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Sposéb wytwarzania nowych soli cholinowych antybiotykéw ryfamycynowych

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nowych soli cholinowych antybiotykéw ryfamycyno-
wych, ktdre to sole sg rozpuszczalne w wodzie.

Antybiotyki ryfamycynowe stanowia wazna dla chemloterapu grupe zwiazkow. Wsréd w1elu substancji tej
grupy, otrzymywanych na drodze biosyntezy oraz na drodze modyfikacji antybiotykéw naturalnych,znaczenie
jako leki maja ryfamycyna SV, ryfamid, a zwlaszcza ryfampicyna. Poszczegélne zwigzki wykazuja rézne nieko-
rzystne wtasciwosci, jak np. zla rozpuszczalnosé¢ w wodzie, brak wchtanialnosci ryfamycyny SV po podaniu
doustnym, wyzsza toksycznos$¢ ryfamidu w poréwnaniu z ryfamycyna SV, reakcje uboczne przy stosowaniu
. ryfampicyny bedace wynikiem toksycznosci preparatu i objawiajace si¢ zaburzeniami w dzialaniu watroby
i uktadu zétciowego.

Niektdre z powyzszych cech negatywnych udato si¢ usungé przez otrzymanie nowych zwmz.kow na drodze
modyfikacji chemicznych czasteczek antybiotykéw macierzystych. Najprostsza modyfikacja tego typu Jest otrzy-
manie soli stanowiacych potaczenie réznych ryfamycyn o podanym wzorze ogélnym z choling.

W sposobie wedtug wynalazku na pochodng ryfamycyny, ewentualnie jej sl sodowa lub potasowa, o poda-
nym wzorze ogélnym, w ktérym R oznacza reszt¢ kwasu glikolowego lub dwuetyloamidu kwasu glikolowego lub
grupe hydroksylowa, a R, ozndcza atom wodoru lub grupe 4-metylopiperazynyloiminometylows, dziata si¢
w Srodowisku wodnym lub nizszego alkoholu o 1—4 atoméw C, w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej
zblizong do stechiometrycznej iloscig choliny, weglanu choliny lub chlorku choliny, a otrzymany produkt wyo-
drebnia si¢ z roztworu. Z uzyskanych roztworéw wyodrebnia si¢ state sole cholinowe na drodze liofilizacji, badz
krystalizacji albo poprzez dodanie innych rozpuszczalnikéw, w ktérych sole te nie rozpuszczaja sie, np. eteru
etylowego lub n-heksanu. Sole cholinowe przekrystalizowuje si¢, korzystnie z octanem etylu, badZ z mieszaniny
rozpuszczalnikéw np. eter etylowy-etanol, dioksan-etanol. W przypadku gdy ryfamycyny nie posiadaja grupy
karboksylowej, tak jak ryfamycyna SV, ryfamid i ryfampicyna otrzymuje si¢ sole z jedna czasteczka choliny,
podczas gdy w przypadku ryfamycyny B, ktéra zawiera wolng grupe karboksylows, otrzymuje si¢ pochodne
zawierajace 1 badz 2 czasteczki choliny.
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Substancje otrzymane sposobem wedtug wynalazku w wielu przypadkach, zwtaszcza w przypadku ryfam-
picyny, posiadaja wtasciwosci korzystniejsze od antybiotyku wyjsciowego.

Wartos¢ LDs, dla soli cholinowej ryfamycyny SV podawanej doustnie myszom miesci sie¢ w granicach
2500--3000 mg/kg, ktora to warto$¢ jest korzystna w poréwnaniu ze znang z literatury wartoscig LDs, dla soli
sodowej ryfamycyny SV wynoszaca 2120 mg/kg. Réwniez s6l cholinowa ryfampicyny wykazuje przy podawaniu
doustnym mniejszg toksycznosé¢ w poréwnaniu z ryfampicyna. Mianowicie dla soli cholinowej ryfampicyny poda-
wanej doustnie myszom oznaczona warto$¢ LDs, wynosi 1150 mg/kg podczas gdy dla ryfampicyny pismiennic-
two podaje wartos¢ LDg, rdwna ok. 800 mg/kg.

