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SPOSOB WYTWARZANIA AMIKACYNY

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania amikacyny, to jest O-3-amino-3-dezoksy-
-olL-D-glukopiranozylo-/1—» 6/-0-[6-amino-6-dezoksy-OL—D-glukOpiranozylo-/1 —_ 4/]-N1-
-/4-amine-2-hydroksy-1-ketobutylo-2-de zoksy-D-streptaminy o wzorze 1.

Amikacyna jJest pélsyntetyoznym antybiotykiem, szeroko stosowanym w medycynie, zwykle
otrzymywanym przez acylowanie kanamycyny A o wzorze 2 kwasem L-/-/-4-amino-2-hydroksymas2o-
wym o wzorze 3, zwanym dale] L-HABA.

Po raz pierwszy opisano amikacyne¢ w publikacji H. Kawaguchi 1 in. w Journ. of Antib.
XXV, 1972, str. 695 i w opisie patentowym St. Zjed. Am., nr 3 781 268. Zaréwno w literaturze
patentowej jak 1 nie patentowe] podano wiele sposobdédw, majqcych na ocelu wytwarzanie amika-
cyny z coraz to wigkszg wydajnoSciq i czystoscig.

' Jak widaé z wzoru 2, czasteozka kanamycyny A ma 4 grupy aminowe, ktére moga byé acylo-
wane, Dwie z nich znsjdujg sie¢ w Srodkowym plerscieniu 2-dezoksystreptaminy 1 s§ nazwane od-
powlednio N-1 i N-3, trzecia grupa, zwana N-6", Jest w pierScieniu 6-amino-6-dezoksy-D-glu-
kozy, a czwarta, zwana N-3", jest w plerscieniu 3-amino-3-dezoksy-D-glukozy.

W chemicznej syntezie amikacyny trudnoSci sprawialo regloselektywne acylowanie grupy
aminowej w pozycji 1, powstale trzy grupy aminowe poddawane acylowaniu prowadzq bowiem do
wytwarzania izomeréw potozenia o mniejszej aktywnosci mikrobiologicznej oraz powoduja zmniej-
szenie wydajnoSci stechiometrycznej produkiu gibéwnego - amikacyny. Poza tym, ze wzgledu na
powstawanle podczas syntezy amikacyny szeregu izomeréw poiozenia, konieczne jJest oczyszcza-
nie, mozliwe tylko na drodze ohromatografii i wymiany jonowe) na zywicy jonowymiennej, co
powoduje dalsze zmniejszenie wydajnoscl giéwnego produktu.

Paktyoznle, jak podano w publikaocii T. Naito i in., Journal of Antib. XXVI, 297, (1973),
przy aoylowaniu kwasem L-/-/-4-amino-2-hydroksymastowym powstajq oprécz amikacyny izomery o
wegorze 4, w ktérym: R’ oznacza grupe -OO-CHIOH/-CHZCHZNHZ, a R 1 R” oznaczajq atomy wodoru
(izomer oznaozony symbolem BB-K6). R" ogznacza grupe¢ -cO—CH/OH-CHZCHZNHZ, a R 1 R° ozneozajg
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atomy wodoru (izomer oznaczony symbolem BB-K11), albo R oznacza grupe -CO-CH/OH/-CHZCHZNHZ,
a R’ 1 R" oznaozaja atomy wodoru (izomer oznaozony symbolem BB-K29).

" . Weding podanej wyzej publikaoji T. Naito i in., jak réwniez wediug innych publikacji,
beipoérednie'acylowanie kanamycyny A prowadzi gléwnie do wytwarzania pochodnej acylowa-

nej N-6’, to jest w grupie aminowej najbardzie] podatne) do reakcji. Z tego tez powodu, nie
mozna wytwarzaé amikacyny przez bezposrednie acylowanie kwasem L-/-/-4-amino-2-hydroksyma-
stowym. :

W praktyce, gdy méwi si¢ o reakcji z kwasem L-/-/-4-amino-2-hydroksymasitowym, to faktycz-
nie chodzi o reakoje 2z jego pochodng, w ktérej grupa aminowa w pozycji 4 Jjest zabezpieczona,
a grupa karboksylowa jest zaktywowana, aby mogta reagowaé tatwo i z duzgq wydajnoscig z grupg
aminowg kanamycyny.

