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4-Kyano-4-deformylsordarinové derivaty, spdsob ich pripravy, farmaceuticky a

agrochemicky prostriedok s ich obsahom a ich pouzitie

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa tyka derivatov 4-kyano-4-defomylsordarinu, ktoré su
Gcinnymi antifungalnymi &inidlami so Sirokym spektrom Géinku a so zvySenou
stabilitou, spdsobov ich pripravy, farmaceutickych a po:rnohospodérskych
prostriedkov s ich obsahom a spdsobov kontroly hubovych infekcii u ludi, zvierat a

rastlinnych materialov pouzitim takychto zlucenin.

Doteraj$i stav techniky

Sordarin je antifungalne antibiotikum izolované z plesne Sordaria araneosa
(pozri GB 1 162 027 a Helvetica Chimica Acta, 1971, 51:119-20). Ako antifungaine
¢inidla boli publikované aj iné zlueniny so sordarinovym skeletom. Japonsky Kokai
J62040292 opisuje zla€eninu zofimarin izolovanu zo Zofiela marina sp.; Japonsky
Kokai J06157582 opisuje zlu¢eninu BE-31405 izolovani z Penicillium sp.; a
SCH57404 je publikovana v J. Antibiotics, 1995, 48:1171-1172. Semisyntetické
sordarinové derivaty su publikované v PCT prihlaS8kach WQ096/14326 a
WO96/14327.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu su 4-kyano-4-deformylsordarinové derivaty v§eobecného

vzorca |
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a ich soli a solvaty (napr. hydraty) alebo metabolicky labilné derivaty, kde

R® znamena C(O)CH, alebo CH;;

R' znamena vodik, halogén, hydroxyl, C,_,alkoxy alebo acyloxy;

R? a R® znamenaju nezavisle vodik, C, sakyl alebo C,_alkoxyC, ,alkyl alebo R? a R®
spolu s atbmom uhlika, na ktory s pripojené, znamenaja C=0, C=S alebo C, ¢
cykloalkyl;

R* znamena vodik alebo CH,R (kde R’ je vodik, hydroxyl, C,_,alkoxy alebo skupinu
OCORS®, v ktorej R® je C,_alkyl alebo aryl);

R® a R® su kazdy nezavisle vodik, C,alkyl alebo C, alkoxyC,_alkyl alebo R® a R®
spolu s atbmom uhlika, na ktory su pripojené znamenaji C=0, C=S alebo C,-
cykloalkyl;

n je nula alebo 1;

X a Y znamenaju kazdy nezavisle kyslik, siru alebo CR°R" (kde R® a R™ kazdy
nezavisle znamena vodik, C,salkyl, C,,alkoxy alebo C,alkoxyC, ,alkyl; alebo R® a

R spolu s atdmom uhlika, na ktory sG pripojené znamenaji C=0, C=S, C,,-
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cykloalkyl alebo C=CHR'', kde R"' znamena vodik alebo C, ,alkyl); alebo ak X alebo
Y je kyslik a n je nula, potom -Y-CR?R? alebo -X-CR?R®- mdéZu znamenat' aj -N=CR*-
alebo NR'>-CR?R®- (kde CR? a R* s C=0 a R" je C,_,alkyl, acylova skupina COR",
kde R je C,.alkyl), alebo ked Y je kyslik a n je nula X méZe znamenat skupinu
CR" (kde R"" ma vyznamy definované vyssie), ktora je pripojena na pyranovy kruh
dvoijitou vézbou;
R* znamena vodik, halogén, azidoskupinu, C,4alkyl, hydroxy, C,alkoxy (volitefne
substituované 1 alebo 2 hydroxyskupinami alebo ketalovymi s:kupinami alebo 1
alebo 2 C, ,alkoxy skupinami), arylC, ,alkoxy, C,galkenyloxy, skupinu OCOR' (kde
R" je arylC,,alkoxy alebo C,,calkylova skupina volitelne obsahujuca jednu alebo
dve dvojité vazby) alebo C,galkoxykarbonylC, alkoxy a R' znamena vodik alebo
R a R' mé6zu spolu s atbmom uhlika, na ktory su pripojené, znamenat C=0 alebo
C=CH,;
R' znamena CH,R", kde R" je vodik, hydroxyl, C,,alkoxy alebo skupinu OCOR?,
v ktorej je R® C,alkyl; a
W znamena kyslik, siru alebo CH,;
a Ciarkovana Ciara v skupine (a) znamena volitelnu pritomnost’ dalSej vazby;
R'® znamena vodik, halogén, hydroxyl alebo C, ,alkoxy;
R% znamena vodik, halogén, hydroxyl, C, .alkoxy, C, ,.alkyltio, C, salkoxyC, ,alkoxy,
arylC, calkyloxy, arylC,.alkenyloxy, azidoskupinu, NR®*COR® (kde kazdy z R* je
nezavisle vodik alebo C, salkyl), OR® (kde R® je cyklicky éter, ktory obsahuje 4 aZ 8
atomov spojenych s atdmom kyslika cez kruhovy atém uhlika, ktory je pri kruhovom
atéme kyslika) alebo skupinu Y2C(=0)-X>-R", kde Y? je kyslik, sira alebo NH, X®
bud vazba, atdm kyslika alebo substituent NR®, v ktorom R® je vodik alebo C,.
c«alkyl, a R™je C, ,,alkyl, ktory volitelne obsahuje jednu alebo dve dvojité vazby, aryl,
arylC, ,alkyl, arylC, alkenyl, halogénC,.alkyl alebo C,alkoxyC, alkyl), a R*
znamena vodik alebo R*? a R* spolu s atomom uhlika, na ktory su pripojené
znamenaji C=0 alebo C=NOR®* (kde R* je C,salkyl); a
R* je hydroxyl, C, ;alkoxy alebo °C(=O)R™ (kde R™ je definovany vyssie).

Jedno uskutoénenie vynalezu poskytuje zlu€eniny vSeobecného vzorca |,
kde Z je
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DalSie uskuto&nenie vynalezu poskytuje farmaceuticky prostriedok, ktory
obsahuje antifungalne G€inné mnozZstvo zluceniny v3eobecného vzorca | a
farmaceuticky prijatefny nosi€. Poskytuje aj farmaceuticky prostriedok, ktory je
vyrobeny kombinaciou zluéeniny vS8eobecného vzorca | a farmaceuticky
prijatelného nosica.

Dalsie uskutoénenie vynalezu poskytuje pofnohospodarsky prostriedok, ktory
obsahuje antifungalne G¢inné mnozstvo zla€eniny véeobecﬁého vzorca | a
polnohospodarsky prijatelny nosi€. Poskytuje aj polnohospodarsky prostriedok,
ktory je vyrobeny kombinaciou ziieniny vSeobecného vzorca | a polnohospo-
darsky prijatefného nosica.

ESte dalSie uskutoénenie vynalezu poskytuje spdsob oSetrenia hubovej
infekcie u zvierat (vratane ludi), ktory zahfha podanie antifungaline Gc&inného
mnozstva zliceniny vSeobecného vzorca |, zvieratu, ktoré potrebuje takdto lie¢bu.

Dalsie uskuto&nenie vynalezu poskytuje spdsob kontroly fytopatogénnych
hab na rastlinach, ktory zahffia aplikaciu antifungalne uginného mnozstva zluceniny
vSeobecného vzorca | na rastlinu.

AK nie je uvedené inak, platia v prihlaSke nasledujuce definicie:

Vyraz “kontrola” alebo “kontrolovanie” zahfiia profylaktické pouzitie (tzn.
ochranu proti infekcii) a lie€ebné poutitie (tzn. zni¢enie infekcie).

Vyraz “rastliny” zahfiia celé zivé rastliny alebo ich &asti, listy, kvety, semena,
plody a iné materialy odvodené od rastlin. Vyraz zahifia aj korene, prostrednictvom
aplikacie Gcinnej zlozky do pody.

Vyraz “prostriedok”, polnohospodarsky alebo agrochemicky prostriedok, je
mieneny ako taky, ktory zahfiia produkt obsahujlci Géinnu zlozku (zlozky) a inertnu
zlozku (zlozky), ktoré vytvaraju nosi¢, ako aj akykofvek produkt, ktory je vysledkom
priamej alebo nepriamej kombinacie, vytvorenia komplexu alebo agregacie
akychkolvek dvoch alebo viacerych zloZiek alebo disociaciou jednej alebo viacerych
zloziek alebo inym typom reakcii alebo interakcii jednej alebo viacerych zloziek.

Z toho vyplyva, Ze prostriedok podfa vynalezu zahfiia akykolvek prostriedok
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vyrobeny zmieSanim zliceniny podla vyndlezu a pofnohospodarsky prijatefného
nosica.

"Alkyl", ako skupina alebo ¢ast skupiny, znamena nerozvetveny alebo
rozvetveny alkylovy retazec ako metyl, etyl, n-propyl, n-butyl, izopropyl, sek-butyl,
terc-butyl, n-hexy! a n-oktyl.

"Aryl", ako skupina alebo ¢Cast skupiny, znamena fenyl alebo heteroaryl,
z ktorych kazdy je volitelne substituovany jednou az troma skupinami nezavisle
vybranymi zo skupiny, ktora zahffia halogén, hydroxyl, C, salkyl, C,_salkoxy alebo C,.
.alkoxykarbonyl. Heteroarylovd skupina mdZe byt 5- alebo 6-Clenny hetero-
aromaticky kruh, ktory obsahuje jeden alebo viacero heteroatomov vybranych zo
skupiny, ktora obsahuje dusik, kyslik a siru. Vhodné priklady heteroarylovych kupin
zahfiiaju pyridyl, furyl, tienyl a pyrolyl.

"Halogén" znamena fluér, chiér, brom alebo jod.

Ak je R' acyloxyskupina, méze znamenat, napriklad skupinu OCOR™, pricom
R" je definované vyssie.

Vhodné soli zluéeniny vS§eobecného vzorca | zahfiiaju anorganické zasadité
soli, ako soli alkalickych kovov (napr. sodné alebo draselné soli), aménne soli a soli
na organickom zaklade. Vhodné soli s organickym zakladom zahfiiaja soli aminov
ako trialkylamin (napr. trietylamin), soli dialkylaminu (napr. dicyklohexylamin),
volitelne substituované benzylaminom (napr. fenylbenzylamin alebo p-brém-
benzylamin), etanolamin, dietanolamin, N-metylgluk6zoamin, N-metyl-piperidin,
pyridin a substituovany pyridin (napr. kolidin, lutidin, 4-dimetylamino-pyridin) a
tri(hydroxymetyl)metylaminové soli a soli aminokyselin (napr. lyzinové alebo
argininové soli).

Metabolicky labilné derivaty zluéenin v8eobecného vzorca | si zlideniny,
ktoré su v o§etrovanom subjekte (teda vo zvierati, v rastline (vratane listov, kvetov,
semien alebo inych ¢asti alebo rastlinnych produktov alebo v péde) konvertované
na zlueniny vSeobecného vzorca |. Priklady takychto derivatov obsahuju v

molekule bezné metabolicky labilné estery vytvorené z karboxylovej kyseliny.



Priprava zlu¢enin

Zluceniny vSeobecného vzorca | je mozné pripravit zo sordarinu a jeho

derivatov, zo sordaricinu a z inych zlicenin sordarinového typu, ktoré boli opisané

v literature.

Sordarin je kyselina [IR-(1a,3apB,4B,4aB,7p,7aa,8ap)]8a-[(6-deoxy-4-O-metyl-
B-D-altropyranozyIoxy)metyl]-4—formyl-4,4a,5,6,7,7a,8,8a-oktahyd?o-7-metyl—3-(1 -

metyletyl)-1,4-metano-s-indacén-3a(1H)-karboxylova vzorca |

(I

OH

Sordarin je mozZné ziskat kultivaciou Sodaria araneosa NRRL 3196 (tiez
uloZzena v ATCC pod cislom ATCC 36386) v sulade s postupom opisanym v
GB1162027 alebo vo W096/14326. Sordarin je mozné izolovat aj z fermentacnej
zmesi Rosellinia subiculata a neidentifikovanej huby ATCC 74387 ako je opisané
nizsie.

Zofimarin je mozné ziskat' z fermentacného média zo Zofiela marina SANK
21274 (ATCC 34456) ako je opisané v japonskom Kokai 62040292. BE31405 (|,
kde A je (f) a R? je acetyl) je produkovana Penicillum sp. F3 1405 ako je opisany
v japonskom 06157582. SCH57404 (I, kde A je (f) a R? je metyl) je produkovana
hubami oznaéenymi ako Schering €islo kultury SCF1082A, ktoré su publikované v
J. Antibiotics, 1995, 48(10):1171-1172.
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Vychodiskové materialy pre sordarinové derivaty (I, kde Z je (a) alebo (b)), su
opisané v PCT prihlaske WO096/14326; a vychodiskové materialy pre sordarinové
derivaty (I, kde Z je (c)) st opisané v PCT prihlaske WO96/14327.

Sordaricin (VI) je kyselina [1R-(1a,3aB,4B,4aB,7pB,7ac,8ap)l4-formyl-8a-
(hydroxymetyl)-4,4a,5,6,7,7a,8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-

indacén-3a(1H)-karboxylova vzorca VI

(V1)

Sordaricin je mozné pripravit zo sordarinu oSetrenim s koncentrovanou
kyselinou chlorovodikovou. Ako je opisané vo W096/14326 sordaricin je mozné
ziskat' aj fermentaciou mutantu odvodeného od Sordaria araneosa NRRL 3196, a
biologickou transformaciou sordarinu pouzitim Koryneformnych druhov.

