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Sposób wytwarzania połsyntetycznyeh kanamycyn

Przedmiotem wynalazku jest spolsób wytwarza¬
nia półsyntetycznyeh kanamycyn A i B, podsta¬
wionych w pozycji 1 rodnikiem L-/-/-Y/-amino-a-
-hydroksybutyrylowym o ogólnym wzorze 1, w
którym R* oznacza grupę wodorotlenową luib ami¬
nową ewentualnie w postaci nietoksycznych, nada¬
jących się do zastosowań farmaceutycznych, soli
addycyjnych z kwasami.

Kanamycyny są znanymi antybiotykami, opisa¬
nymi między innymi w ósmym wydaniu Merck
Index, strony 597—598. Kanamycyna A jest związ¬
kiem o wzorze 2, kanamycyna B związkiem o wzo¬
rze 3.

Przez nietoksyczne, nadające się do zastosowań
farmaceutycznych sole addycyjne związków o wzo¬
rze 1 z kwasami rozumie się związki otrzymane
w wyniku przyłączenia do jednej cząsteczki związ¬
ku o wzorze 1 jednej, dwóch, trzech lufb czterech
cząsteczek nietoksycznego, nadającego się do za¬
stosowań farmaceutycznych kwasu. Takim kwasem
jest między innymi kwas octowy, solny, siarkowy,
migdałowy, maleinowy, fosforowy, azotowy, Ibro-
mowodorowy, askrobinowy, jabłkowy i cytrynowy
oraz te spośród innych kwasów, które zwykle sto¬
suje się do otrzymywania soli z preparatami far¬
maceutycznymi, zawierającymi grupę aminową.

Sposobem według wynalazku kanamycyny o wzo¬
rze 1 otrzymuje się według schematu przedstawio¬
nego na rysunku.

Podczas wytwarzania związków o wzorze 1 otrzy-
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muje się produkt przejściowy, związek o wzorze
4, w którym R1' oznacza atom wodoru luib rodnik
o wzorze C6H5-CH2-/0/CO-, R2 oznacza atom wo¬
doru luib rodnik L-/-/-Y^amIno-a-hydroksyłbutyry-
lowy, a R8 oznacza grupę -OH luib -NH2 ewentu¬
alnie w postaci nadających się zastosowań farma¬
ceutycznych soli addycyjnych tych związków z
kwasami.

Sposób wytwarzania związków 0 wzorze 1 pole¬
ga na acylowaniu ikanamycyny A lub kanamycyny
B z czynnikiem acylującym, wybranym spośród
związków o wzorach 5^13, i karfoodwuimidów
związków o wzorach 12 i 13, w których to wzorach
R4 i R5 są jednakowe luib różne i oznaczają ato¬
my wodoru, fluoru, chloru luib bromu, grupy -NQ2,
-OH, niższe grupy alkilowe lub niższe grupy al-
koksylowe a X oznacza atom chloru, /bromu lub
jodu, lub funkcjonalnymi równoważnikami powyż¬
szych czynników acylujących stosowanymi w ilości
co najmniej 1 mol na 1 imol kanamycyny A luib B
w rozpuszczalniku takim, jak dwumetyloacetamid,
czterowodorofuran, dioksan, 1,2-dwumetoksyetan,
metanol, etanol, woda, aceton, pirydyna, N-aikilo-
piperydyny lub mieszaniny wymienionych związ¬
ków; a korzystnie w dwumetyloformamidzie, w
temperaturze poniżej 50^C, a korzystnie poniżej
25°C, przy czym otrzymuje się związek o wzorze
14, w którym R8 ma znaczenie wyżej podane, a Y
oznacza rodnik o wzorze 15, 16, 17, 18, 19 lub 20,
a R4 i R5 we wzorze 15 mają znaczenie wyżej po-
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dane. Następnie acyluje się związek o wzorze 14,
pochodną L-/-/-Y-amino-a-hydroksyimasłowego o
wzorze 21, w którym W oznacza rodnik o wzorze
15, 1«, 17, 18, 19 lub 20, korzystnie rodnik o wzo¬
rze 15, a R4 i R5 we wzorze 15 imają znaczenie wy¬
żej podane, M oznacza rodnik o wzorze 22, 23, 24,
25 lift) 26, korzystnie rodnik o wzorze 26, a R4 i R5
mają znaczenie wyżej podane, lub funkcjonalnym
równoważnikiem wymienionego czynnika acylu-
jącego, użytym w ilości co najmniej 0,5 mola, ko¬
rzystnie 0,5—1,4 mola, a najlepiej 0,8—1,1 mola na
1 mol związku o wzorze 14, w rozpuszczalniku, ko¬
rzystnie w mieszaninie wody z eterem dwumety-
lowym etylenoglikolu, dioksanem, dwumetyłodce-
tamidem, dwumetjflo£ormamidem, czterowodorofu-
rafiem, eterem dwumetylowym propylenoglikolu

lu£> związkami podobnego typu, a zwłaszcza w
mieszaninie wody z eterem dwumetylowym etyle¬

noglikolu w stosunku 1:1, po czym w otrzyma¬
nym 'związku o wzorze 27, w którym R8, Y i W
mają znaczenie podane wyżej i usuwa się znany¬
mi sposobami blokujące grupy W i Y, a jeżeli W
i Y oznaczają rodniki o wzorze 15, korzystnie na
drodze wodorolizy fazowym wodorem w <obecności
metalicznego katalizatora, takiego jak pallad, pla¬
tyna, nikiel Raneya, rod, ruten czy nikiel, ko¬
rzystnie w obecności palladu, a zwłaszcza palladu
osadzonego na węglu aktywnym, w mieszaninie wo¬
dy z rozpuszczalnym w wodzie rozpuszczalnikiem,
takim jak dioksan, czterowodorofuran, eter dwu-
metyloetylenoglikolowy, eter dwumetyiopropyleno- ,
glikolowy itp., korzystnie w mieszaninie wody z
dioksanem w stosunku 1:1 z dodatkiem katali¬

tycznych ilości kwasu octowego. W wyniku reakcji
otrzymuje się związek o wzorze 1, który ewentu¬
alnie przeprowadza się w nietoksyczną, nadającą
się do zastosowań farmaceutycznych sól addycyjną
z kwasem.

Jest oczywiste, że acylowanie grup aminowych
substratów i związków przejściowych można prze¬
prowadzać również za pomocą innych czynników
acylujących. Jako grupy blokujące można stoso¬
wać zwykle używane w syntezie peptydów, łatwe
do usunięcia znanymi sposobami. Przykłady takich
grup i sposoby ich usuwania omawia A. Kapoor
w przeglądzie zamieszczonym w J. Pharm. Scien¬
ces 59, 1^27 (1070).

Funkcjonalnie równoważnymi czynnikami acylu-
jącymi aminy pierwszorzędowe są odpowiednie
chlorki, bromki i bezwodniki kwasowe, w tym
również bezwodniki mieszane, a zwłaszcza miesza¬
ne bezwodniki mocniejszych kwasów, takich jak
alifatyczne imbnoestry kwasu węglowego, kwasów
alkilo- lub arylosulfonowych i kwasów z przeszko¬
dą sferyczną, takich jak kwas dwufenylooctowy.
Poza tym można stosować takie pochodne kwasów,
jak azydki i -aktywne estry tioestrów, na przykład
z p-nitrofenolem, tiofenolem, 2,4-dwunitrofenolem
lub z kwasem tiooctowym albo wolne kwasy, pod¬
dając je przed sprzęgnięciem z pochodną kanamy-
cyny o wzorze 14 reakcji z chlorkiem N,N'-dwu-
metylochloroformoniowym według brytyjskiego o-
pisu patentowego nr 1 008 170 oraz NoVak, Weichet,
Experientia XXI/6, 360 (1965) z enzymami lub z
N,N'-karbonylodwuimidazd'ami' lub z N,N'-karbo-

nylodwutriazolami (Sheehan, ?Hess; J. Am. Chętny
Soc, 77, 1067 /1964/), z odczynnikiem alkinyloami-
nowym (R. Buijile, W. G. Viehe; Angew. Chemie,
Internaitional Edition, 3, 582 /1984/), z odczynnikiem
ketenoiminowym (C. L. Stevens, M. E. Monk; J.

