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Sposob hydrolizowania pochodnych ryfamycyny
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Wynalazek dotyczy hydrolizowania pochodnych
ryfamycyny.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b hydrolizo-
wania pochodnych ryfamycyny do odpowiednich
25-desacetyloryfamycyn o og6lnym wzorze 1, w
ktéorym pierScien oznaczony symbolem A przed-
stawia ewentualnie podstawiony pierS§ciea 1,4-chi-
nonu lub ewentualnie podstawiony pierScien 1,4-
-hydrochinonu, zwlaszcza pier§ciei o wzorze 2
stanowigcy uklad ryfamycyny B, lub o wzorze 3
stanowigcy ukiad ryfamycyny O, albo o wzorze 4
stanowigcy uklad ryfamycyny o wzorze 5 stano-
wigcy uklad ryfamycyny SV.

Z opisu patentowego Stanéw Zjednoczonych
Ameryki nr 3150046 znany jest sposéb wytwarza-
nia antybiotyku ryfamycyny, przez fermentacje
szczepu Str. mediterranei ATCC 13585. Otrzyma-
ny antybiotyk przedstawia mieszanine biologicz-
nie aktywnych substancji sposr6d ktérych jedna
stanowi ryfamycyne B o0 sumarycznym wzorze
C3HNO,,. Charakterystyczng cechg tego zwigzku
jest wzrost jego aktywnosci wystepujacy ze wzro-
stem rozpuszczalnoSci w wodzie, tj. zdolno§¢ do
przeksztalcania sie w inng pochodng o wyzsze]j
aktywno$ci antybakteryjnej, zwang ryfamycyng S
0 wzorze sumarycznym CzH;sNOj,.

Ryfamycyne S mozna przeksztalcié za pomocg
lagodnej redukeji w nowy antybiotyk zwany ry-
famycyng SV.

Budowe wymienionych ryfamycyn i spos6b ich
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wytwarzania przedstawia zalgczony schemat,
uwzgledniajacy tylko pierScien naftalenowy wcho-
dzacy w sklad czasteczki tych zwigzkéw, gdyz
pozostaly wuklad pier§cieni jest identyczny dla
wszystkich tych ryfamycyn i nie ulega zmianom
przy prowadzeniu wymienionych reakcji, przy
czym ‘uklad wszystkich pierScieni ryfamycyn
przedstawiony wzorem 6, w ktérym pierScien
oznaczony symbolem A ma wyzej podane znacze-
nie, charakteryzuje sie tym, Ze zawiera grupe
CH;COO- przy atomie wegla umiejscowionym w
pozycji 25. Istotne jest, ze przemiana ryfamycyny
B w ryfamycyne S przebiega poprzez wytworze-
nie ryfamycyny O.

Budowa tych zwigzk6w zostala wyjasniona przez
Preloga i wspoélpracownikébw i opublikowana w
Experientia 20,336 (1964).

Zasadnicza wadg tych antybiotykéw jest ich
stosunkowo staba rozpuszczalno§¢é w wodzie i
ptynach fizjologicznych uniemozliwiajgca uzyska-
nie wysokiego stezenia antybiotyku we krwi lub
surowicy.

Celem wynalazku bylo wytworzenie pochod-
nych ryfamycyny latwo rozpuszczalnych w wodzie
i ptynach fizjologicznych.

Cel ten osiggnieto przez hydrolize grupy
CH;COO- zwigzanej z atomem wegla umiejsco-
wionym w pozycji 25 1 uzyskanie nowej wolnej
grupy hydroksylowej w czasteczce ryfamycyny.

Spos6b wedlug wynalazku polega na tym, :Ze



3
wybrang pochodng ryfamycyny o ogbélnym wzo-
rze 6, w ktébrym pierSciei oznaczony symbolem A
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ma wyzej podane znaczenie, rozpuszcza sie w od- .

powiednim rozpuszczalniku i poddaje alkalicznej
hydrolizie czynnikami jak dwuweglan jodu, cy-
janki, wodorotlenki, =zasady -organiczne itp. do
wytworzenia zwigzku o wzorze 1, w ktérym pier-
Scien oznaczony symbolem A ma wyzeJ podane
znaczenie.