W szczegblnosci, grupami zabezpieczajacymi mogg byé znane grupy, stosowane do zabezple-—
czania funkcji aminowych, np. grupa III-rzed.butoksykarbonylowa, ktérgq po zakoficzeniu reak-
cji mozna latwo usuwaé przez dzialanie rozcienczonym kwasem, albo grupa benzyloksykarbony-
lowa lub 4-nitrobenzyloksykarbonylowa, ktére moga byé usuwane przez katalityezng hydrogeno-
lize na palladzie lub platynie. Mozna teZ stosowaé inne, podobne grupy zabezpleozajgce, po-
dane w publikacji Protective Groups in Organio Synthesis, T.W. Greene, J. Wiley and Sons,
Inc., 1981, strony 218-287. Jednakie, jedna z postaci zwigzku stosowanego do acylowania
stanowl zwigzek, w ktérym grupa karboksylowa Jjest odpowiednio uaktywniona przez wytworzenie
aktywnego estru z N-hydroksyimidem kwasu bursziynowego, N-hydroksyimidem kwasu ftalowego
lub N-hydroksyimidem kwasu norborn-5-enodwukarboksylowego-2,3 albo przez wytworzenie mie-
szanego bezwodnika 2z kwasem piwalinowym, benzoesowym lub benzylokarboksylowym.

Pierwszq syntez¢ amikacyny przeprowadzit H. Kawaguchi i in. (cytowane wyzej publikacje),
pokonujac przeszkode w postaci wickszej zdolnosci do reakcji grupy aminowej w pozyocji 6°
kanamyoyny, poddajac te grup¢ reakcji z grupgq zabezpieczajacg, takg jak grupa benzyloksy-
karbonylowa, Otrzymang N-6'-benzyloksykarbonylokanamycyne o wzorze 5 nastepnie acylowano.
Acylowanie to nie przebiega jednak regioselektywnie 1 po prowadzonym nastepnie uwodornianiu
w celu usunigcia wszystkioch zabezpleozajgcyoh grup N-benzyloksykarbonylowych, oprécz amika—
cyny otrzymuje sie réwniez pewnq 1lodé powstalyoh w procesie izomeréw polozenia BB-K11 1
BB-K29 i produktéw poliaocylowania.

Otrzymana w ten sposéddb kompleksowa mieszanina wymaga selektywnego rozdzielenia na zywi-—
oy jonowymiennej. Dzieki ohromatografii uzyskuje sle surowq amikacyne z wydajnoscig stechio-
metryozng wynoezqoé 22%, ktéra nastepnie maleje w wyniku kolejmych proceséw oozyszozania
dla otrzymania ozystej amikacyny. Bardzo niski poziom wydajnosci powyzszego prooesu synte-
zy wymaga zastosowania nowej, wydajniejsze] i1 mnieJ kosztowne] metody, nawet jesli obejmo-
wataby ona wigoe) etapéw posrednich. T. Naito, S. Nakagawa i M. Oka we franocuskim opisie pa-
tentowym nr 2 273 009 poddajq 6°N-benzyloksykarbonylowsg pochodng kanamyoyny A o wzorze 5 re—
akcji z niektérymi aldehydami aromatycznyml w proporcji przynajmniej 3 moli aldehydu na
1 mol 6°-N-benzyloksykarbonylokanamycyny 4, powodujqc utworzenie pomiedzy wolnymi grupami
aminowymi w pozyecji 1, 31 3' i odpowiednimi aldehydami zasad Schiffa., Otrzymany zwigzek o
wzorze 6, zawierajqcy 3 reszty aldehydowe na 4 mol 6°-benzyloksykarbonylokanamycyny, jest
acylowany nastepnie odpowiednlg pochodng kwasu L-HABA i po odigczeniu droga hydrogenolizy
grup zabezplieczajgacych otrzymuje sig¢ amikacyn¢. Acylowanie wspomnianych trzech grup amino-
wych w pozycji 1, 3 1 3" nie przebiega jednak selektywnie i konieczne jest oczyszczanie pro-
duktu gtéwnie od izomeréw BB-K29 i BB-K11 amikacyny na drodze chromatografii na jonowymien-—
nej sywicy. Wydajnoéé stechiometryczna przytoczonego procesu otrzymywania amikacyny wynosi
Jedynie 23% i praktycznie nie réznl sig¢ od wydajnosci procesu uprzednio oméwionego. Poza
tym, wydajnosci te oblioczono w oparciu o produkt poSredni - €°-benzyloksykarbonylokanamycy-—
n¢ o wzorze 5, ktéry z kolel jest otrzymywany 2z kanamycyny A z wydajnoscig stochiometryczng
wynoszaog 45 - 56%.