5 Am. Chem. Soc. 80, 4065 /1958/) lub z solą izoksa-
zoiiową <R. B. Woodward, R. A. Olofson, H. Ma¬
yer; J. Am. Chem. Soc. 83, 1010 /1061/).

Innym równoważnikiem chlorku kwasowego jest
io odpowiedni azoflid, to jest aimid kwasu, w którym

azot amidowy jest członem pięcioczłjonowego pier¬
ścienia o charaketrze aromatycznym, zawierające¬
go co najmniej dwa atomy azotu, na przykład imi¬
dazolu, pirazolu, triazolu, benzimidazolu, benzotria-

16 zolu i ich podstawionych pochodnych, przykładem
sposobu otrzymywania azolidu - jest działanie na
N,N'-karbonylodwuimidazol arównomolarną ilością
kwasu karboksylowego, w temperaturze pokojowej,
w czterowodoiroifuranie, chloroformie, dwumetylo-

20 formamidzie lub podobnym, obojętnym rozpuszczal¬
niku, w wyniku czego otrzymuje się z praktycznie
ilościową wydajnością imidazol kwasu karboksylo¬
wego, z równoczesnym uwolnieniem dwutlenku
węgla i jednego mola imidazolu. Z kwasów dwu-

25 karbokśylowych otrzymuje się dwuimidazolidy. Imi¬
dazol, będący produktem ubocznym, wytrąca się i
oddziela się od imidazolu, co jednak nie ma istotne¬
go znaczenia. Powyższe reakcje są opisane w opi¬
sach patentowych Stanów Zjednoczonych Ameryki

30 nr nr 3 070 314, 3 117 126 i 3 129 224 oraz w bry-
<> tyjsflrich opisach patentowych nr nir 932 644, 937 570

i 959053.

Blokowanie konamycyny w pozycji 6'-amino ko¬
rzystnie przeprowadza się przy użyciu mniej niż

3d 1 mola czynnika acylującego na 1 mol kanamycy-
ny. Użycie czynnika acylującego w większej ilości
powoduje obniżenie wydajności produktu przejścio¬
wego, w wyniku ubocznej reakcji prowadzącej do
powstawania pochodnej poliacylowej.

Jak to ma miejsce w wiejkszości reakcji che¬
micznych, stosować można temperaturę niższą lub
wyższą od podanej powyżej. Jednakże przy tempe¬
raturze znacznie przekraczającej 50°C, szybciej
przebiegają reakcje uboczne, powodujące zmniej¬
szenie wydajności produktu.

1-/L-/-/-Y-amino-a-hydToksybutyrylo/kanamycyna
A wykazuje doskonałą aktywność przeciwfoakte-
ryjną, wyższą od aktywności związku macierzyste-

50 go, W poniższych tablicach zestawiono minimalne
stężenia kanaimycyny A i l-/L-/-/-Y-amino-a^hy-
droksybutyrylo/kanamycyny A inhiibitujące wzrost
bakterii gram-dodatnich i igram-ujemnych (MIC).
Badania przeprowadzone metodą rozcieńczeń Steer-

55 sa na agarze (tablica 1) i metodą podwójnych roz¬
cieńczeń {tablica 2). Jako pożywki stosowano agar
Mueller-Hintona (tablica 1) i wyciąg z serca (tab¬
lica 2).

Jak wynika z tablic 1 i 2, l-/L-/-/-v-amino-a-
60 -hydroksybutyrylo/kanamycyna A wykazuje wyższą

aktywność in vitro niż kanamycyna A, szczegól¬
nie w stosunku do organizmów odpornych na dzia¬
łanie antybiotyku pochodzenia naturalnego. Dane
te potwierdzają badania przeprowadzone na trzech

*5 organizmach in vivo.
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Tablica 1

MIC (mg/ml)

Organizm

1

1. Alk. faecalis
A-9423

2. Alk. faecalis
A-20648

3. Ent. oloacae
A-9656

4. Ent. species
A-20364

5. Ent. hafniae 1
A-20674

6. E.coli A-0636
7. E.coli A-20664
8. E.coli A-20665

9. E.coli A-20507
10. E.coli A-20520
11. E.coli A-20365

12. E.coli A-20684
13. E.coli A-^20682
14..E.coli A-20683
15. E.coli A-20681

16. E.coli Ah15119
17. iK.pneumoniae

A-9867

18. K.species A-20328
19. K.species A-20330
20. K.species A-20634
21. Kjpneuimoiniae

A-20680
22. K.pneumoniae

A-8977

23 Pr. miralbilis
A-9900

24. Pr. morganii
A-15163

25. Pr. vuJgaris
A-9555

26. Pr. rettgeni
A-9636

27. Pr. mirabilis
A-20645

28. Pr. .mirabilis
A-204S4

29. Providenoia .stuar-
tii A-20615

30. Providencia alkali-

faciens A-20676
31. Ps. aeruginosa

A-2f0229
32. Ps. auruginosa

A-9843A

33. Ps. aeruginosa
A-20653

34. Ps. species A-206€l
| 35. Ps. species A-20621

Kanamy-
cyna A

2 |
16

>125

4

125

1

2

16
>125

32

>125
>125

2

>125
>125

125

2

4

>125
32

>125

>125

1

2

2

2

0, 25

4

2

2

1

32

125

>125
125, 63

>125

1-/L-/-/-Y- 1
-hy^droksy-
-ainino-tt-

butyry-
lo/kana-
mycyna A

3~"

8

>125

4

2

1

1

4

1
2

4

1
2

2

8

2
4

4

2
32

4

4

1

2 .

2

1

0,25

4

2

1

1

2

16

32
16

>125

10

15

20

30

40

45

50

55

1

36. Ps. imaltophilLa
A-20620

37. Sal. enteritidis

A-9531

38. Sal. derby A-20087
39. Ser. marcescens

A-20019
40. Ser. marcecens

A-9933

41. Ser. marcescens
A-20460

42. Ser. marcescens

A-20459

43. Shig. flexneri
A-9684

44. Aeromonas sp.
A-20670

45. Arizona sp.
A-20671

46. Citrobacter sp.
A-20673

47. Edwardsiella sp.
A-20678 j

48. Staph. aureus
A-9606

49. Staph. aureus
A-4749

50. Staph. aureus
| A-9537

1 51. Staph. aureus
A-20640

52. Staph. aureus
A-20240

53. Staph. aureus
A-15197

Pożywka Mueller-
Hintona+4% krwi
owczej

54. Str. faecalis
A-9854

55. Str. faecalis
A-9575

56.' Str. pyogenes
A-20200

57. Str. pyogenes
A-9604

58. Str. pyogenes
A-15O40

59. Str. pyogenes
A-20065

60. D.pneumoniae
A^9585

61. D.pneuimoniae
A-20159

dalszy ciąg tablicy 1

' 2

32

1

>li25

2

4

>m

4

4

2

2

4

4

1

0,5

2

>125

>125

1

63

125

32,16

125

125

125

63,32

>125

3 1

>125

0,5

1

4

8

4,2

16

4

2

1

4

4

1

1

" !

