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[Przedmiotem wynalazku jest sposoéb otrzymywa-
nia nowych pochodnych N-/N,N-dimetyloamino/-
-acylowych estrow metylowych i 3-/N,N-dimetylo-
amino-propyloamidow makrolidéw polienowych o
wizorze ogolnym, przedstawionym na rysunku,
gdzie R oznacza reszte, zwigzanego amidowo z gru-
pa aminowsg aminocukru makrolidu polienowego,
aminokwasu o lancuchu prostym lub rozgatezio-
nym, w ktorym atomy wodoru grupy wzglednie
grup aminowych w pozycji a, f},"y i dalszych w

10

stosunku do . grupy karboksylowej aminokwasu .

podstawione sa grupami metylowymi, o dowolnej
konfiguracji. M oznacza reszt¢ makrolidu polie-

* nowego, za$§ X woznacza grupe metokisylowg w

estrze makrolidu polienowego 1lub reszte 3-/N,N-
-dimetyloamino/-propyloaminy, ktorej I-rzedowa
grupa aminowa zwigzana jest amidowo z grupa
karfboksylowa maknolidu polienowego.

Dotychczas znane sa N-acylowe pochodne estru
metylowego amfoterycyny B—J. Antibiotics 25 (4),
'256—258 (1972), W. Mechlinski, C. P. Schaffner.
Pochodne te otrzymuje sie w reakcji amfoterycy-
ny B z bezwodnikami odpowiednich kwaséw, a
nastepnie uzyskang N-acylowg pochodng amfotery-
cyny B przeprowadza sie w ester metylowy przy

uzyciu dwuazometanu. Posiadaja one znacznie

mniejsza ‘aktywnosé przeciwgrzybowg w poroéwna-
niu z wyjSciowymi antybiotykami i nie sg roz-
puszczalne, jak réwniez nie tworzy rozpuszczalnych
w wodzie soli. Znane pochodne N-aminoacylowe,
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w ktorych grupa NH, aminokwaséw jest niepod-
stawiona, — J. Antibiotics 33 (7), 911—914 (1982),
J. J. Wright, J. A. Albarella, L. R. Krepski, D.
Loebenberg, charakteryzujg sie aktywnoscig prze-
ciwgrzybowa poréwnywalng =z aktywnoscia wyj-
$ciowych antybiotykow i zdolnoscig tworzenia roz-
puszczalnych w wodzie soli.

Pochodne te otrzymuje sie w reakcji acylowanie
N-chronionych aminokwaséow =z makrolidami po-
lienowymi, a nastepnie przeprowadzeniu - uzyska-
nej pochodnej w ester. Tok syﬁrrtezy jest wielo-
etapowy i wymaga usuwania oslon grupy amino-
we] w aminokwasie acylujgcym makrolid polie-
nowy [po zakonczeniu reakcji acylowamia. Z opisu
patentowego Stanéw Zjednoczonych Ameryki nr
4,365.058 znane sg estry benzylowe N-acetylopi-
marycyny, N-acetyloamfoterycyny f woraz N-acety-

~ lonystatyay.

Sposéb otrzymywania tych estréw polega na re-
akcji N-acetylowej pochodnej makrolidu polieno-
wego z dicykloheksylokarbodiimidem i alkoholem
benzylowym. Estry te posiadajg znacznie mniejsza
aktywnosé przeciwgrzybowa w poréwnaniu z wyj-
Sciowymi antybiotykami i nie sg rozpuszczalne w
wodzie, jak roéwniez nie tworzg rozpuszczalnych
w wodzie soli.

Sposéb otrzymywania nowych pochodnych N-+/N,N-
-dimetyloamino/-acylowych estrow metylowych i 3-
-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidéw makrolidow
polienowych 0 wzorze ogélnym, przedstawionym
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na rysunku, gdzie R owmnacza resztg, zwigzanego
amidowo z grupg aminowa aminocukru makno-
lidu polienowego, aminokwalsu ¢ fancuchu prostym
"lub rozgalezionym, w ktéorym abtomy wodoru gru-
py wzg:ledmise.grup aminowych w pozycii «, £,
i dalszych w stosunku do grupy karboksylowej
aminokwasu - podstawione sa ‘grupami metylowy-
'mm‘;'g, dowolnej konfiugracji, M oznacza reszte
makrelidu peolienowego, za$ X oznacza grupe me-
toksylowa w estrze makrolidu polienowego lub
reszte 3-/N,N-dimetyloamino-propyloaminy, ktorej
I rzedowa grupa aminowa zwigzana jest ami-
dowo z grupg' karboksylowsg makrolidu polieno-
wego, wedlug wynalazku polega mna iym, ze na
.ester metylowy wzglednie 3-/NyN-dimetyloamirno/-
-propyloamid makrolidu polienowego, w S$rodowi-
sku rozpuszczalnika organicznego lub ich miesza-
niny i w obecnodei substancji wiazacej kwas dzia-
la sie niewielkim mnadmiarem N,N-dimetyloamino-
kwasu z grupg karboksylows, aktywowana azyd-
kiem diestru fenylowego kwasu o-fosforowego lub
N-hydroksysukeynioimidem w obecnoscl ‘dicyklohek-
sylokarbodiimidu, cato$é pozostawia do przere-
agowania, a nastepnie z mieszaniny poreakcyjnej
wytraca estrem etylowym surowy produkt - kon-
" cowy, oczyszcza sie go i ewentualnie przeprowadza
w, sOL , . o

Stosuje sie ester metylowy lub 3-/N,N-dimety-
loaming/-propyloamid ﬂqo«rzy!s't\n.ie nastepujacych
makrolidéw . polienowych: amfoterycyny B, kandy-
dyny, mykoheptyny, nystatyny, polifunginy, aure-
ofacyny i kandycydyny.