Reasumujgqo, przytoczone dwa sposoby syntezy amikacyny z kanamycyny A jako produktu wyj-
tclowego przeblegajq z bardzo niskq caltkowitg wydajnodcig wynoszgca 10 - 13% wydajnosSci teo- -
retyozne].
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Postep w selektywnym acylowaniu kanamyoyny A w celu wytworzenla amlkacyny przyniosiy
badania M.,J. Cron 1 innych, opisane w Chem. Comm., 266 (1979) 1 w opisach patentowyoh St.
Zjed. Am, nr nr 4 347 354 1 4 424 343. W tyoh opisach patentowyoch ujawniono wytwarzanie
amikacyny przez acylowanie polisililowanej pochodnej kanamyoyny A, ktéra moze mieé w po-
zycjl 6° lub w pozycjach 6’ 1 3 grupy zabezpieczajjce inne niz grupa sililowa. W szozegdl—
nosci, wytwarzanie polisililowanej pochodnej kanamycyny lub zabezpieczonej kanamyoyny pro-
wadzl sie poddajac substrat kanamycynowy w odpowiednim rozpuézozalniku organicznym, ko-
rzystnie w acetonitrylu, reakcji z kilkoma $rodkami silanizujacymi, a zwtaszcza z szeScio-
metylodwusilazanem, W wyniku tej reakoji otrzymujé gi¢ pochodne, w ktérych wszystkie grupy
hydroksylowe w kanamyoynie, lub ich cz¢sé, sa zabezpleczone grupg —Si/CH3/3. Po przeprowa-
dzeniu zwyklej hydrogenolizy, w tym przypadku tylko dla usunigcia zabezpieczajgcej grupy
kwasu L-HABA, nadal jednak otrzymuje si¢ mieszanine izomeréw polozenia oraz wyjéciowe] ka-
namyoyny 1 produktéw poliacylowania, totez konieczne jest chromatograficzne rozdzielanie
produktédw. Prooes ten, aczkolwiek umozliwia wyiwarzanie amikacyny ze znacznie zwlgkszong
wydajnosolg, to jednak wykazuje powaine wady 2z punktu widzenia ochrony &rodowiska natural-
nego. Mianowiocle, acetonitryl bedgey w te) reakoji korzystnym rozpuszozalnikiem, jest sil-
nie toksyczny 1 Jego stosowanie na skalg¢ przemysiowg jest wysoce nie wskazane. Poza tym,
szesolometylodwusilazan wytwarza podozas reakojl gazowy amoniak, ktéry nalezy usuwaé w od-
powiedni sposéb, aby nie zanieczyszczaé atmosfery.

Inna metoda wytwarzania amikaoyny jest oparta na badaniach T. Tsuchiya i innych, Tet.
Lett., 4951 (1979) 1 belgijski opis patentowy nr 879 925. Synteza ta polega na wytwarzaniu
jako produktu posredniego pochodnej o wzorze 7, zabezpleoczonej w pozycjach N-6° oraz N-3
zwyklg grupq N-benzyloksykarbonylowg. Ten produkt posredni, otrzymany przez wytwarzanie
zwigqzkéw kompleksowych pomledzy grupq aminowq w pozycji 3" 1 w pozyolli 1 z octanem cynku
i odpowiednimi grupami hydroksylowymi w pozyocjach sasiadujgcych z wspomnianymi wyiej grupa-
mi aminowymi, byt juZ opisany w publikaoji T.L. Nagabhushan i innych w J. Amer. Chem. Soc.,
100, 5254 (1978) i w opisie patentowym St. Zjed. Am. nr 4 136 254, wedlug ktdrego prooes
wytwarzania polegat ne kompleksowaniu z kilkoma metalami.

Wedlug opisu patentowego St. Zjed. Am. nr 4 136 254 ten "dwu-zabezpieozony" produkt po-
$rednl przeprowadza si¢ w antybiotyk aminoglikozydowy przez bezposSrednie acylowanie acylu-
jaca pochodng kwasu L-HABA, co Jednak w przypadku amikacyny zachodzi z niezadowalajgcg wy-
dajnoscig calkowits.