Budowe tych zwigzkéw nowych, zwanych po-
chodnymi 25-desacetyloryfamycyny potwierdzono
badaniami analitycznymi. Widmo w podczerwieni
wykazuje brak pasma przy wartoSci V = 1710—
—1715 em-1_ charakterystycznego dla grupy acety-
lowej, podobnie jak i widmo NMR, brak charak-
terystycznego pasma rodnika metylowego w gru-
pie acetylowej przy T = 7,03—8,02. Analiza grup
funkecyjnych r6wn1ez potwierdza brak grupy ace-
tyloweJ

Jak wynika z podanych nizej przykladéw spo-
sobem wedlug wynalazku mozna przeksztaicaé
grupe ryfamycyn do odpow1edn1ch 25-desacetylo
pochodnych.

Jako pochodne ryfamycyny o wzorze 6 stosuje
sie 3-dwuetylo-aminoryfamycyne SV, 4-guanozylo-
-4-desoksyryfamycyne SV, ryfamycyne S, 3-piro-
lidynometyloryfamycyne SV, 3-formyloryfamycyne
SV, 3-(4-metylopiperazynylo) -iminoetyloryfamycy-
ne SV, 3-fenyloiminometyloryfamycyne SV, 3-me-
toksyiminometyloryfamycyne SV, ryfamycyne SV,
3-metyloaminoryfamycyne §S; 3-metyloaminoryfa-
mycyne SV, 3-morfolinoryfamycyne SV, 3-morfo-
linoryfamycyne S, 3-dwumetylohydrazono-metylo-
ryfamycyne SV oraz 3-piperydynoryfamycyne SV.

Stwierdzono np., Zze spos6b wg wynalazku sto-
suje sie z doskonalym rezultatem do ryfamycyny
S i SV. Innymi ryfamycynami tatwo ulegajgcymi
dezacetylacji sg ryfamycyny podstawione w poto-
zeniu 3, jak 3-formyloryfamycyna SV i jej funk-
cyjne pochodne tj. w ktérych grupa 3-formylowa
jest zwigzana ze zwigzkami zawierajacymi pier-
wszorzedowa grupe aminowg tworzacymi ugrupo-
wania: -CH=N-, takie jak 3-<(4-metylopiperazyny-
loiminometylo)-ryfamycyna SV, 3-metoksyimino-
metyloryfamycyna SV, 3-fenyloiminometyloryfa-
mycyna SV, metylo-, etylo-, propylo-, dwumetylo-,
dwuetylo-, dwupropylohydrazony, ogélnie mono i
dwualkilohydrazony 3-formyloryfamycyny SV, ok-
symy, hydrozany, arylohydrazony 3-formyloryfa-
mycyny SV i wiele innych. Stwierdzono, ze innag
przydatng 3-podstawiong ryfamycyng sg pochod-
ne aminometylowe (tak zwane zasady Mannicha),
na przyklad 3-amino-, 3-alkiloamino, 3-dwualki-
loaminometyloryfamycyny S i SV i analogi, w
ktérych zasadowym skladnikiem podstawnika w
potozeniu 3 jest rodnik pirolidyny, piperydyny,
morfoliny, piperazyny, réwniez rodnik podstawio-
ny w heterocyklicznym pierS§cieniu.

