POLSKA
BZEGZPOSPOLITA
LUDOWA

OPIS PATENTOWY

Patent dodatkowy

102734

CLvaieiNIA

Ul -~dy Paieniowego
P Booscaenice] Lucewe

do patentu nr

URZAD
PATENTOWY
PRL

Zgloszono: 22.05.75 (P. 180591)

Pierwszenstwo: 23.05.74 Stany Zjednoczone
Ameryki

Zgloszenie ogloszono: 05.06.76

Opis patentowy opublikowano: 29.09.1979

Int. C1.2 CO7D 309/14

Twoércy wynalazku: Masahisa Oka, Susumu Na'kagawa,_Takayuki

Naito

Uprawniony z patentu: Bristol-Myers Company, Nowy Jork
(Stany Zjednoczone Ameryki)

Sposéb wytwarzania 1- L-/-(-Y-amino-c-hydroksybutyrylo)
kanamycyny A

1

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia 1-(L-)-(-y-amino-a-hydroksybutyrylo)kanamy-
cyny A o wzorze 1.

Wiadomo, ze kanamycyna A zawiera w c¢z3-
steczce cztery pierwszorzedowe grupy aminowe w
pozycjach 1, 3, 6" i 3”. Udowodniono, ze podczas
dzialania na te czgsteczke czynnikiem elektrofi-
lowym najbardziej reaktywng grupg aminowg jest
grupa w pozycji 6° a druga najreaktywniejszg
grupg aminows jest grupa w pozycji 1. Obie gru-
py aminowe w pozycjach 3 i 3’ s3 mniej reaktyw-
ne niz grupy w pozycjach 1 lub 6, ale ulegaja
reakcji w niewielkim stopniu, dajgc pewng ilo§é
niepozadanych ubocznych produktéw acylacji.

Znany jest sposéb wytwarzania zwigzku o wzo-
rze 1 na drodze acylowania kanamycyny A przy
uzyciu grup blokujacych, stosowanych zwykle do
blokowania grup aminowych, np. grupy benzylo-
ksykarbonylowej i nastepnego acylowania otrzy-
manego zwigzku za pomocg $rodka acylujgcego,
stanowigcego pochodng N-hydroksysukcynimidu
kwasu a-hydroksy-y-aminomastowego. Jednak re-
akcja ta przebiega z niskg wydajnoScia rzedu o-
kolo 9% ze wzgledu na malg selektywno$é, po-
wodujaca tworzenie si¢ niepozadanych pochod-
nych acylowanych w pozyciji 3 i 3”.

Z lepsza selektywnoscig ale i to zaledwie z 10%
wydajnoécia przebiega sposéb wytwarzania zwigz-
ku o wzorze 1, prowadzony przy selektywnym
zabezpieczeniu trzech grup aminowych aromatycz-
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2
nymi aldehydami, tworzacymi z blokowanymi gru-
pami aminowymi zasady Schiffa i nastepnym acy-
lowaniu otrzymanej zasady Schiffa pochodng N-
-hydroksysukcynimidu kwasu a-hydroksy-y-amino-
mastowego oraz katalitycznym odszczepieniu grup
zabezpieczajacych.

Stwierdzono, ze zwigzek o wzorze 1 mozna wy-
tworzyé z o wiele wiekszg wydajnoscia rzedu
okoto 36%, jesli obok grup blokujgcych tworzg-
cych z grupami aminowymi zasade Schiffa zasto-
suje sie nowy, selektywnie dzialajgcy Srodek acy-
lujacy.

Spos6b wedlug wynalazku polega na tym, ze
reakcji poddaje sie zwigzek o wzorze 2, z alde-
hydem takim jak aldehyd benzoesowy, salicylo-
wy, Dp-nitrobenzoesowy, p-metoksybenzoesowy i
piwalowy, w proporcji molowej zwigzku o wzorze
2 do aldehydu jak 1 do co najmniej 3, po czym
otrzymany zwiazek o wzorze ogblnym 3, w ktéorym
Z oznacza jedng z grup o wzorach 4, 5, 6, 7 lub
8 poddaje sie ewentualnie in situ dziataniu zwigz-
ku o wzorze 9 w proporcji molowej, odpowiednio,
jak 1 do co najmniej 0,5, a korzystnie 1 i otrzy-
many produkt uwodarnia in situ do zwigzku o
wzorze 1.

Pierwszy etap przeprowadza sie korzystnie w
mieszajacym sie z woda rozpuszczalniku takim
jak rozpuszczalnik alkoholowy, na przyklad abso-
lutny etanol, metanol, n-propanol, izopropanol, n-
-butanol, II rzed.-butanol, rozpuszczalnik eterowy,
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na przyklad tetrahydrofuran, dioksan lub inne
polarne, aprotyczne lub protonowe rozpuszczal-
niki, takie jak dwumetyloformamid i aceton lub
ich mieszaniny, lub ich mieszaniny z woda, w
temperaturze od okolo 5°C do okolo temperatury
wrzenia, w ciggu od okolo 30 minut do okolo 5
godzin.

Drugi etap reakcji przeprowadza sie stosujac
zwigzek o wzorze 3 i zwigzek o wzorze 9, ko-
rzystnie w stosunku okolo 1:1, w temperaturze
od okolo —10°C do okolo +35°C, ale korzystnie
w zakresie od 5°C do okolo 25°C, w ciagu okresu
co najmniej 1—8 godzin, po czym przed uwodor-
nieniem usuwa sie rozpuszczalnik organiczny.

Uwodornienie in situ przeprowadza sie za po-
mocg wodoru w obecnofci katalizatora metalicz-
nego, takiego jak pallad, platyna, nikiel Raney'a,
rod, ruten i nikiel, korzystnie w obecno$ci palla-
du, a zwlaszcza palladu na weglu aktywnym, w
wodzie lub w mieszajgcym sie z wodg ukladzie
. rozpuszczalniké6w, takim jak woda z dioksanem,
czterohydrofuranem, eterem dwumetylowym gli-
kolu etylenowego, eterem dwumetylowym gliko-
lu propylowgo i tym podobne, korzystnie w wo-
dzie, przy warto$ci pH 3—S5, korzystnie 4.

Korzystny spos6b wytwarzania zwigzku o wzo-

rZe 1 polega na tym, Ze zgodnie z wynalazkiem
zwigzek o wzorze 2 poddaje sie reakcji z alde-
hydem, takim jak aldehyd benzoesowy, salicylo-
wy, . p-nitrobenzoesowy i [p-metoksybenzoesowy,
przy proporcji molowej zwigzku o wzorze 2 do
aldehydu jak 1 do co najmniej 3 w absolutnym
etanolu, metanolu, n-propanolu, III rzed.-butanolu,
chlorku metylenu, czterohydrofuranie, dioksanie,
dwumetyloformamidzie lub acetonie albo w mie-
szaninie tych rozpuszczalnikéw z woda.
- Reakcje prowadzi sie w temperaturze 5—40°C,
w ciggu od okolo 30 minut do okolo 5 godzin,
uzyskujgc zwigzek o wzorze ogblnym 3, w ktérym
Z oznacza grupy o wzorach 4, 5, 6 lub 7. Nastep-
nie w drugim eétapie zwigzek o wzorze ogélnym
3 po uprzednim wydzieleniu lub in situ, podaje
sie reakc}i ze zwigzkiem o wzorze 9, w proporcji
molowej zwigzku o wzorze 3 do zwigzku o wzorze
9, jak 1 do 05—1 w temperaturze 5—35°C, w
ciggu 1—3 godzin i w rozpuszczalnikach wymie-
nionych w etapie pierwszym. Nastepnie rozpusz-
czalnik organiczny usuwa sie i pozostalo§¢ uwo-
darnia sie in situ za pomoca wodoru w obecnoSci
katalizatora metalicznego, takiego jak pallad, pla-
tyna, nikiel Reney’a, rod, ruten i nikiel, ale ko-
rzystniej w obecnofci palladu, & zwlaszcza palla-
du na weglu aktywnym, w wodzie lub ukladzie
rozpuszczalnikéw mieszajacych sie 'z woda, Ko-
rzystnie takich jak woda z dioksanem, czterohy-
drofuranem, eterem dwumetylowym glikolu ety-
lenowego i eterem dwumetylowym glikolu pro-
pylenowego, ale przede wszystkim w \:;odzie, przy
wartoéci pH 3—5, a zwlaszcza 4.

Szczegblnie korzystnie wytwarza sie zwigzek o
wzorze 1, jeéli zgodnie z wynalazkiem zwigzek
o wzorze 2 poddaje sie reakcji z aldehydem takim
jak aldehyd benzoesowy, salicylowy i p-nitroben-
zoesowy W proporcji molowej zwigzku o wzorze
2 do aldehydu jak 1 do co najmniej 3.
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Reakcje przeprowadza sie w absolutnym ' eta-
nolu, metanolu, n-propanolu, izopropanolu, n-bu-
tanolu, II rzed.-butanolu, III rzed.-butanolu, cztero-
hydrofuranie, chlorku metylenu, dioksanie, dwu-
metyloformamidzie lub acetonie lub w mieszani-
nie tych rozpuszczalnikéw z woda, w temperatu-
rze od okolo 5°C do okolo 40°C, w ciggu od okolo
30 minut do okolo 5 godzin, uzyskujac zwigzek o
wzorze ogbélnym 3, w ktérym Z oznacza grupe
o wzorach 4, 5 lub 7. '

W drugim etapie zwigzek o wzorze ogbélnym 3
poddaje sie in situ' lub po uprzednim wydziele-
niu go, reakcji ze zwigzkiem o wzorze 9, w pro-
porcji molowej zwiazku: o wzorze 3 do zwigzku
o wzorze 9, jak i okolo 0,5—0,85 w temperaturze
15—30°C w ciggu 1—3 godzin.