W odréznieniu od tego, wediug belgijskiego opisu patentowego nr 879 925 ten produkt po-
sredni poddaje sie najplerw reakcji z tréjfluorooctanem etylu, aby zabezpieczyé grupe ami-
nowg w pozycji 3", a nastepnie z pochodngq L-HABA dobrang tak, aby spowodowaé selektywne
acylowanie tylko jednej wolnej grupy aminowej, to jest w pozycji 1. Dwie rézne grupy zabez-
pleczajace, to jest grup¢ tréjfluorcacetylowg i benzyloksykarbonylowg, usuwa sie nastepnie
odpowiednio za pomocq amoniaku 1 wodoru, kohczac w ten sposddb proces. W tym przypadku réw-
niez wydajnosé amikacyny Jest wyrainie wigksza, ale proces ten nie jest dogodny do stosowa-
nia w skali przemysiowej, a to z uwagi na stosowanie tréjfluoroootanu etylu, ktéry jest wy-
sooce toksyozny i bardzo kosztowny.

Proces wediug wynalazku polega na tym, 2e kanamyoyn¢ A zabezpieczong w pozycjach 6°
oraz 3 poddaje sie reakcjl z solg dwuwartoSciowego kationu metalu, takiego jak oynk, nikiel,
2elazo, kobalt, mangan, mieds 1 kadm lub ich mieszaniny, po czym otrzymany kompleks poddaje
gi¢ reakcji z odpowiednio wybrang, zdolng do reakcjil pochodng kwasu L-HABA. Nastepnie usuwa
si¢ kation metalu przez dodawanie zasadowego roztworu az do uzyskania wartosci pH 9 - 10,
po czym produkt acylowania oddziela si¢ znanymi metodami, usuwa grupy zabezpieczajgoe grupy
aminowe w pozycjach 6° i 3 oraz w aincuchu bocznym i oirzymany surowy produkt oczyszcza sie
chromatograficznie, oirzymu)ac amikaocyn¢ z wydajnoscig zblizong do 50% wydajnoscl teore-
tyoznej.

Cechg procesu wediug wynalazku jest to, Ze plerwszy etap procesu, to jest reakcje kana-
mycyny A, zabezpleczonej w pozycjach 3 i 6°, z sola dwuwartosciowego kationu metalu prowa-
dzi sl¢ w obecnosci wody jako rozpuszczalnika lub wspdlrozpuszczalnika. Nieoczekiwanie
stwierdzono bowiem, 2e jezeli prooes wytwarzania kompleksu prowadzi si¢ w rozpuszczalniku



A 147 39

bezwodnym, wéwczas W nastepnym etaple reakcja aoylowania nie zachodzi wcale (0% acylowania).
Natomiast, jezell reakcje¢ te¢ prowadzi slg¢ w srodowisku wodnym lub w mieszaninie wody z obo-
jetnym rozpuszczalnikiem organioznym mieszajacym sig z wodg, wéwczas nastepnie proces acy-
lowania przebiega bardzo korzystnie, mianowicie reakcja acylowania w pozycji 1 przebiega w
95%, a W pozycji 3" w S5%. Zalety tak prowadzonego procesu jest réwniez to, Ze wytworzonego
kompleksu nie trzeba wyosobniaé i dalszy etap procesu prowadzi si¢ w tym samym srodowisku.

Niezaleznie od tego, jaka pochodna kanamycyny A stosuje si¢ jako produkt wyjsciowy,
grupy aminowe w pozycjach 6° i 3 tego zwigzku sg zabezpieczone przez zastgplenie atomu wo-
doru grupa acylowg, taka jak na przyklad grupa benzyloksykarbonylowa lub podstawiona grupa
benzyloksykarbonylowa, taka jak grupa p-nitrobenzyloksykarbonylowa lub p-metoksybenzyloksy-
karbonylowa, grupa alkoksykarbonylowa, taka jak III-rze¢d.butoksykarbonylowa lub III-rzed.
amyloksykarbonylowa, grupa ftaloilowa, grupa ohlorowcoalkilokarbonylowa, taka jak tréjflu-
oroacetylowa lub ohloroacetylowa, lub inne odpowiednie grupy zabezpleczajgce.