Innymi przydatnymi ryfamycynami sg ryfamy-

cyny zawierajgce w poloZeniu 3 grupy zasadowe "

z atomem azotu, jak 3-amino-, 3-pirolidyno-,
3-morfolino-, 3-piperydyno-, 3-piperazynoryfamy-
cyna, lub odpowiednio amidy lub hydrazydy ry-
famycyny B i ryfamycyny, jak i ryfamycyny za-
wierajace dokondensowany piericieA w poloze-
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4
niach 3, 4, jak produkty kondensacji ryfamycyny
O i S z o-fenylenodwuaming, 2,3-dwuaminopiry-
dyng, 4,5-dwuamino-2-tiourecylem, 2-amino-feno-
lem 4-chloro- i 4-nitro-2-aminofenolem, kwasem
3-hydroksyantranilowym, 1-amino-2-naftolem, 3,4-
-dwuaminotoluenem itd.

Reakcje te mozina przeprowadzi¢ znanymi spo-
sobami. Przykladowo dwie pierwsze operacje mo-
zna przeprowadzié przy- stosowaniu odpowiednio
kwasu askorbinowego 1 zelazocyjanku potasu,
podczas gdy dwutlenek platyny moze byé stoso-
wany jako katalizator w ostatnim procesie.

Wyrazny wzrost rozpuszczalno$ci wplywa bar-
dzo dobrze na wiasciwosSci antybakteryjne i anty-
biotyczne tych zwigzkéw i umozliwia ich stosowa-
nie w postaci do zastrzykéw.

W ponizszej tabeli zebrano dane dotyczace tej
1stotneJ wlasSciwosci fizycznej w odniesieniu do
niektérych zwigzkéw wedlug wynalazku i odpo-
wiednich ich 25-desacetylowych pochodnych. Roz-
puszczalno$é jest podana w g ryfamycyny % ml
buforowego roztworu (pH =175 i temperatura =
= 22°C), DA oznacza desacetylo.

Jak wynika z tabeli 25-desacetylo-ryfamycyny
sg o wiele bardziej rozpuszczalne, odpowiednio od
2 do 50 razy lepiej niz odpowiednie 25-acetylowe
zwigzki.

Tabela 1
Rozpu’-’
Zwiazek S;clzrfll/!;;_ic =g
= 17,5:22°C
3-dwuacetyloaminometyloryfamy-

cyna SV 0,042
25-DA-3-dwuetyloaminometylo-

-ryfamycyna SV 0,126
3-pirolidynometyloryfamycyna SV 0,006
25-DA-3-pirolidynometyloryfa-

mycyna SV 0,280
3-formyloryfamycyna SV 0,640
25-DA-3-formyloryfamycyna SV 3,43
3-metoksyiminometyloryfamy-

cyna SV 0,015
25-DA-3-metoksyiminometyloryfa-

mycyna SV 0,034
3-(4-metylo-piperazynyloiminome-

tylo)-ryfamycyna SV 0,285
25-DA-3-(4-metylopiperazynylo)-

-ryfamycyna SV 0,760

Inng zaletg ryfamycyny wedilug wynalazku jest
nadzwyczaj mata toksyczno§é w poréwnaniu z
toksycznoscia odpowiednich pochodnych 25-acety-
lowych.

Wynika to z tabeli 2, w ktérej podano wartoéc1
LD;, wyrazonej w mg/kg dla myszy.

Ponizsze przyklady objasniajg sposéb wedlug
wynalazku, lecz nie ograniczajg jego zakresu.

Przyktad I Sposéb wytwarzania 25-desace-
tylo-3-dwuetyloamino-metyloryfamycyny SV. Do
roztworu' 7,8 g (0,01 mola) dwumetyloaminomety-
loryfamycyny SV w 160 ml etanolu dodano 50 ml
(0,03 mola) 5% roztworu wodnego dwuweglanu
sodu. Otrzymang mieszanine ogrzewano pod chlod-
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nicg zwrotng w ciggu 8 godzin, po czym ochtodzo-
no i zatezono pod obnizonym ci$nieniem, dodano
70 ml wody i ekstrahowano mieszanine 200 ml
octanu etylu po doprowadzeniu pH do wartosci
4—45. Warstwe organiczng wysuszono i zatezono
pod obniZzonym ci$nieniem. Pochodng desacetylo-
wa po krystahzacn oddzielono przez odsaczeme
a nastepnie oczyszczono zZelem _ krzemionkowym
(275 g), przy zastosowaniu mieszaniny aceton-
-chloroform (1:3) jako rozpuszczalnika aluujgce-
go. Produkt otrzymany po zatezeniu elustu wazy
5 g Stanowi on 25-desacetylo-3-dwuetyloamino-