Korzystnie stosuje sie N,N-dimetylowe ‘pochod-
ne nastepujacych aminokwaséw: glicyny, f-alani-
ny, D-alaniny, L-alaniny, L-fenyloalaniny, L-lizy-
ny, L-waliny oraz kwasu L-24-diaminomastowe-
go. Jako rozpuszczalniki organiczne stosuje sie
korzystnie N,N-dimé€tyloformamid, N,N-dimetyloa-
cetamid, N,N-dimetylosulfotlenek lub ich mieszani-
ne.

Jako substancje wiazaca kwas stosuje sie ko-
mzystnie trietyloamine. Sposdéb otrzymywania N-
-/N,N-dimetyloamino/-acylowych pochodnych es-
tréw metylowych i 3-/N,N-dimetyloamino/-propy-
loamidoéw makrnolidéw polienowych prowadzi jed-
noznacznie do ofrzymania zadanego produktu bez
‘zmian w strukturze pozostatej czesci czagsteczki an-
tybiotyku. Pelen dowéd struktury opisuje przy-
“kitwd potwierdzenia budowy chemicznej -e‘stm} me-
“tylowego N-/N,N-dimetyloglicylo/-amfoterycyny .

Identycznosé elektronowego widma absorpcyjne-
go estru metylowego N-/N,N-dimetyloglicylo/famfo-
terycyny f z widmem wyjsciowego antybiotyku
“dowodzi, Ze opracowany sposdéb mie prowadzi do
degradacji chromoforu polienowego, a wysoka war-
t086 ekstynkcji E {0 = 1400 przy 382 mm §wiad-
czy 0 ‘wysokim stopniu czysto$ci otrzymanego. pro-

. duktuw, , ' :
W widmie absorpcyjnym w podczerwieni estru
metylowego N-/N,N-dimetyloglicylo/-amfioterycyny
. obserwuje sie pasmo edpowiadajgce drganiom’
~walencyjnym grupy karbonylowej estru metylo-
wegd y = 1730 cm—, co §wiadezy o tym, ze ugru-
— powanie estrowe pozostato niezmienione podczas
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reakcji. Natomiast w widmie estru metylowego
N-/N,N-dimetyloglicylo/-amfoterycyny | obser-
wuje sie¢ pojawienie pasma o liczbie falowej 1640 .
om—!, odpowiadajgcego drganiom walencyjnym
grupy karbonylowej w amidzie drugorzedowym,
co jest bezposrednim dowodem mna obecnosé wig-
zania amidowego w ofrzymanym pnodukcie.

Mase czasteczkowsy estru metylowego N-/N,N-
-dimetyloglicylo/-amfoterycyny [ potwierdzono w
oparciu o widmo masowe tego zwiazku wykona-
ne technika desorpcji .polem ma podstawie za-
obserwowamnego jonu molekularnego zgodnie z o-
czekiwanym (M* = M = 1022). Przeprowadzono
takze hydrolize kwasowsg estru metylowego N-/N,N-
dimetyloglicylo/-amfoterycyny | w 6N kwasie sol-

‘'mym przez 12 godzin i w hydrolizie potwierdzono

obecnosé N;N-dimetyloglicyny metodg chromatogra-
fii cienkowarstwowej wobec wazorca N,N-dimetylo-
glicyny. Natomiast w wYniku hydrolizy “kwasowej
estru metylowego N-/N,N-dimetyloglicylo/-amfote-
rycyny S, przeprowadzonej w lagodnych warun-
kach przy pomocy 3% wodnoalkoholowego 10z~
twioru chlorowodoru przez 15 minuf, otrzymano po
zZobojetnieniu N-/N,N-dimetyloglicylo/-mykozamine,
ktérej budowe chemiczng potwierdzono metods
spektroskopii N M R i spektrometrii masowej. Sta-
nowi to bezposredni dowod swiadczacy o tym, ze
reszta NN-dimetyloglicyny tworzy wigzamia ami-
dowe z grupg aminowg aminocukru, to jest myko-
zaniny obecnej w czasteczce amfoterycyny g.
Pozostale pochodne N-/N,N-dimetyloamino/-acy-
lowe estrow metylowych i 3-/N,N-dimetyloamino/-
-propyloamidéw makrolidoéw polienowych charak-

‘teryzowano w podobny do opisanego wyzej spo-

sOb. Przedstawione fakty dowodzg, ze proponowa-
ny sposdb otrzymywania N-/N,N-dimetyloamino/-a-
cylowych pochodnych estréw metylowych i 3-/N,N-
-dimetyloamino/-propyloamidow makrolidoéw polie-
nowych prowadzi do otrzymania zadanych pochod-
nych bez naruszania pozostatych. ugrupowan, obec-
nych w czasteczce tych antybiotykéw.