Reakcje przeprowadza sie w ukladach rozpusz-

- czalnikébw przedstawionych w etapie : pierwszym.

Nastepnie po usunieciu rozpuszczalnika organicz-

nego pozostalos¢ uwodarnia sie in situ za pomocy
wodoru.: w obecno$ci katalizatora metalicznego,
korzystnie takiego jak pallad, platyna, nikiel Ra-
ney’a, rod, ruten i nikiel, korzystniej pallad, ale
najkorzystniej w obecno$ci palladu na weglu ak-
tywnym. Uwodarnianie prowadzi sie w -wodzie
lub ukladach rozpuszczalnikéw mieszajacych sie
z wodg, takich jak woda z dioksanem, czterohy-
drofuranem, eterem dwumetylowym glikolu ety-
lowego i ‘eterem dwumetylowym glikolu propy-
lenowego, korzystnie w wodzie przy warto§ci pH
okolo 4, uzyskujac zwigzek o wzorze 1.

Najkorzystniejszy sposéb wytwarzania zwigzku
o wzorze 1 zgodnie z wynalazkiem polega na
tym, Ze zwigzek o wzorze 2 poddaje sie dzialaniu
aldehydu benzoesowego w proporcji molowej
zwigzku o wzorze 2 do aldehydu benzoesowego
jak 1:3, w mieszaninie 1:1 wody z tetrahydro-
furanem, w temperaturze od okolo 20°C do okoto
80°C przy warto$ci pH okolo 10, w ciggu 2—4
godzin, po czym otrzymany zwiazek o wzorze 10
poddaje sie in situ lub po uprzednim wydziele-
niu, reakcji ze zwigzkiem o wzorze 9, w propor-
cji molowej zwiazku o wzorze 10 do zwigzku o
wzorze 9, jak 1 do 0,6—0,75, w temperaturze od
okolo 20°C do okolo 30°C w ciagu 1—3 godzin_
w wyzej wymienionych rozpuszczalnikach takich
jak mieszanina chlorku metylenu, metanolu i wo-
dy lub mieszanina dwumetyloformamidu, aceto-
nu i wody. Nastepnie usuwa sie rozpuszczalnik
organiczny pod zmniejszonym ciénieniem, dopro-
wadza pH do warto$ci 4 za pomocg wodorotlenku
amonu i otrzymany zwigzek uwodornia in situ za
pomocg wodoru pod ciSnieniem atmosferycznym
w obecnosci palladu na weglu.

Inny korzystny spos6b wytwarzania zwigzku o
wzorze 1 zgodnie z wynalazkiem polega na tym,
ie zwiazek o wzorze 2 poddaje sie reakecji z al-
dehydem salicylowym, w proporcji molowej zwigz-
ku o wzorze 2 do aldehydu salicylowego jak 1:3,
w mieszaninie 1:1 wody z tetrahydrofuranem,
w temperaturze od okolo 20°C .do okclo 30°C,
przy wartosci pH okolo 8 w ciggu od okolo 2—4
godzin, uzyskujgc zwigzek o wzorze 11, ktéry in
situ lub po uprzednim wydzieleniu poddaje sie
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reakcji ze zwigzkiem o wzorze 9 w proporcji mo-
lowej zwiazku o wzorze 11 do zwiazku o wzorze
9 jak 1 do 0,6—0,75.

Reakcje prowadzi sie w temperaturze od okoto
20°C do okolo 30°C, w ciggu 1—3 godzin, w wy-
2ej podanych rozpuszczalnikach lub w mieszani-
nie dwumetyloformamidu, acetonu i wody. Na-
stepnie usuwa sie rozpuszczalnik organiczny pod
zmniejszonym ci$nieniem doprowadza odczyn do
wartoéci pH, za pomocg wodorotlenku amonu i
uwodornia pozostato$é in situ za pomocg wodcru
pod ci$nieniem atmosferycznym w obecnosci pal-
ladu na weglu.

Uzyte w niniejszym opisie wynalazku okre§le-
nie mizsza grupa alkilowa oznacza grupe alkilowg
prosta lub rozgaleziong o 1—6 atomach wegla.
OkreSlenie ,nizszy alkanol” oznacza masycony al-
kohol o prostym lub rozgalezionym lancuchu, za-
wierajgcy 1—6 atoméw wegla i jedng grupe hy-
droksylowa. '

Reakcje wedlug wynalazku korzystnie prowadzi
sie przy stosowaniu zwigzké6w wytwarzanych in
situ, poniewaz takie postepowanie znacznie zmniej-
sza koszt.

Na przyklad zwigzek o wzorze 9 wytwarza sie
in situ i poddaje reakcji ze zwigzkiem o wzorze 10
w tym samym etapie reakcji. Zwigzek o wzorze
1 mozna wiec ‘wytworzyé jak to opisano wyzej
lub po wyodrebnieniu i nastegpnym poddaniu re-
akcji ze zwigzkami o wzorze 12 i o wzorze 13 po
dodaniu dwucykloheksylokarbodwuimidu, w pro-
porcji molowej zwigzku o wzorze 10 do zwigzku
o wzorze 12 i dwucykloheksylokarbodwuimidu Jak
1:0,5—1,0 i okolo 0,005 do 0,25 zwigzku o wzorze
13. Ta reakcja prowadzona jest w temperaturze
od okolo —10°C do okolo +35°C, korzystnie, od
+5°C do okolo +25°C, przy czym w ciggu ostat-
nich 10 godzin reakcje prowadzi sie w rozpusz-
czalnikach, jak uprzednio opisane, a otrzymany
produkt uwodornia wedlug wyzej opisanego spo-
sobu, lub ewentualnie w ilosci po okoto 0,5 do
0,8 mola zwiazku o wzorze 12 i cykloheksylokar-
bodwuimidu na 1 mol zwigzku o wzorze 3 oraz
okolo 0,05 do 0,425 mola zwigzku o wzorze I3 w
temperaturze 15—30°C, w ciggu 15—25 godzin. Naj-
korzystniejsze warunki dla tej reakeji to uzycie
zwigzku o wzorze 3 w ilofci 1 mola na okoto
0,6—0,75 mola zwigzkéw o wzorze 12 i dwucyklo-
heksylokarbodwuimidu i okolo 0,06—0,375 mola
zwigzku o wzorze 13, w temperaturze 10—30°C,
w ciggu 15—25 godzin, ’