Ako bolo uvedené vyssSie, nasli sa dva dalSie organizmy, ktoré produkuju
sordarin.

Jednym zdruhov huab, ktoré su pouzivané na vyrobu sordarinu je
neidentifikovana steriind huba GB3109, ktora bola izolovana z vnutornych tkaniv
korefiov pobreznej kroviny Conocarpus erectus (Combretaceae), zbieranej v
Manglar de Rio Rincén, Peninsula de Osa, Provincia de Puntarenas, Costa Rica, a
je oznacena ako MF6232 v zbierke kultir Merck & Co., Inc., Rahway, New Jersey.
Tato kultara bola ulozena 27. augusta 1996 do trvalej zbierky American Type
Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA v stlade
s Budapestianskou dohodou o medzinarodnej identifikacii a uloZzeni mikro-
organizmov za Uéelom patentového konania, a bolo je priradené poradové &islo
ATCC 74387.

Huba sa pestovala na réznych mykologickych médiach, v réznych svetelnych
rezimoch a na sterilnych listoch a filtraGnom papieri, avSak v Ziadnom z uvedenych

pripadov netvorila rozmnozovacie Struktury, a teda nemohla byt identifikovana.
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Kolénie huby mali pri kultivacii na agare nasledovni morfolégiu:

Kolénie na ovsenom agare (Difco), pri 23 °C a 12 hodinovej fotoperiéde,
rastl stredne rychlo, dosiahnu 85 az 90 mm do 14 dni, pri€om postupujlica zéna je
prittaena, simerna, kolénie maju silne radidlne Zliabky, s vihkym priliehavym
mycéliom v strede, zamatovymi vybiehajticimi podkladovymi uzlikmi alebo pasmi
hyf, kolénie st priesvitné az bledoruZzové, velmi blizke farbam oznagenym ako Pale
Ochraceous Salmon - mierne oranZovo-Zlto-ruzova (nazvy farieb z Ridgway, R.
1912. Color Standards and Nomenclature, Washington, D.C.), 'Light Ochraceous
Salmon — svetlo oranzovo-Zlto-ruzova, ruzovo siva - Avellaneous, Cinnamon Drab -
cervenohnedd, alebo su biele v najhornejSom vzduchovom mycéliu, opa&na strana
je svetlo ruzovo siva, nevyluduju Ziadne latky, maja fragrantni voru. Nerastd na
ovsenom agare pri 37 °C.

Kolénie na V8 juice agare (Stevens, R. B. 1981. Mycology Guidebook.
University of Washington Press, Seattle, str. 665) pri 23 °C a 12 hodinovej
fotoperiéde, rasti pomaly a do 14 dni dosiahnu 37 az 42 mm, na okraji su
ponorené, povaésine maju vaésinu mycélia pripevnent, smerom k vonkajSej tretine
maju nizke mycélium pokryté chumacikmi, su ohrani€ené, priesvitné az svetlosivo
ruZzové, s podobnou farbou ako maja kolénie na ovsenom agare, opaéna strana je
priesvitna az svetlo ¢erveno hneda, priblizne ako Wood Brown, svetlohneda - Fawn
Color.

Kolénie na pS$eniénom agare (Difco) rastd pri 25 °C a 12 hodinovej
fotoperidde pomaly, a dosiahnu do 14 dni 33 az 34 mm, okraj maju ponoreny a
nemaju vzdusné hyfy, st ohraniGené a priesvitné.

Mycélium sa sklada z vysoko rozvetvenych, hyalinovych hyf s jednoduchymi
septami.

Druhy hubovy kmeft (GB3719) pouzity na vyrobu sordarinu je kmen
Rosellina subiculata (Ascomycotina, Xylariaceae), oznageny ako MF6239 v zbierke
kultar Merck & Co., Inc.,, Rahway, New Jersey. Tato kultira bola ulozena 27.
augusta 1996 do trvalej zbierky American Type Culture Collection, 12301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852, USA v stlade s Budapestianskou dohodou o
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medzinarodnej identifikacii a uloZzeni mikroorganizmov za ugelom patentového

konania, a bolo je priradené poradové ¢islo ATCC 74386.

Asky Rosellinia subiculata (GB3719) sa nasli na oSupanych tvrdodrevnych
konaroch na pobrezi Navesink River, Monmouth Co., New Jersey. V laboratériu sa
sterilnou mikrotdbmovou ¢epelou odstranili konce niekofkych askov a asky, parafyzy
a askospory zo stredu sa vybrali s jemnou ihlou a v pasoch sa naniesli na agarovy
sladovy kvasinkovy extrakt. Askospéry sa inkubovali cez noc, pol:<ial’ nezacali pucat
a preniesli sa do skimaviek so sladovym kvasinkovym extraktom, aby sa iniciovalo
vytvorenie Cistych kolonii. _

Morfologia Rosellinia subiculata (GB3719) vo vieobecnosti zodpoveda opisu
v literature (J. B. Ellis & B.M. Everhart. 1892. The North American Pyrenomycetes.
publikované autormi, Newfield, New Jersey. str. 165-166; L.E. Petrini. 1993.
Rosellinia species of the temperate zones. Sydowia 44:169-281). Klucovymi
znakmi, ktoré viedli ku identifikacii huby ako Rosellinia subiculata boli: stromatické
asky sa vyskytovali jednotlivo, ale agregované alebo fGzované v malych klastroch
na myceliadlnom subikule na dreve zbavenom kéry; stromy boli hemisférické,
mastné, hladké, lesklé, ¢ierne, subikulum a tenka mycelialna podlozka bola svetlo
Zltohneda alebo sa niekedy vyskytovala len ako svetlofarebné vyblednutie dreva
v okoli stromy; asky boli valcovité s amyloidnou vrcholovou zatkou; askospéry boli
hnedosivé, Siroko eliptické az mierne v tvare oblicky, hladké, bez priveskov alebo
puzdier, s priamym ventralnym zarodoénym Zliabkom 10 az 12 x 5 az 6 pm.

V agarovej kulture mali kolénie huby nasledujicu morfologiu:

Kolénie na ovsenom agare, pri 23 °C a 12 hodinovej fotoperidde, rastu
stredne rychlo, pricom do 14 dni dosiahli 73 az 75 mm, postupujica zéna je
priliehajica, sumerna, slabo ohraniéend, kolénie maju vo vnutornej tretine biele
zamatové az chumacikovité mycélium, a vlihké priliehajice mycélium vo vonkajSich
dvoch tretinach, st priesvitné az biele alebo svetio ruzové, svetlo ruzovo vinovo
éervené - Light Vinaceous Cinnamon na spodnej strane, nie si vylu¢ované zZiadne

latky, a maju fragrantna véru. Nerasti na ovsenom agare pri 37 °C.
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Kolénie na V8 juice agare, pri 23 °C a 12 hodinovej fotoperiéde rasti pomaly
a do 14 dni dosiahnu 25 az 35 mm, na okraji su ponorené, povacsSine maju vaésinu
mycélia priliehajuceho, smerom k vnutornej tretine je mycélium chumadikovité,
kolonie su priesvitné az svetlo sivo ruzové, vinovo Skoricové - Vinaceous
Cinnamon, opacna strana je priesvitna aZ Skoricova, oranzovo Skoricova — Orange
Cinnamon, $koricova - Cinnamon alebo svetlo &erveno hneda, ¢ervenohneda -
Russet, svetiohneda - Fawn Color, maju fragrantnu véiu.

Kolénie na ps$eni¢nom agare pri 25 °C a 12 hodinovej‘fotoperic')de rastu
pomaly, do 14 dni dosiahnu 29 az 34 mm, maju ponoreny okraj, nemaju vzdusné
hyfy, nie si ohrani¢ené, maju priesvitné alebo mierne biele mycélium v mieste
inokulacie, a na spodnej strane su bezfarebné.

Ked sa kultara prvy krat pestovala v auguste roku 1993, kmen vytvaral
obmedzené konidiofory a konidia anamorficky podobné Geniculosporium, ktoré boli
opisané v Petrini 1993. AvSak sporulacia sa uZ neobjavila, najpravdepodobnejSie
kvoli predizenému skladovaniu a opakovanym transferom. Najmenej v jednom
pripade sa pozorovalo vytvorenie niekofkych zrelych peritécii s askami a
askospodrami, ktoré boli rovnaké ako asky a askospoéry pozorované v prirodzenom
prostredi, po 5§ tyZdiioch rastu na ovsenom agare. Ked sa inkubovali askospory na
sladovom kvasinkovom agarovom extrakte pri laboratornej teplote, pucali cez noc.
Mycélium je zlozené s velmi rozvetvenych hyalinovych hyf s jednoduchymi septami.

Sordarin sa produkuje kultivaciou kmeta Rosellina subiculata alebo
neidentifikovanej huby MF6232 (ATCC74387), ktora je schopna produkovat
uvedenu zluéeninu na beznom tuhom médiu alebo v beznom vodnom médiu.
Organizmus sa pestuje v nutricnom médiu, ktoré obsahuje zname nutricné zdroje
pre podobné huby, tzn. asimilacné zdroje uhlika a dusika plus volitelne anorganické
soli a iné zname rastové faktory. Na G&ely vynalezu su aplikovatelné postupy
pouzité na kultivaciou inych podobnych huab.

Nutricné médium by malo obsahovat prislusné asimilaéné uhlikové zdroje
ako rib6za, glukéza, sachar6za, celobiéza alebo fruktéza. Ako zdroj dusika mdzu
byt pouzité chlorid aménny, siran aménny, mo€ovina, dusi¢nan aménny, dusi¢nan

sodny atd., a to bud samostatne alebo v kombinacii s organickymi zdrojmi dusika,
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ako je peptén, extrakt z rybacieho mésa, kvasinkovy extrakt, tekutina z vylihovane;j
pSenice, sojovy prasok, mika zo semien pSenice, atd. Ak je to nevyhnutné, je
mozZné pridat’ aj nutriéné anorganické soli, aby sa poskytli zdroje sodika, draslika,
vapnika, amoniaku, fosfatu, siranu, chloridu, bromidu, uhli¢itanu, zinku, horéika,
manganu, Zeleza a podobne.

Vyroba sordarinu sa méze uskutociiovat pri akejkolvek teplote, ktora vedie k
uspokojivému rastu produkéného organizmu, napr. 20 °C az 30 °C. Obvykle sa
optimalna produkcia poZadovanej zlu¢eniny ziskava v pretrepé\;anych flaSiach po
inkubaénych periddach 7 az 21 dni. Prevzdu$iiovanie sa v pretrepavanych flasiach
dosahuje trepanim, napr. mieSanim na rotatnom miesaci.

Ak sa fermentacia musi uskutoéiovat' v tankovych fermentoroch, je potrebné
vytvorit vegetativne inokulum v nutriénom médiu inokulaciou médiovej kultary zo
Sikmej kultury, lyofilizovanej kultiry alebo zmrazenej kultiry organizmu. Potom, ako
sa tymto sposobom ziska inokulum, sterilne sa prenesie do média fermentaéného
tanku. Produkcia poZadovanej zliéeniny v tankovych fermentoroch zvycajne
dosiahne optimum po 7 az 21 diioch inkubovania. Trepanie v tankovom fermentore
sa uskutociiuje mieSanim a prevzdusiiovanie je mozné dosiahnut injekciou vzduchu
alebo kyslika do pretrepavanej zmesi. Produkciu zlGCeniny je mozZné monitorovat
pouzitim chromatografickych alebo spektorskopickych technik alebo beZnym
biologickym testom.

Sordarin je mozné jednoducho izolovat z fermentaéného média extrakciou
celého média s organickym rozpustadlom ako metyletylketonom. Zluéeniny sa
mozu purifikovat pouzitim Standardnych spdsobov, ktoré su dobre zname v oblasti,
ako napriklad gélovou filtraénou chromatografiou, chromatografiou na tenkej vrstve,
kvapalnou chromatografiou s vysokou rozliSovacou schopnostou, koncentraciou,
precipitaciou a/alebo kryStalizaciou alebo ich kombinaciou. Alternativne je mozné
celé médium alebo jeho organicky extrakt vysusit' sprejovanim alebo vymrazenim, a
potom nasleduje vyS$sie opisana purifikacia.

ZluCeniny podfa vynalezu (vS8eobecného vzorca 1) je mozZné pripravit

sposobom opisanym niz8ie. Uvedené podmienky nie su mienené ako obmedzujace.
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Ako je ilustrované v schéme 1, zligeniny vzorca |, kde Z je (a) alebo (b),
méZu byt pripravené z vychodiskovych materidlov opisanych v PCT prihlaske
WO096/14326 alebo z vychodiskovych zlugenin opisanych v PCT prihlaske
WO096/14327 pre zluceniny vSeobecného vzorca |, kde Z je (c). Z karboxylovych
kyselin vychodiskového materidlu je moZné vytvorit derivaty s vhodnymi
ochrannymi skupinami (tzn. benzylom alebo p-metoxybenzylom) a aldoxim sa
vytvara reakciou s hydrochloridom hydroxylaminu v alkoholovom rozpustadle
s obsahom pyridinu. Aldoxim sa transformuje na nitrilova skupinu s vhodnym
dehydrataénym ¢&inidlom (tzn. (vnitornou sofou hydroxidu (metoxykarbonyl-
sulfamoyl)trietylaménneho alebo chloridom kyanurénovym) a odstrani sa ochranna

skupina, ¢im sa ziska zli¢enina vSeobecného vzorca I.