-Dla wotrzymanych zwigzkéw oznaczono aktyw-
no$¢ przeciwgrzybows omaz toksyczno§é in vitro.
Aktywno$é przeciwgrzybowsg 0ZNaczono wobec Sac-
charomyces cerevisiae oraz Candida albicaris, a za

jej miare przyjeto stezenie badanego preparatu

hamujace w 50% wzrost drobnoustroju woznaczo- .
ny spektrofotometrycznie przy 660 num, po 24 go-
dzinnej inkubacji w temperaturze 27°C (JCgo).
Za miare toksyczmosdci in vitro przyjeto stezenie
badanego preparatu powodujace w standardowych
warunkach 50% hemolize erytrocytéw ludzkich
(EHgz0). o

Analogicanym sposobem do opisanego mozna o-
trzymadé N—«/N,N-dime’;y];oaminof—aéylowe poal}odne
roznych estréw oraz réznych prostych i podstawio-
nych amidéw makmolidow polienowych, Przykia-
dowo, otrzymaé moézna pochodne N-/N,N-dimetylo-
amino/-acylowe takich estréw makmolidéw polie-
nowych, jak ester metylowy, etylowy, butylowy;
benzylowy, fenylowy, p-nitrofenylowy, any7'.kohvy
oraz takich amidéw, jak amid izoproplowy, n-bu-
tylowy, izobutylowy, heksylowy, 2-hydroksyetylo-
wy, 3-hydroksypropylowy, benzylowy, morfolinowy,
cykloheksylowy, n-decylowy, n-dodecylowy, n-okta-
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decylowy, n-oktylowy, 3-/N,N-dimetyloamino/-pro-
pylowy, 3-/N,N-izopropyloamino/-propylowy, 1-/N,
N-dimetyloamino/-izopropylowy, piperydylowy.
Wszystkie te pochodne wykazuja aktywno$é prze-
ciwgrzybowg poréwnywalng z macierzystymi anty-
biotykami woraz tworza z kwasami nozpuszczalne
‘ w wodzie 'sole, niemniej jednak optymalne wias-
ciwosci biolegiczne, wykazuja pochodne - N-IN,N-
-dimetyloamino/-acylowe estrow metylowych i 3-
-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidéw  maknolidéw
polienowych.

Przedmiotowe pochodne w wodréznieniu od estréw
oraz prostych amidéw, nie zawierajgcych pod-
stawnik6w o charakterze zasadowym, makrolidéw
polienowych dajg ze stabymi kwasami dobrze roz-
puszczalne w wodzie sole, kiére w poréwnaniu z
wyjsciowymi estrami i amidami makrolidéw polie-
nowych zachowujg peng aktywnos$é przeciwgrzy-
bowg. .

Pochodne N-/N,N-dimetyloamino/-acylowe zasa-
~ dowych - amidéw makrolidéw polienowych w po-
réwmammu Z WVJSCIOWyml amidami tworzg ze sta-
bymi kwasami sole o iszczegblnie dobrej mozpusz-
czalno$ci w wodzie. Nieoczekiwanie okazato sie, a
czego mie mozna bylo przewidzieé z gory, ze sole
przedmiotowych pochodnych ze stabymi kwasami
bardzo dobrze rogzpuszczaja sie w wodzie mimo,

ze 'w wyniku podstawienia estru metylowego lub-

3-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidu reszte N,N-
~dimetyloaminokwasu nie majstqpuje ani zwiegksze-
nie w czasteczce soli ilosci elektrycznych !adun-
koéw jednoimiennych, ani tez wprowadzenie silnie
hydrofilnych podstawnikow. '

Przedmiotowe pochodne, charakteryzujac sie wy-'

soka aktywnoscig- przeciwgrzybows, obnizong tok-

sycznoscig in vitro w poréwnaniu z macierzysty-

mi antybiotykami oraz zdolnoscia tworzenia z kwa-
sami soli bardzo dobrze rozpuszczalnych w wo-
dzie rokuja Iduze nadzieje ma mastosowanie ich do
leczenia grzybic ukladowych. Bardzo dobra roz-
puszczalnosé w wodzie soli uzyskanych pochod-
nych jest szczegélnie cenna dla medycyny z uwa-
gt ma o, ze jedymy, ktmso.wany dotychezas w le-
czemiu grzybic ukladowych, lek zwany - fungizo-
nem tworzy w wodzie -wylgcznie Toztwoory kolo-
idalne. Ponadto, -sposéb otrzymywania pochod-
nych N-/N,N-dimetyloamino/-acylowych estréw i
amidéw makrolidéw polienowych jest prosty i pro=
wadzi do uzyskania produktéw z dobra wydaj-
noscig, a przez zastosowanie N,N-dimetylowej po-
chodnej aminokwasu eliminuje kioniecznosé Wpro-
‘wadzania ochron grup aminowych, ktore mwsnally‘by
byé usuwane po reakcji acylowania.

Sposab ' otrzymywania mnowych pochodnych N-
-/N,N-dimetylcamino/acylowych estréw metylowych
i 3-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidéw makroli-
dow ,plofli\e'nowych ilustrujg podane mze] przykta-
dy.

Przyktad I. 240 mg estru mue-tylowquo amfo-
terycyny B o E 11"{;m = 1560 przy 382 mm roz-
puszcza sie w 8 mil N,N—dﬁmetyﬂofomm{aniidu i
schiadza w lazni z lodem. Do noztworu mieszajac
dodaje sie T3 .mg chlorowodorku N,N-dimetylo-
glicyny, 0,22 ml trietyloaminy oraz 0,14 ml azydku
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diestru fenylowego kwasu o-fosforowego i - pozo-
stawia na 12 godzin. Po przereagowaniu do roz-
tworu dodaje sie eter etylowy aZz do wytracenia
osadu, ktéry po odwirowaniu, przemyciu eterem
etylowym i wysuszeniu rozpuszcza sie w n-buta-
nolu, a warstwe n-butanolows przemywa kilka-
krotnie wiodg do pH 7. Roztwér n-butanolowy za-
geszeza sie pod zmniejszonym cidnieniem w tem-
peraturze mie wyzszej mniz 40°C i wytraca zen
osad przy pomocy nadmiaru eteru etylowego. Osad
odwirowuje sig, przemywa ebterem etylowym, m-
-helisanem i suszy w eksykaborze prézniowym.
Otrzymuje sie 250 mg surowego produktu o
E " = 1280 przy 382 nm.

lcm’

Produkt oczyszcza sie ma drodze c‘h:mmnatogracfn

~ jonowymiennej z uzyciem karboksymetylocelulozy.