Zwigzek o ,wzorze 1, 1-N-(L-)-(-y-amida-a-hy-
droksybutyrylo)kanamycyna A (BB-K8) wykazuje
doskonale dzialanie przeciwbakteryjne, lepsze niz
sama kanamycyna A. Przedstawiono to ponizZej
w dwéch tabelach pokazujgcych najmniejsze ste-
senia “hamujace (MIC) kanamycyny A i zwiaZzku
o wzorze 1 (BB-K 8) przeciwko réznym Gram-do-
datnim i Gram-ujemnym bakteriom, uzyskanym
metodg rozcieficzefi agarowych, Steersa (tablica
I) i metodg kolejnych rozciericzefi (tablica II).
Przy opracowywaniu tablicy I stosowano poiyw-
ke Mueller-Histon Agar Medivum, a przy tablicy
II Heart Infusion Broth. »
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Tablica I
(MIC mg/ml)
Kana- | Zwigzek
mycyna | o wzo-
Drobnoustréj A rze 1
(6-8198) | (BB-K 8)
1 2 3
Alk, faecalis A-9423 16 8
» ” A-20648 | >125 >125
Ent. cloacae A-0856 4 4
»  SzCzep A-20364 | >125 2
,» hafniae 1 A-20674 1 1
E. coli A-0636 2 1
» » ' A-20664 16 4
n o » A-20865 | >125 1:
» n A-20507 32 2
» » A-20520 >125 4
[T T) A-20385 >125 1
- A-20684 2 2
[T A-20682 | >125 2
" » A-20683 | >125 8
» » A-20681 > 125 2
w9 : A-15119 4 4
‘K. pneumoniae A-0967 4 4
» SZCzep A-20328 | >125 2
' »” - A-20330 32 32
w om A-20634 | >125 4
K. pneumoniae A-20680 | >125 4
» ” A-0077 1 1
Pr. mirabilis A-9900 2 2
,» Mmorganii A-15153 2 2
» vulgaris A-9555 2 1
,» - Tettgeri A-9636 | 025 0,25
» mirabilis A-20645 4 4
Alk. Faecalis A-9423 16 8-
” ‘ » . A-20648 | >125 >125-
Ent. cloacae - 'A-06556 4 4
,» SZczep A-20364 | 125 2
» nafniae A-20674 1 1
E. coli A-0636 2 1
v » A-20664 | 16 4
[T A-20665 >125 1
” ” A‘20507 32 2
” ” A-%526 >125 4
» » A-20365 > 125 1
. A-20684 2 2
n n A-20682 | >125 2
n » A-20683 >125 8
» » A-20681 >125 2
- A-15719 4 4
K. pneumoniae A-0967 4 4
» SZCZep A-20328 | >125 2
w A-20330 32 32
w A-20834 | >125 4
,» pneumoniae A-20680 | >125 4
” ” A-0077 1 1
Pr. mirabilis A-9900 2 2
Pr. morganii A-15153 2 2
» Wwulgaris A-9555 2 1
» Rettgeri - A-9636 0,25 0,25
,» mirabilis A-20845 4 4
” A A-20454 } 2 2
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d.c. tablicy 1 cd. tablicy II
1 2 3 E. coli A-20864 | 32 8
Prowidencia struartii A-20615 2 1 T A-20665 125° 8
Providencia : 5 | Pr. mirabilis A-9900 2 © 16
alkalifaciens A-20676 1 1 Pr. morganii A-15153 4 16
Ps. aeruginosa A-20229 32 2 Pr. vulgaris A-9436 1 2
N " A-0943A 125 16 Ps. aeruginosa A-20227 4 1
” ' A-20653 | >125 32 Ps. szczep A-20499 63 4
» SzZCZEep A-20601 125,63 16 10 | Ps. aeruginosa A-20653 125 4
o A-20621 [ >125 | >125 Ps. szczep A-20621 | 125 125
,, maltophilie A-20620 32 >125 Ser. marcescens A-20019 2 4
Sal. enteritidis A-0531 1 ' 05 Ser. marcescens A-20141 16 16
, derby A-20087 | >125 1
Ser. marcescens A-20019 2 4 15 C e . .
A-9933 4 8 Podane powyzej wielkoSci najmniejszych ste-
» ” A-20460 | >125 42 zen hamujacych wskazuja, ze zwigzek o wzorze 1
” tH > . .
; ) A-20459 4 16 (BB-K8) wykazuje lepsza aktywno$é niz kana-
Shig. flexneri A-9684 4 4 mycyna A, szczegblnie przeciwko drobnoustrojom
Aeromonas sp. A-20670 2 2 g OPOrRym na kanamycyne.
Arizona sp. A-20671 2 1 , Wielko§ci najmniejszych stezen hamujacych
Citrobacter sp. A-20673 4 4 (MIC) wykazuja réwniez dobrg korelacje z uzy-
Edwardsiella sp. A-20678 4 4 skanymi in vivo wynikami ‘dla wszystkich trzech
Staph. aureus A-9606 1 1 drobnoustrojéw, dla ktérych przeprowadzono ba-
" » A-4749 0,5 1 g5 dania z kanamycyng A i zwigzkiem o wzorze 1.
. N A-9537 2 1 Zwiazek o wzorze 1 i kanamycyna A byly je-
" . A-20610 | >125 2 dnakowo skuteczne przeciwko zakazeniom u ‘my-
. " A-20240 | >125 8 szy czulymi na dzialanie kanamycyny A szczepa-
" " A-15197 1 2 mi E. coli A-15119 i Staph. aureus A-9537. Acz-
Pozywka Muelle- g0 Kolwiek wielko$é CD;, (dawka lecznicza dla 50%
ra-Hintona+4%o Smiertelnie zakazonych myszy) dla Staph. afireus
krwi owczej A-9537 wskazuje, Ze zwigzek o wzorze 1 jest
Str. faecalis A-9854 63 63 troche mniej aktywny niz kanamycyna A, to ta
" » A-9575 | >125 >125 niewielka réznica jest prawdopodobnie nieistotna
,» Dyogenes A-20200 32,16 32 g5 2¢ wzgledu na to, Ze ‘wielkosci dawek znacznie
. " A-20159 | 125 125 sie ré6znig (pieciokrotnie rozcieficzone).
” ” A-9604 125 125 Jak spodziewano sig, kanamycyna A nie wy-
” » A-15040 | 125 125 kazuje skutecznosci in vivo przeciwko szczépom
Str. " A-20065 | 125 125 D. coli A-20520, opornemu na kanamycyne, pod-
D. pneumoniae A-9585 63,32 | .63 «0 czas gdy zwigzek o wzorze 1 wykazuje zaznacza-
D. pneumoniae A-20159 | 125 125 jace sig dzialanie ochronne. Zwigzek o wzorze 1
wykazuje okolo dziesieciokrotnie wyzsza aktyw-
Tablica II no$é przeciwko temu szczepowi E. coli przy po-
(MIC mg/ml) dawaniu go w czterech porcjach niz we dwéch.
‘ N 45 Zwigzek o wzorze 1 ma znaczenie jako $rodek
Kana- | Zwiazek przeciwbakteryjny, jako odzywczy dodatek do pasz
Drobnoustrdj ' mn}a,ci- orvzvezol- zwierzecych, jako $rodek terapeutyczny w lecze-
(6-8198) | (BB-K8) niu drobiu i zwierzat, w tym i ludzi i jest szcze-
gélnie cenny w zwalczaniu choréb infekcyjnych
- 50 wywotanych przez bakterie Gram-dodatnie i Gram-
D. pneumoniae . -ujemne
+ surowicy A-0585 63 63 o .
Str. pyrogenes . 1.:’rzy _podawam»u doustnym, zw’lazek o 'wzorze
+ 5%, surowicy A-9604 125 125 1 jest uzyteczny jako dodatkowy s?odek w przed-
‘ - operacyjnej sterylizacji wnetrzno$ci. Zar6wno tle-
Staph. aureus . . 55 . : . i
Smith A-9537 0,5 05 Anow:a.Jak’ i beztlenowa ﬂ-ora ‘bak'texzyj'-na wyﬂ'tazuje
Staph. aureus A-9497 0,5 05 wrazliwo§é na ten lek i rozw(?J jej Z?Stéje za-
Staph. aureus A-20239 125 4 hamowany W znacznym stf)pmu. waa?zek .ten
" ” A=-20240 125 4 Wrez z 'nalezy.tym,'.rx}ech'atr{lcznym myciem, jest
Enter. cloacae A-0656 2 2 6 uzyteczny w chirurgii okreznicy.
Enter. szczep A-20364 125 2 Zwigzek o wzorze 1 jest skuteczny w leczeniu
K. pneumoniae A-9867 2 4 bakteryjnym zakazen ukladowych u ludzi przy
E.coli K-12 ML 1410 A-20361 2 4 ipodawaniu pozajelitowym w dawkach od okolo
w » » ML1630 A-20363 | 125 2 250 mg do okolo 3000 mg dziennle, przy podawa-
E. coli K-12 A-9632 2 1 ‘g5 niu tr# lub cztery razy w ciggu dnia. Ogblnie,
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‘ Tablica III :
Zestawienie aktywnoéci in vitro i in vivo zwigzku! o wzorze 1 i kanamycyny A
Nurmor Sta“’:ﬁ:ﬁ:““s Escherichia coli Escherichia coli
s ' A-1511 -205.
Zwigzek testu A-9537 - 9 A-20520
a) MIC b) CDsy a) MIC ‘| b) CDg a) MIC . b) CDsy .
Zwiazek ' .
o wzorze 1 1 1 2,0x2 2 2x2 2 66x 2
C .2 c — —_ - — 5x4
Kanamycyna A 1 2 i 0,5%x2 4 4x2 125 200x 2
2 — — — — = 200 x 4
Objasnienia:

ay MIC — najmmerze stezenie hamujace (ug/ml). Test przeprowadzono w spos6b opisany przez Chis-
holma i wspélpracownikéw (Antimicrob. Agenta and Chemotherapy — 1969, str. 244, 1970)
stosujac jako pozywke testows agar Muellera-Histena.

b) CDs, — dawka lecznicza, (mg/kg wagi cialta) i krotno§é podania. W przypadku podawania dwukrot-
nego myszom podawano preparat podskoérnie po 1. godzinie i po 4 godzinach po zakazeniu, na-
tomiast w przypadku podawama czterokrotnego podawano preparat natychmiast po zakaze-
niu i po u;plywle 2, 4 1 6 godzin. Oprécz tego test byl przeprowadzany w sposéb aplsany
przez Price i wspélpracowmkéw (J of Antibioties 22:1, 1969).

¢) — nie badano.

zwigzek jest skuteczny przy podawaniu w iloci

okolo 5,0—7,5 mg/kg wagi ciala w ciggu 12 go-

dzin.

Przyktad I. Wytwarzanie bezwodnika kwa-

su 5-norb'ornenoendodwukar’boi(sylowego-z,3, sta-.

nowigcego produkt wyjSciowy o wzorze 13 dla
wytworzenia zwigzku o wzorze 9.

Reakcje przeprowadza sie metoda opisang. przez -

O. Dielsa i K. Adlera w Ann, 460, 98, (1928). Dc
mieszanej zawiesiny 98,1 g (1 mol) bezwodnika
maleinowego 'w 500 ml suchego benzenu ‘wkrapla
sie przy chtodzeniu 66,1 g (1 mol) cyklopentadienu.
Mieszanine reakcyjna miesza sie do wydzielenia
krystalicznego osadu. Osad ten odsacza. sie i re-

" krystalizuje z mieszaniny ligroiny (w szczeg6lnos-
ci z n-heksanu) i benzenu, w stosunku 1:1, uzy-

skujac 116 g (71%) produktu tytulowego o tem-
peraturze topnienia 164—166°C (temperatura top-

nienia podana w literaturze wynosi 164—165°C).,

-‘Przykltad II. Wytwarzanie N-hydroksyimi-

du kwasu 5- nofbornehoendodwukarboksylowegg-A

-2,3 (wzébr 13).

