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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby selektiv- latek z kanamycinu, ktery je béZné dostup-

né chréanéného derivdtu kanamycinu A nebo
kanamycinu B.

Vyndlez se zvlasté tykd zplisobu vyroby
N-chrédnénych derivatd uvedeného typu.

Priklady 1-N-substituovanych kanamyci-
novych derivatd jsou uvedeny v Cs. paten-
tu ¢fs. 195713, dalsi derivaty jsou znameé
1atky, napriklad 1-N-(4-amino-2-hydroxybu-
tyryl)kanamycin A (BB-K8), popsany v brit-
ském patentu &. 1401221, P¥i vyrob& téchto

ny, je Z&douci chréanit nékteré aminoskupi-
ny v polcze odliSné neZ polcha 1 mebo vSech-
ny tyto aminoskupiny. Pak je moZno pro-
vést substituci témér vylutné& na aminosku-
piné v poloze 1. Tim se také usnadni izolace
vysledného 1-N-substituovaného produktu.

Predmé&tem vyndlezu je tedy zplscb vyro-
by selektivn& chrdnéného derivatu kanamy-
cinu’ A nebo kanamycinu B obecného vzor-
ce II
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kde

R? znamend atom vodiku nebo benzyl,

R5 je acetylovd nebo trifluoracetylové
skupina,

RY znamend hydroxylovou skupinu nebo
skup'nu NHR3,

kde

R3 md svrchu uvedeny vyznam,

vyznalujici se tim, Ze se uvede v reakci tri-
flnoracetat kanamycinu A, kanamycinu B
nebo 3-N-benzylkanamycinu A4, 1,3,6°3%
-tetra-N-benzyloxykarbonylkanamycin A,
1,3,2,6‘,3“-penta-N-benzyloxykarbonylka-
namycmn B nebo 3-N-benzyl-1,6°,3"-tri-N-

-benzyloxykarbenalkanamycin A obecného
vzorce IV
’/
NHIRY
3 /
NH(R")

(1V)

kde

(R?)* znamend atom vodiku, benzyl nebo
benzyloxykarbonyl,
- {R%)‘ znamena atom vodiku nebo benzyl-
oxykarbonyl a

(R4) znamend hydroxyskupinu nebo sku-
pinu NH{R3)*

za pfedpokladu, e kaZda ze skupin (R3)
ma vZdy tyZ vyznam, s acetylaénim nebo tri-
fluorcacetylaénim &inidlem, - katalytickou
hydrogendci se odstrani pfipadné& piitomné
benzyloxykarbonylové skupiny, ziskany O-
-acetylovy derivat se neutralizuje zasadou
pEi teplot@ mistnosti, nadeZ se hydrolyzou
odstrani zbyvajici O-acylové skupiny a izo-
luje se 'selektivn® N-chrénény derivat vzor-
ce IL

Tento zplisob je zvlasté GEinny pro vyrobu
téch latek, v nichZ R4 znamend hydroxylo-
vou skupinu a R3 znamend triflucracetylo-
vou skupinu. V tomto p¥ipad& se kanamycin
A mnebo 3-N-benzylkanamycin A rozpusti v .
kyseliné trifluoroctové a pii teploté 0°C se
uvede v reakci s anhydridem kyseliny tri-
fluoroctové. Reakce je ukon&ena po né&kolika
hodinédch pfi teploté 0 °C a pak je moZno izo-
lovat vysledny per-O-trifluoracetylalkanamy-
cinovy derivdt a jeho stl s trifluoracetdtem
odpaFenim rozpoust&dla ve vakuu. Produkt
se rozpusti v inertnim organickém rozpous-
tédle, s vyhodou tetrahydrofuranu a neutra-
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lizuje zésadou, napfiklad uhliitanem sod-
nym nebo draselnym. Bylo zji§t&no, Ze za
téchto podminek je moZno provést presun
O - N acylové skupiny velmi rychle, reakce
je ukonfena za 20 minut p¥Fi teplot& mist-
nosti. Zbyvajici O-trifluoracetylové skupiny
se odstrani b&Znym zpliscbem, napriklad me-
thanolyzou s vyslednym 3“6°-di-N-trifluor-
acetylovy derivat je moXno izolovat odpa-
fenim rozpoust&dla a &istit h&Znou sloupco-
vou chromatografii.