Osad rozpuszcza sie w kilku mililitrach mieszaniny
metanolu i wody w stosunku objetosciowym 2:1,
naniosi ma kolumne napemiohg 2,5 g karboksyme-

‘tylocelulozy CM — 52 firmy WHATMAN zawie-

szonej w mieszaninie metanolu i wody (2:1/VvN) &

- kolumme przemywa sie ta mieszaning. Nastepnie

produkt eluuje sie z kolumny za pomocy 5% roz- .
tworu chlorku sodu w mieszaninie metanol-woda
(2:W/v). Z zebranych frakeji odparowuje si¢ me-
tanol pod zmniejszonym cisnieniem, pozostato§é roz-
ciencza sie¢ wodg, dodaje trietyloaminy do pH B
i poddaje sie w rozdzielaczu ekstrakcji za pomoca
n-butanolu. Warstwe mn-butanolu przemywa sie -
wodg az do zaniku jonéw chlorkowych, wykry-
wanych przy pomocy testu z azotamem srebra, za-
geszeza pod zmniejszonym cisnieniem do malej ob-
jetosci i wytraca osad przy pomocy nadmiaru ete-
ru etylowego. Osad odwirowuje sie, przemywa kil
kakrotnie eterem etylowym, n-heksanem i suszy
w eksykatorze proézniowym. Ofrzymuje sie 190 mg
estru metylowego N-/N,N-dimetyloglicylo/-amfote-
rycyny § o Ei = 1400 przy 382 mm w postaci
wolnej zasady, co stanowi 72« wydajniosci te-
oretycznej. Icgg = 0,12 wg/mil (Saccharomyces ce-
revisiae); ICsp = 01 ugiml (Candida albicans
1440); EHzp = 30 wg/ml. W celu ofrzymania roz-
puszezalne] 'w wodzie soli estru metylowego N-
+/N,N-dimetyloglicylo/-amfoterycyny §§ zawiesza sie
200 mg tego estru w 5 ml wody i dodaje sie kro-
plami woztwoér 27 mg kwasu L-asparaginowego w
2 ml wody, obserwujac postepujace rozpuszczanie
sie estru, a nastepnie przy pomocy madmiaru aceto-
nu‘i njewielkiego dodatku eteru etylowego wy-
trgca wosad. Osad odwirowuje sig, przemywa ace-
tonem z niewielkim dodatkiem eteru etylowego,
eterem etylowym i suszy w eksykatorze proéznio-
wym. Otrzymuje sie 210 mg doskonale rozpuszczal-
nego w wodzie L-asparaginianu: estru metylowego -
N-/NN-dimetyloglicylo/-amfoteryeyny f o Ei ‘e, =
= 1950 przy 382 nm, co stanowi 90% wydajnosci
teoretycznej w stosunku do wolnej zasady. ICs) =
= 0,15 ug/ml (Saccharomyces cerevisiae); ICs9 =
= 0,15 wg/mil (Candida albicans 1440); EHzy = 35
ng/mi, - i

Przyktad II. 200 mg 3-/N,N-dimetyloamino/-
propyloamidu amfoteryeyny o EL" = 1400
przy 382 nm pozpuszcza sie w 6 ml N,N-dimetylo-
formamidu i po schiodzeniu w laZni z lodem do-
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daje sie 60 mg chlorowodorku N,N-dimetyloglicy-
ny, 0,19 mi trietyloaminy oraz 0,13 mi azydku die-
stru fenylowego kwasu o-fosforowego i pozosta-
wia na 12 godzin do przereagowania mieszajac.
Dalszy tok postepowania jak w przykladzie I. O-

trzymuje sie.17 mg 3-WN N-dimetyloamino/-propy- -

loamidu N-/N,N-dimetyloglicylo/~amfoterycyny f .o
£ b =1300 przy 382 nm w postaci wolnej za-
sady, co stanowi 80% wydajno$ci teoretycznej.
“ICs = 0,12 wug/ml .(Saccharomyces cerevisiae);
ICg =
= 20 ug/ml
W celu otrzymania mzpuszczalllnej w wodzie so-
li zawiesza si¢ 170 mg 3-/N,N-dimetyleamino/-pro-
pyloamidu N-/N N~dumety[boglucyll0/-amrfotemycyny g
w 4 ml wiody i dodaje kroplami roztwér 43 mg

kwasu L-asparaginowego w 3 ml wody obserwujgc ‘

postepujace rozpuszczanie sie¢ amidu, a nastepnie
wytrgea osad przy pomocy nadmiaru acetonu. Osad
odwirowuje sie, przemywa acetomem, eterem ety-
lowym i suszy w eksykatorze prozniowym. Otrzy-
muje sie 106 mg L-asparaginianu 3-/N,N-dimety-
loamirio/-propyloamidu N-/N,N-dimetyloglicylo/-am-

foteryeyny £ o Elloé'm =i1060 [przy 382 nm, co sta-

nowi 92 wydajnosci teoretycznej w stosunku do.

wolnej zasady. ICzp = 0,156 ug/ml (Saccharomyces
cerevisiae); IC59 = 0,14 ug/mil (Candida albicans);
EHgp = 25 wg/mi.