2

•8

2

63

125

32

125

126

125

m

>125

65

Kanamycyna A i jej pochodna l-/L-/-/-Y-amino-
-a-hydroksyibutyrylowa wykazują jednakową akty^
wność w przypadku infekcji myszy, wywołanych
odpornymi na kanaimycynę A szczepami E. coli A
15 119 i Staph. aureus A 9537. Wprawdzie wartości
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Tablica 2

MIC (mg/ml)

ciąg idalszy tabHcy 2

Organizm

■1

1. D. pneumoniae
- +5% serum A-9585

2. Str. pyrogenes
+5%ser.umA-<9604

3. Staph. aureus
Smith A-9537

4. Staph. aureus
A-9497

5. Staph. aureus
A-i20239

6. Staph. aureus
A-20240

7. Enter. cloacae
A-0656

1 8. Enter. species
1 A-20364

9. K.pneumoniae
A-9867

10. E.coli K-12

ML1410 A-20361
11. E.coli K-12

ML1630 A-20363

12. E.coli K-12 A-9632
13. E.coli A-20664
14. E.coli A-20665

15. Pr. miraibilis
A-9900

16. Pr. morganii
A-15153

17. Pr. vulgaris A-9436
18. Ps. aeruginosa

A-20227

19. Ps. species A-20499
20. Ps. aeruginosa

| A-20653

Kanarciy-
cyna A

2

63

125

0,5

0,5

>125

>125

2

>125

2

2

>125
2

32

125

2

4

1

4

6>3

>125

1-/L-/-/-Y- 1
-amino-a-

-hydro-
ksybutyry-
lo/-kama-
mycynaA

3 |

63

125

0,5

0,5

4

4

2

2 |

4 i

4

2
1

8

8

16

16
2

1
4

4

10

15

20

25

30

35

40

45

1 1

21. Ps. species A-20621
22. Ser-marcescens

A-20tQl«9
23. Ser.marcescens

1 A-20141

2

>125

2

16

3 |

125

4

16

EDM (dawka doprowadzająca do Wyzdrowienia 5t)0/o
myszy zakażonych śmiertelną dawką) dla Staph.
aureus A 9537 sugeruje nieco niższą aktywność po¬
chodnej 1-/L-/-/-y-amino-a-hydroksybutyrylowej,
lecz spowodowane jest to prawdopodobnie znaczną
różnicą wielkości dawek (rozcieńczenie S^krotne).

W stosunku do odpornego na kanamycynę szcze¬
pu E. coli A-20 520 kanamycyna A, jak należało
oczekiwać nie jest aktywna, natomiast jej pochodna
1-L-/-/-Y-amino-a-hydroksybutyrylowa wykazuje
umiarkowane działanie ochronne. Aktywność po¬
chodnej 1 -/Ł-/-/-Y-amino-a-hydroiksybutyryłowej
zwiększa się mniej więcej 10-krotnie, jeżeli' dawkę
rozkłada się nie na dwie, a na cztery porcje.

lMIG

'cd5C

— minimalne stężenie inhibitujące (u g/ml);
badania przeprowadzone według Chds-
holm et al., Antimiórob. Agents and
Chemotherapy — 1969 strona 244 (1970),
z zastosowaniem .agaru MueMer-Hintena

— dawka lecznicza, 50°/o (imig/kg) w X por¬
cjach; injekcja podskórna myszom w 1
i 4 godziny po infekcji, w przypadku
rozłożenia dawki na dwie porcje i w 0,
2, 4 i 6 godzin, w przypadku rozłożenia
na cztery porcje. Badania przeprowa¬
dzone według Price et al., J. Antihio-
tics, 22, 1 (1969)

— nie badano

Związki o Wzorze 1 są cennymi czynnikami prze-
ciwbakteryjnymi, które można stosować do lecze¬
nia drobiu i zwierząt, jak również ludzi, a szcze¬
gólnie cenne są jako leki zwalczające infekcje bak-
teriaimi gram-dodatnimi i gram-ujemnymi. Stoso¬
wane idoustnie są użyteczne jako środki sterylizu-

Tablica 3
Porównanie aktywności in vitro i in vivo kanamycyny A i jej pochodnej 1-L-/-/-Y-amino-a-hydro-

ksybutyrylowej

Antybiotyk

1-/L-/-/-Y-amino-
-a-hydroksy/ka¬
namycyna A

Kanamycyna A

Próba nr

1

2

,1

2

Staphylococcus
aureus A-9537

MIC | CD5o

i
c

2

2,0X2

0,5X2

Escherichia coli

A-15119

MIC

2

4

CD50

2X2

4X2

Eschetóchia coli
A-20520

MTC

2

125

CDfio...

66X2
5X4

200X2
200X4
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jące układ trawienny przed operacją, haimując
wzrost w jelicie grubym flory aerobowej i anaero-
bowej wrażliwej na ich działanie. W połączeniu z
zabiegami mechanicznymi są użyteczne w przygo¬
towaniu pola do operacji okrężnicy.

Związki o wzorze 1 są efektywne w zwalczaniu
bakteryjnych infekcji systemowych, wprowadzane
w ilości 250—3000 imig na dobę, podzielonej na czte¬
ry dawki. Ogólnie są efektywne w dawkach 5—7,5
mg/kg wagi ciała co 12 godzin.

10

l-/L-/-/-Y-amino-a-hydroksybutyrylo/-kanamycy-
na B wykazują doskonałą aktywność przeciwbak-
teryjną, wyższą od aktywności kanamycyny A. W
tablicy 4 zestawiono minimalne stężenie kanamy¬
cyny A i l-/l/-/-Y-amino-<x-hydrolksyibutyrylo/kana-
mycyny B, hamujące wzrost szeregu bakterii gram-
-dodatnich i gram-ujeimnych (MIC). Oznaczenia
wykonano metodą rozcieńczeń na agarze.

10

Tablica 4

MIC (mg/ml)

Organizm

1

E.coli N1HJ

E.coli Juhl

E.coli
E.coli
E.coli

E.coli
E.coli K-12

E.coli K-12

E.coli K^12
K.pneumoniae Dli
Kdpneumoniae Dli
S.maroescens

Ps. aeruginosa DIS
Ps. aeruginosa Dl 13
Ps. aeruginosa
Ps. aeruiginosa
Ps. aeruginosa
Ps. aeruiginosa
Ps. aeruginosa
Ps. aeruginosa
Ps. aeruginosa
Ps. aeruginosa
Pseudomonas sip.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas s|p.
Pseudomonas sjp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas śp.
Pseudomonas sp.
Pr. vulgaris
Pr. vulgaris
Pr. imirabilis

Pr. imirabilis
Pr. morganii
Pr. morganii
Pr. rettgeri
S. aureus 209P
S. aureus Smith

S. aureus 209P

S. aureus
S. lutea PCl-1001
M.flavus

B.suJblilis PCl-219

' St. pyogenes S-23

Symbol kodu
Bristol

2

A 15119

A 115169
A 20363

A 9844

A 20365

A 20664

A 20665

A 9678

A 20019

A 9923

A 9930

A 15150
A 15194

A 20479

A 20616

A '20653
A 0843

A 20355
A 20358

A 20368

A 20598
A 206010
A 20603

A 20618

A 9436
A 9526

A 9554

A 9900

A 9553
A 20031

A 15167

A 20239

Odporny
na

3

KM

KM

KM

KM

KM

KM

KM
KM

KM

GM

GM

GM
GM

GM

KM

l-/Li-/-/-Y-ami-
no-<x-hydroksy-
buityrylo/kana-

mycyna B

4

0,4
1,6
1,6
0,8
0,8
0,4
0,8
0,8
0,8
0,2
0,8
1,6
3,1

50

1,6
0,8
6,3
1,6
1,6
3,1

25

1,6
1,6
3,1

50
6,3
3,1
6,3

50

1,6
0,8
1,6
1,6
1,6
6,3
0,8
1,6
0,8
1,6
1,6
1,6
0,4
0,1

25

Kanamycyna B

5

0,8
0,8 '

. '1,6
50

0,8
>50

0,4
3,1

50

0,2
0,8
1,-6

12,5
>50

25 . .
6,3

25

12,5
50

25 '
50

12,5
6,3

12,5
25

25

12,5
>50 : .-

50

0,8
0,8
1,6
1,6
1,6
3,1
0,8
0,8
0,4 1
0,8

25
3,1
0,8
0,1

25
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ciąg dalszy tablicy 4

1 1
St. pyogenes Dick
St. pyogenes Digonnet
St. pyogenes
D. pseumoniae
Mycobacterium 607
Myco<bacterium ©07 D105
Mycoibacterium 607 Dl07

, Mycoibacterium phlei
Mycobacterium ranae
Mycobacterium H37Rv *)

2

A 9604

A 20065

3

KM

KM

4

1,6
12.5
25
50

6,3
>100
>100

1,6 .
6,3

0,8

5

1,6
25
25 1

25

0,8
>100

>100
1,6
1,6
0,4

*) — oznaczone metodą rozcieńczeń w probówkach
KM — kanamycyna A
GM — gentamycyna

Jak wynika z danych przedstawionych w tabli¬
cy 4, l-/L-/-/-Y-aimino-a-.hydroksyibutyrylo/kana¬
mycyna' B jest aktywniejsza od kanamycyny A,
szczególnie w stosunku do organizmów odpornych
na kanamycynę A.