Schéma 1
CO2H

CN

z0
M

1. -H,0
2. -PG

1) +PG

2) NH,OHsHCI
\R'OH, pyr
CO2PG

R'OH je nizsie alkylalkoholové rozpustadio;
PG je ochranna skupina karboxylovej kyseliny;
Z je rovnaké ako je definované vyssie alebo vhodne chraneny derivat.
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Zluceninu vzorca I(d) je mozné pripravit ako je ilustrované v schéme 2.
Sordarin je vhodne chraneny a aldehyd reaguje s hydrochloridom hydroxylaminu
v alkoholovom rozpustadle v pritomnosti pyridinu. Vysledny aldoxim sa dehydratuje
s reakénym cinidlom akym je vnuatorna sol (metoxykarbonylsulfamoyljtrietyl-
amoniumhydroxidu alebo kynurénovy chlorid, ¢im vznika nitrilova zlGéenina vzorca

IV. Vysledkom odstranenia ochrannych skupin (PG) je zlu¢enina I(d).

Schéma 2
Sordarn  *PCG
()
OPG ()
1) NH,OHeHCI
R'OH
2) -H,0
CO2PG
PG
I(d)
OPG
(v)

Schéma 3 znazorfiuje mikrobialnu demetylaciu 4'-metoxy skupiny zli¢eniny
I(d), €¢im vznika zligenina V. Demetylacia sa uskutoCiiuje uvedenim zliceniny
vzorca I(d) do kontaktu s kultGrou kmefia Streptomyces avermitilis vo fermentaénom
médiu, ktoré obsahuje asimilacné zdroje uhlika a dusika; a izolaciou zluéeniny
V z fermentaéného média. Vhodné kmene Streptomyces avermitilis zahtiaji kmen
MA4848, ktory je ulozeny v American Type Culture Collection, Rockville, MD ako
ATCC 31272. Zlacenina V sa mdze pouZit na syntézu zlieniny vSeobecného

vzorca l.



Schéma 3 CO2H

mikrobialna
Me  demetylacia

Me OH
o
MeO %' O
OH

(1)

v)

Alternativne, ako je znazornené v schéme 4, je mozné sordaricin VI pouzit

ako vychodiskovu zlG€eninu na syntézu zlG&enin vSeobecného vzorca |. Vytvorenie
derivatov kyseliny karboxylovej s vhodnou ochrannou skupinou a nasledna ochrana
primarnej hydroxylovej skupiny, umoziiuje syntézu nitril-aglykénovej zlG&eniny VIi
reakciou s hydrochloridom, a potom nasleduje dehydratacia a odstranenie
hydroxylovej ochrannej skupiny. Pripojenie vhodného sacharidu alebo
modifikovaného sacharidového substratu spésobmi znamymi priemernému

odbornikovi v oblasti, poskytne zliéeniny vSeobecného vzorca .

Schéma 4

(Vi) (1)
1) +PG
2) +PG!
CO2PG 1) NH,OHeHCl CO.PG
CHO R'OH CN
LHO 2)-H,0 o
!
3) -PG’ i

HO
(Vi)
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Vyuzitie

Zlugeniny vSeobecného vzorca | s antifungélene ¢&inidla uzitotné ako
humanne a Zivodisne liegiva, ako aj rastlinné ochranné latky.

Zlugeniny véeobecného vzorca | st velmi G&inné fungicidy uzitotneé na
niéenie hubovych infekcii u zvierat, vratane fudi. MéZu byt pouzité napriklad na
lietbu hubovych infekcii spdsobenych organizmami takych druhov, akymi su
Candida (napr. Candida albicans, Candida glabrata, (Torulopsis glab:rata), Candida
tropicalis a Candida pseudotropicalis), Cryptococcus neoformans, Pneumocystis
carinii, Aspergillus Sp. (napr. Aspergilius flavus a Aspergillus fumigatus),
_Coccidioides (napr. Coccidioides immitis), Paracoccidioides (napr. Paracoccidioides
brasiliensis), Histoplasma (napr. Histoplasma capsulatum) alebo Blastomyces
(napr. Blastomyces dermatitidis). Mozu byt pouZité aj na lieCbu inych hubovych
infekcii sposobenych druhmi Trichophyton, Microsporum alebo Epidermophyton
(napr. Trichophyton mentographytes, Trichophyton rubrum, Microsporum canis
alebo Epidermophyton floccosum) alebo na lie¢bu slizniénych infekcii spésobenych
Candida albicans.

Zlu&eniny véeobecného vzorca | je mozné pouzit aj na lie€bu inych infekcii,
ktoré st sposobené druhmi vlaknitych hub, ako Geotrichum (napr. Geotrichum
clavatum), Trichosporon (napr. Trichosporon beigelii), Blastoschizomyces (napr.
Blastoschizomyces  capitatus),  Sporothrix  (napr.  Sporothrix  schenckii),
Scedosporium  (napr.  Scedosporium  apiosperum),  Cladosporium  (napr.
Cladosporium carrionii) a Pityrosporum ovale.

Zlugeniny véeobecného vzorca | je mozné pouZit aj na lie¢bu infekcii
sposobenych protozoa, ako Toxoplasma, Cryptosporidium, Leishmania,
Tripanosoma, Giardia a Trichomonas.

In vitro zhodnotenie anti-fungalneho U¢inku zlu¢enin podfa vynalezu sa
uskuto&fiovalo v kvapalnom alebo tuhom médiu technikou antifungalneho
dvojnasobného sériového riedenia, ktorou sa stanovuje minimalna inhibicna
koncentracia (MIC) antifungalneho &inidla, ktora inhibuje vyvoj rasu po 24 az 48

hodinach pri 35 °C. V praxi sa inokulovali série agarovych platni alebo médiové
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mikroriediace panely, ktoré obsahovali dvojnasobné riedenia testovaného
antifungaineho ¢inidla, so Standardnou kultdrou klinicky relevantného patogénu,
napriklad s Candida albicans. Agarové platne alebo médiové mikroriediace panely
sa potom skimali zhfladiska pritomnosti alebo absencie rastu huby a
zaznamenavali sa prislusné MIC hodnoty. Vizualizacia vysledkov sa uskutocnila za
pomoci vitalneho kmeiia Alamar Blue.

In vivo zhodnotenie zluéenin vSeobecného vzorca | sa mdze uskutociiovat
v sériach davok podavanim (napr. subkutanne, oraine, intra;;eritoneélne alebo
intravendzne) mysiam inokulovanym intraven6zne s kmefimi Candida spp. Oblicky
testovanych zvierat sa mézu odstranit a kvantitativne sa mézu zhodnotit' z hladiska
zivotaschopnych Candida spp. a redukcia infekcie sa mdze stanovit’ relativne ku
neoSetrenym kontrolnym zvieratam.

Co sa tyka antifungaineho uginku, zlG&eniny v&eobecného vzorca | su
uzZitoéné na lieCbu a/alebo prevenciu réznych hubovych infekcii udi a zvierat.
Takéto infekcie zahfriaju povrchové, kutanne, subkutanne a systémové mykotické
infekcie, ako infekcie respiracného traktu, infekcie gastrointestinalneho traktu,
kardiovaskularne infekcie, infekcie mocového traktu, infekcie CNS, kandidozu a
chronickl mukokandidézu (napr. afty a vaginalnu kandidézu) a koZné infekcie
spdsobené hubami, kutanne a mukokutanne kandidézy, dermatofytézy vratane
epidermofyciovej a tinea infekcie, atletickii nohu, paronychiu, pityriasis versicolor,
erytrazmu, intertrigo, hubovy zépar, candida vulvitis, candida balanitis a zapal
vonkajSieho ucha. Mézu byt pouzité aj ako profylaktické Einidla na prevenciu
systémovych a topickych hubovych infekcii. Pouzitie ako profylaktickych &inidiel
moéze byt napriklad ako vhodna d&ast lieGebného procesu na selektivnu
dekontaminaciu ¢&riev pri prevencii infekcie pacientov s oslabenym imunitnym
systémom (napr. pacientov s AIDS, pacientov, ktory sa podrobuji rakovinovej
terapii alebo pacientov, ktorym sa zaviedli transplantaty). Zelatelna méze byt aj
prevencia nadmerného rastu hiub pocas lieCby antibiotikami pri niektorych

chorobnych syndromoch alebo pri iatrogénnych stavoch.
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Zluceniny vSeobecného vzorca | mozu byt pouZité aj ako Sirokospektralne
antifungaline ¢&inidla a st uginné vodi Sirokému spektru fytopatogénnych hdb, najma
hab z tried, ktoré zahffiaja: Deuteromycetes (napr. Botrytis spp., Septoria spp.,
Pyricularia spp., Stagnospora spp., Helminthosporium spp., Fusarium spp.,
Cercospora spp., Rhynchosporium spp., Pseudocercosporella spp. a Alternaria
spp.); Basidiomycetes (napr. Puccinia spp., Rhizoctonia spp. a Hemileia);
Ascomycetes (napr. Venturia spp., Podospharera spp., Erysiphe spp., Monilinia
spp. a Uncinula spp.); a Oomycetes (napr. Phytophthora spp.,‘ Pemospora spp.,
Bremia spp., Pythium spp., a Plasmopara spp.). Vo vys§ie uvedenom zozname su
uvedené priklady fytopatogénnych hib, voéi ktorym, ako sa ukazalo, su uéinné
menované zluceniny, ale Ziadnym spdsobom nie su obmedzené. Tieto zlu€eniny
maju velmi vyhodné lie€ebné a preventivne fungicidne vlastnosti na ochranu rastlin,
a mbézu byt pouzité na inhibiciu alebo zniéenie organizmov vyskytujlcich sa na
rastlinach alebo na Castiach rastlin (plod, kvet, listy, stonky, hluzy alebo korene)
rédznych uzitkovych plodin, priCom ¢&asti rastlin, ktora narastd neskér su tiez
chranené vocéi takymto mikroorganizmom. M6zu byt pouzité aj ako moridla na
o$etrenie rastlinného rozmnoZovacieho materialu, najmé semien (plod, hfuza, zrno)
a rastlinnych rezov (napriklad ryza), na poskytnutie ochrany voéi hubovym
infekciam a fytopatogénnym hubam, ktoré sa nachadzaju v pdde. Zludeniny
vSeobecného vzorca | podia vyndlezu sa vyznaduju tym, Ze st velmi dobre
tolerované rastlinami a su Setrné vodi Zivotnému prostrediu.

Polnohospodarske zhodnotenie zlu€enin vSeobecného vzorca | sa mbze

uskutoériovat' pouzitim nasledujicich testov.
1. Pdsobenie proti Erysiphe graminis na pSenici

a) Po tyzdnovej kultivacii sa rastliny pSenice nasprejovali sprejovou zmesou
(200ppm ucinna zlozka/ 20% acetdn/ 0,25% TritdnX155) tak, Zze z nich stekala. Po
dvoch hodinach sa oSetrené rastliny infikovali s askospérami vytrasenymi
s inokula¢nych rastlin. Hubovy Gtok sa zhodnotil po 8 diiovej inkubacii pri 22 °C, pri

50% relativnej vihkosti, aby sa stanovila ochrana poskytovana zla&eninou.
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b) Po tyZdiiovej kultivacii sa pSeniéné rastliny infikovali askospérami
vytrasenymi z inokulaénych rastlin. Po 24 hodinach sa na p$eni¢né rastliny
nasprejovala sprejova zmes (200ppm uginna zlozka/ 20% acetén/ 0,25% Triton
X155). Hubovy utok sa zhodnotil po 8 dfiovej inkubacii pri 22 °C, pri 50% relativnej

vihkosti, aby sa stanovila ochrana poskytovana zlG¢eninou.

c) Po tyzdfovej kuitivacii sa pSeni¢né rastliny infikovali s askospérami
vytrasenymi z inokulaénych rastlin. Po 24 hodinach sa péda, v i(torej sa pestovali
pSenicné rastliny, premocila so zmacacou zmesou (200ppm G¢inna zlozka/ 20%
aceton/ 0,25% Triton X155). Hubovy utok sa zhodnotil po 8 diiovej inkubacii pri 22
°C, pri 50% relativnej vihkosti, aby sa stanovila ochrana poskytovana zla¢eninou.

2. Pésobenie proti Puccinia recondita na pSenici

a) Po tyZdriovej kultivacii sa rastliny pSenice nasprejovali sprejovou zmesou
(200ppm ucinna zlozka/ 20% aceton/ 0,25% TritonX155) tak, Ze z nich stekala. Po
2 hodinach sa oSetrené rastliny infikovali so spérami. Hubovy uéinok sa zhodnotil
po dennej inkubacii pri 95 az 100% relativnej vihkosti, pri 20 °C, potom nasledovalo
7 dni pri 25 °C, pri 50% relativnej vihkosti, aby sa stanovila ochrana poskytnuta

zliceninou.

b) Po tyzdilovej inkubacii sa p3eniéné rastliny infikovali so spérovou
suspenziou. Po 24 hodinach sa infikované rastliny nasprejovali so sprejovou
zmesou (200ppm ucinna zlozka/ 20% aceton/ 0,25% Triton X155) tak, Ze z nich
stekala. Hubovy utok sa zhodnotil po jednodfiovom inkubovani pri 95 az 100%
relativnej vlhkosti, pri 20 °C, po ktorej nasledovalo 7 dni, pri 25 °C, pri 50%
relativnej vlhkosti, aby sa stanovil stuperi lieGebného Géinku, ktory poskytuje

zliéenina.
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c) Po tyzdriovej inkubacii sa p3eniné rastliny infikovali so spoérovou
suspenziou. Po 24 hodinach sa pdda, v ktorej pSeni¢né rastliny rastli, zmacala
v zmacacej zmesi (200ppm uéinna zlozka/ 20% acetén/ 0,25% Triton X155).
Hubovy Utok sa zhodnotil po jednodiiovom inkubovani pri 95 az 100% relativnej
vlhkosti, pri 20 °C, po ktorej nasledovalo 7 dni, pri 25 °C, pri 50% relativnej vihkosti,
aby sa stanovil stuperi lieGebného Gginku, ktory poskytuje zli&enina.