Je také moZno postupovat tak, Ze se kana-
mycin A nebo 3-N-benzylkanamycin A nej-
prve uvede v reakci s €inidlem, jimZ je moZ-
no zaveést odstranitelnou ochrannou skupinu
na aminoskupiné. Vhodnymi skupinami jsou
napfiklad t-butaloxykarbonylova skupina ne-
bo benzyloxykarbonylovd skupina. Takto
chran&ny produkt se pak podrobi O-acylaci
zndmym zphisobem, napiiklad pilisobenim
anhydridu nebo chloridu kyseliny, jako an-
hydridu kyseliny octové v pyridinu nebo pi-
sobenim alkylchlormraven€anu, nateZ se ty-
to blokujici skupiny op&t odstrani, nap¥iklad
tak, Ze t-butyloxykarbonylovd skupina se
odstrani pilisobenim kyseliny trifluoroctové
a benzyloxykarbonylovd skupina katalytic-
kou hydrogenclyzou. Pfesun O - N acylo-
vych skupin se pak provadi stejné jake- svr-
chu a zbyvajici O-acylové skupiny se odstra-
ni a produkt se izoluje uvedenym zplisobem.

Zplsob podle vynélezu je moZno provadét
také pfi pouZiti kanamycinu B, acylova sku-
pina se v tomto p¥ipad® pFemisti z 3'-hydro-
xylové skupiny na sousedni 2‘-aminoskupi-
nu za vzniku tri-N-acylovaného meziproduk-
tu.

Slou€eniny vzorce II mohou existovat v
nékolika forméch. Substituenty ocbvykle mo-
hou byt ekvatoridlni vzhledem ke kruhu.
Mimoto glykosidickd vazba mezi hexopyra-
nosylovym kruhem a 2-desoxystreptoamino-
vym kruhem je obvykle v poloze X.

V naésledujicich prikladech je v piikladu
1 popsdna vyroba 3-N-benzylkanamycinu A.
Priklady 2 aZ 5 popisuji vyrobu novych l4-
tek vzorce I. ' . S

Chromatografie byla provddéna na tenké
vrstvé kyslitniku kfemifitého pFi pouZiti
uvedeného systému rozpoustédel. Skvrny by-
ly vyvoldny po usudeni desek postfikem 5%
t-butylhypochloritem v cyklohexanu, usuSe-
nim desek pfi 100°C na 10 minut ve vétra-
né su$drné, zchlazenim a néslednym post¥i-
kem roztokem jodidu draselného a Skrobu.

Teploty jsou uvedeny ve stupnich Celsia,
,2Amberlit" je chrdnénd slovni zndmka ozna-
Cujici ionexovou pryskyfici z polystyrenové-
ho zakladu zesiténého 3 aZ 5 % divinylben-
zenl a obsahujici zbytky sulfonové kyseliny
zavedené sulfonaci.

Piiklad 1
24,3 g (0,03 molu) kanamycinu A ve for-

mé& siranu se rozpusti ve 150 ml vody a pH
se upravi na hodnotu 6 tak, Ze se po k‘ap-.
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kach priddva 5-N-kyselina chlorovodikova.
Pridd se 1,95 g (0,03 molu) kyanborohydridu
sodného a smés se zchladi na 0°C smicha,
pritemZ se v prub&hu 2,5 hodiny pomalu
priddva roztok 3,61 g (0,33 molu) benzal-
dehydu v 15 ml methanu. Smé&s se necha
ohidt na teplotu mistnosti. Po 16 hodindch
se pH roztoku upravi na 5,5 pfidanim 1 N
kyseliny chlorovodikové a roztok se zfiltruje
a nanese na sloupec iontomé&niCové prysky-
Fice (Amberlit CG-50) v NH4*-formé. Slou-
pec se vymyva vodou a pak se postupné zvy-
Suiicim mmoZstvim amoniaku ve vodg, kon-
centrace amoniaku wvzriistd v rozmezi 0 az
0,7 N, &imZ se ziskd jako hlavni produkt 3
N-benzylkanamycin A spolu s malym mnoZ-
stvim 1-N-benzylového derivatu, mnoZstvi
produktu je 5,0 g, vytéZek 28 %, R; 0,44 ve
smé&si methanolu, chloroformu a 17 % hyd-
roxidu amonného v pomdru 4:1:2. Cisty
kanamycin A méd hodnotu R; 0,15.