Reakcje przeprowadza sie wedlug metody opi-
sanej przez L. Bauera i S. V. Miarka, J. Org.
Chem. 24, 1293 (1959). 115 g (0,7 mola) bezwodni-
ka norbornenowego otrzymanegoe jak w przykla-
dzie I dodaje sie do.roztworu hydroksyalominy
uzyskanego z 47,5 g (0,45 mola) weglanu sodu do-
danego do roztworu 60,5 g (0,87 mola) chlorowo-
dorku hydroksyloaminy w 140 ml wody. Miesza-
nine ogrzewa sie w temperaturze 60—70°C w cig-
gu 1 godziny i pozostawia w ciggu nocy w chlod-
ni. Wydzielone krysztaly odsgcza, sie, przemywa
120 . ml zimnego 5n kwasu solnego i suszy uzy-
skujgc 84,9 g (70°%) zwigzku o wzorze 13 o tempe-
raturze  topnienia 172°C. Eugi pokrystaliczne za-
kwasza sie do pH 2 i ekstrahuje 10 razy po 70 ml
chloroformu. Po odparowaniu ekstraktéw chloro-
formowych uzyskuje sie drugg. porcje (7,2 6%)
zwigzku o wzorze 13 ‘o temperaturze topnienia
170—172°C.

Przyktad IIL Wytwarzanie estru ‘N-hydro-
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ksy - 5 - norbonena- - 2,3 - dwukarboksyimidowego

. kwasu L-y-benzyloksykarbonyloamino-a-hydroksy-

maslowego (wzdr 9). .

Do .roztworu 2,53 .g (0,01 mola) kwasu L-y-ben-
zyloksykarbonyloamino - « - hydroksymastowego
i 1,79 g (0,01 mola) zwigzZku o wzorze 13 w 50 ml
czterohydrofuranu dodaje sie przy mieszaniu w
temperaturze 10°C 2,06 g (0,01 mola) dwucyklo-
heksylokarbodwuimidu. Mieszaning reakcyjng mie-
sza sie w ciggu nocy w temperaturze pokojowej.
Wydzielony w postaci osadu dwucykloheksylo-
mocznik odsgcza sie i przemywa czterowodorofu-
ranem. Przesacz i roztwér z przemycia laczy sie
i odparowuje pod zmniejszonym ci$nieniem. Olei-
stg pozostalosé (4,5 g) przepuszcza sie przez ko-
lumne wypelniona zelem krzemionkowym, stosu-

. jac-jako eluent octan etylu. Uzyskuje sie 40 g

(96°/0) aktywnego estru o wzorze 9 w postaci bez-
barwnego oleju.

Widmo w podczerwieni (film): 3300, 1820, 1780
1735, 1720 i 1695 c-1, \

Widmo magnetyezne rezonansu protonowego
(CDCL;+1 kropla D,0): 6 w ppm =163 (2H, q
J=9 Hz), 215 (2H, m) 3,40 (6H, m), 460 (1H,
d-d, J=71i 5 Hz)g 513 (2H, s), 620 (2H, szeroki),
7,40 (5H, s) ppm. '

Przyklad IV. Wytwarzanie N-benzyloksy-
karbonyloksy - 5 - norborneno - 2,3 - dwukarbo-
ksyimidu.

Do mieszanego roztworu 2,64 g (0,066 mola) wo-
dorotlenku sodu w 50 ml wody dodaje si¢ 8,58 g
(0,02 mola) N-hydroksy-5-norborneno-2,3-dwukar=
boksyimidu) (0 wzorze 13) w temperaturze 10°C.
Do tego roztworu wkrapla sie w ciggu 40 minut
w temperaturze 0—5°C 6,83 g (0,04 mola) chlorku
benzyloksykarbonylu i mieszanine reakcyjng mie-
sza sie w ciggu 4 godzin w temperaturze poko-
jowej. Do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 20ml

n-heksanu uzyskujac bialy osad;, ktéry odsacza
sie i suszy na powietrzu. Surowy produkt krysta-
lizufe sie w mieszaninie benzenu i heksanu, uzy- .
skujac 5,1 g (81%) bezbarwnych pryzm N-benzylo-
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ksykarbonyloksy - 5 - norborneno - 2,3 - dwukar-
boksyimidu o temperaturze topnienia 121—122°C.

Widmo w podczerwieni (KBr): 1810, 1780, 1740,
1630 cm—1.

Widmo magnetycznego rezonansu protonowego
(aceton-dg): = 1,66 (2H, szeroki s), 3,45 (4H, m),
5,37 (2H, s), 6,12 (2H, t, J =15 Hz), 7,48 (5H, s)
ppm.

Analiza elementarna:
obliczono dla C;H;sNO;s: C = 65,17%, H = 4,84%,

N = 4,47 ' '
oznaczono: C = 65,50%, H = 4,73%, N = 4,44%.

Przyklad V. Wytwarzanie 6-N-benzyloksy-
karbonylokanamycyny A (wzér 2) (6-Cbz-kana-
mycyna A).

‘Do mieszanego roztworu 4,84 kg (0,01 mola)
wodnej zasady kanamycyny A w 50 ml 50% wod-
nego roztworu czterohydrofuranu dodaje si¢ 3,148
(0,01 mola) - N-benzyloksykarbonyloksy-5-norbor-
‘neno-2, 3-dwukarboksy'1m1du w kilku porcjach w
ciggu godzmy w temperaturze 7oC. Mieszanine
reakcyjng miesza sie 'w ciggu nastqpnych 4 go-
dzin i odparowuje rozpuszczalnik pod zmniejszo-
nym ciénieniem. Uzyskany wodny roztwér roz-
cieficza sie 150 ml wody fi ekstrahuje dwiema
porcjami po 100 ml butanolu nasyconego woda.
Warstwe bytanolowa przemywa si¢ 100 ml wody
i odparowuje pod zmmiejszonym cisnieniem uzysku-
jac 1,78 g poli-Cbz-kanamycyny A. Faze wodna
i roztwdér z przemycia laczy sie i zateza pod
zmniejszonym cifnieniem do objetoSci okolo 50 ml.
Wodny roztwér przepuszeza si¢ przez kolumne
wypelniong Zywicy jonowymienng CC-50 (NH,*,
140 ml) przemyta kolejno 200 ml wody, 19 1, 0,05n
NH,OH, 19 1 61 n NH,OH, 10 1 0,3 n NH,OH.
Fluaty zbiera sie w porcjach po 20 ml i na pod-
stawie ‘chromatografii cienkowarstwowej biorac
pod uwage wielkkoci Rr dzieli si¢ je na dwie
frakcje (6’-Cbz-kanamycyna A — Rr = 0,23, ka-
" namycyna A —Rrp—0,07). Kaizda z frakcji opra-
cowuje sie pod zmniejszonym ciénieniem i pozo=
stalo§é suszy sie pod zmmejszonym ci$énieniem
nad pieciotlenkiem fosforu.

Tablica IV
Fra- | Nr pro- Eluacja Tlodé Identy-
kcja | bowki | za pomoca ) fikacja
1 | 106—144] 0,ln NH,OH |3,44g| 6-Cbz-
(56%)| -kanamy-
. : -cyna (II)
2 203—212| 0,3n NHOH |0,54g| odzyskana
' e (11%)| kanamy-
cyna

®Uzyskana w taki sposéb 6’-Cbz-kanamycyna
(wz6r 2) jest bardzo czysta i wykazuje jednorod-
no$¢ w analizie metoda chromatografii cienko-
warstwowej na plytkach pokrytych zelem krze-
mionkowym. Temperatura topnienia produktu wy-
nosi 217—219°C. WlasnoSci fizykochemiczne sg
zgodne z prébka wzorcows.