Przyktad III. 200 mg estru metylowego am-
foterycyny 8 o Eilc"m 1560 przy 382 nm nozpu-

szeza sie w 10 ml N,N-dimetyloformamidu i schia--

dza w %1azni z lodem. Do roztworu dodaje sie mie-
szajac 93 mg chlorowodorku NN-dimetylo~f-ala-
niny, 0,25 ml trietyloaminy oraz 016 ml azydku
diestru fenylowego kwasu wo-fosforowego i pozo-
stawia na 12 godzin do ({przereagowamia. Dalszy
tok postepowania jak w przyktadzie I. Otrzymuje
~ sig 257 mg estru metylowego N-/N,N-dimety-
lo-f-alanylo/-amfoterycyny f o Ein/;m =/1370 przy
382 mnm, co stanowi 83% wydajnosci teoretycznej.
ICs = 0,1 ugMml (Saccharomyces cerevisiae);
ICs0 '= 0,12 ug/ml (Candida albicans); EHzy = 20
ug/mi, .

‘W celu otrzymania rozpuszczalnej w wodzie so-
i z kwasem L-askorbinowym zawiesza sie 207 mg
estru metylowego N-/IN,N-dimetylo-§-alanylo/-am-
foterycyny |§ w 5 ml wody, dodaje kroplami roz-
twor 36 mg kwasu L-askorbinowego w 4 ml wo-
dy i po catkowitym rozpuszczeniu zawieszonego
osadu przy pomocy mnadmiaru acetonu wytraca
sie osad, ktory odwirowuje sig, przemywa ‘aceto-
nem, eberem etylowym i suszy w eksykatorze proz-
niowym. Otrzymuje sie 223 mg L-askorbinianu estru
metylowego
cyny [ o Ei“/gm =1180 przy 382 mmy co stanowi
93% wydajnosci teoretycznej w stosunku do wol-
nej zasady. ICsy = 014 pg/ml (Saccharomyces ce-
revisiae); ICzp = 0,17 pg/mil (Candida ahblcwams)
EHs9 = 30 yg/ml i

Przyktad IV. Do roztworu 280 mg estru me-

tylowego. amfoterycyny 18 o - Elllc"m = 1560 przy
382 mm w 10 ml N,N-dimetyloformamidu schio-

dzonego w lazni z lodem dodaje si¢ mieszajac

= 0,1 ug/ml (Candida albicams 1440) EHjzg \—.

N-/N N-dirmetylo-f-alanylo/-amfotery-
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165 mg dichlorowodorku N N2 N®Né-tetrametylo-L-

‘lizyny. 0,34 ml trietyloaminy oraz 0,17 ml azydku

diestru fenylowego kwasu o-fosforowego i pozo-
stawia do przereagowania na 12 godzin. Dalszy tok
postepownania jak w przyktadzie I. Otrzymuje sie
228 mg estru metylowego IN-/N2 NB N4, N‘*’te'aramety-
lo-L-lizylo—amfoterycyny o Ej o, = 1240 przy
382 mm|, co stanowi 68% wydajnosei teoretycznej.
IC50 = 0,2 wg/ml (Saccharomyces cerevisiae);
0,17 jugfmil (Candn'da albicans 1440); EHzy =
= 35 ‘wg/ml.

" W celu otrzymania mzpﬁtszxgza.lneugo_ w  wodzie
L-asparaginianu estru metylowego N-/N2,N2N8 Ns-
-tetrametylo-L-lizylo/-amfoterycyny.f postepuje sie
analogicznie, jak w przykladzie I, stosujac pro-
porcje substratéw: 2 mole kwas L-asparaginowego
na 1 mol estru.

Przyktad V. 470 mg estru metylowego ny-
statyny o E%/c"m = 860 przy 304 nm rozpuszcza sie
w 10 ml N;N-dlmetyﬂloformamildq'i ischladza w a--
zni z lodem. Do roztworu dodafje sie mieszajac 140
mg chlorowodorku N,N-dimetyloglicyny, 0,42 ml
trietyloaminy oraz 0,26 ml azydku diestru fenylo-
wego kwasu o-fosforowego i pomosqu‘wia_m:a 12 go-

_dzin do przereagowania. Dalszy tok postepowania

jak w przykladzie I. Otrzymuje sie 333 mg estru
metylowego N-/N,N-dimetyloglicylo/-nystatyny o
E }’gm =810 przy 304 nm, co stamowi 65% wydaj-
nosci teoretycznej. ICs9 = 0,4 wg/ml (Saccharomy-
ces Terevisiae); ICsp = 0,35 wug/ml (Candida albi-
cans 1440); EHzp = 150 ug/ml.

Przyklad VL 1,2 ¢ 3-/N,N-dimetyloamino/-pro-
pyloamidu aureofacyny o E11 g’m 700 przy 379 nm
rozppuszcza sie w 20 ml N,N-dimetyloformamidu i

sschladza w lazni z lodem. Do roztworu dodaje sie

0,28 chlorowodorku N,N-dimetyloglicyny], 0,84 mi
trietyloaminy oraz 0,46 ml azydku diestru feny-
lowego kwasu o-fosforowego. Mieszanine reakeyj-
ng pozostawia do przereagowania przy -cigglym
mieszaniu. Nastepnie dodaje sie 50 ml acebonu ,i
wytrgea osad przy pomocy mnadmiaru eteru etylo-
wego. Osad odwirowuje sie, przemywa eterem
etylowym i suszy w eksykatorze prézniowym, a
nastepnie rozpuszeza w n-butanolu, a warstwe n-
-butanelows przemywa kilkakrotnie ‘wodg.
Roztwoér m-butanolowy zageszcza sie do malej