Vzorek produktu je moZno prevést na té-
kavy tetra-N-acetylhepta-O-trimethylsilylde-
rivat pisobenim anhydridu kyseliny octoveé
v methanolu pii teploté mistnosti 24 ho-
din s néslednou reakci se smési hexamethyl-
disilazanu a trimethylchlorsilanu v poméru
2:1 pii teplotd mistnosti 24 hodin. m/e pro
Cs4H106N4015Si7: vypofteno 1246 a nalezeno
12486.

Poloha substituentu byla potvrzena né-
sledujicim sledem reakci:

a) plsobenim t-butyloxykarbonylazidu se
ziskd sloutenina obsahujici 3-t-butyloxykar-
bonylové skupiny a sou€asné benzylovou
skupinu, jak bylo potvrzeno NMR-spekirem,

b) hydrogenaci je moZno odstranit benzy-
lovou skupinuy,

c) acylaci je moZno provést pomoci N-
-[ (S)-4-benzyloxykarbonylamino-2-hydro-
xybutyryloxy |sukcinimidu a

d) N-ochrannou skupinu je moZno odstra-
nit hydrogenaci s néaslednym ptisobenim ky-
seliny trifluoroctové, &imZ se ziska jako
hlavni produkt 3-N-(S)-4-amino-2-hydroxy-
butyryl]kanamycin A (BB-K28) identicky se
vzorkem, ziskanym zplsobem podle publi-
kace Naito a dalsi (]. Antibiotics, 1973, 26,
297).

Priklad 2

50 ml anhydridu kyseliny trifluoroctové
se pomalu pi¥idd za stdlého michéni k roz-
toku 1,0 g kanamycinu A ve 40 ml kyseliny
trifluoroctové p# 0°C. Roztck se nechd stét
pii teplotd 0 aZ 4°C 20 hodin. RozpouStédlo
se pak odpafi ve vakuu a odparek se smisi
s 10 ml toluenu a odpaii do sucha. Trifluor-
acetdtovd sl se smisi s bezvodym terahyd-
rofuranem a pomalu neutralizuje tak, Ze se
za stélého michani pFiddva prebytek sus-
penze bezvodého uhliitanu draselného v
tetrahydrofuranu. Smés se michd pfi teplo-
t6 mistnosti 20 minut a suspenze se pak
zfiltruje a filtr4t se odpafi do sucha. Pro-
dukt se smisi s 20 ml methanolu a nechd

stat 30 minut pfi teploté mistnosti. Rozpous-
tédlo 'se odpafi za sniZeného tlaku a odpa-
rek se chromatografuje na kysliCniku kfe-
mi¢itém, sloupec se vymyva pii proménné
koncentraci nejprve smési chloroformu a
methanolu v poméru 3:1, smé&si chlorofor-
mu, methanolu a 1704 hydroxidu amonného
v pomé&ru 8:4:1, ¢imZ se ziskd 0,52 g hyd-
ratu  3“,6'-di-N-trifluoracetylkanamycinu A
jako bild hygroskopicka latka. Ry = 0,7 pfi
pouZiti smési methanolu, chloroformu a 17%
hydroxidu amonného v poméru 4:1:1, ka-
namycin A méa R; 0,05. v, 1665 cm™1

Vzorek produktu se pfevede na tékavy
di-N-acetylhepta-O-trimethylsilylovy derivét
podle prikladu 1. m/e pro C47HeiN4O15F6Si7:
vypotteno 1264, nalezeno 1264.

P¥iklad 3

0,7 ml (5 mmoli) anhydridu kyseliny tri-
fluoroctové se pridad pomalu k roztoku 0,23 g
(0,4 mmolu) 3-N-benzylkanamycinu A v 15
m] kyseliny trifluoroctové p¥i 0°C. Roztok
se udrZuje 20 hodin na teploté —4°C. Pak
se rozpoustddlo odpaii a odparek se smisi
s 10 ml toluenu a odpafi do sucha. Produkt
se rozpusti ve 20 m! tetrahydrofuranu a po-
malu se piidd za stdlého michédni k suspen-
zi prebytku uhliitanu draselného v tetra-
hydrofuranu. Suspenze se miché pri teploté
mistnosti 30 minut, zfiltruje se a {filtrat se
odpafi do sucha za sniZeného tlaku. Odpa-
rek se smisi s 20 ml methanolu a nechda stat
30 minut p#i teploté mistnosti. Pak se roz-
poustédlo odpafi ve vakuu, €imZ se ziska
3-N-benzyl-3",6°-di-N-trifluoracetylkana-
mycin A o R; 0,5 p¥i pouZiti methanolu, chlo-
roformu a 8% hydroxidu amonného v po-
méru 4:1:0,1; 3-N-benzylkanamycin A
mé R; 0,01. -