-metylo-ryfamycyne SV. Wydajno$é 68%. Tempe-
ratura rozkladu 152—158°C.
Tabela 2
Zwiazek ml‘g?&

dwuetyloamid ryfamycyny B 340 dozylnie
dwuetyloamid 25-DA-ryfamy-

cyny B 600 dozylnie
3-formyloryfamycyna SV 300 dootrzew-
25-DA-3-formyloryfamycy- nowo

na SV 350 ”
3-(4-metylopiperazynylo- imi-

nometylo)-ryfamycyna SV 460 ’
25-DA-3-(4-metylopiperazy-

nyloiminometylo)-ryfamy-

cyna SV 850 ”
3-metoksyiminometyloryfa- nieabsorbo-

mycyna SV wana
25-DA-3-metoksyiminometylo- 560 dootrzew-

ryfamycyna SV nowo

Przyktad II. Sposéb wytwarzania 25-des-
acetylo-4-guanozylo-4-desoksyryfamycyny SV. 4-
-guanyloazo-4-desoksyryfamycyne SV  (produkt
kondensacji ryfamycyny SV z aminoguanidyng w
iloSci 5 g (0,0066 mola) rozpuszczong w 90 ml
etanolu i 34 ml 5% wodnego roztworu dwuwegla-
nu (0,02 mola). Otrzymany roztwér ogrzewano
‘pod chiodnica zwrotna w ciagu 6 godzin, naste-
pnie ochtodzono i dodano 250 ml wody, po czym
mieszanine reakcyjng doprowadzono do wartosci
pH=2 za pomocg 10% kwasu solnego i nastepnie
ekstrahowano 300 ml octanu etylu. Warstwe orga-
niczng odrzucono, poniewaz zawiera wszystkie za-
nieczyszczenia razem z bardzo malg iloScig pro-
duktu koncowego.

Warstwe organiczng ekstrahowano ponownie
trzykrotnie octanem etylu stosujgc lgcznie 900 ml
rozpuszczalnika organicznego. Warstwy organicz-
ne polgczono, przemyto kilkakrotnie roztworem
fosforanowym zbuforowanym do wartoSci pH="17,5
do calkowitego usuniecia kwasu octowego zawar-
tego w roztworze. Nastepnie roztwér wysuszono
i zatezono pod préinia do malej objetosci. Wy-
krystalizowany produkt oddzielono przez odsgcze-
nie, przemyto octanem etylu i wysuszono przy
temperaturze 40°C. Produkt jest analitycznie czy-
sty. Otrzymano 25-desacetylo-4-guanyloazo-4- des-
oksyryfamycyne-SV (wydajnosé 2,8 g 60°%). Tem-
peratura rozkladu 228°C.
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Przyktad III. Spos6b wytwarzania 25-des-
acetyloryfamycyny S. 4,4 g (0,063 mola) ryfamy-
cyny S rozpuszczono przy temperaturze 15—20°C
w 315 ml 0,5% etanolowego roztworu wodorotlen-
ku sodu w etanolu. Roztwér o mocnym zabarwie-
niu czerwono-fioletowym mieszano przy tempera-
turze pokojowej w ciaggu 3 godzin, a nastepme
wprowadzono do 1000 ml lodowatej wody i do-
dano 10% kwas solny do uzyskania kwasnego od-
czynu. Wykrystalizowany surowy produkt ekstra-
howano octanem etylu. Warstwe organiczng prze-
myta woda i wysuszong zatezono pod zmniejszo-
nym ci$nieniem do 100 ml, dodano 60 ml ligro-
iny, po czym roztwér zatezono do malej objetosci.
Otrzymano bezpostaciowy zéity osad, kt()ry prze-
krystalizowano kilkakrotnie 2z etanolu. Czysty
produkt ma zabarwienie oranzowo-z6tte. Otrzyma-
no 25-desacetylo-ryfamycyne S w ilosci kg (54%).
Temperatura rozkladu 144—147°C.