Przyktad VI. Wytwarzanie 1-N-(L-)-(-y-
-amino-a-hydroksybutyrylo-)-kanamycyna A (BB-
-K8, wz6r 1) poprzez zasade Schiffa z benzalde-
hydem.
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Do roztworu 6,19 (0,01 mola) 6'-Cbz-kanamycy-
ny (wzér 2) w 50 ml czterohydrofuranu dodaje
si¢ przy mieszaniu 3 ml (0,03 mola) aldehydu
benzoesowego. Mieszaning reakcyjna miesza sie w
ciggu 3 godzin w temperaturze pokojowej, ochta-
dza do temperatury 5°C i poddaje reakcji z roz-
tworem 4 g zwiazku o wzorze 9 (0,01 mola) w
50 ml czterowodorofuranu. Mieszanine reakcyjng
miesza si¢ w ciggu 1 godziny w temperaturze 5°C,
doprowadza pH do 2 za pomocyg 6n kwasu solne-
€0, miesza w ciggu nastepnej godziny w tempe-
raturze pokojowej i odparowuje pod- zmniejszo-
nym ci$nieniemm w celu usuniecia rozpuszczalnika
organicznego. Uzyskany roztwér wodny przemy-
wa sie 20 ml chlorku metylenu, doprowadza dQ
PH 4 za pomocg 10% NH,OH i uwodarnia w cig-
gu nocy z dodatkiem palladu na weglu, pod cis-
hieniem atmosferycznym w temperaturze pokojo-
wej. Katalizator odsacza sie i przemywa 20 ml
wody. Przesgcz i roztwér z przemycia lgczy sig,
doprowadza do pH 8 za pomocg 10% NH,OH i
przepuszcza przez kolumne wypelniong zywica
CG-50 (NH,*, 200 ml) ktéra przemywa sie¢ ko-
lejno 0,4 1 wody, 1,21 0,1 n NH,OH, 2,06 1 0,3 n
NH,OH, 0,92 i 0,5 n NHOH i w koficu 1,211,0 n
NH,OH. Eluaty zbiera si¢ w porcjach po 20 ml
i dzieli si¢ te frakcje na podstawie wielkoSci Ry
oznaczonych metodg chromatografii cienkowar-
stwowej na plytkach pokrytych Zelem Xkrzemion-
kowym {8—110, ninhydryna) i na podstawie me-
tody plytkowej przy uzyciu B. subtilis PCI 219
i P. aerugenosa A 9843. Kazdg z frakcji .odparo-
wang pod zmniejszonym ci§nieniem i liofilizowano.

Wydajno§é i oznaczenie kazdej frakcj1 podano.
w tablicy V.

Frakcje 4 (1,877 g) rozpuszcza si¢ w 10 ml od-
jonizowanej wody. Roztwér doprowadza sie do
pH 6 za pomocy 10% kwasu solnego i adsorbuje
na zywicy  CG-50 (NH,*, 15 ml), ktérg nastepnie
eluuje sie za pomocg 100 ml 0,3 n NH,OH i 200 ml
0,5n NH,OH. Eluaty zbiera sie w porcjach po 20 ml
Probéwki 6 i 8—17 dajg dodatni wynik w prébie
z ninhydryna. Probéwki 8—17 1gczy sie i zateia
pod zmniejszonym ci§nieniem do okolo 1 ml. Ste-
Zony roztwér poddaje sie dzialaniu 3 ml metanolu
i sgczy. Saczek przemywa sie 0,5 ml 75% wodne-
go roztworu metanolu. Przesgcz i roztwér z prze- -
mycia laczy sie, rozcieficza dodatkows 10 ‘ml me- _
tanolu i pozostawia -w ciggu nocy w temperaturze
pokojowej. Powstaly bezpostactowy osad przesacza
sie i przesacz saszczepia si¢ uzyskujac bezbarwne
krysztaly zwiqzku o 'wzorze 1, identycznego z
prébka wzorcowa. Przesacz odparowuje sie pod
zmniejszonym ci$nieniem i liofilizuje.

Wydajno§¢ i oznaczenia kazdej frakcjl podano
w tablicy VI.

BB-K 11 oznacza 3”-N-L-)-(-y-amino-a-hydro-
ksybutyrylo)kanamycyne A. .

BB-K 29 oznacza 3-N-(L-)-(- y-amino—a-hydro-
ksybutyrylo)kanamycyng A.

Przyktad VII. Wytwarzanie 1-N(L-)=(-y-
-amind-a-hydroksybutyrylo)kanamycyny A (wzbr
1). : '

50 g (491 milimola) 6-karbobenzyloksy-1,3,3"-
-trbj-pmitrobenzalokanamycyny A rozpuszcza sie
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Tablica V
Frakeja Prébka nr Roztwér woz.iny Wydajnosé Wydajno$é
NH,OH eluujgcy wagowa biologiczna
' odzyskana
1 90— 99 | 03N 1603 mg (33%) 1490 mg (30%/e)M1 kanamycyna
2 152—161 | 03 N 483 mg (8%) [25) BB-K 29
3 162—169 0,3 N 376 mg (6%o) 196 mg (3%s)Ms BB-K 29+
BB-K 8
4 170—197 0,3 N—0,5 N 1877 mg (30%0) 1350 mg (23%e)M2 BB-K 8+
) . BB-K 11
5 198—203 0,5 N 100 mg (2°/s) (%3] BB-K 11
_ pochodna
6 238—257 | 1,0 N 146 mg (2%) () dwuacylowa
Objaénienia:

M,; — oznaczono wobec szczepu B. subtilis PCI 219

M,; — oznaczono wobec szczepu K. pneumonlae A 20680, ktéry jest wrazliwy na zw1azek BB-K 8 i wy-
soce oporny na lkanamycyne, BB-K 11 i BB-K 29. .

@ — oznacza, ze dana frakcja nie zawierala zwiazku o wzorze 1.

Tablica VI

Oznaczenie Wydajno§é
Zwigzek o wzorze 1 Ilo&é ;
3 . B. subtilis K B. subtilis K
pneumoniae pneumoniae
Bezpostaciowy proszek . 70 mg 737 u/mg 927 u/mg 0,9% 1,1%
Krysztaty 1098 mg 1163 u/mg 1087 uw/mg 19%¢ 19%
Liofilizowany proszek 180 mg 608 u/mg 504 w/mg 1,9% 1,6%

w 50 ml dwumetyloformamidu w temperaturze
24°C. 2,064 g (5,895 milimoli) estru N-hydroksysuk-
cynimidowego kwasu L-(-)-y-benzyloksykarbonylo-
amino-a-hydromastawego rozpuszcza sie w 20 ml
dwumetyloformamidu w temperaturze 24°C i roz-
twér ten dodaje sié. przy intensywnym mieszaniu
do roztworu zasady Sechiffa w ciggu 75 minut.
Roztw6ér miesza sie w ciggu nocy. Stosujgc zmniej-
szone ci$nienie uzyskane za pomoca parowej pom-
Py ssacej z roztworu usuwa sie rozpuszczalnik w
temperaturze okolo 40°C. Zadajac pozostalo$é 100
ml metanolu i ponownie go usuwajac uzyskuje sig
lepki olej. Olej ten rozpuszcza sie w 100 ml me-
tanolu i ponownie go usuwajac uzyskuje sie lepki
olej. Olej ten rozpuszcza si¢ w 100 ml mieszaniny
dicksanu i wody w stosunku 1:1 i dodaje sie 10
ml lodowatego kwasu octowego. Roztwér umiesz-
cza sie w reaktorze Parra o pojemno$ci 500 ml i
uwodornia sie pod ciénieniem 3,15 atmosfery z do-
datkiem 2,5 g 5% palladu na weglu (Engelhard) w
temperaturze 24°C. Catkowity spadek ci§nienia w
ciggu czterogodzinnego uwodorniania wynosi 6,04
atmosfery (zamkniety reaktor) w tym liczac okre-

sowe uzupelnienie ci$nienia. Mieszaning saczy si¢

przez warstwe ziemi okrzemkowej. Warstwe ziemi
ckrzemkowej przemywa sie nastepnie 3X50 ml
50% roztworem wodnym dioksanu. Polgczone
przesacze suszy si¢ i poddaje destylacji azeotro-
powej ze 100 ml n-butanolu i w koficu suszy sie
z metanolem uzyskujac lepki olej. Olej ten roz-
puszcza sie w 30 ml metanolu i powoli wlewa
przy intensywnym mieszaniu do 1000 ml ochlo-
dzonego do temperatury 5—10°C eteru. dwuetylo-
wego. Po mieszaniu na lazni lodowej w ciggu
1/2 godziny wydzielony osad odsacza sie 1 suszy

55

(1]

nad P,0O; w eksykatorze prézniowym. Uzysku-
je sie mieszanine produktéw w iloSci 4,9620 g,
w ktérej stwierdzono na podstawie chromatografii -
cienkowarstwowej, ze glownym produktem jest
zwiazek o wzorze 1, kanamycyna A i pewne ilo§-
ci $ladowe dwu- i tréjpodstawionej kanamycy-
ny A, w tym Kkwas 4-amino-2-hydroksymastowy.
Stosujgc szklang kolumne o wymiarach 40X
X100 mm wypelniong Amberlitem IRC-50 (w po-
staci NH;*, typu I, 100 (200 mesh) o wysokoSci
zloza 980 ‘mm uzyskuje sie rozdziat tych réznych
frakcji. Przez kolumne przepuszcza sie 4,600 g su-
rowej mieszaniny rozpuszczonej w 1 ml wody.
Kolumne eluuje sie wodnym roztworem amoniaku
w gradiencie stezenia amoniaku od 0 do 2 n roz-
tworu NH,OH. Eluaty zbiera sie w: porcjach po 15
ml. Po zebraniu 295 frakcji kolumne przemywa sig
1,5 1 3 m NH,OH. Poszczegblne frakcje laczy sie
na podstawie pomiaru skrecalno$ci optycznej .i
poddaje sie liofilizacji, uzyskujac stale produkty. .
W tym do$wiadczeniu stosunek BB-K 8 (kana-
mycyna A wynosi 0,45. Uzyskany w wyuniku tego
do$wiadczenia produkt jest identyczny z produk-
tem uzyskanym zgodnie z metoda opisang w opi-
sie zgloszenia patentowego w Stanach Zjednoczo-
nych Ameryki nr 221378 o temperaturze topnie-
nia 194°C z rozkladem i (a)*p+85%c =2 w ‘wo-
dzie. Aktywno$é rzeczywista przeciwko B. subti-
lis (plytka agarowa) = 960 mcg/mg standard: wol-
na zasada kanamycyny A.
. Analiza elementarna: _
obliczono dla C,;HNsO;, 2H,CO;:
H = 6,68%, N = 9,87/s.
oznaczono: C = 40,21%, 39,79%,
N = 9,37%, 9,49%,

C = 40,62%,
H = 6,96%, 6,87%,
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Tablica VII \
Skorygowana ‘waga
c . P ¢ Waga ;: stot:unku do cal- Oznaczenia Wydajnoéé
Nr frakecji repara gramy owitej wagi suro- biologiczne ¥ ’
) wego produktu
gramy
120—150 kan__af. A 1,1654 1,257 809 42,6
201—224 BB-K 29 0,40 0,43 — —
228241 BB-K 8 0,6523 0,7036 786 +101 * 19,2 *+
- éredmé z 4 ptytek, * odczylenia standardu
** — o ile moina oprze¢ si¢ na iloSci odzyskanej kanamycyny A, wydajno$¢é BB-K 8 . (wzér 1) wynosi

33,5%.

