&Z stabilni komplex na Nt.

5,2 g N3,N6 -di-benzyloxykarbonyl-kanamycinu A o &istot& 85 % (5,87 mmol) se rozpustf

v 50 ml dimethylsulfoxidu a k roztoku se p¥idd 3,9 g (21,9 mmol)} bezvodého octanu zinednatého.
Po dvouhodinovém michdnf p¥i teplotd® mistnosti se p#idd roztok 3,28 g esteru-4-benzyloxy-
karbonylémino-Z—hydroxyméselné kyseliny s N~hydroxysukcinimidem, rozpu$téného ve 140 nml
methylenchloridu. Po p&tihodinovém michdni se methylenchlorid oddestiluje a k odparku se
pridéd p¥i teplot& 20 Oc sm&s 125 ml vody a 25 ml koncentrovaného amoniaku.

Vylouleny produkt se odfiltruje a po promytf se vysu3{ v sufdrné pfi teploté& 45 %c. ziské
se 5,7 g vychozf latky o &istotd 80 %, u ni% ani ve stopové miFe nedo$lo k acylaci na dusiku
v poloze 1.
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Za shora uvedenych podmfnek jsou polohy Nl a N3. blokovény v diisledku .vytvo¥eni komplexi,
které bran{ ndsledujici acylaci.

PREDMET VYNALEGZU

.

1. Zplisob vyroby amikacinu z kanamycinu A chrénéného v polohdch 3 a 67, vyznadujici
se ti{m, Ze se chrén&ny kanamycin A, odpovidajfci obecnému vzorci IIA

CHy—RA

HO
HO:

0

HO o NH,
HO

(114)

CH0H
0
HO
HoN
2 0
HO

R znamend zbytek vzorce

ve kterém

NH-CO-0-CH 9

’
NH-CO-O-CH2—©— N02 ’
\ NHCO-O-CHZ—-@-— OCH3 ’

NHCO-0-C (CH3) 3¢ NHCO-0-C (CH3) 2—CH2-CH

3!
[¢]
- N ' NH—CO-CF3 nebo NH-CO-CHZCI
[¢]

nechd v moldrnim poméku od 1:1 do 1:10 reagovat se soli dvojvazného kationtu kovu vybraného
ze skupiny zahrnujfef zinek, nikl, Zelezo, kobalt, mangan, m&d, kadmium a jejich sm¥si, p¥i
teplot& 0 aZ 50 °, v p¥itomnosti vody jako rozpoult&dla nebo korozpou3tddla, vznikly komplex

se p¥i teplot& 0 a% 40 ¢ podrobi reakci s derivdtem L-(~)-4-amino-~2-hydroxymidselné kyseliny
obecného vzorce IIIA

v
r® - conu - CH, - CH, - CH - CO - R' (I112)

OH

ve kterém
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1

R i znamend zbytek-vzorce (CHj),C-0-,
@—cxzo nebo Noz——@—-cuzo
Rl p¥edstavuje zbytek vzorce

0 0
-o? ' -o-
o o] (o]

N-0-, 0-0C~C(CH,) 4,

o

—O-CO—@ nebo 0-CO=-CH 2—@

ktery se poufivd v nadbytku 10 a% 100 % moldrnich, vysledny komplex se rozlo¥i odstrandnim
kationtu kovu dpravou pH reakén{ sm&si na hodnotu mezi 9 a 10 a z vysrédfeného produktu se
odSt&pi chrénic{ skupiny.

2. 2Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se intermedidrni komplex neizoluje.

3. Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se tim, %e se p¥iprava komplexu uskutednuje ve vodd
nebo ve sm&si vody a organického rozpoustddla vybraného ze skupiny zahrnujfcf dimethyl~
sulfoxid, dimethylformamid, acetonitril, aceton, tetrahydrofuran a ni¥$f alifatické alkoholy.

4. Zpisob podle bodu 3, vyzna¥ujfc{ se tim, %e se tvorba komplexu uskutedfhuje ve vod&,

5. Zpusob podle bodu 1, vyznadujfci se tim, %e se pouifivd dvojvazného kationtu kovu
vybraného ze skupiny zahrnujfci zinek, m&d a nikl.

6. Zpisob podle bodu 5, vyznadujfci se tim, Ze se jako dvojvazného kationtu kovu pouZivé
zine&natého kationtu.

7. Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se tfim, Ze se pouffvd sil, jeji% aniont je odvozen
od slabé organické kyseliny.

8. Zpisob podle bodu 7, vyznatujici se tim, Ze se pouZivd sil, jejimZ aniontem je aniont
acetdtovy, propiondtovy nebo benzodtovy. '

9. Zpusob podle bodu 6, vyznalujici se tim, %Ze se jako sil dvojvazného kationtu kovu
pouZivéd octan zine&naty.

10. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e se sil dvojvazného kationtu kovu a vychozi
kanamycinovy derivdt vzorce IIA pouZfvajfl v moldrnim pom&ru mezi 2:1 a 6:1.

11. Zpusob podle bodu 1, vyznadujfc{ se tim, %e se derivdt L-(-)-4-amino-2-hydroxyméselné
kyseliny pouffivd v nadbytku od 20 % do 60 % molérnich. :

12. Zpisob podle bodu 1, vyzna¥ujici se tim, %e se dvojvazny kationt kovu odstrahuje

z komplexu dpravou pH reak&ni sm&si na hodnotu sm&si 9 a 10 p¥idénim roztoku hydroxidu
amonného.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 K&s
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