“objetosci pod zmniejszonym ci$nieniem i przy po-

mocy eteru etylowego wytraca wosad, ktéry odwi-

rowuje sig, przemywa eterem etylowym i suszy w

eksykatorze proézniowym. Otrzymuje sie 1,03 g-su-
rowego produktu. Produkt oczyszcza sie ma dro-
dze ekstrakcji przeciwpragdowej w aparacie ‘Craiga
stosujac mieszanine a‘oipuszczalnikdw: chloroform,
metanol i 0,5% voztwoér wodny chlorku sodu w
stosunku objetosciowym 2:2:1. Frakcje zawiera-
jace produkt koncowy laczy sie, odparowuje z nieh
chloroform i metanol pod zmmiejszonym cisnieniem,
a pozostatosé rozciencza woda i poddaje ekstrak-
cji m-butanolem. Warstwe n-butanolows przemywa

‘sie woda az do zaniku jonéw chlorkowych (test

z azotamem srebra), a nastepnie zageszcza do matej
objetosci pod zmniejszonym cishieniem i wytraca
osad nadmiaru eteru etylowego. Osad odwirowuje
sie, przemywa -kilkakrotnie eterem etylowym i su-
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szy w eksykatorze prézniowym. Otrzymuje sie 0,66
g 3-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidu N-/N,N-di-
metyloglicylo/-aureofacyny o Ei = 780 przy 379
nm, co stanowi 51% wydajnosci teoretycznej.
ICs0 = 90,0002 wug/mil (Saccharomyces cerevisiae);
ICs0 0,0003 ug/ml (Candida
EHjp = 31 ug/ml.

‘W celu otrzymania rozpuszczalnej w wodzie soli-

3-/N,N-dimetyloamino/-propaloamiidu N-/N,N-dime-
tyloglicylo/-aureofacyny zawiesza si¢ 257 mg tego
zwigzku w 5 mil wiody, dodaje kroplami roztwor

54 mg kwasu L-asparaginowego w 4 ml wody i -

pozostawia ma kilka minut mieszajac. Nastepnie
dodaje sie acetonu do catkowitego rozpuszczenia
soli, Produkt wytraca sie madmiarem  mieszaniny
acetonu i eteru etylowego w stiosunku 1:3, odwi-
rowuje. sie, przemywa mieszaning acebomu i eteru
etylowego w stosunku 1 :3, eterem etylowym i su-
szy w elSykatorze prézniowym. Otrzymuje sie 280
mg L-asparaginianu 3-/N,N-dimetyloamino/-propy-
loamidu
E {"., =650 przy 379 mm, co stanowi 90% wy-
dajnosci teoretycznej w istosunku do wolnej za-
sady. ICso 0,002 ug/ml (Saccharomyces cerevi-
siae); ICsp I= 0,003 wg/ml (Candida albicans 1440);
EHjzo 50 pg/mi. -
Przyktlad VIL 1,2 g 3+/N,N-dimetyloaminoy/-pro-
Dpyloamidu aureofacyny. o Elloé'm =" 700 przy 379
rozpuszcza sie w 20 ml NN-dimetyloformamidu i
po schiodzeniu w lazni z lodem dodaje mieszajac
0,31 g chlorowaodorku N,N-dimetylo-f-alaniny. 0,84
mi trietyloaminy oraz 0,46 ml azydku diestru fe-
nylowego kwasu o-fosforowego i pozostawia do
przereagowania. Dalszy tok postepowanlia jak w
przykiadzie VI. Otrzymuje sie¢ 0,72 g 3-/N,N-dime-
_tyloamino/-propyloamidu N-/N,N-dimetylo-g§-alary-
lotaureofacyny o Ej ™ = M0 przy 879 nm, co
stanowi 55% wydajnosci teoretycznej. ICsg
= 0,0005 wg/mi (Saccharomyoces cerevisiae); ICg9 =

= 0,0004 ug/ml (Candida albicans 1440); EHgo = 13.

we/ml. . )

Przyktad VIII. 368 mg estru metylowego au-
reofacyny o Ellz"m = 1080 przy 379 nmm rozpuszcza
sie w 5 ml NN-dimetyloformamidu i po schio-
dzeniu w lazli z lodem dodaje mieszajac 115 mg
chlorowodorku N,N-dimetylo-f-alaniny, 0,28 mil
trietyloaminy oraz 0,18 ml azydku diestru fenylo-
wego kwasu o-fosforowego i pozostawia do prze-
reagowania Do\ roztworu dodaje sie 15 ml acebo-
nu i wytrgca osad madmiarem eteru etylowego.
Osad odwirowuje sie, przemywa kilkakrotnie ete-

rem etylowym, suszy w eksykatorze proézniowym i .

- rozpuszcza w niewielkiej ilosci mieszaniny meta-

molu i 'N,N-dimetyloformamidu w stosunku 3:1°

oraz manosi na kolumne wypelniong zelem Sepha-
dex LH-20, zawieszonym w metanolu. (110 cm X
IX; 3,6 cm). Produkt eluuje sie z kolummny meta-
nolem. Frakcje zawiierajace produkt lgczy sie, za-
geszcza do malej objetosSci pod zmniejszonym ci-
$nieniem i dodaje eteru etylowego 'az do wytra-
cenia osadu. Osad odwirowuje sie, przemywa ete-
rem etylowym i suszy w eksykatorze proézniowym.

Otrzymuje sie 327 mg estru metylowego N-/N,N-di- _

albicans 1440);.