Ocenę 1-/-/-/-Y-aimino-a-hydToksybutyrylo/kana-
mycyny B in vivo przeprowadzono w stosunku do
następujących odpornych i nieodpornych na kana¬
mycynę B szczepów E. coli i Ps. aergunosa:

20

25

E.coli Juhl
E.coli ,ML-1630

Ps. aeruginosa
D 15

Ps. aeruginosa
D 113

Liczba
kodowa

A 15119

A 203^3

—

—

Odporność w
stosunku do ka¬

namycyny

nie odporny
odporny (fosfory¬
lacja)
umiarkowanie

odporny
wysoce odporay i
(fosforylacja) 1

30

35

40

l-ZL-Z-z-Y-amino-a-hydroksybutyrylo/kainamycyna
B i antybiotyk macierzysty są jedakowo skutecznie
w stosunku do E. coli Juhl A 15 119 w dawkach
6,3 mg/kg, w doświadczeniach na myszach. W sto¬
sunku do E. coli ML-1630 l-/L-/-/-Y-amino-a-hy-
droksybutyrylo/kanamycyna B jest skuteczna w
dawce 6,3 mg/kg, podczas gdy skuteczna dawka an¬
tybiotyku 'macierzystego wynosi 1010—400 mg/kg.

Jak wynika z poniższej tablicy 5, l-/L-/-/-Y-a'mi-
no-a-hydroksyibutyrylo/kanamycyna B jest nieco
aktywniejsza niż antybiotyk macierzysty w stosun¬
ku do umiarkowanie odpornego Ps. aeruginosa D 15,
a znacznie aktywniejsza w stosunku do wysoce od¬
pornego Ps. aeruginosa D-113.

Przykład I a) Wytwarzanie kwasu L-/-/-Y-
-benzoksykarbonyloa,mino-a-hydroksyimaisłowego.

Do roztworu 5,2 g (0,13 -mola) wodorotlenku sodu
w 50 ml wody dodaje się 7,4 g (0,062 mola) kwasu
L-/-/-Y-amino-a-hydroksymaslowego. Do mieszane¬
go roztworu, utrzymywanego w temperaturze 0°C,
wkrapla się w ciągu 0,5 godziny 11,7 g (0,068 mola)

Dawka

(podskórnie)

400 mg/kg
1O0

25

1

6,3
1,6 1

CD80 (mg/kg)

100 mg/kg
25

6,3
1,6

| CD50 (mg/kg)

Tablica

1 E.coli Juhl A 15119

l-/L-/-/-Y-ami-
no-a-hydrokisy-
butyrylo/kana-

mycyna B

—

' 5/5
5/5

2

5/5
0/5
3,1

Kanamycyna B *)

'—

5/5
5/5

.3

5/5
0/5
3,1

Ps. aeruginosa D15
5/5 1
1/5
1/5
0/5

38

5/5 1
0/5
0/5
0/5

50

5

E.coli ML-1630 |

1 -/L-/-/-Y-amino-a-hydroksybu-
tyrylo/kanamycyna B

—

5/5
5/5
4

5/5
2/5

| 1,8
Ps. aerginosa D-

400 mg/kg
200

50

12,5
3,1

CD50 (mg/kg)

—

3/5
1/5
0/5
0/5
145

Kanamycyna
iB

• 2/5
2/5
0/5

5

■• ■• • 0/5
•*... .'—

ca 300

113

0/5
—

— ■

—

—

>400

*) KM-B = kanaimycyna B. Symbole 0/5, 1/5, 5/5 itp. oznaczają liczlbę zwierząt przeżywających na 5 pod¬
danych próbie: na przykład 5/5 oznacza, że z 5 zwierząt 5 przeżyło śmiertelną dawkę zakażenia, po injekcji
kanamycyny B lufo --/L-/-/-Y-amino-a-hydroksybutyrylo/kanamycyny B,
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estru benzylowego kwasu chlorornrówkowego, po
czyim w ciągu dalszej godzimy kontynuuje się mie¬
szanie w tej samej temperaturze. Następnie mie¬
szaninę reakcyjną przemywa się <50 ml eteru, roz¬
cieńczonym kwasem solnym wartość pH doprowa¬
dza do 2 i ekstrahuje czterema porcjami po £0 ml
eteru. Połączone ekstrakty eterowe przemywa się
matą ilością nasyconego roztworu chlorku sodu,
suszy .bezwodnym siarczanem sodu d przesącza.
Przesącz odparowuje sdę pod zmniejszonym ciśnie¬
niem, a pozostałość przekrystalizowufje z benzenu,
otrzymując 1(1,6 ig (74°/o teoretycznej wydajności)
produktu, w postaci bezbarwnych kryształów o
temperaturze topnienia 76,5—19fi°C9 skręcalności
właściwej MD=4,50 {C=2, CHjpH). Widmo w pod¬
czerwieni (w KBr) wykazuje absorpcje grupy kar-
bonylowej przy 1740 i 1690 cm-1'. W widimae ma¬
gnetycznego rezonansu jądrowego {roztwór w deu-
terowanym acetonie, wzorzec TMS) obecne są sy¬
gnały przy 2,0 ppm {2 H, multiplet), 3,20 ppm H,
dublet dubletów, J=6,7 i 12 Hz), 4,16 ppm (1 H,
dublet dubletów, J=4,5 i 8 Hz), 4,00 ppm (2 H,
singlet), 6,2 ppm <2 H, szerokie pasmo) i 7y2fl ppm
(5 H, singlet).
Analiza elementarna:

wartości obliczone dla CltHtfNDf:
C=58^1D/o, H=5,97Vt, N=*5,53«/o, wartości znalezio¬
ne: C=56,06°/o, H=6,97%, N=5,47°/o.

b) Wytwarzanie estru N-hydroksysukcynimidowe-
go kwasu L-/-/-Y-ibenzoksykarbonyloaimino-a-hy-
droksymasłowego.