Na zaklade spektra ucinku je mozné zluéeniny podfa vynalezu pouzit na
ochranu alebo zbavenie rastlin fytopatogénnych hub, ktoré :ovplyvﬁuja rozne
uzitoéné plodiny. Nasledujice druhy rastlin si vhodné ako material pre pouzitie
uvedenych zlG¢enin podfa vynalezu: obilniny (napr. pSenica, raz, ovos, jaémefi,
ryza, Cirok a pribuzné plodiny);, repa (cukrova repa a kimna repa), jadroviny,
kostkoviny a makké ovocie (napr. jablka, hrusky, slivky, broskyne, mandle, éeresne,
jahody, maliny a €ernice); strukoviny (napr. fazula, hrach a séja); olejové rastliny
(repka olejnd, horéica, mak, olivy, slnecnice, kokosové rastliny, ricinové rastliny,
kakaové boby a podzemnica olejnd); Cucurbitaceae (napr. uhorka, akakofvek
dyrfiova zelenina a melén); vlaknité rastliny (napr. bavina, fan, konope a juta);
citrusové plody (napr. pomaranée, citrény, mandarinky a grapefruity); zelenina
(napr. Salat, kapusta, kel, Spenat, mrkva, asparagus, paprika, cibufa, rajéiny a
zemiaky); Lauraceae (avokado, Skorica a gafor); alebo rastliny ako kukurica, tabak,
lieskovce, kava, cukrova trstina, €ajovnik, vinna réva, chmel, bananovnik a
kaudukovnik, ako aj okrasné rastliny (kvety, kroviny, listnaté stromy a vzdyzelené
rastliny, ako ihli€¢nany). AvS8ak vySSie uvedené rastlinné druhy nepredstavuju
obmedzujtici zoznam rastlin vo vztahu k spektru uvedenych zlugenin.

Zlugeniny vSeobecného vzorca | su uzitoéné najma na kontrolu nasledujtcich
rastlinnych choréb:

Erysiphe graminis na obilninach, Erysiphe cichoracearum a Sphaerotheca fuliginea
na Cucurbitaceae, Podosphaera leucotricha na jablkach, Uncinula necator na
vinnej réve, Puccinia species na obilninach, Rhizoctonia solani na bavine, Ustilago
species na obilninach a cukrovej trstine, Venturia inaequalis (chrastavitost) na
jablkach, Helminthosporium species na obilninach, Septoria nodorum na p3enici,

Botrytis cinerea (siva plesefi) na jahodach a hrozne, Cercospora arachidicola na
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podzemnici olejnej, Pseudocercosporella herpotrichoides na pSenici a jaémeni,
Pyricularia oryzae na ryZi, Phytophthora infestans na zemiakoch a raj€inach,
Fusarium a Verticillium species na rdéznych rastlinach, Plasmopara viticola na
hrozne, Alternaria species na ovoci a zelenine. Zli¢eniny vSeobecného vzorca | je
mozné pouzit aj ako ochranné materidly (napr. na ochranu dreva voéi

Paecilomyces variotii).

Farmaceutické prostriedky

Hoci je mozné, aby sa zlu€eniny podfa vynalezu podavali na terapiu ako
nespracovana chemicka latka, vyhodné je, aby bola uéinna zlozka pritomna vo
farmaceutickom prostriedku. TakZe vynalez dalej poskytuje farmaceuticky
prostriedok, ktory obsahuje zli€eninu vSeobecného vzorca | alebo jej farmaceuticky
prijatefna sof spolu s jednym alebo viacerymi farmaceuticky prijatelnymi nosiémi a
volitefne spolu s inymi terapeutickymi a/alebo profylaktickymi zlozkami. Nosi¢
(nosi¢e) musi byt “prijatefny” vtom zmysle, Ze musi byt kompatibilny s inymi
zZloZzkami prostriedku a nesmie byt Skodlivy pre recipienta.

Zluceniny podla vynalezu =zahfiiaju zlaéeniny, ktoré su S$pecidlne
formulované na oralne, bukalne, parenteralne, implantatové, rektalne, topické,
oftalmické alebo genito-urinarne podanie alebo su vo forme vhodnej na podanie
inhalaciou alebo insuflaciou.

Tablety a kapsuly na oralne podanie mézu obsahovat bezné vehikula ako
vézobné cinidla, napriklad sirup, akaciovu Zelatinu, Zelatinu, sorbitol, tragant,
skrobové lepidlo alebo polyvinylpyrolidén; naplne, napriklad laktézu, sacharid,
mikrokrystalicki celulézu, kukuriény Skrob, fosfore€nan vapenaty alebo sorbitol;
lubrikanty, napriklad stearan horeCnaty, kyselinu stearovi, mastenec,
polyetylénglykol alebo kremicitan; dezintegranty, napriklad zemiakovy $krob alebo
sodny S$krobovy glykolat alebo kroskarmel6zu sodnu; alebo zmaéacie €inidla ako
laurylsulfat sodny. Tablety, ktoré zahffiaju Zuvatefné, disperzibilné a Sumivé tablety,
je mozné obalit spésobmi, ktoré su v oblasti dobre zname. Oralne kvapalné
pripravky mdézu byt napriklad vo forme vodnych alebo olejovych suspenzii,

roztokov, emulzii, sirupov alebo elixirov alebo mézu byt vo forme suchého produktu



-22-

na konstiticiu s vodou alebo inym vhodnym vehikulom pred pouzitim. Takéto
kvapalné pripravky mézu obsahovat beZzné aditiva ako suspendacné Ccinidla,
napriklad sorbitolovy sirup, metylceluldzu, glukézovy/sacharidovy sirup, Zelatinu,
hydroxyetylcelulézu, karboxymetylcelulézu, gél zo stearatu hlinitého alebo
hydrogenované jedlé tuky; emulzifikaéné ¢&inidla, naprikiad lecitin, sorbitan,
monooleat alebo akaciovla Zelatinu; nevodné vehikula (ktoré mézu zahfinat' jedlé
oleje), napriklad mandflovy olej, frakcionovany kokosovy olej, olejové estery,
propylénglykol alebo etylalkohol; a konzervaéné latky, napriklad 'metyl alebo propyl
p-hydroxybenzoaty alebo kyselinu sorbovu.

Prostriedok na bukalne podanie méze byt vo forme tabliet alebo pastiliek
formulovanych beznym spésobom.

Prostriedok podfa vynalezu méze byt formulovany na parenteralne podanie
injekciou alebo kontinualnou infaziou. Injekéné prostriedky mézu byt vo forme
davkovacich jednotiek v ampulach alebo v multidavkovych kontajneroch
s pridanymi konzerva&nymi latkami.

Prostriedky méZu byt vo forme suspenzii, roztokov alebo emulzii v olejovych
alebo vodnych vehikulach a méZzu obsahovat' formulaéné €inidla, ako suspendaéné,
stabilizaéné a/alebo dispergacné ¢inidla.

Alternativne méze byt Géinna zloZzka vo forme prasku na konstitlciu
s vhodnym vekikulom pred pouzitim, napr. sterilnou vodou bez pyrogénu.

Na podavanie inhalaciou su prostriedky podfa vynalezu bezne dodavané vo
forme aerosolového spreja zo stlaéenych vakov, s pouzitim vhodnej hnacej zmesi,
napr. dichlordifluérmetanu, trichlérfluérmetanu, dichlértetrafluéretanu, oxidu
uhli¢itého alebo iného vhodného plynu alebo z rozprasSovaca. V pripade stlateného
aerosolu je mozné davkovl jednotku stanovit poskytnutim ventilu na dodanie
odmeraného mnozstva.

Alternativne mézu byt na podanie inhalaciou prostriedky podfa vynalezu vo
forme suchej praskovej kompozicie, napriklad ako praskova zmes zlG¢eniny a
vhodnej praskovej bazy, ako laktézy alebo Skrobu alebo mdze byt v modifikovanej
fyzikalnej forme len samotna lieCiva latka. PrasSkovy prostriedok méze byt

v jednotkovej davkovej forme, napriklad v kapsulach alebo naplniach, napr. zelatine
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alebo v blistrovych baleniach, zktorych sa praSok modze podavat za pomoci
inhalatora alebo insuflatora.

Prostriedky mézu byt vo forme capikov, napriklad s obsahom bezného
¢apikového zakladu alebo vo forme pesaru, napr. s obsahom bezného pesarového
zakladu.

Prostriedky m6zu byt formulované aj na topické podanie vo forme masti,
krémov, gélov, pletovych véd, Sampdnov, praskov (vratane sprejovych praskov),
pesarov, tampénov, sprejov, mastidiek, aerosolov, kvapiek (nabr. o¢nych usnych
alebo nosnych) alebo naterov.

Masti a krémy moézu byt napriklad formulované s vodnym alebo olejovym
zakladom s pridanim vhodného hustiaceho a/alebo gélovacieho ¢inidla. Masti na
podanie do oka mézu byt vyrabané steriinym spésobom pouzitim sterilnych zloziek.
Natery moézu byt formulované napriklad na veterinarne pouzitie v olejoch
s obsahom organickych rozpustadiel, volitelne s formulaénymi Cinidlami, naprikiad
stabilizatnym a solubilizaénymi Cinidlami. Pesary a tampény na zasunutie do vaginy
mézu byt formulované pouzitim beznych technik, a ak je to vhodné, mézu
obsahovat Sumivé vehikulum. Takéto prostriedky mézu obsahovat aj iné Gcinné
zlozky ako kortikosteroidy, antibiotika alebo antiparazitika, ak je to vhodné.

Kvapalné prostriedky na intranazalne podanie m6zu byt vo forme roztokov
alebo suspenzii a méZu obsahovat bezné vehikula, ako €inidla upravujuce tonicitu,
chlorid sodny, dextrézu alebo manitol;, konzervaéné latky, naprikiad benzalkénium
chlorid, tiomerzal, fenyletyalkohol, a iné formulaéné &inidla, ako suspendacné,
timiace, stabilizacné, disperzaéné a/alebo chut'ové ¢inidla.

Transdermalne podanie sa méze uskutoCiovat navrhnutim vhodného
systému, ktory sprostredkuje absorpciu Gginnej zliéeniny cez kozu a typicky by
pozostaval zo zakladnej formulacie zabalenej vo vnutri adhezivnej lepivej naplasti,
ktora obsahuje zadné filmy, membrany a vylu€ovacie linie. Takyto systém moéze
obsahovat posiliovade absorpcie, ako alkoholy alebo mbze fungovat
napomahanim iénoforéze.

Prostriedok podla vynalezu méze byt vo forme pripravku s predizenym

Gucinkom. Takéto dlhoGg&inkujuce prostriedky je mozné podavat implantaciou
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(napriklad subkutannou alebo intramuskularnou) alebo intramuskularnou injekciou.
TakZe zludenina podfa vynalezu mdéze byt formulovana napriklad s vhodnymi
polymérnymi alebo hydrofébnymi materialmi (napriklad ako emulzia v prijatefnom
oleji) alebo s idnovymi vymennymi Zivicami, alebo ako stredne rozpustny derivat,
napriklad ako stredne rozpustna sol.

Ak prostriedky obsahuju davkové jednotky, kaZzda jednotka bude vyhodne
obsahovat 0,001 mg az 1000 mg, vyhodne 0,01 mg az 400 mg uginnej zlozky, ked
sa ma zluéenina podla vynalezu podavat oralne. Denna davka pbuiivané na lieCbu
dospelého &loveka bude vyhodne v rozsahu od 0,001 mg do 5000 mg ucinnej
zlozky, najvyhodnejSie od 0,01 mg do 2000 mg, priom sa mdze podavat v 1 az 4
dennych davkach, v zavislosti napriklad na spésobe podania a na stave pacienta a
na ochoreni, ktoré sa lieci.

Zluéenina sa mdze podavat intraven6znou infuziou, napriklad pouzitim az 50
mg/kg/deii Uéinnej zlozky. Trvanie lie€by bude diktované rychlostou odpovede, a
nie zvolenym podétom dni.

Zlu¢eniny podlfa vynalezu mézu byt pouzité aj v kombinacii s inymi
terapeutickymi éinidlami, a vynalez tak poskytuje v dalSom uskuto&neni kombinaciu,
ktora zahfiia zli¢eninu podrla vynalezu spolu s inym terapeuticky aéinnymi €inidlom.