N-/N,N-dimetyloglicylo/~aureofacyny 0 -
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1%

metylo-f-alanylo/-aureofacyny o Ej oy, =1025 przy
37 mm, co stanowi 81% wydajnosci teoretycznej.
IC50 = 40,0003 wg/ml (Sacchamomyces cerevisiae);
ICsp 0,0003 - ug/ml (Candida albicans 1440);
EHjo 7 wg/ml. :
Prazyktad IX. 356 mg perimycyny o E1™
= 805 przy 379 mm mozpuszcza sie 'w 5 ml N,N-di-
metyloformamidu i schtadza w laznli z lodem. Do
roztworu dodaje sie mieszajac 115 - mg chilonowo-
dorku N,N-dimetylo-f-alaniny, 0,28 mil trietyloami-
ny oraz 0,18 ml azydku diestru’ femylowego kwa-
su o-fosforowego i pozostawia do przereagowania.
Dallszy tok postepowania jak w przyktadzie VIIL
Otrzymuje sie 306 mg N-/N,N-dimetylo-f-alany-
Lof—pemi&nyi:ymy o E }“’;m = 715 przy 379 mmi, co
stanowi 78% wydajnosci teoretycznej. ICgy =
1= 0,0003 ug/ml (Saccharomyces cerevisiae); ICzy =
=3

ughml. . :

Prnzyktad X. 105 mg chlorowodorku N,N-di-
metyloglicyny rozpuszcza sie w 6 mil N,N-dimety-
loformamidu, dodaje 159 mg dicykiloheksylokarbo-
diimidu oraz 87 mg N-hydroksysukeynoimidu i po-
zostawia ma 12 godzin do przereagowanlia. Powsta-
ty osad odsgcza sie, przemywa N,N-dimetyloforma-
midem i przesgcz dodaje do moztworu 350 mg
estru metylowego amfoterycyny § o Efolc"m = 1560
przy 382 nm w 5 ml N,N-dimetyloformamidu z do-
datkiem 0,11 ml trietyloaminy. Cato$é miesza sig
12 godzin w temperaturze pokojowej.. Po przere-
agowaniu. do mieszaniny dodaje sie¢ eter etylowy
az do wytragcenia osadu, ktory odwirowuje sie,
przemywa eterem etylowym i suszy w eksykato-
rze prozniowym,. Osad mnozpuszcza sie w m-buta-
nolu przenosi do wrozdzielacza i1 przemywa woda
do pH 7. Warstwe mn-butanolows zageszcza pod
zmniejszonym cisSnieniem gdo malej objetosci w
temperaturze ponizej 40°C i eterem etylowym wy-
trgca surowy produkt, ktéry odwirowuje sig, prze-
mywa eterem etylowym i suszy w eksykatorze
proézniowym. Produkt oczyszcza sie - metoda roz-
dziatu przeciwprgdowego w aparacie Craiga w.-
miészaninie rozpuszczalnikéw chloroform : metanol :
‘wioda 2:2:1. Otfrzymuje si¢ 265 mg estru ‘netylo-
wego N-/N,N-dimetyloglicylo/-amfoterycyny £ o
E I =1350 przy 382 nm, co stanowi,70% wy-
dajniodci teoretycznej. ICgo = 6,12 wg/ml (Saccha-
romyces cerevisiae); ICzo = 0,11 |ug/ml (Candida

1440); EHzo = 30 pgiml.

albicans

Przyktad XI. 1152 mg chlorowodorku N,N-
dimetylo-f-alaniny rozpuszcza si¢ w 5 .ml N,N-
-dimetyloacetamidu, dodaje 159 mg dicykloheksylo-
Karbodiimidu oraz 87 mg N-hydroksysukcynoimi-
du i pozostawia do [przereagowania ma 12 godzin.
‘Powstaty osad odsgacza sie ,przemywa niewielka
ilodcia N,N-dimetyloacetamidu, a przesacz dodaje
do roztworu 377 mg 3-/N,N-dimetyloamino/-propy-
lamidu kamdydyny ©o ]i;‘olc"m = 1450 . przy 382 nm
w 8 ml N,N-dimetyloacetamidu z dodatkiem 9,11
ml trietyloaminy. Calosé miesza si¢ przez 12 go-
dzin w temperaturze pokojowej, Dalszy tok poste-
powania jak w-przykladzie X. Otrzymuje sig¢ 298
" mg 3-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidu N-/N,N-
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-dlmetylo-ﬂ-alanylol kandydyny oE; 1 /"
382 nmy co stanowi 720 wyd:a]no‘s»cu teoretycznej.
ICs = 0,19 welml (Saccharomyces cerevisiae);
ICg9 = 0, 17 ug/ml (Candida albicans 1440); EHzo =
= 22 Mg/mL