Do roztworu 10,6 g (0,042 moda) kwasu L-/-/-Y-
-benzoksykarbonyloamino-a-hydroksymasłowego i
4,8 g {0,042 mola) N-hydroksysukcynimidu (G. W.
Anderson et al., J. Am. Chem. Soc. 86, 163? /1964/)
w 200 ml octanu etylu, ochłodzonego do tempera¬
tury 0°C, dodaje się 0,6 g (0,042 mola) dwucyklo-
heksylokarbonylodwudmidu i tak otrzymaną mie¬
szaninę przechowuje w ciągu nocy w lodówce. Wy¬
trącony dwueyklohekeylomocznik odsącza się, a
przesącz pod r zmniejszonym, ciśnieniem zątęża do
objętości około 60 ml i odsącza wytrjfcony produkt.
Otrzymuje się 6,4 g kryształów o itemperaturze top¬
nienia 121—12I2,50C. Przesącz odparowuje się do
sucha, a krystaliczną pozostałość przemywa 20 ml
mieszaniny benzenu z n-heksanem. Łączna wydaj¬
ność produktu wynosi 13,4 g {02% teoretycznej).
Skrejcalność właściwa {a]D=l,50 {c^2, CHCIJ. Wid¬
mo w podczerwieni wykazuję absorpcję grupy kar-
ibonylowej przy 18110, 17*55, 1740 i 1680 cm-1. W
widmie magnetycznego rezonansu jądrowego (roz¬
twór w deuterowanym acetonie, -wzorzec TMS) wy¬
stępujący sygnały przy 2,0 ppm {2 H, multipite),
2,83 ppm {4 H, singlet), 3,37 ppm (2 H, dublet dub¬
letów, J=i6,5 i 12,5 Hz), 4,56 ppm (1 H, multiplet),
4,00 ppm {2 H, singlet), 6,3 ppm {2 H, szeroki sy¬
gnał) i 7,23 ppm (5 H, simglet).
Analiza elementarna:
wartości obliczone dla C^H^jO^
C=54£5f/#, H=5,l#/o, N=8,00°/o, wartości znalezio¬
ne: C=54,70°/t, 4,70Vo, H=5,21%>, 5,20°/o, N=8,14°/o,
8,12°/o.

c) Wytwarzanie l-/L-/-/-Y-'benzoksykarbonyloami-
no-«-hydroksybutyrylo/-0'-karbobenzoksyQkanamy-
cyny A.

Do mieszanego'roztworu 2,6 g {4,2 milimola) 6'-
-monobenzoksykarbonylokanamycyny A w 40 ml
50°/t wodnego eteru dwuimetylowego etylenoglikoiu
wkrapla się roztwór 1,6 g (4$ milimola) estru N-

5 -hydroksysukeynimidowego kwasu L-/-/-Y-benzo-
ksykarbonyloamino-a-hydroksymasłowego w 40 ml
eteru dwumetylowego glikolu etylenowego i kon¬
tynuuje mieszanie w ciągu nocy. Następnie miesza¬
ninę odparowuje się pod zmniejszonym ciśnieniem,

io a mającą brązowe zabaiwieniie pozostałość, któorą
stanowi l-/L-/-/-Y-benzoksykarbonytoamino-a^hy-
droksyb^tyrylo/^'-karbabenzoksykanamycyna A,
nie oczyszczając, przerabia się w następnej reakcji.

d) Wytwarzanie l-/L-/-/-Y-amino-a-hydroksybu-
15 tyrylo/kanamycyny A.

Surowy produkt rozpuszcza się w 40 ml 50*/#
wodnego dioksanu i przesącza, odrzucając niewiel¬
kie ilości nie rozpuszczonego materiału. Do przesą¬
czu dodaje się 0,8 ml lodowatego kwasu octowego

20 i i g 10% palladu na węglu i mieszaninę uwodor¬
nia w temperaturze pokojowej w ciągu 24 godzin,
w aparacie systemu Parra. Po odsączeniu katali¬
zatora roztwór odparowuje śię pod zmniejszonym
ciśnieniem do sucha. Pozostałość rozpuszcza się w

25 30 ml wody i poddaje chromatografii na kolumnie
o wymiarach 50X1,8 cm, wypełnionej żywicą jo¬
nitową GG-50 w formie NH+4. Przez kolumnę prze¬
puszcza się kolejno 200 ml wody, 800 ml 0,1 n
NH4OH, 600 ml 0,2 m NH4OH i 500 ml 0,5 n NH4OH,

30 zbierając ifrakcje wycieku o objętości 10 ml. Frakcje
148—454 zawierają 552 mg (22% ilości teoretycznej,
obliczonej na podstawie wprowadzonej do reakcji
karbobenzoksykanamycyny A l/-/L-/-./-Y-amino-a-
-hydroksybutyrylo/kanamycyny A o temperaturze

35 topnienia 187°C (z rozkładem) i względnej aktyw¬
ności w stosunku do B. subtilis {płyty agarowe).™
=560 jig/mg {standard: zasada kanamycyny A),

250 g produktu rozpuszczonego w 10 ml wody
poddaje się chromatografii na kolumnie o wymia-

40 rach 30X0,9 cm, wypełnionej żywicą jonitową
CGr-50 w formie NH+4. Kolumnę przemywa się 50
ml wody i eluuje 0,2 n NH/DH, zbierając trakcje o
objętości 10 ml. Połączone frakcje 50—63 odparo¬
wuje się pod zmniejszonym ciśnieniem do sucha,
otrzymując 98 mg produktu o temperaturze top¬
nienia 194°C {z rozkładem), skręcalności właściwej
[a]D=+(85°C {c=2, H20) i względnej aktywności
w stosunku do B. subtilis (płyty agarowe) =960
Hg/mg {standiard: zasada kanamycyny A).
Analiza elementarna:
wartości obliczone dla C^H^N^u • 21^00,
C=40,62,/o, H=6,08°/o, N=9,87«/t, wartości znalezio¬
ne: C=40,21%, 39,79°/o, H=6,96°/o, «,87°/i, N=9,370/t,
9,49°/*.

P r z y k ł a d U a) Wytwarzanie N-/benzoksykar-
bonyloksy/sukcynimidu.

23 g {0,2 mola) iN-hydroksysukcynimidu (G. W.
Anderson et. al., J. Am. Chem. Soc. 86, 1839 (1(964),
rozpuszcza się w roztworze 9 g (0,22 mola) wodo-

60 rotlenku sodu w 200 iml wody. Do roztworu, chło¬
dzonego wodą i mieszanego, wkrapla się 34 g (0,2
mola) estru benzylowego kwasu chloromrówkowe-
go, a następnie całość miesza w ciągu nocy, w
temperaturze pokojowej. Wytrąconą pochodną kar-

65 bobenzoksy odsącza się, przemywa wodą i suszy.

45

50

55
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Wydajność 41,1 g (82%). Po przekrystalizowaniu z
mieszaniny benzenu z n-heksanem (10:11) otrzy¬
muje się ibezibarwne kryształy o temperaturze top¬
nienia 78—79°C.

b) Wytwarzanie 6'-karbo'benzoksykanamycyny A.
Do utrzymywanego w temperaturze poniżej 0°C

i silnie mieszanego roztworu 42,5 g (90 milimoli)
zasady kanamycyny w 450 iml wody i 500 ml dwu-
metylofonmamiidu wkrapla się w ciągu 2 godzin
■roztwór 22,4 g (90 milknoli) N-/benzoksykarb3nylo-
ksy/sukcynimidu w 500 nil dwumetyloiformamddu.
Całość miesza się w temperaturze —10 do 0°C, a
nastejpnie w ciągu doby w temperaturze pokojowej,
po czym odparowuje pod zmniejszonym ciśnieniem,
w temperaturze poniżej 50°C. Oleistą pozostałość
rozpuszcza się w mieszaninie 500 ml wody i 500 ml
butanolu, odsącza części nierozpuszezone, a prze¬
sącz pozostawia do rozwarstwienia. Warstwę bu-
tanolową przemywa się dwiema porcjami po 500 ml
butanolu wysyconego wodą, a warstwę wodną
dwiema porcjami po 500 ml wody wysyconej buta¬
nolem, techniką zbliżoną do rozdziału przeciwprą-
dowego.

Połączone trzy warstwy odiparowuje się pod
zmniejszonym ciśnieniem do sucha, otrzymując ole¬
istą pozostałość, która, przechowywana w tempe¬
raturze pokojowej, częściowo krystalizuje. Całość,
łącznie z kryształami, zadaje się około 100 ml me¬
tanolu, który rozpuszcza olej i oddziela go od
kryształów. Po dodaniu około 300 ml etanolu mie¬
szaninę utrzymuje się w ciągu nocy w tempera¬
turze pokojowej, otrzymując krystaliczną masę,
którą odsącza się. Wydajność: 44 g. Produkt za¬
wiera imała ilość kanamycyny A, co wykazuje chro¬
matografia cienkowarstwowa w układzie n-propa-
nol/pirydyna/kwas octowy/woda (15:10:3:12) z
wywołaniem ninhydryną.