Korzystnie jednak, grupy aminowe w pozycji 6° 1 3 powinny byé zabezpieozone grupgq ben-
zyloksykarbonylowg lub podstawionq grupq benzyloksykarbonylowg gdyz, Jjak podano wyzej, te
grupy moga byé po zakonoczeniu reakoji atwo usunigte przez katalityczng redukcje. Produkt
wyjéoiowy tego typu moZe byé wytwarzany wediug metody podanej w belgljskim opisie patento-
wym nr 855 704 lub wedtug metody podanej w kanadyjskim opisie patentowym nr 1 131 628. W
plerwszym etapie procesu zgodnie 2z wynalazkiem produkt wyjsciowy czyli kanamycyn¢ A zabeze
pieczong w pozyeji 3 1 6° 1 przynajmnie] réwnomolowq ilos¢ wybranej soli dwuwartosociowego
metalu rozpuszoza si¢ w wodzle lub w mieszaninie wody z oboJetnym mleszajqoym si¢ z wodg
organioznym rozpuszoczalnikiem, takim jak np. sulfotlenek dwumetylu, dwumetyloformemid, nis-
szy alkohol alifatyczny, tetrahydrofuran, aceton i acetonitryl.

Dwuwartosciowym kationem moze byé kation metalu takiego jak oynk, nikiel, zelazo, ko-
balt, mangan, mied? i1 kadm, a zwlaszoza metalu mniej toksyoznego 1 tanszego, natomiast
anionem moze byé jJakikolwiek organiozny badsz nieorganiczny anion, chociaz bardziej korzyst-
nymi sg aniony pochodzgce ze stabych kwaséw organicznych, zwlaszoza z takich Jak kwas octo-
wy, propionowy i benzoesowy, ktérych sole ze wspomnianymi metalami wykazujq na ogédl wigkszg
aktywnosé w tworzeniu komplekséw, Wspomniang edél stosuje sie¢ w iloscli w stosunku molowym do
produktu wyjsolowego od 13 1 do 10 s+ 1, korzystnie od 2 : 1 do 6 : 1. Reakcj¢ prowadzi sie
w temperaturze pokojowej, mieszajgc. Kiedy kompleks zostanie utworzony, przeprowadza sie
drugi etap procesu, polegajgoy na tym, Ze nie przerywajq& mieszania dodaje sie roztwér lub
zawlesine wczesniej dobranej reaktywnej pochodnej kwasu L-HABA w polarnym i aprotycznym roz-
puszczalniku organicznym, ktérym moze byé sulfotlenek dwumetylu, acetonitryl, tetrahydrofu-
ran, dwumetyloformamid, a korzystnie chlorowcowane weglowodory alifatyczne, takie jak ochlo-
rek metylenu, ohloroform, 1,2-dwuchloroetan itp.