= 1300 przy ‘

12
Zastrzeiemia patentowe

=T

1. Sposob otrzymywania mowych pochodnych N-

5 -/N,N-dimetyloamino/-acylowych estrow metylowych

ICs0[ug/mi]
Nr - Nazwa 'produktu koncowego g L EHsgo : IZ‘T;‘M
przykl. ' 1em gaecharom. Candida [ug/mi] ftrrzyﬁ
cerevisiae allbic. 1440 '
1 2 3 4 . 5 6 7
XIT . ester metylowy 1400 - o
N-/N N-.d1mety1.o»-D-a]Jany\10/- (382nm)
dydyny * - 0,17 0,17 15. I
~ XMI ester metylowy ) 1290 -
N-/N,N-dimetylo-L-fenyloalanylo/- (382nm)
-amfoterycyny S 0,16 0,15 26 I
XIV  ester metylowy 790
N-/N,N-dimetylo-L-walilo/-poli- (304nm)
. funginy ' 0,35 - 0,56 85 I
XV  ester metylowy 980 o
N-/N,N- dmnetyﬂo-L-aﬂJanylofkauldy- (379nm)
cydyny** ' v 0,0004 0,0004 ki VIII
XVI ester metylowy - 980
' © N-/N2,N2 N4 N4-tetrametylo-L-2,4- B79nm)
-diaminobutyrylo/~aureofacymny*** 0,0002 0,0002 3 VIII
+ XVIT . ester metylowy 800 -
N-/N. N—dlmetylo-ashamy‘hoj-nysfca— (304nm) .
tyny 0,38 0,45 97 X
XVIII ester metylowy 950
N-/N,N-dimetyloglicylo/-kandy- (379nm) .
[ cydyny 0,0003 0,0005 : 8 X
XIX  3-N,N-dimetyloamino/pnopylo- 1300 - )
amid N-/N,N-dimetylo-D-alanylo/- (382nm)
-kaindycydyny 0,20 0,22 25 I -
XX  3-/N,N-dimetyloamino/-propyloa- . 1210 -
mid N-/N,N-dimetylo-L-fenyloala- (382nm)
nylo/-amfoterycyny (6 0,18 0,16 35 II
XXI  3-/N,N-dimetyloamino/-propyloa~ 1310
mid N-/N,N-dimetylo-L-walilo/- (382nm) '
-amfoterycyny £ , ’ 0,14 0,14 22 II
XXII  3+MN,N-dimetyloamino/propylo- 900
amid N-/N2,N2N4 N4-tetrametylo- (379nm)
-L-2,4-diaminobutyrylo/-aureofa- ‘
, cyny ' 0,0005 0,0004 15 VI
XXIII  3~4NjN-dimetyloamino/propylo- 820
amid N-/N2 N2 N6 Ne-tetrametylo- (379nm) ) ' N :
* -L-lizylo/-kandycydyny " 0,0008 0,0005 12 VI
XXIV  3-/N,N-dimetyloamino/propylo- 730 o
amid N-/N,N- dumety]:o - B-allanylo/- (304num)
“nystatyny : 0,4 0,4 100 XI

— kandydyna jest tromskladmk\uwa mieszaning, w skiad ktorej wchodzi kanmdy‘dyn}ai, kandydoina i kan-

dydynina
) — kandycydyna jest synonimem leworyny
i aume-oiamyvna jest synunulmem patrycyny

Przyktad XII—XXIV Amallogicznie . Jark W

przykladach I—XI otrzymano mastepujgce pochod-
ne N-/N,N-dimetyloamino/-propyloamidéw makroli-
déw” polienowych, przedstawione w tabeli:

&

i 3+/N,N-dimetyloamino/-prop¥loamidéw maikmoli-
d6éw polienowych o wzorze ogblnym przedstawio-
nm na rysunku, gdzie R oznacza reszte zwigza-
nego amidowo z grupa aminows ‘aminocukru ma-
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krolidu polienowego, aminokwasu o lancuchu pro-
stym lub rozgalezionym, w ktérym atomy wodo-
ru grupy wizglednie grup aminowych w pozycji
a, §, v i dalszych w stosunku do grupy karboksy-

lowej aminokwasu podstawione sg grupami me-ty— -

lowymi, o dowolnej konfiguracji, M oznacza reszte
makrolidu polienowego, za§ X joznacza grupe meto-
ksylowa w estrze makrolidu polienowego lub re-
szte 3-/N,N-dimetyloamino/-propyloaminy, ktérej I-
rzedowa grupa aminowa zwigzana jest amido-
wo z igrupa karboksylowa miakrolidu polienowego,
znamienny tym, ze na ester metylowy wzglednie
3-/N,N-dimetyloamino/-propyloamid makrolidu po-
l.ielnuoweufg:oD w $Srodowisku rozpuszczalnika lub ich
mieszaniny i ‘w obecnoséci substancji wiazacej kwas,
dziata sie niewielkim madmiarem N,N-dwimevty'l»o-avmﬁ_
nokwasu z grupg karboksylowa, aktywowang azyd-
kiem diestru fenylowego kwasu o-fosforowego lub
N-hydroksysukcynoimidem w obecnosci -dicyklo-
heksylokarbodiimidu, catosé pomostawia do przere-
agowania, a nastepnie z mieszaniny poreakcyjnej

rR-c?°
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“NH-M-C
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wytragca eterem etylowym surowy fprodukt konco-
wy, oczyszcza sie go i ewentulalnie przeprowadza
w sol.

2. Sposéb wedlug zastrz. 2, znamienny tym, ze
stosuje sie ester metylowy lub 3-/NiN-dimetyloami-
'no/-propyloamid 'nastepujgcych. maknolidéw polie-
nowych: amfoterycyny B, kandydyny, mykohepty-
ny, nystatymy, polifunginy, aureofacyny, kandycy-
-ny. )

3. Spos6b wedtug zastrz. 2, znamienny tym, Ze
stqsuje sie N,N-dimetylowe pochodne naistepuja-

. cych aminokwasow: glicyny, f-alaniny, D-alaniny,

L-alaniny, L-fenyloalaniny, L-lizyny, L-waliny oraz
kwasu L-2,4-diaminomastowego.

4. Sposob wedlug zastrz. 2 znamienny tym, Zze
jako rozpuszczalniki organiczne stosuje sie N,N-di-
metyloformamid, N,N-dimetyloacetamid, N ,N-dime-
tylosulfotlenek lub ich mieszanine.

6. Sposdb wedtug wmastrz. 2, znamienny fym, ze
jako substancje wigzaca kwas stosuje sie triety-
loamine. . ‘

40
X
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