Surowy (produkt, rozpuszczony w 300 ml wody,
poddaje się chromatografii na kolumnie o średnicy
30 mm, wyipełnionej 500 ml żywicy jonitowej CG-50
w formie NH+4. Przez kolumnę przepuszcza się 0,1
n NH4OH, zbierając frakcje wycieku o objętości
10 ml. Pożądany produkt znajduje się we frakcjach
10—1100, kanamycyna A we frakcji wolniej wędru¬
jącej, a izomer(y) pozycyjne produktu prawdopo¬
dobnie zawarte są we frakcji wędrującej szybciej.
Frakcje 10—110 łączy się otrzymując, po odparo¬
waniu do sucha pod zmniejszonym ciśnieniem, 24,6
g (45%) bezbarwnej 6'-karbobenzoksykanaimycyny
A (O^Cbz-kanamycyny A), która w temperaturze
204°C zaczyna ciemnieć i topnieć, a rozkłada się w
temperaturze 212°C, z wydzieleniem gazii. Skrę-
calność właściwa [a]D= +106° (c—(2, HaO).

Chromatografia cienkowarstwowa (żel krzemion¬
kowy P254, wywołanie ninhydryną).

Układ

1

n^propanol/pirydyna/
AcOH/H20 (15:10:3,12

Wartości Rf

6'-cbz.-kana-
mycyna A

2

0,42 0,33 0,15
(główna)

(dodatkowe)

kana¬

mycyna
A

3

0,04

m
16

1 ' 1
aceton/AcOH/HyO
(20 : 6 : 74)
CHClj/MeOH/stęż.

J NH4OH/H*0 (1:4:2:1)

2

0,24

0,22 *)

3

0,14

0,04*) 1
*) wywołanie antronem w kwasie siarkowym.
Jak wykazuje chromatografia cienkowarstwowa,

produkt końcowy zawiera niewielką domieszkę
10 dwóch składników. Do wytwarzania l-/L-/-/-Y-ami-

no-a-hydroiksyibutyrylo/kanamycyny A jest stoso¬
wany bez dodatkowego oczyszczania.

Przykład III. Wytwarzanie kwasu L*/-/-y-
-amino-a-hydroksymasłowego z ambutyrozyny A

15 lub B lub z ich mieszanin.

5,0 g ambutyrozyny A (opis patentowy St. Zjedn.
Ameryki nr ;3 541 078) ogrzewa się w ciągu godzi¬
ny, pod chłodnicą zwrotną, z 160 ml 0,5 n wodo¬
rotlenku sodu. Hydrolizat zobojętnia się 6 n HC1

20 i poddaje chromatografii kolumnowej na żywicy
jonitowej CG-50 w dormie NH+4. Kolumnę rozwija
się wodą, pożądany kwas L-/-/-Y-am!ino-a-hydro-
ksymasłowy otrzymuje się z roztworu przez liofili¬
zację. Krystaliczny produkt ma temperaturę top-

25 nienia 212,5^214,5°C (opis patentowy St. Zjedn.
Ameryki nr 3 541 078).
Przykład IV. Wytwarzanie 0'-karbobenzoksy-

kanamycyny B.
Do ochłodzonego roztworu 8,1 g (0,0168 mola) ka-

30 namycyny B w 120 iml wody i 80 ml 1,2-dwume-
toksyetanu wkrapla się, mieszając, roztwór 4,2 g
(0,0168 mcila) N-/benzoksykarbonyloksy/sukcynimi-
du w 40 ml 1^-dwumetoksyetanu. Mieszanie kon¬
tynuuje się w ciągu nocy, po czym mieszaninę od¬
parowuje pod zmniejszonym ciśnieniem. Pozosta¬
łość rozpuszcza się w 100 ml wody i dwukrotnie
wytrząsa z porcjami po 50 ml n-toutanolu wysyco¬
nego wodą. Warstwę wodną oddziela się i prze¬
puszcza przez kolumnę zawierającą 100 ml żywicy

40 CG^50 w formie NH+4. Kolumnę przemywa się 200
ml wody i eluuje 0,05 n NH4OH, zbierając frakcje
wycieku o ofbjętości HO ml. Połączone frakcje 121—
—180 odiparowuje się i liofilizuje, otrzymując 1,58 g
(15%) pożądanego produktu. Frakcje 1-^120 odpa-

45 rowuje się i poddaje ponownej chromatografii na
kolumnie CG-50 <NH+4), otrzymując 1,21 g (12%)
produktu. Temperatura topnienia 151—i152°C. (z roz¬
kładem), [a]D«= + l04° (c=2,5, H*0). Widmo w pod¬
czerwieni wykazuje absorpcję -grupy karłbonylowej

50 przy 1710 cm-1.
Analiza elementarna:
wartości obliczone dla CjgH^^O^:
C=50,56%, H=7,02%, N=11,34%, wartości znalezio¬
ne: C=50/71%, H= 7,38%, N=lrt,48%.

55 Chromatografia cienkowarstwowa na żelu krze¬
mionkowym F 254; w układzie n-propanol/pirydy¬
na/kwas octowy/woda 015 :10 : 3 :12) Rf=0,03, w
układzie aceton/kwas octowy/woda (20 : 6 : 74) Rf=
=0,16.

60 Przykład V. Wytwarzanie l-/L-/-/-Y-benzo-
ksykarbonyloamino-a-hydroksybutyrylo/-6'-karbo-
benzoksykanamycyiny B.

Do mieszanego w temperaturze 5°C roztworu
1,85 g (3,0 mola) -6'-karbobenzoksykanamycyny B w

65 40 ml HzO i 50 ml 1,2-dwumetoksyetanu dodaje się
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w jednej poircji lyl g (3,1 mola) iN-/Ł-Y-Jkarbołben-
zok!^amino-«-ihydroksytoutyryloksy/sukcynimidu.

Mieszanie kontynuuje się w ciągu nocy, w tem¬
peraturze pokojowej, a następnie nie wyodrębnia¬
jąc pochodnej karbobenzoksy-, poddaje się wodo-
rolizie. Chromatografia cienkowarstwowa na żelu
krzemionkowymi F 254: w układzie n-propanol/pi-
rydyna/kwas octowy/woda (15 :10 : 3 :12) Rf=0,06
(substrat Rf=0,41 i 0,57), w układzie aceton/kwas
octowy/woda (20 : 6 : 74) Rf=0,ll (substrat Rf=0,21,
0,34 i 0,48).

Przykład VI. Wytwarzanie l-/L-/-/-Y-amiino-
-a-hydroksyibutyirylo/kanamycyny B.

Do roztworu otrzymanego w przykładzie V do¬
daje się 0y2 g 10% paladu na węglu. Po uwodor¬
nianiu mieszaniny pod ciśnieniem atmosferycznym
w ciągu 5 godzin dodaje się dalszą porcję 10%
palladu na węglu (0,1 g) i 10 ml wody, po czym
kontynuuje uwodornianie w ciągu nocy. Po odsą¬
czeniu katalizatora roztwór odparowuje się pod
zmniejszonym ciśnieniem, a pozostałość rozpuszcza
w 50 ml wody i poddaje chiromatogratfii na ko¬
lumnie o wymiarach 50X1,2 om, wypełnionej ży¬
wicą jonitową CG-50 w formie NH+4. Kolumnę
przemywa się 20(0 ml wody, a następnie eluuje ko¬
lejno 500 ml 0,1 n NH4OH, 500 ml 0,2 n NH4OH,
900 iml 0,5 n NH4OH i 500 ml 1 n NH^OH, zbiera¬
jąc frakcje wycieku o objętości 10 ml.