Stwierdzono, ze przy doustnym podaniu soli cholinowej ryfampicyny szczurom w dawce 20 mg/kg (odpo-
wiada dawce ryfampicyny 17,75 mg/kg) uzyskuje sie poz10my analogiczne jak w przypadku podania ryfampicy-
ny w dawce 20 mg/kg.

Wskazuje to na pewne polepszenie wchianialnosci sposodowane wprowadzeniem do LL:’.‘[StELZkl antyblotyku
uktadu cholinowego.

Stwierdzono rowniez, Ze przy podaniu doustnym szczurom soli cholinowej ryfamidu w dawce 20 mg/kg
uzyskuje sie¢ w ptucach w trzy godziny po podaniu poziom stanowiacy 95% analogicznego poziomu ryfampicyny.

Zakres dziatania przeciwbakteryjnego soli cholinowych zblizony jest do zakresu dziatania antybiotykéw

macierzystych. Jednakze dziatanie przeciwbakteryjne soli cholinowych ryfamycyn jest na ogét wieksze od
~dziatania przeciwbakteryjnego antybiotykéw macierzystych wyrazonego jako moc antybiotyku, ktdra oznacza
si¢ metoda cylinderkowo-ptytkowa wobec Bacillus subtilis ATCC 6633 jako szczepu testowego. Wyniki ‘oznaczeni
wedtug r1dzinych standard 6w przedstawialy si¢ przyktadowo nastepujaco: sél cholinowa ryfamycyny
SV—865 j/mg (wobec standardu soli sodowej ryfamycyny SV o mocy 795 j/mg), sol cholmowa ryfampicy-
ny — 1030 j/mg (wobec standardu ryfampicyny o mocy 994 j/mg).

Przyktad I Do zawiesiny 2,0 g (0,0025mola) ryfamidu w 200 ml wody dodawano przy mieszaniu
200 ml roztworu wodnego choliny, ktéry zawierat 0,3 g (0,0025 mola) choliny. Mieszano w temperaturze poko-
jowej do rozpuszczenia osadu, przesgczono od sladowych ilosci statej pozostatosci, a klarowny przesacz podda-
wano liofilizacji. Otrzymano 2,2 g soli cholinowej ryfamidu o temperaturze topnienia okoto 152—158°, % N — o-
bliczono 4,59, otrzymano 4,80; [a]lz:)0 + 72,9 (c = 0,1% w metanolu).

Przyktad II. Do 50 ml etanolowego roztworu weglanu choliny, zawierajacego 0,67 g (0,0025 mola)
wegldnu' choliny, wsypywano porcjami przy mieszaniu 3,78 g (0,005 mola) ryfamycyny B. Po okoto 30 minu-
tach mieszania w temperaturze pokojowej odsagczono nierozpuszczony osad. Klarowny przesacz zageszczono do
potowy objetosci. Nastgpnie dodano 50 ml n-heksanu i pozostawiono w temperaturze —10°C przez okoto 12
godzin. Osad odsaczono i wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze S0°C. Otrzymano 3,9 g soli
-monocholinowej ryfamycyny B o-temperaturze topnienia okoto 205—211°C (rozktad); % N — obliczono 3,26,
otrzymano 3,2; [a]2° = —157,1° (¢ = 0,1 w metanolu).