Przyktad VIII. Wytwarzanie soli jednosiar-

czanowej I-N-(L-)-(-y-amino-a-hydroksybutyrylo)- -

-kanamycyny A.

1 mol 1-N-(L-)-(-y-amino-a-hydroksybutyrylo)
kanamycyny A rozpuszcza sie 1—3 litréw wody.
Roztwér przesgcza sie w celu'v usuniecia nieroz-
puszczalnych substancji stalych. Do tego roztworu
dodaje sie przy chlodzeniu i mieszaniu roztwér 1
mola kwasu siarkowego w 500 ml wody. Miesza-
nie reakcyjng miesza sie w ciggu 30 mindt, a
nastepnie .dodaje sie ochiodzony etanol w celu
wydzielania osadu. Osad odsacza sie uzyskujac
pozgdang s6l jednosiarczanows.

Przyktad IX. Wytwarzanie soli dwusiar-
czanowej I-N-(L-)-(-y-amino-a-hydroksybutyrylo)
kanamycyny A (BE-K 8, 2H,SO,), 35.g I-N-(L-)-
-(-y-amino-a-hydroksybutyrylo)-kanamycyny A) w
postaci’ Jednowodoroweglanu tréjhydratu) rozpusz-
cza si¢ 'w 125 ml odjonozowanej wody. Wartos§é
pH. roztworu -wynasi okolo 9. Za pomocy 50%
objetos¢ (objeto§¢ kwasu siarkowego obniza sie pH
roztworu do 7—1,5).

26

30

' ‘Do mieszaniny ‘dodaje sie 8,5 g aktywnego we-

gla Darco G-60 i mieszanine miésza sie w tempe-
raturze pokojowej w ciggu p6l godziny. Wegiel
usuwa sie na drodze odsgczenia i przemywa 40 ml
wody. Wode lpocuhodzaca z przemycxa dodaje sie
do przesgczu.

"Za“pomocy 50% o'bjetosélabJetosé kwasu s1arko-
wego doprowadza' sie pH PoOwWYyzszego roztworu ‘do
wartoSci 2—2,6. W tym' czasie wydziela sie duza
ilo§¢ dwitlenku wegla. Roztwbr umieszcza sie w
komorze rprbzmowe] i miesza w ciggu 20 mmut
w celu uguniem_a pozostalej iloSei dwutlenku we-
gla. 5o

85 g wegla Darco G-60 dodaje sie do odgazo-
wanego roztworu i mieszanihe reakcyjng miesza
sie w ciagu Dol godziny w' temperaturze pokojo-
wej. Wegiel odsgcza sie, przemywa' 35 ml odjoni-
zowanej wody, ktéra dolgcza sie nastepnie do
przesgczu. W polgczonych roztworach doprowadza
si¢ za pomoca 50% objetoié/objetosé kwasu siar-
kowego pH do wartosci 1—1,3. Roztw6r ten do-
daje sie przy intensywnym mieszaniu w ciagu
10 minut do 600—800 ml metanolu (3—4 objetosci

40

znad osadu dekantuje sie, a pozostaly zawiesine .
odsgcza sie, przemywa 200 ml metanolu i -suszy
pod zmniejszonym ci§nieniem w temperaturze 50°C
w ciggu 24 godzin uzyskujac 32—34 g bezposta-
ciowego zwigzku BB-K 8 (dwuwodorosiarczan), o
temperaturze rozkladu 220—223°C i ( )?p H,0 =
= +74,75.

Analiza elementarna (w przeliczeniu na suchg
zasade) *:

% C 32,17 335 323 335

% N 8,78 8,7 8,2 8,8 8,97
% S 875 89 78 88 82
’/o Asch Zero

— oznaczenie wody metodg Karla F1schera

2, 33 1,79, 2,87 (zawarto§é¢ wody dla monohydratu
wynosi teoretyczme 2,25%o). )
Uzyskana s6l jest higroskopijna, jednak nie wy-
kazuje zjawiska rozplywania sie. Po pozostawie-

- niu tego osadu na powietrzu w temperaturze po-

kojowej w ciggu 18 godzin zawarto§é¢ wody wzra-
sta do 9,55, 9,89% (teoretycznie zawarto§¢ wody
dla pigciohydratu wynosi 10 ,33%). .

Przykltad X. Wytwarzanie 6'- karbobenzo-
ksy-1,3,3”-tréjsalicylalokanamycyny A.

Do zawiesiny 9,0 g (14,5 milimola) 6-karboben- .
zoksykanamycyny A w 500 ml absolutnego etano-
lu dodaje sie w temperaturze 24°C 58,2 milimola
aldehydu salicylowego. Mieszanine ogrzewa sie w

* . temperaturze wrzenia i w ciggu tego czasu mie-

45
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metanolu). Mieszanine te miesza sie w ciggu 5 -

minut w pH 1—1,2, przepuszcza sie przez sito o

rozmiarze 100 mesh i pozostawia w ciagu 5 mi-

put do wytrgcenia osadu, Wiekszo$¢ roztworu

6%

szanina przeksztalca sie w klarowny, z6ity. roz-
twér, z ktrego 'w ciggu ogrzewania wytraca sic
szybko bialy osad. Mieszanine ogrzewa .sie- .we
wrzeniu w ciggu 3 godzin, ochladza i odsgcza wy- .
dzielony produkt. Produkt przemywa si¢ niewiel-
kg iloScig absolutnego etanolu, uzyskujac po Te-
krystalizacji z mieszaniny. czterohydrofuranu, me-
tanolu i heptanu w stosunku 4:1:5 .i. po wysu-,
szenjiu produkt o temperaturze -topnienia 196---.
—193°C. .

Analiza elementarna: :
C = 60,62%, H

obhczono dla C,-,HHN.Ole = 5,88%,
= §,02%o. .
oznaczono: C = 58,67%, H = 5,73%, N = 5,98%. .

Oznaczeniec wcdy metoda. Karla F‘:sche'ra —
2,45%. :
Analiza elementarna po uwzgledmemu zawar-
to§c1 wody:
oznaczono: C = 60 14°/o,
Przyktad XI,

= 5,60%, N = 6,13%.
Wytwarzanie 1-N-(L-)={-y-



1027347 _

17~
-am1no-a-hydroksybutyrylo)kan‘amycyny A metodg
in situ.
‘Do umieszczonej w odpowiedniej aparaturze za-
wiesiny 1000 g (1,074 mola) 6'-karbobenzoksy-1,3,
3”-tr6jsalicylalokanamycyny A w 11400 ml’ czte-

rohydrofuranu dodaje si¢ przy mieszaniu w tem-:

peraturze 22—25°C 600 ml wody. Rozpuszczanie
zachodzi w ciggu okolo 10 minut. Do roztworu
. dodaje sie 181,5 g (0,716 mola) kwasu 4-benzylo-
oksykarbonyloamino - 2 - hydroksymaslowego i
0,12 mola N-hydroksyimidu kwasu 5-norbornenon-

dwukarboksylowego-2,3. Po zakonczeniu dodawa-

nia pH roztworu ustala si¢ w granicach 5,5—86,0.
Utrzymujac temperature roztworu w zakresie 22—

—25°C dodaje sie 162,3 g (0,787 mola) dwucyklohe-

ksylokarbodwuimidu rozpuszczonego w 3000 ml

czterohydrofuranu. Zawiesine miesza sie w ciggu .

24 godzin w temperaturze 22—25°C, a nastepnie
chiodzi sie roztwér w temperaturze 0—5°C w
ciagu 2 godzin w celu wydzielenia krystalicznego
osadu dwucykloheksylomocznika.