Przyktltad IV—VIII. Otrzymano zwigzki o
wzorze 1, odpowiadajgce wzorowi 7, w ktérym
znaczenie symbolu R podano ponizej:

Przy- R wzor suma- Temperatu- Rf(+)
klad ryczny ra rozkladu i
IV wzér 8 C40H54N2011 178°C 0.19 (a)
V -CHO C;3H;sNO,, 161—163°C 0.07 (b)
VI wzér 9 CyH56N,Oyy 165°C 0.15 (c)

VII -CH=N-C¢H; C,H;,N,0,, 172°C  0.08 (b)
VIII -CH=NOCH; CyzHN;0;, 170—230°C 0.12 (b)

Warto$é + Rf jest réznicg miedzy wartoScia RE
zwigzku wyjsciowego i wartoScia Rf odpowiedniej
pochodnej desacetylowej. Rfic — Rfgesac. Cienko-
warstwowa chromatografia na Zelu krzemionko-
wym G (Merck), przy rozwinieciu 10 cm. Miesza-
niny rozpuszczalmkéw

(a) aceton-chloroform
(b) aceton-chloroform
(c) etanol-chloroform

- N
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Przyklad IX. Sposéb wytwarzania 25-des-
acetylo-3-metyloaminoryfamycyny S. Zawiesing2g
3-metyloryfamycyny S w 60 ml metanolu po-
traktowano 50 ml 10% roztworu wodorotlenku
sodu i mieszano w ciggu 10 minut przy tempera-
turze pokojowej.. Nastepnie roztwér zakwaszono
kwasem cytrynowym, rozcieficzono wodg i ekstra-
howano kilka razy chloroformem. Wyciggi chlo-
roformowe polgczono, wysuszono i odparowano.
Pozostalo§é wykrystalizowano z metanolu + eter.
Otrzymano 1,8 g 25-desacetylo-3-metyloryfamycy-
ny S w postaci slupkéw zabarwionych w kolorze
czerwonego wina, o temperaturze topnienia 288°C.

Przyklad X. Sposé6b wytwarzania 25-des-
acetylo-3-morfolino-ryfamycyny SV. 5,0 g 3-mor-
folinoryfamycyny SV rozpuszczono w duzym nad-
miarze 2 roztworu wodorotlenku sodu i roztwér
pozostawiono w ciggu 45 minut przy temperatu-
rze pokojowej. Nastepnie roztwér zobojetniono,
zakwaszono kwasem cytrynowym i ekstrahowano
kilka razy chloroformem. Wyciggi chloroformowe
polaczono, wysuszono i odparowano. Pozostatosé
przekrystalizowano dwukrotnie z eteru uzyskujac



7
4,2 g 25-desacetylo-3-morfolinoryfamycyny SV w
postaci diugich z6itych stupkéw o temperaturze
topnienia 24°C (z rozkiadem).

Przyktad XIL
acetylo-3-dwumetylohydrazonoryfamycyny SV. 5 g
3-dwumetylohydrazonometyloryfamycyny - SV za-
wieszono w 100 ml metanolu, dodano 50 ml 10%
roztworu wodorotlenku sodu, nastepnie 100 ml
metanolu i cato$é pozostawiono w spokoju przy
temperaturze pokojowej w ciggu 40 minut. Na-
stepnie c¢alo§é zakwaszono kwasem cytrynowym,
rozcieniczono wodg i ekstrahowano kilka razy
chloroformem. Wyciagi chloroformcwe polaczono,
wysuszone i odparowano. Pozostalo$é, ktérg sta-
nowi 25-desacetylo-3-dwumetylohydrazono-metylo-
-ryfamy¢yna SV przekrystalizowano 2z metano-
lu. Wydajno$é: 4,0 g temperatura topnienia 179—
—18]1°C,