Z -frakcji 00^-76 odzyskuje się 4159 mg (32%) ka¬
namycyny B. Połączone frakcje 128—138 odparo¬
wuje się pod zmniejszonym ciśnieniem i liofilizu¬
je, otrzymując 318 'mg (17% obliczone w stosunku
do Wprowadzonej do reakcji karbobenzoksykana¬
mycyny B) l-/L-/-/-Y-amino-a-hydroksyibutyrylo/
kanamycyny B o temperaturze topnienia 186—
—187°C (z rozkładem) i skręcalności właściwej
[aljj^+780 (c^lylS, HzO). Widmo w podczerwieni
wykazuje absorpcję grupy fearbonylowej przy 1640
cm-*.
AiiaUza elementarna:
wartości obliczone dla C22H44Nfl012 • HtC03:
C*42,72%, H=7,17°/o, N^13,O0%, wartości znalezio¬
ne: C~42y33%, H^7,19*/t, N= 13,00%.

Chromatografia cienkowarstwowa na żelu krze¬
mionkowym F 254, z wywołaniem ninihydryną: w
układzie aceton/kwas octowy/woda (20 : 6: 74) Rf=
=0,11, w układzie CHCl3/metanol/stejżony amoniak
(1 :4 :2 :1), Rf=0,19.

Połączone frakcje 201—222 odparowuje się pod
zmniejszonym ciśnieniem i liofilizuje, otrzymując
209 mg dodatkowego aktywnego składnika o tem¬
peraturze topnienia 163—M40iC (z rozkładem), wy¬
kazującego absorpcję grupy karbonylowej przy
1750 om-1.
Analiza elementarna:
wartości obliczone dl& C^I^O^ • ¥LfX>z\
C«4Ż,7i2%, H=7,17%, N=13,00%, wartości znalezio¬
ne: C=42,25%, H^6,93Vt, N=*il2,18V*.

Chromatografia cienkowarstwowa na żelu krze¬
mionkowymi F 254: w układzie aceton/kwas octo¬
wy/woda (20 : 6 : 74) Rf=0,07, w układzie CHCl8/me-
tanol/stężóny amoniak (1:4:2:1) Rf=0,07.

Przykład VII. Wytwarzanie kwasu L-/-/-Y-
-amino-a-hydroksymasłowego z kwasu DL-y-hydiro-
ksy^tt-ftaliinaidomasłowago.

A) L-Y-hydittfcsy-a-ftalinridomaśłan dehydroabie-
tyloamoniowy.

Do roztworu 25 g (0,1 mała) kwasu 2-ihydroksy-
-y-a-ftalimidomasłowego (Y. Saito et al., Tetrahe-
dron Lettens (1970, 4663) w 200 ml etanolu dodaje
się roztwór 29 g (0,1 mola) dehydroabietyloaminy
w 130 ml etanolu. Roztwór silnie wstrząsa się w
ciągu minuty, po czym odstawia na przeciajg 5 go¬
dzin, utrzymując temperaturę pokojową. Z roztwo¬
ru wykryatalizowują drobne igły, które odsącza się,
przemywa 50 ml etanolu i suszy na powietrzu,
otrzymując 30,1 g (56%) diastereoizomearu soli de-
hydroatoietyloamoniowej o temperaturze 'topnienia
93—94°C i skręcalności właściwej («]D14-, + 150 (c-5
=2,5, MeOH). Ponowna krystalizacja z 300 ml eta¬
nolu daje 23,2 g (43%) czystego produktu o tem¬
peraturze topnienia 94—95° i skręcalności właści¬
wej [a]D*4= +10,8° (e=2,5, MeOH). Dalsza krysta¬
lizacja nie zmienia temperatury topnienia i skrę¬
calności właściwej.
Analiza elementarna:

wartości obliczone dla CjjH^dOgJH^O:
C =69,54%, H=8,02%, N=6,07°/o, wartości znale¬
zione: C=69,58°/t, H=8,0»8%, N=5y07%.

B) Kwas L-/-/-Y-amino-a-hydroksymasłowy
Do roztworu 1,5 g (0,014 mola) węglanu sodu w

40 ml wody dodaje się 5,3 g (0,01 mola) L-Y-hydro-
kśy-a-ftalimidomaślanu dehydroabietyloaimoniiowe-
go i 60 ml eteru. Mieszaninę energicznie wstrząsa
się do rozpuszczenia substancji stałej. Warstwę
eterową oddziela się, a warstwę wodną dwukrotnie
przemywa porcjami po 20 ml eteru i pod zmniej¬
szonym ciśnieniem odparowuje do objętości 15 ml.
Zatężony roztwór wlewa się do 10 ml stężonego
kwasu solnego i w ciągu 10 godzin ogrzewa do
wrzenia pod chłodnicą zwrotną. Po ochłodzeniu od¬
sącza się wytrącony kwas ftalowy, a przesącz od¬
parowuje pod zmniejszonym ciśnieniem. Pozosta¬
łość rozpuszcza się w 10 ml wody i roztwór odpa¬
rowuje do sucha.

Powyższą operację powtarza się dwukrotnie/ u-
suwając w ten sposób nadmiar kwasu solnego. Po¬
zostały syrop rozpuszcza się w !10 ml wody i od¬
sącza niewielkie ilości nierozipuszczaLnego kwasu
ftalowego. Przesącz przepuszcza się przez kolumnę
o wymiarach 35X1 om, wypełnioną jonitem IR-120
w formie H+, kolumnę przemywa 300 ml wody a
następnie eluuje 1 n wodorotlenkiem amonu, zbie¬
rając frakcje wycieku o objętości 15 ml. Reagują¬
ce z ninhydryną frakcje 10—;10 łączy się i odparo¬
wuje pod zmniejszonym ciśnieniem, otrzymując sy-
ropowatą pozostałość, która stopniowo krystalizuje.
Kryształy rozciera się z etanolem, odsącza i suszy
w suszarce próżniowej, otrzymując 0,73 g ififNt)
kwasu L-/-/-Y-amino-a-h^roksyinastoiwego o tem¬
peraturze topnienia 206—207°C i skręcalności właś¬
ciwej (a]D24=-29° (c^2,5, H*0). Widmo w pod¬
czerwieni powyższego produktu jest identyczne z
widmem kwasu L-/-/-Y^aminó-a-hydroksymasłowe-
go otrzymanego z ambutyrozyny.
Przykład VIII. Wytwarzanie tnonosiarćzanu

X-/L^/-/-Y-amino^a-hydroksylbutyrylo/kanamy^
A lulb B.

Jeden mól l-/L-/-/-Y-^mdno-«-hydroksybu*yry!lo/
/kanamycyny A lub B rozpuszcza się w 1 do 3
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litrach wody. Roztwór przesącza się, usuwając nie-
rozpuszczone substancje stałe, następnie schładza
się i mieszając dodaje 1 mol kwasu siarkowego,
rozpuszczonego w 500 ml wody. Całość miesza się
w ciągu 30 minut, następnie dodaje zimnego eta-
nohi w takiej ilości, by wywołać wytrącenie osa¬
du.

Przykład IX. Wytwarzanie dwusiarczanai 1-
-/L-Z^-Y^^^^o^-hydroksybutyrylo/kanamycyny A.

35 g l^lW^Y-anidno-a-nydroksybutyrylo/kana-
mycyny A <w postaci trójwodzianu imono-kwaśne-
go węglanu) rozpuszcza się w 125 ml odminerali-
zowanej wody. tRoztwór wykazuje wartość pH oko¬
ło 9,0. Dodatkiem 50*/« (objętościowo) kwasu siar¬
kowego obniża się wartość pH roztworu do 7—7,5.

Do roztworu dodaje się 8,5 g węgla aktywnego
Darce G*60 i całość miesza w ciągu 0,5 godziny w
łemlperaturze ipokojowej. Węgiel odsącza się i prze¬
mywa 40 ml * wody. Popłuczyny łączy się z przesą¬
czem.