TakZe zluCeniny podfa vynalezu mdzu byt pouzité napriklad v kombinacii
s jednym alebo viacerymi antifungalnymi €inidlami, ako polyénovymi derivatmi napr.
(Amfotericin B, Nystatin, lipidova formulacia Amfotericinu B), azolovym derivatom
napr. (Flukonazol, Intrakonazol, Ketokonazol, Mikonazol, Klotrimazol, ZD-08070,
UK-109496, SCH 56592), 5-Fluércytozinovymi, Pneumokandinovymi alebo
Echinokandinovymi derivatmi, ako Cilofungin, LY-303366, L-733560, L-743872
alebo s inymi zluéeninami pésobiacimi na bunkovu stenu, ako Nikkomycin Z a/alebo
s jednym alebo viacerymi imunomodulaénymi inidlami, ako interferén, napr. (IFN-),
interleukin napr. (IL-1, IL-2, IL-3 a IL-8) a faktory stimulujace kolénie, [(G)-CSF, (M)-
CSF a (GM)-CSF] a defenziny. Vyhodnymi zli€eninami na pouzitie so zluceninami

podfa vynalezu st najma Intrakonazol, Flucytozin, Flukonazol alebo Amfotericin B.
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Ked sG zlageniny podfa vyndlezu podavané vkombinacii sinym
antifungalnym &inidlom, mdzu byt zligeniny podla vynélezu a iné fungalne ¢inidlo

podavané v doporu&enej maximalnej klinickej davke alebo v nizSich davkach.

Kombinacie uvedené vys$sie mdzu byt bez problémov poskytnuté na pouZitie
vo forme farmaceutického prostriedku, takze dal$im uskuto&nenim vynalezu su
farmaceutické prostriedky, ktoré obsahuju kombinaciu definovanq vyssie, spolu
s farmaceuticky prijatefnym nosi¢om. Jednotlivé zloZky takychto kémbinécii moéZzu
byt podavané bud postupne, alebo simultéanne, v oddelenych alebo kombinovanych
farmaceutickych prostriedkoch.

Ked sa zlGéenina podla vynalezu pouziva v kombinacii s druhym
terapeutickym &inidlom, mézu sa davky kazdej zlu¢eniny odliSovat od davok, ktoré
sa aplikuji, ked sa zlu&enina pouzije za rovnakych podmienok samostatne.

Priemerny odbornik v oblasti je schopny jednoducho stanovit prislusné davky.

Agrochemické prostriedky

Zlugeniny vSeobecného vzorca | je mozné pouzit bud v nemodifikovanej
forme, alebo vyhodne spolu s adjuvans, ktoré si beZne pouZivané v oblasti
agrochemickych formulacii, a pre tieto UCely si zname najma ako: emulzifiko-
vatelné koncentraty, pokryvatelné pasty, priamo sprejovateiné alebo rieditelne
roztoky, riedeny roztok, suspenzie (vratane suspenzii s vysokym percentom vody,
olejovych a inych suspenzii), disperzie, olejové disperzie, rozsievacie Cinidla,
zmadatelné prasky, rozpustné prasky, prachy, granuly a enkapsulacie. Formulacie
sa pripravuju znamym spdsobom, napr. homogénnym mixovanim a/alebo mletim
uginnych zloziek s extendermi, napr. rozpustadlami, tuhymi nosiémi a, ak je to
vhodné, povrchovo aktivnymi zlu¢eninami (surfaktantami). Prasky, prachy a
rozsievacie ¢&inidla sa mo6zu pripravit zmieSanim alebo zomletim Gcinnych zloZiek
s tuhym nosiéom. Granuly, napr. potiahnuté, impregnované alebo homogénne
granuly, je mozné pripravif naviazanim uginnych zloZiek na tuhé nosice.

Vhodnymi rozpustadlami su: aromatické uhfovodiky, vyhodne frakcie

s obsahom 8 aZz 12 atomov uhlika, ako xylénové zmesi alebo substituované
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naftalény, chlérované aromatické zlG€eniny, ako chlérbenzény, ftalaty, ako dibutyl-
alebo dioktylftalat, alifatické uhlovodiky, ako cyklohexan alebo parafiny, alkoholy a
glykoly a ich étery a estery, ako etanol, etylénglykol, etylénglykolmonometyl- alebo
monoetyléter, ketony ako cyklohexanén, aminy, ako etanolamin, silné polarne
rozpustadla, ako N-metyl-2-pyrolidon, dimetylsulfoxid alebo dimetylformamid, a
rastlinné oleje, ako epoxidovany kokosovy olej alebo séjovy olej; a voda.

Prikladmi povrchovo aktivnych latok su: soli aromatickych sulfénovych
kyselin s alkalickymi kovmi a s kovmi alkalickych zemin, népr. soli kyseliny
ligninsulfénovej, kyseliny fenolsulfonovej, kyseliny naftalénsulfonovej a kyseliny
dibutylnaftalénsulfonovej, a soli mastnych kyselin, alkyl- a alkylarylsulfonaty a
sulfaty alkylu, lauryléteru a mastnych alkoholov, a soli sulfonovanych hexa-
dekanolov, heptadekanolov a oktadekanolov, soli mastnych alkoholovych glykol-
éterov, kondenzaéné produkty sulfonovaného naftalénu a naftalénovych derivatov
s formaldehydom, kondenzaéné produkty kyseliny naftalénovej alebo kyseliny
naftalénsulfénovej s fenolom a formaldehydom, polyoxyetylénoktylfenolétery,
etoxylovany izooktylfenol, etoxylovany oktylfenol a etoxylovany nonylfenol,
alkylfenolpolyglykolétery, tributylfenylpolyglykolétery,  alkylarylpolyéteralkoholy,
izotridecylalkohol, kondenzaty mastného alkoholového etylénoxidu, etoxylovany
ricinovy olej, polyoxyetylénalkylové étery, etoxylovany polyoxypropylén, acetal
laurylalkoholpolyglykoléteru, estery sorbitolu, lignin-sulfitové odpadove tekutiny a
metylceluloza.

Prikladmi tuhych nosiov si mineralne zeminy, ako kremicité kyseliny,
kremigité gély, kremiéitany, mastenec, kaolin, atapulgovy il, vdpenec, vapno, krieda,
poliment, spras, il, dolomit, kremelina, siran hlinito-vapenaty, siran hore¢naty, oxid
hore¢naty, podkladové plasty, hnojiva, ako siran aménny, fosfore€énan aménny a
mocovina a rastlinné produkty, ako obilna mika, kérova muka, drevna muka a
gkrupinova muka, celulézové prasky, atd.

Zludeniny véeobecného vzorca | sa mézu zmieSat a aplikovat' spolu s inymi
uginnymi zlozkami, napriklad herbicidmi, insekticidmi, baktericidmi, nematocidmi,
moluskocidmi, rastovymi regulatormi, mikronutriénymi latkami a hnojivami. Dalsimi

zlozkami moéze byt aj jeden alebo viacero fungicidov patriacich, ale
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neobmedzenych, na nasledujice triedy fungicidov: karboxamidy, benzimidazoly,
triazoly, hydroxypyridiny, dikarboxamidy, fenylamidy, tiadiazoly, karbamaty, kyano-
oximy, derivaty kyseliny kinamovej, morfoliny, imidazoly, B-metoxyakrylaty a
pyridiny/pyrimidiny.

NavySe tieto dalSie u&inné zlozky mézu byt pouZité ako zmesi niekolkych
pripravkov, ak je to Zelatelné, spolu s inymi aplikaénymi podpornymi adjuvans, ktoré
sa zvy&ajne pouzivaju v oblasti takychto formulacii.

Vhodné nosi¢e a adjuvans mozu byt tuhé alebo kvapalhé a zodpovedaju
latkam, ktoré sa typicky pouzivaju vo formulacnej technolégii (napr. prirodzené
alebo regenerované mineralne latky, rozpustadla, disperganty a zmacacie Cinidla).

Nasledujuci zoznam fungicidov, s ktorymi je moZné kombinovat zlGéeniny
véeobecného vzorca |, je mieneny ako ilustracia moznych kombinacii, ale
nezavadza Ziadne obmedzenia. Prikladmi fungicidov, ktoré mézu byt kombinovane
zo zluéeninami véeobecného vzorca | su: sira, ditiokarbamaty a ich derivaty, ako
dimetylditiokarbaméat  Zelezity, ~dimetylditiokarbamat zinoénaty, etylénbisditio-
karbamat zinonaty, etylénbisditio-karbamat manganaty, etyléndiaminbisditio-
karbamat manganato-zinognaty, tetrametyltiuramové disulfidy, amoénny komplex
N,N“-etylénbisditiokarbamatu zinoc¢natého, amonny komplex N,N'-propylénbis-
ditiokarbamatu zinoénatého, N,N-propylénbisditiokarbamat zinonaty a N,N-
polypropylénbis(tiokarbamyl)disulfid; nitro derivaty, ako dinitro(metylheptyl)-fenyl-
krotonat, 2-sek-butyl-4,6-dinitrofenyl-3,3-dimetylakrylat, 2-sek-butyl-4,6-dinitrofenyl-
izopropylkarbonat a diizopropyl-5-nitroizoftalat; heterocyklické latky, ako 2-hepta-
decylimidazol-2-yl-acetat, 2,4-dichlér-6-(o-chléranilino)-striazin, O, O-dietylftalimido-
fosfonotioat,  5-amino-1-[bis(dimetylamino)-fosfinyl]-3-fenyl-1,2 4-triazol,  2,3-di-
kyano-1,4-ditioantrachinén, 2-tio-1,3-ditio[4,5-b]chinoxalin, metyl-1 -(butylkarbamyl)-
2-benzimidazolkarbamat, 2-metoxykarbonylaminobenzimidazol, 2-(fur-2-yl)-benz-
imidazol, 2-(tiazol-4-yl)benz-imidazol, N-(1,1,2,2-tetrachloretyltio)-tetrahydro-
ftalimide, N-trichlérmetyltio-tetrahydroftalimid,  N-trichlérmetyltioftalimid, ~diamid
kyseliny N-dichlérflurmetyltio-N', N-dimetyl-N-fenylsirovej, 5-etoxy-3-trichlormetyl-
1,2,3-tiadiazol, 2-tiokyanatome-tyltiobenzotiazol, 1,4-dichior-2,5-dimetoxybenzeén, 4-

(2-chlorfenylhydrazén)-3-metyl-5-izoxazolén, 2-tiopyridin-1-oxid, 8-hydroxychinolin
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a jeho mednata sof, 2,3-dihydro-5-karboxanilido-6-metyl-1,4-oxatin, 2,3-dihydro-5-
karboxanilido-6-metyl-1,4-oxatin-  4,4-dioxid, = 2-metyl-5,6-dihydro-4H-pyran-3-
karboxanilid, 2-metylfuran-3-karboxanilid, 2,5-dimetylfuran-3-karboxanilid, 2,4,5-
trimetylfuran-3-karboxanilid, 2,5-dimetyl-N-cyklohexylfuran-3-karboxamid, N-
cyklohexyl-N-metoxy-2,5-dietylfuran-3-karboxamid, 2-metylbenzanilid, 2-jodbenz-
anilid, N-formyl-N-morfolin-2,2,2-trichléretylacetal, piperazin-1,4-diylbis-(1-(2,2,2-
trichléretyl)-formamid), 1-(3,4-dichléranilino)-1-formylamino-2,2,2-trichloretan, 2,6-
dimetyl-N-tridecylmorfolin a jeho soli, 2,6-dimetyI-N-cyhododeéylmorfolin a jeho
soli, N-[3-(p-terc-butylfenyl)-2 metylpropyl]-cis-2,6-dimetylmorfolin, ~ N-3-(p-terc-
butylfenyl)-2-metylpropyl]-piperidin,  1-2-(2,4-dichlorfenyl)-4-etyl-1,3-dioxolan-2-yl-
etyl-1H-1,2,4-triazol, 1-[2-(2,4-dichlérfenyl)-4-n-propyl-1,3,3-dioxolan-2-yl-etyl}-1 H-
1,2 4-triazole, N-(n-propyl)-N-(2,4,6-trichlérfenoxyetyl)-N-imidazolylmoc€ovina, 1-(4-
chlérfenoxy)-3,3-dimetyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-butan-2-6n, 1-(4-chlérfenoxy)-3,3-
dimetyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-butan-2-ol, a-(2-chlorfenyl)-a-(4-chlorfenyl)-5-
pyrimidinmetanol, 5-butyl-(2-dimetylamino-4-hydroxy-6-metylpyrimidin, bis-(p-chlér-
fenyl)-3-pyridinmetanol,  1,2-bis-(3-etoxykarbonyl-2-tioureido)-benzeén, 1,2-bis-(3-
metoxykarbonyl-2-tioureido)-benzén, a rézne fungicidy, ako dodecylguanidinacetat,
3-[3-(3,5-dimetyl-2-oxycyklohexyl)-2-hydroxyetyl]-glutaramid, hexachlérbenzén, DL-
metyl-N-(2,6-dimetylfehyl)-N-fur-2-ylalanat, metyl-DL-N-(2,6-dimetylfenyl)-N-(2-
metoxyacetyl)alanat, N-(2,6-dimetylfenyl)-N-chiérocetyl-DL-2-aminobutyrolakton,
metyl-DL-N-(2,6-dimetylfenyl)-N-(fenylacetyl)-alanat, 5-metyl-5-vinyl-3-(3,5-dichlor-
fenyl)-2,4-dioxo-1,3-oxazolidin, 3-[3,5-dichlorfenyl]-5-metyl-5-metoxymetyl-1,3-oxa-
zolidin-2,4-dion, 3-(3,5-dichlérfenyl)-1-izopropylkarbamylhydantoin, N-(3,5-dichl6r-
fenyl)-1,2-dimetylcyklopropan-1,2-dikarboximid, 2-kyano-[N-(etylaminokarbonyl)-2-
metoximino]-acetamid, 1-[2-(2,4-dichlérfenyl)-pentyl]-1H-1,2,4-triazol, 2,4-diflu6r-a-
(1H-1,2,4-triazol-1-ylmetyl)-benzhydrylalkohol, N-(3-chiér-2,6-dinitro-4-trifluérmetyl-
fenyl)-5-trifluérmetyl-3-chlér-2-aminopyridin a 1-((bis-(4-fluérfenyl)-metylsilyl)-mety!)-
1H-1 ,2,4-triazol.