Priklad 4

A. Roztok 189,4 g 1,3,3,6'-tetra-N-benzyl-
oxykarbonylkanamycinu A (Bull. Chem. Soc.
Japan, 1965, 38, 1181) v 568 ml pyridinu a
189 ml anhydridu kyseliny octové se micha
pres noc pfi teploté mistnosti a pak se vlije
do 1,9 litré vody. Vodny roztok se extrahu-
je chloroformem (1 x 1,8 litru a 1 x 1,0
litr) a organicky extrakt se odpali do sucha
za sniZeného tlaku. Smisenim odparku s
etherem se ziskd 224,8 g penta-O-acetyl-
-1,3,3“ 6°-tetra-N-benzyloxykarbonylkana-
mycin A, ktery se odfiltruje a su8i ve vakuu.
Teplota tdni produktu je 223 aZz 229°C,
R = 0,55 v chloroformu, 6 = 1,8 aZ 2,05
(15 protonovych multiplet, 5 acetylovych
skupin) a 7,4 (20 protonovych singletdl, 4
fenylové skupiny).

B. Roztok 53 g penta-O-acetyl-1,3,3“,6'-tet-
ra-N-benzyloxykarbonylkanamycin A ve 280
ml ethylacetdtu s obsahem 260 ml ledové
kyseliny octové se hydrogenuje pFi pouZiti
5 % palddia na aktivnim uhli v celkovém
mno#stvi 15 g pii teplot® 60°C a tlaku 446



202571

7

kPa 7 hodin. Roztok se zfiltruje a filtrat se
odpafi do sucha za sniZeného tlaku. Odpa-
rek se smisl s etherem a vysledny penta-O-
-acetylkanamycin v mnoZstvi 328 g se
ususi ve vakuu. Produkt md teplotu tani
97 aZ 105°C, R 0,0 ve smdsi chloroformu a
ethylalkoholu denaturovaného methanolem
v pomé&ru 12 : 1 ve srovndni s R; 0,55 vychozi
latky. P¥i protonové magnetické rezonanci
byla prokdzéna tplnd nepfitomnost aroma-
tickych protond.

C. Roztok 139,2 g penta-O-acetylkanamyci-
nu A v 14 litrech methanolu, nasyceného
amoniakem se nechd stidt pfes noc pi¥i tep-
lot& mistnosti a pak se odpafi do sucha za
sniZeného tlaku. Odparek se rozpusti ve 140
ml methanolu a surovy produkt se vysrazi
2,5 litry chloroformu, zfiltruje a odpafi ve
vakuu. Surovy produkt se uvede v suspenzi
ve 400 ml technického ethylalkoholu dena-
turovaného methanolem a 91,9 g vysledného
3“,6'-di-N-acetylkanamycinu A se odd8&li
filtraci, promyje etherem a su$i ve vakuu.
Produkt ma teplotu téani 150 aZ 180 °C, R; 0,77
v methanolu, a 0,880 hydroxidu amonném
v poméru 1:1. NMR-spektrum a protonové
spektrum bylo w plném souladu s predpo-
klddanou strukturou.

Priklad 5

3,6 ml anhydridu kyseliny trifluoroctové
se pomalu pridd za stalého michdni k roz-
toku 960 mg (2 mmoly) kanamycinu B v 50
ml kyseliny trifluoroctové pii teploté 0°C.
Roztok se nechd stat pri teploté€ 0 aZ 4°C
20 hodin. Pak se rozpoustédlo odpafi za sni-
Zeného tlaku a odparek se smisi s 10 ml
toluenu, na¢eZ se odpaii do sucha. Trifluor-
acetdtovd sil se rozpusti ve 30 ml tetra-
hydrofuranu a roztok se pomalu p¥idd za
stdalého michdni k prebytku triethylaminu
v tetrahydrofuranu. Roztok se nechd stéat
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40 minut p¥i teploté mistnosti, nateZ se roz-
poustédlo odpafi za sniZeného tlaku. Odpa-
rek se rozpusti v methanolu, &im% se hydro-
lyzuje zbyvajici O-trifluoracetylova skupina
a po dalsich 30 minutdch pri teplotd mist-
nosti se rozpousStédlo odpaii za sniZeného
tlaku a produkt se chromatografuje na kys-
Ii¢niku kFemititém, p¥itemZ se k vymgvani
sloupce uZije smé&s chloroformu a metha-
amonného v poméru 20:10: 1, §imZ se zis-
hydroxidu amonného aZ do vysledné smési
chloroformu, methanolu a 17% hydroxidu
nolu v poméru 3:1 se stoupajicim podilem
k& 452 mg (29 %) 236 -tri-N-trifluorace-
tylkanamycinu B ve form& sklovité hmoty.
Produkt mad R; 0,70 ve smé&si methanolu,
chloroformu a 8% hydroxidu amonného w
pomeéru 4:1:0,1, kanamycin B ma R; 0,0.