Przyktad XII. Spos¢b wytwarzanig 25-des-
acetylo-3-piperydyroryfamycyny SV. Metanolowy
roztwor 2,0 g 3-piperydynoryfamycyny SV potrak-
towano 5 m] 20% roztworu wodorotlenku sodu i
pozostawiono w spokoju w ciggu 45 minut. Na-
stepnie roztwér zakwaszono kwasem cytryno-
wym, rozcieiczono woda i ekstrahowano chloro-
formem. Wyciag chloroformowy wysuszono j od-
parowano. Pozostalo§¢ wykrystalizowano z meta-
noly w postaci z6itych stupkéw. Otrzymano 1,5 g
25-desacetylo-3-piperydyno-ryfamycyny SV o fem-
peraturze 242—245°C (rozklad).

Zastrzezenia patentowe

1, Sposéb hydrolizowania pochodnych ryfamy-
cyny do odpowiednich pochodnych 25-desacetylo-
ryfamycyny o ogélnym wzorze 1, w ktérym pier-
§cien oznaczony symbolem A przedstawia ewen-
tualnie podstawiony pier§ciei 1,4-chinonu lub
ewentualnie podstawiony pierscien 1,4-hydrochi-
nonu, zwlaszcza pierScieh o wzorze 2 stanowigcy
ukiad ryfamycyny B, lub o wzorze 3 stanowiacy
uklad ryfamycyny O, albo o wzorze 4 stanowiacy
uklad ryfamycyny S, wzglednie o wzorze 5 stano-
wigcy uklad ryfamycyny SV, znamienny tym, Zze
pochodng ryfamycyny o ogélnym wzorze 6, w kté-
rym pierSciei oznaczony symbolem A ma wyzej
podane znaczenie rozpuszcza sie¢ w odpowiednim
rozpuszczalniku i poddaje alkalicznej hydrolizie
do wytworzenia zwigzku o wzorze 1, w ktérym
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pierscien oznaczony symbolem A ma wyzej po-
dane znaczenie.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako pochodng ryfamycyny o wzorze 6 stosuje sie
3-dwuetyloaminometyloryfamycyne SV.

3. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako pochodng ryfamycyny o ogbélnym wzorze 6
stosuje sie 4-guanozylo-4-desoksyryfamycyne SV.

4, Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako pochodng ryfamycyny o wzorze 6 stosuje sie
ryfamycyne S,

5. Spos6b wedtug zastrz, 1, znamienny tym, Ze
jako pochodng ryfamycyny stosuje sie 3-pirolidy-
nometyloryfamycyne SV,

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako pochodng ryfamycyny o wzorze 6 stosuje sie
3-formyloryfamycyne SV.

7. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako pochodng ryfamycyny o wzorze 6, stosuje
sie 3-(4-metylopiperazynylo)- iminometyloryfamy-
cyne SV.

8. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze
jako pochodng ryfamycyny o wzorze 6 stosuje sie
3-fenyloiminometyloryfamycyne SV.

9. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym; zZe
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje si¢ 3-meto-
ksyiminometyloryfamycyne SV.

10. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje sie ryfamy-
cyne SV.

11. Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje sie 3-metylo-
aminoryfamycyne S.

12. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje si¢ 3-mety-
loaminoryfamycyne SV.

13. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje sie¢ 3-morfo-
linoryfamycyne SV.

14. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje si¢ 3-morfo-
linoryfamycyne S.

15, Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje si¢ 3-dwu-
metylohydrazonometyloryfamycyne SV.

16. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako ryfamycyne o wzorze 6 stosuje sie 3-pipery-
dynoryfamycyne SV.
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