S ohfadom na povahu prostriedkov, vsllade so zamySfanym ciefom
aplikacie a prevazujicimi okolnostami, sa vybera sposob aplikacie, ako

sprejovanie, atomizacia, prasenie, rozsievanie, natieranie, morenie a polievanie.
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Jednym sposobom aplikacie ucinnej zloZky alebo agrochemického prostriedku,
ktory obsahuje najmenej jednu zo zli¢enin uvedenych v prihlaske, je aplikacia na
rastliny (tzn. listova aplikacia). Avdak G¢inna zlozka mdze do rastliny penetrovat’ aj
cez korene z pody (tzn. podna aplikacia).

To sa mdze uskutoénit aplikaciou kvapaliny do pdédy (zméacanim) alebo
aplikaciou granul.

Uginna zlozka sa mdze aplikovat aj na rastlinny propagaény material, ako
semena (plody, hfuzy alebo zrnd) alebo rastlinné odrezky, bud v kvapalnej forme
(natieranie), alebo v tuhej forme (morenie).

Osivo sa moze napriklad hnojit pred vysievanim. ZlGeniny podla vynalezu
sa m6Zu aplikovat' aj na zrna, bud impregnaciou zfn s kvapalnou formulaciou, alebo
natieranim zfn tuhou formulaciou. Prostriedok sa méze aplikovat aj na miesto
vysadzania, pri vysadzani propagaéného materialu, napriklad do brazdy pocas
siatia.

Vyhodné aplikaéné pomery st normalne od 10 g do 50 kg u€innej zlozky
(a.i.) na hektar, vyvhodne 100 g az 2 kg a.i./ha, najvyhodnejSie 100 g az 600 g
a.i./ha. Uginné zloZky, ktoré predstavuju uvedené zluéeniny sa typicky pouzivaju vo
forme prostriedkov a mézu sa aplikovat na rastlinu alebo na &asti rastliny, bud
naraz, alebo nasledne s dal§imi u¢innymi zlozkami. Tieto dalSie u¢inné zlozky mézu
byt hnojiva, dalSie mikronutriéné latky alebo iné zli€eniny, ktoré ovplyviiuju rast
rastlin. M6zu to byt v8ak aj selektivne herbicidy, insekticidy, bakteriocidy,

nematocidy a moluskocidy, ako aj iné fungicidy.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priprava vychodiskovych zlGéenin

Vyroba sordarinu fermentaciou
Na fermentaciu Rosellinia subiculata (ATCC 74386) a ATCC 74387 na

produkciu sordarinu boli pouzité nasledujuce meédia.



Nasadové médium

Zlozka g/l
Kvasinkovy extrakt 4,0
Sladovy extrakt 8,0
Glukéza 4,0
Junlon 1,5
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Médium sa pripravilo s destilovanou vodou, pH sa pred sterilizaciou nastavilo

na 7,0. Médium sa rozdelilo po 50 ml do 250 ml Erlenmeyerovych baniek bez

zarazok. Pouzili sa bavinené uzavery. Sterilizacia sa uskuto¢iiovala pri 121 °C, 20

minut.

Nasadové médium 2

Roztok stopovych prvkov

Zlozka (g/l) Zlozka (g/l)
Kukuri¢ny vyluh (suSeny) 2,5 FeSO,.7H,0 1,0
Rajcinova pasta 40,0 MnSO,.4H,0 1,0
Ovsena muka 10,0 CuCl,.2H,0 0,025
Glukéza 10,0 CaCl,.H,0O 0,1
Roztok stopovych prvkov 10,0 ml/l H,BO, 0,056
(NH,)sM00O,,.4H,0 0,019
ZnS0O,.7H,0 0,2

Stopové prvky sa pripravili v 0,6N

HCI

Médium sa pripravilo s destilovanou vodou, pH sa pred sterilizaciou nastavilo

na 6,8. Médium sa rozdelilo po 50 ml do 250 ml Erlenmeyerovych baniek bez

zarazok. Pouzili sa bavinené uzavery. Sterilizacia sa uskutoéniovala pri 121 °C, 20

minut.
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Tuhé produkéné médium 1

1. Tuha &ast

Pridat 0,675 | vermikulitu do 2-litrovej gulatej banky. Uzavriet s latexovou
zatkou; autoklavovat 60 min., plus 30 min. susit.
2. Kvapalna cast

Do 500ml ffase pridat 220 ml nasledujicich zloZiek:

Zlozky g/l
Glukoéza 150,0
Glycerol 20,0
Kvasinkovy extract 4,0
NaNO, 1,0
Glutamat sodny 3,0
Na,HPO, 0,5
MgSO,.7H,0 1,0
K-elementy 1,0 mi/l
CaCo, 8,0
K-elementy

ZlozZka (all)
FeCl,.6H,0 5,8
MnSO,.H,0O 0,1
CoCl,.6H,0 0,02
CuSO,.5H,0 0,015
Na,Mo0,.2H,0 0,012
ZnCl, 0,02
SnCl,.2H,0 0,005
H,BO, 0,01
KCli 0,02

HCI (koncentrovana) 2,0mii
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Médium sa pripravilo s destilovanou vodou, pH sa pred sterilizaciou nastavilo
na 7,0. Glukéza sa autoklavovala oddelene. Médium sa napinilo do 500ml flasi a

autoklavovalo sa pri 121 °C 15 minut.

Kvapalné produkéné médium 1

ZloZka g/l
Glycerol 75,0
Glukéza 75,0
Raj¢inova pasta 50
NZ amin Typ A 4,0
Ardamin PH 5,0
K,HPO, 0,5
MgSO,.7H,0 0,25
KCI 0,25
ZnS0,.7H,0 0,5
CaCoO, 10,0

Médium sa pripravilo s destilovanou vodou, pH sa pred sterilizaciou nastavilo
na 7,0. Médium sa rozdelilo po 50 ml do 250 ml Erlenmeyerovych baniek bez
zarazok. Pouzili sa bavinené uzavery. Sterilizacia sa uskutoéiiovala pri 121 °C, 20

minut.
Tuhé produkéné médium 2
1. Tuha Cast
Pridat 0,675 | vermikulitu do 2-litrovej gulatej banky. Uzavriet s latexovou

zatkou; autoklavovat 60 min., plus 30 min. susit.

2. Kvapalna ¢ast
Do 500ml flaSe pridat 220 ml nasledujucich zloziek:
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ZloZka g/l
Sacharéza 60,0
Glukéza 80,0
Glycerol 60,0
Kyselina citronova 15,0
NZ amin Typ A 5,0
NaNO, 1,0
KH,PO, 0,5
MgS0,.7H,0 0,5
CaCO, 0,5
K-elementy 1 ml/
K-elementy

ZlozZka (g/
FeCl,.6H,0 5,8
MnSO,.H,O 0,1
CoCl,.6H,0 0,02
CuSO0,.5H,0 0,015
Na,Mo0,.2H,0 0,012
ZnCl, 0,02
SnCl,.2H,0 0,005
H,BO, 0,01
KCI 0,02
HCI (koncentrovana) 2,0ml/

Médium sa pripravilo s destilovanou vodou, pH sa pred sterilizaciou nastavilo
na 7,0. Médium sa rozdelilo po 220 ml do 500 ml ffasi a autoklavovali sa pri 121 °C,

15 minat.

Kvapalné produkéné médium 2
ZloZenie je podobné ako zloZenie kvapalnej €asti tuhého produkéného média

1. Médium sa pripravilo s destilovanou vodou, pH sa pred sterilizaciou nastavilo na
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7,0. Gluk6za sa autoklavovala oddelene. Médium sa naplnilo po 50 ml do 250 mi
Erlenmeyerovych baniek. Flase sa uzavreli bavinenym Gzaverom a autoklavovali sa
pri 121 °C 15 minut.

Produkcia Sordarinu fermentaciou Rosellina subiculata (MF6239, ATCC 74386)

1. Kultara

Cast &ikmého agaru obsahujuceho kultiru sa asepti:cky preniesla do
nasadového média 1 (50 ml v 250ml ffasiach bez zarazok). Na ziskanie biomasy sa
inkubovala tato kultira na 2-palcovom rotaénom miesadi, pri 220 otackach za
minutu, 5 dnf pri 25 °C, a 85% relativnej vihkosti (rh). Casti biomasy sa preniesli do
sterilnych skimaviek obsahujacich glycerol a zmrazili sa (ako zmrazené
vegetativne mycélia (FVM)). Tieto mycélia sa udrZiavali v kone&nej koncentracii 10-
15% glycerolu, pri =75 °C. Sekundarne FVMs sa pripravili z primarneho FVM
prenosom 1,0 ml roztopeného primarneho FVM do nasadového média 2,
inkubovanim 7 dni pri 25 °C, 220 otaékach za minGtu a zmrazenim ako bolo

opisané vyssie.

2. Nasada

Zmrazena skumavka (FVM) s kmefiom MF6239 sa roztopila na laboratornu
teplotu a pouzila sa na inokulaciu nasadovych kultar s 1,0 ml na 50 ml nasadového
média 2. Tieto kultury rastli na rotaénom mieSaéi (220 otacok za minGtu) 7 dni, pri
25 °C, 85% rh.

3. Produkcia

Na tuhom produkénom médiu

Alikvot (10 aZz 12 ml) nasady sa umiestnil do 220 ml kvapalnej ¢asti tuhého
produkéného média 1. Tato flaSa sa silne zvirila, aby sa dispergovala biomasa.
Obsahy sa vliali do 2-litrovej okrahlej kultivaénej nadoby, ktora obsahovala 0,675 |

vermikulitu s velkymi ¢asticami. Obsahy okrtihlej flaSe sa pretrepali/zmies$ali, aby sa
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zaistila homogénna inokulacia a pokrytie. Kruhové flade sa inkubovali horizontalne,
pricom sa otacali rychlostou priblizne 4 otacky za minatu na Wheaton otaéacom
zariadeni, pri 22 °C, 70% rh, 17 dni, na ziskanie sekundarneho metabolitu vo

fermentaénom médiu.

V kvapalnom produkénom médiu

Nasadové kultiry sa inokulovali ako je opisané vyssie. Alikvot nasady (1,5
ml) sa pouzil na inokulaciu kazdej produkénej flfaSe, ktora c;bsahovala 50 mi
kvapalného produkéného média 1 na 250ml flasu. FlaSe sa inkubovali na rota&nom
mie$aci (220 otacok za minutu) 7 az 21 dni, pri 25 °C, 50 az 85% rh.

Produkcia Sordarinu fermentaciou MF6232 (ATCC 74387)

1. Kultdra

Cast Sikmého agaru obsahujiceho MF6232 sa asepticky preniesla do
nasadového média 1 (50 ml v 250ml flaSiach bez zarazok). Na ziskanie biomasy sa
inkubovala tato kultira na 2-palcovom rotaénom mieSaéi, pri 220 otackach za
mindtu, 3 dni pri 25 °C, a 85% relativnej vihkosti (th). Casti biomasy sa preniesli do
sterilnych skimaviek obsahujucich glycerol a zmrazili sa (ako FVM). Tieto mycélia
sa udrziavali v konecnej koncentracii 10 az 15% glycerolu, pri =75 °C. Sekundarne
FVMs sa pripravili z primarneho FVM prenosom 1,0 ml roztopeného primarneho
FVM do nasadového média 2 (zloZenie je uvedené nizsie), inkubovanim 7 dni pri 25

°C, 220 otackach za minutu a zmrazenim ako bolo opisané vy$Sie.

2. Nasada

Zmrazena skimavka (FVM) s kmefiom MF6232 sa roztopila na laboratérnu
teplotu a pouzila sa na inokulaciu nasadovych kultar s 1,0 ml na 50 ml nasadového
média 2. Tieto kultury rastli na rotaénom miesaci (220 otadok za minutu) 7 dni, pri
25 °C, 85% rh.
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3. Produkcia

Na tuhom produkénom médiu

Alikvot (10 az 12 ml) nasady sa umiestnil do 220 ml tuhého produkéného
média 2. Tato flasa sa silne zvirila, aby sa dispergovala biomasa. Obsahy sa vliali
do 2-litrovej okruhlej kultivaénej nadoby, ktora obsahovala 0,675 | vermikulitu
s velkymi Casticami. Obsahy okruhlej ffaSe sa pretrepali/zmieSali, aby sa zaistila
homogénna inokulacia a pokrytie. Kruhové ffaSe sa inkubovali hérizontélne, pricom
sa otacali rychlostou priblizne 4 otacky za minutu na Wheaton otaéacom zariadeni,
pri 22 °C, 70% rh, 21 dni, na ziskanie sekundarneho metabolitu vo fermentacnom

meédiu.

V kvapalnom produkénom médiu

Nasadové kultiry sa inokulovali ako je opisané vysSie. Alikvot nasady (1,5
ml) sa pouzil na inokulaciu kazdej produkénej ffase, ktora obsahovala 50 ml
kvapalného produkéného média 2 na 250m! ffasu. FlaSe sa inkubovali na rotaénom
mie$aci (220 otacok za minutu) 7 az 21 dni, pri 25 °C, 50 aZ 85% rh.