Mocznik odsacza sie i osad przemywa sie 800 ml
mieszaniny czterohydrofuranu i wody w stosun-
ku 95:5. Przesgcz i roztwér z przemycia lgczy
sie i usuwa sie rozpuszczalnik pod  zmniejszonym
ciSnieniem do objetosci 3000 ml. Do pozostalosci
dodaje sie 4000 ml metanolu i ponownie. zateza
sie roztwér pod zmniejszonym ciénieniem do ob-
jgtosci 3000 ml,

Do tak otrzymanego roztworu dodaje sie w.

temperaturze 40°C 2000 ml absolutnego metanolu.
Roztwér zaszczepia sig nastepnie 6'-karbohenzo-
ksy-1,3,3”-tréjsalicylalokanamycyna A i pozosta-
wia do ochlodzenia i krystalizacji w ciagu .0,5—1
godziny.. Nastepnie przy intensywnym mieszaniu
dodaje sie w ciggu 0,5 godziny w temperaturze

22—25°C 2000 ml wody i miesza w ciggu 2 godzin,

po Czym obniZa si¢ temperature do 0—5°C w ciggu

1 godziny.
Wydzielony osad odsacza sxe, rprznmywa za po-

mocg 900 ml mieszaniny metanclu i wody w sto-.
sunku 2:1 oraz 800 ml metanolu. Przesacz i roz-
twory z przemywania zachowuje sie.. Odsaczony
osad stanowi zasadniczo 6-karbobenzoksy-1,3,3"- .

-tréjsalicylalokanamycyna A. )
Powyisze przesacze rozcieficza sie dodatkiem
1000 ml chlorku metylenu. W tempetaturze 25°C
obniza sie za pomoca 6 n kwasu solnego pH roz-
tworu do 1,8—2,0 i pozostawia si¢ roztwér w tym
pH w ciggu 0,5 godziny. Po rozdzieleniu faz, faze

wodna przemywa sie 2000 ml chlorku metylenu.

Polaczone fazy organiczne zachowtje sie ze wzgle-

du na mozliwosé odzyskan'ia aldehydu sallcylo-iv

wego.
Za pomoca stezonego roztworu wodorotleqku
amonu doprowadza sie pH fazy wodnej do 35—

—4,0. Roztw6r ten poddaje sie wodorolizie w tem-
peraturze pokojowej pod ci$nieniem 3,5 atmosfery .
w obecno$ci 5% palladu na weglu. Wydajno§é

biologiczna pozadanego produktu w roztworze wy-
nosi 30—45% wydajnosci teoretycznej.
Przyktad XII. Wytwarzanie zwigzku o wzo-

rze 1 stosujage réznoprocentowy zawarto§é molo- -
wg N-hydroksyimidu kwasu 5-norbornenodwukar- "

boksylowego-2,3 przy zachowaniu statych procen-
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25-

30

33

4% .

50
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towych zawartoSci. molowych innych -substratow, -

Postepujac.jak w przykladzie XI'i stosujgc -za=-
miast 0,12 mola N-hydroksyimidu kwasu 5-nor- .
bornenodwukarboksylowego-2,3 - r6zne procentowe:;

zawarto§ci molowe przedstawione ponizgj uzysku-
je sie nastepujgce wyda]noém procentowe zwigz-
ku o'wzorze 1: .

Tabllca VIII

%o molowy N hydro-. | *ewydaj-
Doswiad- | ksy-imidu kwasu 5- naosci
czenie” -norbornenodwukar- | zwiazku
boksylowego-2,3 0 wzorze 1
1 0 9,33 -
2 2 1 2007 -
3. 10 31,72
4 50 36,52
> 100 36,01

Z podanych rezultatéw wynika, Ze reakcja two-"

rzenia si¢ zwigzku o wzorze 1 zachodzi w nie- 4-
obecno$ci N-hydroksyimidu kwasu 5-norbornéno-
dwukarboksylowego-2,3. JednakZe wynika réwmez B

Ze najlepszg wydajnosé zwigzku o wzorze 1 uzy-‘

skuje sie wtedy, gdy procentowa zawarto§é mo-
lowa N-hydroksyimidu kwasu S5-norbornenodwu-

karboksylowego-2,3 wynosi od 10 do 50% zawar- "
" tosci molowej kwasu 4-benzylooksykarbonyloami-
no-2-hydroksymastowego uzytego w reakcji acy- '
Dokladny mechanizm wedlug ktérego”
zachodzi proces acylowania zablokowanej kana-"

lowania.

mycyny A nie jest znany. Jednakze widoczne jest,
ze w cbecno§ci N-hydroksyimidu kwasu 5-norbor-
neno-dwukarboksylowego-2,3, wzyskuje si¢ w_nie-
wyjasniony. sposéb lepsze wydamostn mz uzyskl-
wane uprzednio,

Przykltad XIIIL

Wytwarzanie l-N-(L-)-(-Y-ﬂ

-amino-a-hydroksybutyrylo)kanamycyny A (wzZbr 1), -
18,6 g (20 milimoli) 6’-karbobenzoksy-1,3,3"-tr6j- -

salicylalckanamycyny A uzyskanej -jak- w- przykla- .

dzie XI rozpuszcza sie w 55 ml dwumetylorforma- )

midu w temperaturze 45°C..Do. powyZszego Toz-.

tworu dodaje sie 7,3 ml wody i 102 ml acetonu.
Roztwér pozostawia sie do ochlodzenia- do. tem-
peratury okolo 25°C. .

nylo-hydroksymastowego. Mieszaning

40 godzin. Nastepnie -dodaje sie 150 ml wody .i

kilka krysztaléw 6-karbobenzoksy-1,3,3”-tréjsali-..

dodaJe sie jednorazowo.
50 ml roztworu 9,9 mthola estru N—hydraksy—’
sukcymmldowego kwasu.. L-(- )-benzyloolcsykarbo-;
reakcyinq :
miesza sie¢ w temperaturze okoto 25°C..w.. ciagu._

cylalokanamycyny A i-mieszanine.reakeyjng mie-.

sza sie w temperaturze okolo 25°C w ciggu 1 go-.
w-ciggu 3 godzin w temperatu-
rze- 0—5°C. Nadmiar i nieprzereagowans zasade-
Schiffa z ' aldehydem salicylowym -odsgcza sie.
Osad przemywa si¢ 60 ml 50%-owego Wwodnego .-

dziny, a pbdiniej w

roztworu  acetonu .i suszy, uzyskujae 9,4 g odzy-.

skanej zasady Schiffa o temperaturze topmema-

170—185°C (surowy zwigzek).

-Uzyskany powyzej przesacz poddaje sie Hzia-vl
laniu 40 ml  chlorku metylenu ‘i obniza ste pH:
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mieszaniny z 6,2 do 2,0 w celu usuniecia dal-
szych substratéw. Po rozdzieleniu faz, faze wod-
ng ekstrahuje sie 2X40 ml chlorku metylenu i pH
fazy wodnej doprowadza sie do 3,7. Niewielkie
iloSci chlorku metylenu i acetonu usuwa sie pod
zmniejszonym cisnieniem. Faze wodng poddaje sie

wodorolizie w temperaturze 24°C z dodatkiem 3,0g

5% palladu na weglu jako katalizatora, pod ci$-
nieniem 3,15 atmosfery. Mieszanine uwodornia sie
w ciggu 15 godzin, sjczy przez ziemie okrzemko-
wa w celu usuniecia katalizatora. Objetosé prze-
sgczu doprowadza sie do okoto 100 ml. Jeden mi-

1ilitr roztworu pobiera sie na oznaczenie plytkn--

we i kraikowe. Oznaczenie plytkowe wykazuje
zawarto$é 1936 mcg/ml zwigzku o wzorze 1, a
oznaczenie krazkowe 1325 mceg/ml, co odpowiada
33,4% wydajno$ci koficowego produktu.

Pozostale 99 ml roztworu zateza sie do objetosci
okoto 30 ml i przepuszcza przez kolumne chroma-
tograﬁcznq w. sposéb opisany w przykladzie VII.
Polaczone frakcje o objetoSci 500 ml zawierajace
zwigzek .0 wzorze 1 zateta sie do objetosci okolo
20 ml, po czym dodaje sie 45 ml metanolu, a
nastepnie  wkrapla sie okolo 25 ml izopropanolu
w celu wyduelenia produktu. Krystahczny pro-
dukt odsqcza sie, przemywa mieszamng metano-
lu i izopropanolu w stosunku 50:50 i suszy, uzy-
skujac 2,31 g zwiazku BB-K 8 a wzorze 1. Ozna-
czenie osadu metody plytkows wykazuje aktyw-
no&é $36 mcg/mg, co odpowiada czystosci 83,6%
i stanowi 33,3% wydajnosci zwigzku o wzorzel
w przeliczeniu na 9;9 milimola substancji wyjscio-