Réwniez ten etap reakeji prowadzi sil¢ korzystnie w temperaturze pokojowej, chociaz w
obydwu etapach dopuszcza si¢ umiarkowane ogrzewanie w celu przyspieszenia reakcji, korzyst-
nie 2z nadmiarem pochodnej kwasu L-HABA ewentualnie wynoszacym 20 - 60%. Po kilku godzinaoch
mieszania, ewentualnie obeong faz¢ organioczng usuwa si¢ na drodze destylacji jesli rozpusz-
czalnik Jest niskowrzaecy lub oddziela mechanicznie 1 do mieszaniny reakcyjnej dodaje sig
wodny roztwér zasadowy az wartosé pH mleszaniny wynosié bedzie 9 - 10. Jako czynnik alkali-
zujgqoy stosuje si¢ alkaliozne wodorotlenkl lub weglany albo korzystnie NH40H. Dodanie ozyn-
nika alkalizujgcego powoduje rozpad kompleksu z odijczeniem si¢ kationu metalu i wytraocenie
si¢ 3,6°-dwuzabezpieozonego produktu acylowania, ktéry oddziela si¢ przez odsjczenie, Grupy
zabezpieczajgce w pozycji 3 1 6°, a takze z lahouchéw bocznych usuwa sig¢ znanymi metodami.
Na przyklad, kiedy zgodnie z korzystnym wariantem sposobu wediug wynalazku grupaml zabezpie-
czajqeyml sq grupy benzyloksykarbonylowe, ewentualnie podstawlome, to usuwa sie je na drodze
gwyklej katalityoznej hydrogenolizy z katalizatorem, ktérym moze byé platyna, pallad, tlenek
palladu lub tlenek platyny. Jeiell grupami zabezpieczajacymi sg grupy ftaloilows, sq oOnme
latwo usuwane przez hydroliz¢ za pomocq hydrazyny natomiast zabezpieozajgoe grupy III-rzed.
butoksykarbonylowe sq tatwo usuwane kwasem mréwkowym itp., Otrzymany w ten sposéb surowy pro-
dukt oozyszoza si¢ teohnikg chromatografii znang z literatury dla oczyszczania amikacyny.
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Zgodnie z procesem wediug wynalazku, acylowanie 3-6°-dwu-N-zabegzpieczone] kanamyoyny A
przebiega po utworzeniu jeJ kompleksu z kationem metalu i zachodzi ono z nieoczekiwanie wy-
goky reglo-selektywnoscig, poniewaz powstaje jedynie amikacyna, a nie BB-K11 lub pochodna
podwdjnie acylowana w pozyoji 1 1 3". Tak dobry rezultat powoduje prawdopodobnie réinica w
stabilnosci komplekséw powstalych w pozycjach N=3" i N-1 (N-3"}>> N-1) w warunkach reakcji.
Ponize) zestawlono wydajnosci proceséw wytwarzania kanamycyny przy stosowaniu jako pro-
duktéw wyjsciowych 3,6°—dwu-N-benzyloksykarbonylo-kanamycyny 4, w ktérej grupy aminows nie
byly zabezpieozone oraz 3,6’-dwu—N-'benzyioksykarbonylo-'l-N-[L-/-/-‘ T-benzyloksykarbonylo-
amino-e(.-hydroksybutyrylo]-kanamycym] 4., Pierwszy 2z tych produktéw oznaczono w zestawieniu
numerem I, a drugi numerem II. Oba te produkty poddawano bezposrednio acylowaniu, albo naj-
plerw wytwarzano kompleks, ktéry nastepnie acylowano. Wydajnosé reakoji podano w procentach
wydajnosci teoretycznej. .
Produkt wyjSciowy I

Acylowanie bezpoSrednie - wydajnosé 25%
Acoylowanie po wytworzeniu kompleksu - wyda)nosé 25%

Produkt wyjsciowy II

Aoylowanie bezposrednie - wydajnosé 27%
Acylowanie po wytworzeniu kompleksu - wydajnosé 58%.

Jest rzeoczg bardzo waing, aby kontrolowaé sktad koncowej] mieszaniny reakcyjnej po hy-
drogenolizie zabezpieczajacych grup benzyloksykarbonylowych. Hydrogenoliza ta, prowadzona
w zwyklyoh warunkach, zachodzi praktyeznie iloSoiowo, jak to wykazano niiej w przyktadaoh.

Jedynym zanieczyszczeniem, wystepujgoym w wigkszej ilosol, jest kanamycyna A, ale zwig-
zek ten nie tylko nie zaklbca procesu rozdzielania na jonowymiennej kolumnie chromatogra-
ficznej, gdyi Jej czas przebywania w kolumnie Jest krétezy niz amikacyny, lecz réwniez moze
byé, po zatezienlu, odzyskana, co ma duie znaczenie, gdyz stanowi ona najkosztowniejszy zwig-
zek stosowany w prooesie. Po uwzgle¢dnieniu odzyskanej kanamyoyny A, wydaJnodé procesu we-
diug wynalazku wynosi 808 wydajnosocl teoretyoznej.

Przytoczone nizej przyktady 1lustrujq szozegdéiowo prooes wediug wynalazku, nie ograni-
czajgo jednak jego zakresu.