Produkcia Sordarinu vo velkom meradle prostrednictvom MF6232 (ATCC 74387)

Kvapalna éast tuhého produkéného média 1 sa pouzila tak v nasadovych,
ako aj produkénych fermentoroch. Cerel6za sa pridala po sterilizacii, v nasadovom
fermentaénom médiu bola v mnozstve 30 g/l, zatial ¢o v produkénom fermentaénom
médiu bola v mnozstve 150 g/l. Nasadové fermentory sa inokulovali s 2 | kultiry
vypestovanej v pretrepavanych flasiach. Umoznilo sa, aby tieto fermentacné zmesi
rastli pri 25 °C 30 hodin, pokial nebola rychlost prijmu kyslika priblizne 3 mmol/L za
hodinu. 30 hodinova, 25 litrova fermentatna nasadova kultira sa preniesla do
produkéného fermentora.

Rast v produkénom fermentore dosiahol 8 az 10 mmol/i/h po 50 hodinach a

poklesol medzi 5 a 7 mmol/l/h ku koncu kultivacie. Rozpusteny kyslik sa kontroloval
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zvySenim premieSavania. pH média sa kontrolovalo a vo vSeobecnosti pokleslo na
5,3 po 200 hodinach. Teplota bola 25 °C.

Po 280 hodinach rastu sa ukoncila fermentacia a zacali pripravy na izolaciu.
Pomocou hydroxidu sodného sa nastavilo pH na priblizne 12 a davka sa udrziavala
pri fermentacnej teplote 20 hodin. Pred prenesenim do bubna na dalSie

spracovanie sa potom s kyselinou sirovou nastavilo pH na 6.0.

Izolacia Sordarinu

Izolacia |

Metyletylketonovy extrakt fermentacnej kultary MF6232 (ATCC 74387)
zodpovedaijtici 64 ml celkového média sa in vacuo koncentroval do sucha (365 mg).
Tento material sa rozpustil v 2 dieloch metanolu a v 98 dieloch metylénchloridu
v koneénom objeme 4,6 ml. 4,3ml ¢ast (341 mg) sa naniesla na 60ml silicagélovtl
60 (0,040 az 0,0630 mm, 230 az 400 mesh, E. Merck) kolonu na bleskovi
chromatografiu, ktora bola ekvilibrovana s 2% metanolom v metylénchloride. Kol6na
sa eluovala krokovym gradientom, vzdy s 240 ml 2%, 5%, 10% a 30% metanolu
v metylénchloride a potom nasledovalo 120 ml metanolu. Pre kaZdy rozpustadlovy
systém sa zozbieralo Sestnast 15ml frakcii. Biologickym testom sa stanovili frakcie
39 az 56 ako frakcie bohaté na produkt.

In vacuo sa koncentrovala zasoba surovej frakcie do sucha (103,1 mg).
34,4mg podiel tejto vzorky sa dalej purifikoval prostrednictvom HPLC separacie
(Zorbax Rx-C8, 5 ym, 9,4 mm x 250 mm, eluovany mobilnou fazou pozostavajicou
zo zmesi 20% acetonitrilu a 80% vodného 0,01M K,HPO,, pH nastavené na pH 6,9
s koncentrovanou H,PO,, rychlost prietoku 4 mi/min., pri 40 °C, detekcia diédovym
radom). |zolovali sa mililitrové frakcie. Zhromazdili sa frakcie bohaté na produkt 16
az 20 a koncentrovali sa in vacuo na priblizne dvadsatpat percent pévodného
objemu. Koncentrat sa dvojnasobne extrahoval s rovnakym objemom etylacetatu a
etylacetatové vrstvy sa premyvali s rovhakym objemom sofného roztoku, vysusili sa

na bezvodnom Na,SO, a koncentrovali sa in vacuo, &im vzniklo 3,7 mg sordarinu.
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Izolacia Il

Metyletylketénovy extrakt davky -004Y fermentacnej kultry MF6232
(ATCC74387) zodpovedajuci 980 ml celkového média sa in vacuo zakoncentroval
do sucha (4,9 g). Tento materidl sa rozpustil v 1 dieli metanolu a v 9 dieloch
metylénchloridu do kone&ného objemu 21,5 ml. 21 ml podiel (4,8 g) sa aplikoval na
500ml silikagélova 60 (0,040 az 0,0630 mm, 230 az 400 mesh, E. Merck)
chromatograficku kolénu ekvilibrovanu 2% metanolom v metylénchloride. Kolona sa
eluovala s rychlostou prietoku 25 mi/min krokovym gradientbm, ktory zadinal
litrovymi davkami 2 a 5 percentného metanolu v metylénchloride a nasledovali dva
litre 15 percentného metanolu. Koléna sa doplnila jednym litrom 30% a jednym
litrom 10% metanolu. Izolovali sa dvadsatpétlitrové frakcie. Frakcie bohaté na
produkt 75 az 85 a 111 aZ 121 sa stanovili biologickym testom a frakcie obsahujtce
zluéeninu vSeobecného vzorca | sa stanovii RP HPLC analyzou v kyslych
podmienkach.

Zasoby surovych frakcii 75 az 85 a 111 az 121 sa oddelene zakoncentrovali
in vacuo do sucha (69,3 mg, respektive 95,3 mg). Dva 34mg diely zasoby 75 az 85
sa dalej purifikovali dvoma identickymi HPLC separaciami (Zorbax Rx-C8, 7 pm,
21,2 mm x 250 mm, eluovanie prebiehalo s mobilnou fazou pozostavajlucou zo
zmesi 40 % acetonitrilu a 60 % H,O s celkovym 0,1% H,PO,, rychlost prietoku 20
mi/min, pri 25 °C, 220 nm). lzolovali sa desatmilitrové frakcie. Spojili sa na produkt
bohaté frakcie 27 az 31 z oboch kdl a in vacuo sa zakoncentrovali na priblizne
Styridsat percent pdvodného objemu. Koncentrat sa extrahoval s rovnakym
objemom etylacetatu a premyval sa rovnakym objemom sofného roztoku, vysusil sa
na bezvodnom Na,SO, a koncentroval sa in vacuo, &im vzniklo 27 mg sordarinu.
Dva 46mg podiely zasoby 111 az 121 sa tiez dalej purifikovali HPLC za rovnakych
podmienok, ako bolo uvedené vyssSie. Skombinovali sa frakcie 25 az 28 z oboch kol

a pripravili sa ako bolo opisané vy3sie, €im vzniklo dalSich 17 mg sordarinu.
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Medziprodukt 1
[1R-(1a,3aP,4p,4ap,7p,7ac,8ap)]-Benzyl-4-formyl-8a(hydroxymetyl)-4,4a,5,6,7,7a,8,
8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-indacén-3a(1H)-karboxylat

(benzylester sordaricinu)

Sordarin (2 mg) sa rozpustil v 1 ml aceténu. Pridala sa koncentrovana HCI
(0,2 ml). Zmes sa jeden defi mieSala pri laboratérnej teplote. Po rozriedeni s vodou
a vodnom spracovani (CH,Cl,) sa organicka frakcia vysuSila na Na,SO,,
prefiltrovala sa a in vacuo sa zakoncentrovala. Zmes sa rozpustila v 2 ml DMF, do
ktorej sa pridalo 0,1 ml benzylbromidu, a nasledne nadbytok tuhého NaHCO,. Zmes
sa cez noc miesala pri laboratérnej teplote a zakoncentrovala sa in vacuo. Do zmesi
sa pridal chloroform a tato sa potom filtrovala, aby sa odstranil NaHCO,. Filtrat sa
koncentroval in vacuo a purifikoval sa preparativnou chromatografiou na tenkej
vrstve (PTLC), ¢im vzniklo 1,0 mg benzylesteru sordaricinu.
'H NMR (CDCl,): 8 0,51 (3H, d, J = 6,9), 0,82 (3H, d, J = 6,6), 0,91 (1H, m), 1,0 (3H,
d, J =6,6), 1,18 (1H, d, J = 12,6), 1,50-2,00 (9H, m), 2,24 (1H, m), 2,51 (1H, m),
3,48 (1H,d, J =11,0), 3,87 (1H,d, J =11,0), 5,11 (1H,d, J = 11,7), 5,31 (1H, d, J =
11,7), 6,04 (1H, d, J = 2,1), 7,31-7,40 (5H, m), 9,62 (1H, s).

Medziprodukt 2
[1R-(1c,3ap,4B,42apB,7p,7ac,8ap)]-4-Metoxybenzyl-4-formyl-8a(hydroxymetyl)-
4,4a,5,6,7,7a,8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-indacén-3a(1H)-

karboxylat (p-metoxybenzylester sordaricinu)
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OMe

Pouzil sa rovnaky postup ako pri priprave benzylesteru sordaricinu, pricom
namiesto benzylbromidu bol pouZity 4-metoxybenzylchlorid.
'H NMR (CDCL,): 6 0,51 (3H, d, J =6,9), 0,82 (3H, d, J =6,9), 1,00 (3H, d, J = 6,9),
0,90-2,00 (11H, m), 2,23 (1H, m), 2,49 (1H, t, J = 3,8), 3,79 (3H, s), 4,61 (2H, s),
5,05 (1H, d, J = 11,7), 5,26 (1H, d, J = 11,7), 6,03 (1H, d, = 3,2), 6,88 (2H, d, J =
8,7),7,28 (2H, d, J = 8,7), 9,60 (1H, s).

Medziprodukt 3
[1R-(1c,3apB,4B,4aB,7B,7ac,8ap)]Allyl-4-formyl-8a-(hydroxymetyl)-
4,4a,5,6,7,7a,8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-indacén-3a(1H)-

karboxylat (alkylester sordaricinu)
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Pouzil sa rovnaky postup ako pri priprave benzylesteru sordaricinu, pricom
namiesto benzylbromidu bol pouzity alkylbromid. Tymto spésobom sa ziskala

zlu¢enina uvedena ako nazov medziproduktu.

Medziprodukt 4
Kyselina  [1R-(1a,3aP,4B,4apB,7p,7aa,8ap)]-4-formyl-8a-(hydroxymetyl)4,4a,5,6,7,
7a,8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-indacén-3a(1H)-karboxylo-

va (sordaricin)

Ku MeOH roztoku benzylesteru sordaricinu (0,6 mg) sa pridal Pearlmanov
katalyzator. Zmes sa mieSala pod vodikom (balénovy tlak) 15 mintt. Po filtracii cez
bavinu sa zmes zakoncentrovala in vacuo a ziskalo sa 0,4 mg sodaricinu.

'H NMR (CDCI,): § 0,82 (3H, d, J = 6,8), 0,98 (3H, d, J = 6,6), 1,01 (3H, d, J = 6,9),
1,23 (1H, m), 1,25 (1H, d, J = 12,6), 1,5682,10 (SH, m), 2,34 (1H, m), 2,41 (1H, t, J =
3,6), 3,45 (1H,d, J =11,0), 4,14 (1H, d, J = 11,0), 6,05 (1H, d, J = 3,0), 9,75 (1H, s).

Medziprodukt 5
[1R-(1a,3aPB,4B,4apB,7p,7aa.,8ap)]Benzyl-4-kyano-8a-(hydroxymetyl)4,4a,5,6,7,7a,
8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-indacén-3a(1H)-karboxylat
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Benzylester sordaricinu (161,2 mg) sa rozpustil v 6 ml N,N-dimetylformamidu
a pridal sa p-metoxybenzyichlorid (1 ml) a nasledne nadbytok hydridu sodného (50
mg 60% disperzie v mineralnom oleji). Zmes sa mieSala cez noc. Zmes sa nariedila
s éterom a jemne sa premyla vodou. Eterova vrstva sa vysusila na bezvodnom
sirane sodnom a in vacuo sa odstranili prchavé latky. ZvySok sa purifikoval
silikagélovou chromatografiou, ¢im vzniklo 192,5 mg (93%) p-metoxybenzyléteru.

Eter ziskany vy$8ie (150 mg) sa rozpustil v 5 ml suchého etanolu a pridali sa
3 ml suchého pyridinu. Pridal sa hydrochlorid hydroxylaminu (56 mg) a zmes sa
zahrievala na 70 °C 3 hodiny. Reakéna zmes sa ochladila a zakoncentrovala in
vacuo. ZvySok sa rozpustil v éteri, premyl sa s vodou a vysusil sa na bezvodnom
sirane sodnom. ZvySok, ktory sa ziskal po odstraneni éteru in vacuo, sa purifikoval
prostrednictvom PTLC, &im vzniklo 143,4 mg aldoximu (93%).

Oxim (143 mg) sa rozpustil v 5 ml toluénu, do ktorého bol pridany nadbytok
vnutornej soli hydroxidu (metoxykarbonylsulfamoyl)-trietylaménneho (700 mg).
Zmes sa miesala pri 70 °C 2 hodiny. Po zakoncentrovani in vacuo sa zvySok
purifikoval prostrenictvom PTLC, &im vzniklo 116,6 mg nitrilu (84%).

Vyssie uvedeny nitril (67,5 mg) sa rozpustil v 5 ml dichiérmetanu, do ktorého
sa pridalo DDQ (43 mg) a 0,5 ml vody. Zmes sa mieSala pri laboratérnej teplote 2
hodiny. Po vodnom spracovani a purifikacii prostrednictvom PTLC, 47,6 mg (91%)
sa ziskala zlu¢enina uvedena v nazve.

Nasledujuce priklady st poskytnuté na podrobnejSiu ilustraciu vynalezu, a

Ziadnym spésobom neobmedzuji rozsah vynalezu.