" wej. IR |

Zastrzeienia patentowe

1. Sposéb wytwarzania 1«(L-) (-y-ammo-a-hy-
droksybutyrylo)kanamycyny ‘A o wzorze 1 przez
poddanie reakcji zwigzku o wzorze 2 z aldehy-
dem, zacylowaniu wtyworzonej zasady Schiffa i
katalityeznym uwodornieniu i odszczepieniu grup
blokujgcych, znamienny tym, ze zwiazek o wzo-
rze 2 ‘poddaje sie reakcji aldehydem takim jak
aldehyd benzoesowy lub p-nitrobenzoesowy, IuB
salicylowy lub p-metoksybenzoesowy lub piwalo-
wy w proporcji molowej zwigzku o wzorze 2
do ‘aldehydu, jak 1 do co najmniej 3, przy czym
reakcje prowadzi si¢ w rozzpuszczalnlku takim jak
absolutny ¢tanol, metanol, n-propanol chlorek me-
‘tylenu, izopropanol, n-butanol, IIrzed. butanol,
IIT rzed. ‘butanol, tetrahydrofuran, dioksan, dwu-
metyloformamid dub aceton albo w ich miesza-
ninie, lub w mieszaninie tych rozpuszczalnikéw z
wodg, w temperaturze 6d 5°C do temperatury
wrzenia pod ¢hlodnicg zwrotng w ciggu od 30
niinut do 5 godzin, po czym wytworzony zwigzek
o ogblnym wzorze 3, w ktérym Z oznacza grupe
o wzorze 4'1ub 5, lub 6, lub 7, lub 8 poddaje sie
in situ reakcji ze zwigzkiem o wzorze 9, w pro-
porcji molowej zwigzku o wzorze 3 do zwigzku
o wzorze 9, jak 1 do co najmniej 0,5, a korzyst-
nie 1, przy czym reakcje prowadzi sie w tempe-
raturze od —10°C do +35°C w ciagu co najmniej
jednej godziny, a nastepnie usuwa rozpuszczal-

nik i pozoitaloéé uwodornia in situ wodorem w .
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obecnosci katalizatora metalicznego takiego jak -
pallad, platyna, nikiel Reney’a, rod, ruten lub
nikiel, w wodzie lub w mieszaninie wody z mie-
szajacym sie z wodq ukladem rozpuszczalniko-
wym, takiej jak woda i dioksan, tetrahydrofuran,
eter dwumetylowy glikolu etylenowego lub eter
dwumetylowy glikolu propylenowego, przy pH
3—5.

2. Sposéb wytwarzania 1-(L-)-(-y-amino-a-hy-
droksybutyrylo)kanamycyny A o wzorze 1, przez
poddanie reakcji zwiazku o wzorze 2, z al-
dehydem, zacylowaniu wytworzonej zasady Schif-
fa i katalitycznym uwodornieniu i odszczepieniu
grup blokujgcych, znamienny tym, Ze zwigzek o
wzorze 2 poddaje sie reakcji aldehydem, takim

-jak aldehyd benzoesowy lub p-nitrobenzoesowy lub

salicylowy lub p-metoksybenzoesowy lub piwalo-
wy w proporcji molowej zwigzku o wzorze 2 do
aldehydu, jak 1 do co najmniej 3, przy czym re-
akcje prowadzi sie w rozpuszczalniku takim jak
absolutny etanol, metanol, n-propanol, chlorek
metylenu, izopropanol, n-butanol, IIIrzed-butanol,
II'rzed. butanol, tetrahydrofuran, dioksan, dwu-
metyloformamid lub aceton, w ich mieszaninie
lub w mieszaninie tych rozpuszczalnikébw z wodg
w temperaturze od 5°C do temperatury wrzenia
pod chlodnicg zwrotng, w ciggu od 30 minut do
5 godzin, po czym wytworzony zwigzek o ogélnym
wzorze 3, w ktérym Z oznacza grupe o wzorze 4
lub § 1ub 6 lub 7 lub 8 wyodrebnia sie z miesza-
niny poreakcyjnej i poddaje reakcji ze zwigzkiem
o wzorze 9 w proporcji molowej zwigzku o wzo-
rze 3 do zwigzku o wzorze 9, jak 1 do co naj-
mniej 0,5, przy czym reakcje prowadzi sie w tem-
peraturze od —10°C do +35°C w ciggu co naj-
mniej jednej godziny, a nastepnie usuwa roOzZ-

puszezalnik z mieszaniny poreakeyjnej i pozosta-

to&¢ uwodornia in situ wodorem w obecnosci ka-
talizatora metalicznego, takiego jak pallad, pla-
tyna, nikiel Raney’a, rod, ruten lub nikiel, w wo-
dzie lub w mieszaninie wody z mieszajagcymi sie
z wodg ukladem rozpuszczalnikowym; takiej jak
woda i dioksan, czterohydrofuran, eter dwumety-
lowy glikolu etylenowego lub eter dwumetylowy
glikolu propylenowego, przy pH 3—3.

3. Sposéb ‘wytwarzania 1-(L-)-(-y-amino-a-hy-
droksybutyrylo)kanamycyny A o wzorze 1, przez
poddanie reakcji zwigzku o wzorze 2, z aldehy-
dem, zacylowaniu wytworzonej zasady Schiffa i
katalitycznym uwodornieniu i odszczepieniu grup
blokujqcych, xnamienny tym, ze zwigzek o wzorze
2 poddaje sie reakcji z aldehydem, takim jak al-
dehyd benzoesowy lub p-nitrobenzoesowy, lub sa-
licylowy, lub p-metoksybenzoesowy, lub piwalowy,
w proporcji molowej zwiazku o wzorze 2 do alde-
hydu jak 1 do co najmniej 3, przy czym reakcje
prowadzi sie¢ w rozpuszczalniku takim jak abso-
lutny etanol, metanol, n-propanol, chlorek mety-
lenu, izopropanol, n-butanol, II rzed. butanol, III
rzed. butanol, tetrahydrofuran, dioksan, dwume-
tyloformamid lub aceton, w ich mieszanini¢ lub
w mieszaninie tych rozpuszeczalnikéw z woda, w -
temperaturze od 5°C do temperatury wrzenia pod
chlodnitg zwrotng, w ciggu od 30 minut do §
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godzin, po czym wytworzony zwigzek o ogélnym
wzorze 3, w ktérym Z oznacza grupg o wzorze 4
lub 5 lub 6 lub 7 lub 8 poddaje sige in situ re-
akcji ze zwigzkiem o wzorze 12 i 13 z dodatkiem
dwucykloheksylokarbodwuimidu w proporcji molo-

wej zwiazku o wzorze 3 do zwigzku o wzorze 121

dwucykloheksylokarbedwuimidu jak 1 do 0,5—1,0
i 0,005—0,25 zwigzku o wzorze 13, przy czym re-
akcje prowadzi sie w temperaturze od —10°C do
+35°C w ciggu co najmniej 10 godzin, a nastepnie
usuwa sie rozpuszczalnik z mieszaniny reakcyjnej
i pozostalo§é uwodornia sie, in situ, wodorem w
obecno$ci katalizatora metalicznego takiego jak
pallad, platyna, nikiel Réney’a, rod, ruten lub ni-
kiel w wodzie lub w mieszaninie wody z miesza-
jagcym sie z wodg ukiadem rozpuszczalnikowym
takiej jak woda i dioksan, czterohydrofuran, eter
dwumetylowy glikolu etylenowego lub eter dwu-
metylowy glikolu propylenowego, przy pH 3—5.
4. Sposéb wytwarzania 1-(L-)-(-y-amino-a-hy-
droksybutyrylo)kanamycyny A o wzorze 1, przez
poddanie reakcji zwiazku ¢ wzorze 2, z aldehy-
dem, zacylowaniu wytworzonej zasady Schiffa i
katalitycznym uwodornieniu i odszczepieniu grup
blokujgcych, znamienny tym, ze zwigzek o wzorze
2 poddaje sie reakcji z aldehydem takim jak al-
dehyd benzoesowy, lub p-nitrobenzoesowy, lub
salicylowy, lub p-metoksybenzoesowy lub piwa-
lowy, w proporcji molowej zwigzku o wzorze 2,
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do aldehydu jak 1 do to najmniej 3, przy Szym
reakcje prowadzi sie w rozpuszczalniku, takim
jak absolutny etanol, metanol, n-propanol, chlo-
rek metylenu, izopropanol, n-butanol, II rzed.-bu-
tanol, IIIrzed.-butanol, tetrahydrofuran, dioksan,
dwumetyloformamid lub aceton, w ich mieszani-
nie lub w mieszaninie tych rozpuszczalnikéw z
woda, w temperaturze od 5°C do temperatury
wrzenia” pod chlodnica zwrotna, w ciggu od 30
minut do 5 godzin, po czym wytworzony zwigzek
o wzorze ogblnym 3, w ktérym Z oznacza grupe
o wzorze 4 lub 5 lub 6 lub 7 lub 8, wyodrebnia sie
i poddaje reakcji ze zwigzkami o wzorze 12 i 13
z dodatkiem dwucykloheksylokarbodwuimidu w
proporcji molowej zwigzku o wzorze 3 do zwigz-
ku o wzorze 12 i dwucykloheksylokarbodwuiniidu
jak 1 do 0,5—1,0 i 0,006—0,25 zwigzku o wzorze
13, przy czym reakcje prowadzi sie¢ w tempera-
turze od —10°C do +35°C w ciggu co najmniej

10 godzin, usuwa rozpuszczalnik i pozostalo$é u-

wodorania in situ wodorem w obecnofci katali-
zatora metalicznego takiege jak pallad, platyna,
nikiel Reney’a, rod, ruten lub nikiel, w wodzie lub
w mieszaninie wody z mieszajacym sie z wodsg
ukladem rozpuszczalnikowym, takiej jak woda i
dioksan, tetrahydrofuran, eter dwumetylowy gli-
kolu etylenowego lub eter dwumetylowy glikolu
propylenowego, przy pH 3—S5.
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