Przyktad III. Do 100 ml etanolowego roztworu weglanu choliny, zawierajacego 1,34 ¢ (O 005 mola)
weglanu choliny, wsypywano porcjami przy mieszaniu 3,78 g (0,005 mola) ryfamycyny B. Po 30 minutach
mieszania w temperaturze pokcjowej uzyskany roztwor przesaczono, a klarowny przesacz zageszczono do matej
objetosci. Dodano 200 ml suchego eteru etylowego, ochtodzono do temperatury 0°C przy mieszaniu, a uzyskany
osad odsaczono, przemyto suchym eterem etylowym isuszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze
50°C. Otrzymano 4,2 g soli bis cholinowej ryfamycyny B o temperaturze topnienia okoto 160—175°C (rozktad);
% N — obliczono 4,37, otrzymano 4,47 [a]f)0 = -33,4° (c = 0,1% w wodzie).

Przyktad IV.Do 3,6 g (0,005 mola) soli sodowej ryfamycyny SV dodano 0,69 g (0,005 mola) chlor-
‘ku choliny i 50 ml izopropanolu. Ogrzewano we wrzeniu okoto 1 godziny. Ozigbiono do temperatury 0°C,
odsagczono chlorek sodowy, a z przesaczu qddestylowano izopropanol. Uzyskany osad krystalizowano z octanu

-etylu, suszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze okoto 50°C. Otrzymano 3,3 g soli cholinowej
ryfamycyny SV o temperaturze topnienia okoto 171—190°C (rozktad); % N — obliczono 3,49, otrzymano 3,38;
[al}” = —214,8 (c = 0,1% w wodzie).

Przyktad V.Do 28 ml etanolowego roztworu weglanu choliny, zawierajacego 0,67 g (0,0025mola)
weglanu choliny, wsypywano porcjami przy mieszaniu 4,11 g'(0,005 mola) ryfampicyny. Mieszano w temperatu-
1ze pokojowej okoto 30 minut, nastepnie pozostawiono do krystalizacji na okoto 48 godzin w temperaturze
—10°C. Otrzymany osad- odsaczono i wysuszono pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze okoto 50°C.
Uzyskano 4,2 g soli cholinowej ryfampicyny o temperaturze topnienia okoto 193—201°C (rozktad); % N — obli-
czono 7,56, otrzymano 7,54. . :
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania nowych soli cholinowych antybiotykdw ryfamycynowych,znamienny tym,
ze na pochodng ryfamycyny, ewentualnie jej sél sodowa lub potasowg o podanym wzorze ogélnym, w ktérym R
oznacza reszt¢ kwasu glikolowego lub dwuetyloamidu kwasu glikolowego lub grupe hydroksylowa, a R, oznacza
atom wodoru lub grupe 4-metylopiperazynyloiminometylowa dziata si¢ zblizong do stechiometrycznej iloscia

choliny lub weglanu choliny lub chlorku choliny, a utworzona sol cholinowa wyodrgbnia si¢ z mieszaniny -

reakcyjne;j.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze pochodng ryfamycyny o podanym wzorze ogdl-
nym, w ktérym R i R, maja podane wyzej znaczenie, poddaje si¢ reakcji z choling w wodzie, a otrzymane sole
cholinowe wyodrebnia sie przez liofilizacje.

) 3. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny ty m,Ze reakcje pochodnych ryfamycyn o podanym wzorze

og6lnym, w ktérym R i R; maja podane wyzej znaczenie, z weglanem choliny przeprowadza si¢ w srodowisku
‘nizszego alkoholu alifatycznego, korzystnie etanolu, a produkt wyodrebnia si¢ przez bezposrednia krystalizacje,
badZ wytracenie-za pomoca rozpuszczalnika organicznego korzystnie n-heksanu, a zwtaszcza eteru etylowego.

.4. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze reakcje soli sodowej lub potasowej pochodnej ryfa-
'mycyny o podanym wzorze ogélnym, w ktérym R iR; maja podane wyzej znaczenie, z chlorkiem choliny
przeprowadza si¢ w Srodowisku wrzacego izopropanolu, a otrzymany produkt wyodrebnia si¢ przez krystalizacje
badz wytrgcenié za pomoca rozpuszczalnika organicznego.
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