Przyktad I. 5,28 3,6 -dwu-N-benzylokeykarbonylokanamycyny A o czystoscli 85%
(5,87 mmola) 1 3,9 g (21,3 mmola) bezwodnego ooctanu cynku rozpuszoza si¢ w mieszaninie
25 ml sulfotlenku dwumetylu i 70 ml wody i miesza w pokojowej temperaturze w ciagu 2 godzin.
Nastepnie dodaje si¢ roztwér 3,28 g estru kwasu 4-benzyloksykarbonyloamino-2-hydroksymasio—
wego 2z N-hydroksyimidem kwasu bursziynowego w 140 ml ohlorku metylenu i1 miesza w oiggu
5 godzin., Wytworzony produkt wyosobnia si¢ przez oddestylowanie chlorku metylenu i przemy-
wanie pogostatofci w temperaturze 20°C 125 ml wody 1 25 ml st@zonego wodorotlenku amonowe-
g0, a nastepnie odsgczenie, przemycle 1 wysuszenie w suszarce w temperaturze 4500. Otrzymu-
je si¢ 6,7 g 3,6’ -dwu-N-benzyloksykarbonylo-1-N-[L-/~/- Y ~benzyloksykarbonyloamino-O.-hy-
droksybutyrylo) -kanamycyny A o czystosoci 458 1 odzyskuje si¢ 16,6% wyjsciowej 3,6°—dwu-N-
-benzyloksykarbonylokanamycyny A. Wydajnosé procesu wynosi 51,4% wydajnoici teoretyczne].

Czesé otrzymanego produktu poddaje si¢ hydrogenolizie w obecnosci kwasu mréwkowego i
palladu na weglu, otrzymujgc 164 ml wodnego roztworu, ktéry w 1 ml zawlera 6,61 mg amikaocy-
ny, 0,4 mg kanamycyny, 0,21 mg BB=K11 i 1,83 mg produktu podwdjnego acylowania kwasem L-HABA
w pozyojach N=1 i N-3". Wzgledna ozyatosé otrzymanej amikacyny wynosi 73%.

Przykttad II. Z 5,2 g 3,6"-dwu-N-benzyloksykanamycyny A o czystosci 85%
(5,87 mmola) wytwarza si¢ zawiesing w 20 ml metanolu i dodaje szybko roztwér 3,9 g bezwod-
nego ootanu oynku w 80 ml wody. Otrzymany roztwér miesza si¢ w ociggu 2 godzin w temperaturze
pokojoweJ, po ozym dodaje si¢ od razu roztwér 3,28 g (9,35 mmola) estru kwasu L-/-/=4-karbo-
benzyloksyamino-2-hydroksymastowego z N-hydroksyimidem kwasu bursztynowego w 400 ml ohlorku
metylenu. Mieszaning pozostawla si¢ na noo w temperaturze pokojowej, po czym odparowuje
chlorek metylenu 1 pozostaZoi¢ rozcleicza 150 ml 5% roztworu wodnego amoniaku. Staty osad
odsgoza si¢ 1 suszy, otrzymujge 3,6°-N-dwu-benzyloksykarbonylo=1-N-(L-/-/-¥  -benzyloksy-
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karbonyloamino-ck-hydroksybutyryld]-kanamyoyne A o ozystosocl 49,8%, co odpowiada 57% wydaj-
nosci teoretyoznej. Produkt zewlera jeszoze 17% ewigzku wyJéciowego, co odpowiada 25% w sto-
- gunku stechiometrycznym.

Otrzymany produkt aoylowania miesza si¢ z 100 ml wody i do otrzymanej zawlesiny dodaje
sie 3,5 g 5% palladu na weglu i perkoluje roztworem 7 ml kwasu mréwkowego w 20 ml wody. Mie-
sza sie w ciagu nooy, odsgcza osad 1 przemywa go wodg. Otrzymuje si¢ 223 ml roztworu o na-

stepujqoym skladzies

mg/ml zawartosé %
amikacyna 8,2 63,3
BB-K29 0,3 2,3
BB=-K11 0,3 2,3
produkt podwdjnie acylowany1) 0,69 5,3
kanamycyna A 3,46 26,7.

1) Produkt zawlerajgoy reszty L-HABA w pozyojach N-1 i N-3".

Czystosé otrzymanej amikaocyny przy uwzglednieniu zawartosci je) homologéw, leocz z pomi-
nieciem kanamyoyny, Jest wyisza niZz 90%. Otrzymany roztwér zobojetnia sie do wartosci pH 7
i perkoluje przez kolumn¢ wypelniong stabo kwasng zywloq jonowymienng w postaci amonowej.
Eluuje sie roztworem wodnym amoniaku i rozdziela frakcje zawierajgce kanamycyn¢ A i amika-
oyne. Frakc)e zawlerajgoe kanamycyne A 130zy si¢, odparowuje do steZenia wynoszgcego 20% i
przez dodanie metanolu wytrgqca si¢ siarozan kanamyoyny. Frakcje zawierajace amikacyne zate-
%a sie do stezenia 20%, zakwasza 50% kwasem slarkowym, dodaje wegla aktywowanego i metanolu,
otrzymujgc 2,6 g siarczanu amikaoyny o oczystoScl mikrobiologicznej 680 /hs/mg.