Przesącz z popłuczynami doprowadza się dodat¬
kiem 50°/o kwasu siarkowego do wartości pH=2—
—2,6, co powoduje wydzielanie dużych ilości dwu¬
tlenku węgla. Roztwór miesza się w ciągu 20 mi¬
nut pod obniżonym ciśnieniem, co powoduje uwol¬
nienie dalszych ilości dwutlenku węgla.

Do odgazowanego roztworu dodaje się 8,5 g węgla
aktywnego Darco G-60 i miesza w ciągu 0,5 go¬
dziny w temperaturze pokojowej. (Następnie węgiel
odsącza się i przemywa 35 cni odmineralizowanej
wody. Popłuczyny łączy się z przesączem.

Wartość pH przesączu z popłuczynami doprowa¬
dza się do* JH-1,3, dodatkiem 50°/# kwasu siarkowe¬
go*, po czym mieszając w ciągu 10 minut dodaje go
do 600—800 mr metanolu (3-^4 objętości metanolu).
Całość miesza się w ciągu 5 -minut przy wartości
pHTl-^-ly3; przesącza przez sito 100 rnesh, miesza
w ciągu dalszych 2 minut i odbtawia na przeciąg
5 minut do osadzenia osadu. Ł/ggi zlewa się, pozo¬
stałą Ibreję przesącza, przemywa 200 troi metanolu
i suszy pod obniżonym ciśnieniem w temperaturze
50°C w ciągu 24 godzin. Wydajność produktu wy¬
nosi 32—34 g. Skręealność właściwa MD,t=+74,75°
(HcO). Substancja rozkłada się w temperaturze
220H230°C. Analiza elementarna w przeliczeniu na
SUibstancję bezwodną: zawartość wody, oznaczona
metodą Pishera wynosi 2,30, 1,79 i 2,87 g, war¬
tość teoretyczna dla jednowodzianu 2,25*/o; war¬
tością teoretyczne: C-WM,. N^flTWt, S=8,2°/t,
wartości znalezione: C=32,7§/«, 33,5«/#, 32,3f/o, N=
-6,7*/* 8,7Vi, B&/pf BfiV; S«8,75V», 8,9*/t, 7,8%,
8,85%, popiołu brak.

Otrzymana soi jest higroskopijną, lecz nie roz-
itfywa się. Po przechowywaniu w ciągu 18 go¬
dzin w temperaturze pokojowej zawartość wody
wzrasta do 9,89*/§ (zawartość teoretyczna dla pię-
ciowodzianu wynosi 10,33^/t).

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wytwarzania półsyntetycznych kana-
imycyn A i B, podstawionych w pozycji 1 rodnikiem
T^/-/^Y-aminor«Hhy0^^y^utyrylowy,rn ° ogólnym
wzorze 1, w którym R8 oznacza grupę wodorotle¬
nową lulb aminową, oraz ich soli addycyjnych z
kwasami, znangienny tym, że ącyluję się. kanamy-
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cynę A lub kanamycynę B czynnikiem ącylującym,
wybranym spośród związków o wzorach 5—13 i
karbodwuimidów związków o wzorach 1(2 i 13, w
których to wzorach R4 i R5 są jednakowe lub róż-

5 ne i oznaczają atomy Wodoru, fluoru, chloru lub
bromu, grupy N02, OH, niższe grupy alkilowe lub
niższe grupy alkoksylowe, a X oznacza atom chlo¬
ru, bromu lub jodu, lub funkcjonalnymi równo¬
ważnikami powyższych czynników acylujących, sto-

10 sowanymi w ilości co najmniej 1 mol na 1 mol
kanamycyny A lub B w rozpuszczalniku, w tem¬
peraturze poniżej 50°C, a powstały związek o wzo¬
rze 14, w którym R* ma znaczenie wyżej podane,
Y oznacza rodnik o wzorze 15, 16, 17, 18, 10 lub

15 20, a R4 i R5 we wzorze 15 'mają znaczenie wyżej
podane poddaje się* reakcji z pochodną kwasu L-/-/-
-Y-amino-a-hydroksymasłowego o wzorze 21, w
którym W oznacza rodnik o wzorze 15, 16, 17, 18,
10 lub 20, M oznacza rodnik o wzorze 22, 23, 24,

20 25 lub 26, a R4 i R5 we wzorze 15 mają znaczenie
podane wyżej, lub funkcjonalnym równoważnikiem
wymienionego czynnika acylującego, użytym w ilo¬
ści co najmniej 0,5 mola na 1 mol związku o wzo¬
rze 14, w rozpuszczalniku, po czym w otrzymanym

25 związku o wzorze 27, w ktÓTym R8, Y i W mają
znaczenie podane wyżej usuwa się znanymi spo¬
sobami blokujące grupy W i Y i ewentualnie prze¬
prowadza się otrzymany związek o wzorze 1 w
nietoksyczną, nadającą się do zastosowań tfarma-

30 ceutycznych sól addycyjną z kwasem.
Z Sposób według zastrz. 1, znamienny tym, że

na kanamycynę A lub B działa się czynnikiem ący¬
lującym o wzorze 5, w którym R4 i R5 mają zna¬
czenie podane w zastrz. 1, w rozpuszczalniku, ta-

35 kim jak dwumetyloformamid, dwumetyloacetamid,
czterowodorotfuran, dioksan, 1,2-dwumetoksyetan,
metanol, etanol, woda, aceton, pirydyna, N-alkilo-
piperydyiny lub mieszaniny tych rozpuszczalników,
a na powstały związek o wzorze 14, w którym Rł

40 ma znaczenie podane w zastrz. 1, Y oznacza rodnik
o wzorze 15, w którym R4 i R* oznaczają atomy
wodoru działa się czynnikiem ącylującym o wzo¬
rze 21, w którym W oznacza rodnik o wzorze 15,
w (którym R4 d R5 mają znaczenie podane w za¬
strz. 1, a M oznacza rodnik o wzorze 22 użytym w
ilości 0,5—1,4 mola na 1 mol związku o wzorze 14,
w rozpuszczalniku, takim, jak mieszanina wody z
eterem dwunietylowym etylenoglikolu, dioksan,
dwumetyloacetamid, dwumetyloformamid, cztero-

50 wodorofuran lub eter dwumetylowy, propyleiiogli-
kolu.

3. Sposób według zastrz. 2, znamienny tymJ że
pierwszą reakcję aćylowania prowadzi się w dwu-
metylóformamidzie, w temperaturze poniżej 25°C,
a drugą reakcję aćylowania w -mieszaninie wody z
eterem dwumetylowy-m etylenoglikolu w stosunku
1:1, Stosując czynnik acylujący w ilości 0,8—1,1
moli na mol związku o wzorze 14.

4. Stposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
ze związku o wzorze 27, w którym R* ma znacze¬
nie podane w zastrz. 1, a W i Y oznaczają rodnik
o wzorze 1.5, w którym R4 i R5 oznaczają atomy
wodoru, usuwa się blokujące grupy W i Y .pod¬
dając ten związek wodorolizie gazowym wodorem

65 w obecności metalicznego katalizatora! w mieszani-
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nie wody z rozpuszczalnikiem, mieszającym się z
wodą.

5. Sposób według zastrz. 4, znamienny tym, że
jako katalizator stosuje się pallad, platynę, nikiel
Raneya, rod, ruten lub nikiel, w mieszaninie wody
z rozpuszczalnikiem, mieszającym się z wodą, ta¬
kim jak dioksan, czterowodorofuran, eter dwume-

22

tyłowy etylenoglikolu lub eter dwumetyiowy pro-
pylenogiikolu, w obecności katalitycznych ilości
kwasu octowego.

6. Sposób według zastrz. 5, znamienny tym, że
jako katalizator stosuje się pallad na węglu aktyw¬
nym, w "mieszaninie wody z dioksanem w stosun¬
ku 1:1.
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