Struktura produktu byla potvrzena mésle-
dujicim sledem reakci:

a) byla provedena acetylace pésobenim
anhydridu kyseliny octové v methanolu 20
hodin pfi teplot® mistnosti s ndslednym pi-
sobenim 1N hydroxidu amonného 18 hodin
Kk odstranéni trifluoracetylové skupiny, 6im#
byl zisk&n produkt s obsahem dvou acety-
lovych skupin. m/e pro CaeHgiNsO12: vypodte-
no 568, nalezeno 568;

b) plhsobenfm anhydridu Kkyseliny octové
s obsahem deuteria v methanolu pi#i teploté
mistnosti 24 hodin s néslednou reakci se
smési hexamethyldisilazanu a trimethyl
cchlorsilanu v pomé&ru 2 :1 p# teploté mist-
nosti 24 hodin byl ziskdn tékavy tri-N-deu-
teroacetyl-di-N-acetylhexa-0O-trimethylsily-
lovy derivat. m/e pro C4HssN5015Dg¢Sis: vy-
pogteno 1134, nalezeno 1134. Doslo k diace-
tylaci na 2-desoxystreptaminovém kruhu,
¢imZ je moZno proké&zat, Ze trifluoracetyla-
ce byla plivodn& provedena v polchédch 2°,3%
a 6‘ kanamycinu B.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpasob vyroby selektivn&d chrdnéného
derivdtu kanamycinu A nebo kanamycinu B
obecného wzorce II

CHzNHR3
HO
HO R2
R¢,. Y NH
CH,0H
2 Ho NH2
HO 0
RlNH | ~ 0
OH

kde

R? znamend atom vodiku nebo benzyl,

R3 je acetylova nebo trifluoracetylova sku-
pina,

R4 znamend hydroxylovou skupinu nebo
skupinu NHR3,

kde

R% mé4 svrchu uvedeny vyznam,

vyzna&ujici se tim, Ze se uvede v reakci tri-
fluoracetdt kanamycinu A, kanamycinu B
nebo 3-N-benzylkanamycinu A, 1,3,6°,3“tet-
ra-N-benzyloxykarbonylkanamycin A, = 1,3,-
2‘6',3"-penta-N-benzyloxykarbonylkana-
mycin B nebo 3-N-benzyl-1,6°,3"-tri-N-ben-
zyloxykarbonylkanamycin A obecného vzor-
ce IV :
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ryH(R3)'
CH ,
HO 29 (R
HO NH X
(rR*) NH(R™)
0" Ho
OH
&Hzo
T ANAN

(1v)

kde
(R2)* znamend atom vodiku, benzyl nebo
benzyloxykarbonyl, .

10

(R3)* znamend atom vodiku nebo benzyl-
oxykarbonyl a

{R4)* znamend hydroxyskupinu nebo sku-
pinu NH(R3)'

za predpokladu, Ze kaZdd ze skupin (R3)°
ma vZdy tyZ vyznam, s acetylatnim nebo tri-
fluoroacetylaénim ¢&inidlem, Kkatalytickou
hydrogenaci se odstrani pfipadn& pfitomné
benzyloxykarbonylové skupiny, ziskany O-
-acetylovany derivdt se neutralizuje zésa-
dou pfi teplot& mistnosti, nafeZ se hydro-
Iyzou odstrani zbyvajici O-acylové skupiny
a izoluje se selektivné N-chrdnény derivat
vzorce IIL :

2. Zptisob podle bodu 1 vyznalujici se tim,
7e se acyluje stl kyseliny trifluoroctoveé s
kanamycinem A, kanamycinem B nebo 3-N-
-benzylkanamycinem A pomoci anhydridu
kyseliny trifluoroctové.

3. Zplsocb podle bodu 1, vyznatujici se
tim, Ze se jako acetylatniho €inidla pouZije
anhydr:du kyseliny octové.

severografia, n. p., zdvod 7, Most
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