Przyktad ITI. Przyktad ten, bedgcy przykiadem pordéwnawozym, wykazuje jak za-
sadnioczy wplyw na selektywnosé i/albo trwalosé komplekséw ma woda., Stwierdzono, Ze w odrdz-
nieniu o4 kompleksowania kanamyoyny w Srodowisku bezwodnym, woda nie tylko nle przeszkadza
w procesie, lecz przeciwnie, jest konieczna dla zwigkszenia réinicy pomigedzy dwoma miejsca=-
mi kompleksowania. Faktycznie, w nieobeonosci wody aoylowanie 3,6°~-dwu-N-benzyloksykarbony-
lo-kanamycyny A wobec dwuwartoSoiowyoh katlonéw nie zachodzi woale, prawdopodobnie z powodu
powstawania trwalego kompleksu réwniez przy N-1, opréoz kompleksu przy N-3". .

Do .roztworu 5,2 g 3,6°=dwu-N-benzyloksykarbonylo-kanamycyny A © czystosci 85% (5,87 mmo-
la) w 50 ml sulfotlenku 4wumetylu dodaje si¢ 3,9 g (21,9 mmola) bezwodnego octanu cynku i
miesza w pokojowej'temperaturze w oiggu 2 godzin, po ozym dodaje sie roztwér 3,28 g estru
kwasu 4-benzyloksykarbonyloamino 2z N-hydroksyimidem kwasu bursztynowego w 140 ml chlorku me=-
tylenu. Miesza si¢ w ciggu 5 godzin, oddestylowuje schlorek metylenu i pozostalosé perkoluje
w temperaturze 20°C z mieszaning 125 ml wody i 25 ml st¢ionego wodorotlenku amonowego. Otrzy-
many produkt odsgcza sig¢, przemywa wodq 1 suszy w suszaroe w temperaturze ASOC, uzyskujao
5,7 g produktu wyjsciowego, majacego czystosé 80% 1 nie wykazujgcego $ladéw acylowania w po-
zyojl N-1.

W opisanych wyzeJ] warunkach, pozycje N-1 i N-3" sq zablokowane przez wytworzenie kom-
plekséw, ktdédre hamujq dalsze acylowanie,

Zastrzezenie patentowe

1. Sposéb wytwarzania amikacyny z kanamycyny A zahezpieczonej w pozycjach 3 i 6° na dro-
dze reakcjl tak zsbezpieczone) kanamycyny A z s0lg dwuwartoSciowego kationu metalu, takiego
Jak oynk, nikiel, 2elazo, kobalt, mangan, mieds i kadm lub ich mieszaniny i nastepnie re-
akojil otrzymanego kompl&ksu z odpowiednig poohodng kwasu L-/=/=4-amino-2-hydroksymastowego,
w ktérej grupa aminowa jest zabezpieczona, a grupa karboksylowa uaktywniona, po czym otrzy-
many 2zwigzek kompleksowy rozktada sie przez usuniecie metalioznego kationu i odszczepienie
grup zabezpieozajgecych, z namienny t y m, 32e reakcj¢ kanamyoyny A zabezpieoczonej
w pozycjach 3 1 6° z solg dwuwartoSciowego kationu metalu prowadzi sie¢ w obecnosci wody jako
rozpuszczalnika lub wspéirozpuszozalnika.
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2. Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny +ym, %e reakcj¢ kanamycyny A z so-
1 dwuwartosciowego kationu metalu prowadzi sig¢ bez wyosobniania wytworzonego kompleksu.

3. Sposéb wediug zastrz. 1, znamienny t y my, 2e reakocje kanamyoyny A z go-
1 dwuwartosciowego kationu metalu prowadzi si¢ w Srodowisku wodnym lub w mieszaninie wody
2 rozpuszozalnikiem organioznym, takim jak sulfotlenek dwumetylu, dwumetyloformamid, ace-
tonitryl, aceton, tetrahydrofuran i ni%sze alkohole alifatyczne.

4, Sposbb wedilug zastrz. 3, znamilenny t y m, 2e reakcje prowadzi sie¢ w $ro-
dowigku wodnym. :
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