Priklad 1

R=-H,X=-CN
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Cast A

Zluéenina (1 ekvivalent) opisana vy3Sie uvedenym vzorcom, v ktorom R =
-CH(C¢H;), a X = -CHO, a ktorej priprava je opisana vo WO 96/14326 sa rozpustila
v etanole a pridal sa rovnaky objem pyridinu a nasledne hydrochloridu
hydroxylaminu (10 ekvivalentov). Reakéna zmes sa mieSala v dusikovej atmosfére
priblizne 20 mintt, az kym sa neuskutognila dostatoéna reakcia, ¢o sa zhodnotilo
analytickou TLC. Zmes sa koncentrovala za zniZeného tiaku a rozdelila sa medzi
vodou a dichlérmetanom. Organicka faza sa vysuSila na bez'vodnom sirane
sodnom, prefiltrovala sa a zakoncentrovala sa in vacuo. ZvySok sa purifikoval

prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat), ¢im vznikol produkt.

CastB

Produkt z &asti A (1 ekvivlalent) sa rozpustil v toluéne a pridala sa
Burgessova sof (5 ekvivalentov) Zmes sa mieSala v dusiku, pri 60 °C priblizne
hodinu, alebo aZ kym nezreagovalo dostatoéné mnozstvo vychodiskového
materidlu. Reakéna zmes sa ochladila a in vacuo sa odstranili prchavé latky.

Vysledkom purifikacie prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast C

Produkt z asti B sa rozpustil v 2% kyseline trifluéroctovej v dichlérmetane
(w/w) pri 0 °C a zmes sa mieSala priblizne 4 hodiny, alebo pokial neprebehla
dostatoéna reakcia. Za zniZzeného tlaku sa odstranili prchavé latky a vysledkom

purifikacie produktu prostrednictvom PTLC bola zlu€enina.

Priklad 2
Kyselina [1R-(1a,3ap,4B,4apB,7p,7ac,8ap)]-8a-[(6-deoxy-4-O-metyl-p-D-altropyrano-
zyloxy)metyl]-4-kyano-4,4a,5,6,7,7a,8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-

metano-s-indacén-3a(1H)-karboxylova (4-kyano-4-deformylsordarin)
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OH

Sordarin (50 mg) sa rozpustil v 3 ml N,N-diemetylformamidu a pridalo sa 0,3
ml benzylbromidu a nasledne 200 mg hydroxidu sodného (60% disperzia v
mineralnom oleji). Zmes sa mieSala pri laboratornej teplote cez noc. Po vodnom
spracovani (dietyléter) a purifikacii prostrednictvom PTLC sa ziskal benzylester
2',3'-di-O-benzylsordarinu.

Roztok benzylesteru 2',3'-di-O-benzylsordarinu (1 ekvivalent) sa pripravil v
zmesi etanolu a pyridinu (2:1). Do zmesi sa pridal nadbytok hydrochloridu hydroxyl-
aminu a zahrievala sa na 70 °C s mieSanim pocas 2 hodin. Zmes sa zakoncentro-
vala in vacuo a uskutoCnilo sa vodné spracovanie (dichlormetan). Vysledkom
purifikacie prostrednictvom PTLC bol benzylester 2',3'-di-O-benzyl-4-aldoxim-
sordarinu.

Do roztoku benzylesteru 2',3'-di-O-benzyl-4-aldoximesordarinu v toluéne sa
pridal nadbytok vnuatornej soli (metoxykarbonylsulfamoyl)trietylaméniumhydroxid
(Burgessovo ¢inidlo). Zmes sa mieSala v dusikovej atmosfére pri 70 °C 2 hodiny. Po
zakoncentrovani in vacuo a po purifikacii prostrednictvom PTLC sa ziskal
benzylester 2',3'-di-O-benzyl-4-kyano-4-deformylsordarinu.

Roztok vysSie uvedeného benzylesteru sa pripravil v metanole. Pridal sa
hydroxid paladnaty na uhliku (Pearimanov katalyzator) a nadoba sa preplachla s
vodikovym plynom. Zmes sa silno premieSavala v atmosfére vodika 15 minGt. Zmes
sa prefiltrovala a roztok sa zakoncentroval in vacuo, ¢im vznikla zlG€enina uvedena
v nazve prikladu. MS (Cl): m/z = 507,5 (M+NH,)"
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Priklad 3

Kyselina [1R-(1c,3ap,4p,4apB,7p,7ac,8ap)]-8a-[(6-deoxy-B-D-altropyranozyloxy)me-
tyl]-4-kyano-4,4a,5,6,7,7a,8,8a-oktahydro-7-metyl-3-(1-metyletyl)-1,4-metano-s-
indacén-3a(1H)-karboxylova (4-kyano-4-deformyl-4'-demetylsordarin)

HO
OH

Jeden ml zmrazeného mycélia Streptomyces avermitilis MA 4848 (ATCC
31272) sa inokuloval do kazdej z 8 Erlenmeyerovych baniek zo zarazkami, ktoré
obsahovali 40 ml BaSa média [na liter: 20 g kvasinkového extraktu (Difco), 20 g
Hykazy (volna sof, Sheffield), 20 g dextrézy, 2 g KNO,;, 10 ml stopovych prvkov
(ako su definované nizsie). pH 7,0, autoklavované 20 min]. Flase sa inkubovali 24
hodin, pri 27 °C, pri 220 otackach za minutu. PH je 6,7 az 6,8. Mycélia sa

mikroskopisky skimali, éi neobsahuji nemycelialne kontaminanty.

Stopové prvky 1 liter
NaCl (12,5% roztok) 4 mi
MgSO0,.7H,0 (12,5% roztok) 4 mi
FeSO,.7H,0 25mg
MnSO,.H,0 (0,5% roztok) 1 mi
ZnS0O,.7H,0 (1% roztok) 1 mi
CaCl,.2H,0 (2% roztok) 1 ml

Styridsat mg zlGéeniny uvedenej v nazve prikladu 2 (4-kyano-4-deformyl-

sordarin) sa rozpustilo v 0,40 ml 80% etanolu a 50 pul sa pridalo do kazdej flase.
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Zmes sa inkubovala 18 hodin pri 27 °C. Konverzia sa ukong¢ila ako bolo stanovené
analytickou HPLC. Médium (200 ml) sa nariedilo s rovnakym objemom metanolu
(200 ml) na extrakciu a tuhé zlozky sa odstranili centrifugaciou. Supernatant sa
zakoncentroval in vacuo, aby sa odstranila va¢Sina metanolu a zvySny roztok
(priblizne 200 ml) sa s NaOH nastavil na pH 11. Tento roztok sa extrahoval dva krat
s dichlérmetanom (200 ml) Vodna vrstva sa nastavila na pH 2,5 s nariedenou
kyselinou sirovou a extrahovala sa dva krat s dichlérmetdanom. Kombinované
dichlormetanové vrstvy sa premyli s vodou, solnym roztokom a vysus$ili sa na
bezvodnom sirane sodnom. Siran sodny sa odstranil filtraciou a dichlérmetan sa
odstranil in vacuo, ¢im vznikla tuha latka (53 mg). ZvySok sa purifikoval pouzitim
preparativnhej RP HPLC na Phenomenex Primesphere C8 (5 p, 9,4 x 250 mm).
Pouzila sa mobilna faza pozostavajica zo zmesi acetonitrilu a vody (34.66) s
obsahom 0,1% kyseliny fosforeénej, s rychlostou prietoku 3,5 ml/min, pri 40 °C.
Zluc¢enina z nazvu prikladu sa eluovala v 14,4 minate. Bohaté hraniéné frakcie sa
skombinovali a acetonitril sa odstranil v pride dusika. ZvySny vodny roztok sa
extrahoval s dichlérmetanom ako bolo opisané vys$Sie, pricom vytazkom bolo 7,2
mg zlG¢eniny z nazvu prikladu.

'H NMR (1,5 mg in 0,125 ml CD,0OD): 8 0,790 (d, 6,8, 3H), 1,059 (d, 6,8, 3H), 1,161
(d, 6,8, 3H), 1,14-1,32 (m), 1,257 (d, 6,4, 3H), 1,650 (m, 1H), 1,74-1,86 (m), 2,00-
2,18 (m), 2,432 (dd, 4,4, 12,8, 1H), 2,670 (br heptet, 6,8, 1H), 2,836 (brdd, 3,6, 1H),
3,450 (dd, 4,0, 9,2, 1H), 3,67 (m, 2H), 3,721 (d, 9,6, 1H), 3,871 (dd, 3,6, 3,6, 1H),
3,914 (d, 9,6, 1H), 4,572 (brs), 6,225 (brd, 3,2), IR (tenky fiim na ZnSe): 2958,
2234, 1713, 1071 cm™, MS: 475,2607 (M+)

Priklad 4




-47 -

Cast A

Digitoxéza (0,500 g, 3,37 mmol) sa umiestnila do flaSe a azeotropoval sa so
suchym benzénom. Material sa rozpustil v 5 ml suchého pyridinu a pridalo sa 5 ml
bezvodného anhydridu. Reakéna zmes sa mieSala 18 hodin. Chromatograficka
analyza na tenkej vrstve (silikagél, zmes etylacetdtu a hexanov 1:2) ukazala
kompletné vymyznutie digitoxézy. Prchavé latky sa odstranili in vacuo, éim vzniklo
1,013 g svetloZitéeho oleja.
'H NMR (CDCl,): 8 1,11 (d, 3H), 1,96-2,16 (m, 2H), 2,02 (s, 3H), 2,11 (s, 6H), 4,06
(m, 1H), 4,61 (dd, 1H), 5,49 (bqg, 1H), 6,02 (dd, 1H), MS: 215,1 (M-C,H,0,)*

Cast B

' Peracetyldigitoxdza pripravena ako bolo uvedené v ¢asti A (9,31 g, 33,9
mmol) sa pridala do 150 ml vody a pridalo sa 50 ml lfadovej kyseliny octove;.
Reakéna zmes sa mieSala pri teplote okolia 3 dni. Rozpustadlo sa odstranilo in
vacuo a surovy zvySok sa purifikoval bleskovou chromatografiou (silikagél, zmes
etylacetat a hexan 1:1), €im vzniklo 7,37 g (94%) svetloZltého sirupu. Produkt, 3,4-

diacetoxydigitox6za existuje ako zmes anomérov.

Cast C

3,4-Diacetoxydigitoxéza (1,23 g, 5,3 mmol) sa umiestnila do ffaSe a pridalo
sa 25 ml bezvodného dichlérmetanu v dusikovej atmosfére. Dalej sa pridal uhligitan
céznaty (0,35 g, 1,1 mmol) a nasledoval trichléracetonitril (7,2 g, 50 mmol).
Reak&na zmes sa miesSala priblizne jednu hodinu, prefiltrovala sa a prchavé latky sa
odstranili in vacuo. V naslednych reakciach sa vysledny surovy trichléracetimidat
(2,00 g) pouzil v surovom stave.
'H NMR (CDCl,): § 1,34 (d, 3H), 2,03 (s, 3H), 2,07 (s, 3H), 2,11 (m, 1H), 2,29 (ddd,
1H), 4,17 (m, 1H), 4,80 (dd, 1H), 5,52 (m, 1H), 6,20 (dd, 1H), 8,76 (s, 1H).



-48 -

Cast D

Medziprodukt 1(1,6 g, 3,8 mmol) sa azeotropoval benzénom a vysusena
zluéenina sa rozpustila v 10 mi dichlérmetanu. Pridal sa bezvodny bromid zino&naty
(0,340 g, 1,5 mmol) a zmes sa ochladila na 0 °C. Roztok produktu z &asti C (2,8 g,
7.5 mmol) v 5 ml dichlérmetanu sa pridal cez striekackovu pumpu v priebehu jednej
hodiny. Reak&na zmes sa vliala do vodného roztoku hydrogénuhliéitanu sodného a
extrahovala sa s dichlérmetanom. Organicka vrstva sa vysusila na bezvodnom
sirane sodnom, prefiltrovala sa a rozpustadlo sa odstranilo in vacuo. Surovy
material sa purifikoval bleskovou chromatografiou (silikagél, zmes etylacetatu a
hexanu 1:4), ¢im sa ziskalo 2,09 g (86%) pozadovaného produktu vo forme &istého

sirupu. Produkt bol zmesou izomérov v pomere 2:3. MS: 654,2 (M+NH,)

Cast E

Produkt z ¢asti D (2,09 g, 3,3 mmol) sa rozpustil v 50 ml metanolu a pridal
sa uhli¢itan draselny (0,20 g). Reakéna zmes sa miesala 2 hodiny pri teplote okolia.
Uhli¢itan draselny sa odstranil filtraciou a prchavé latky sa odstranili in vacuo.
Surovy produkt sa purifikoval bleskovou chromatografiou (silikagél, eluované najprv
so zmesou etylacetatu a hexanov 1:2, potom zmesou etylacetatu a hexanov 1:1),
¢im sa ziskalo 0,84 g (49%) pozadovaného deacetylovaného B-anoméru spolu s
0,48 g (26%) deacetylovaného a-anoméru.
a-Anomeér: ¢iastoény 'H NMR (CDCI): 6 0,51 (d, 3H), 0,80 (d, 3H), 0,85-0,95 (m),
1,00 (d, 3H), 1,02 (m), 1,14 (d, 3H), 2,77 (t, 1H), 3,44 (d, 1H), 3,58 (m), 3,93 (dd,
1H), 3,27 a 3,98 (AB kvartet, 2H), 4,75 (m, 1H), 5,18 (AB kvartet, 2H), 6,02 (m, 1H),
7,37 (m, 5H), 9,67 (s, 1H), MS: 570,5 (M+NH,)
B-Anomér: &iastoéné 'H NMR (CDCl,): & 0,51 (d, 3H), 0,81 (d, 3H), 0,85-1,1(m),
1,00 (d, 3H), 1,13 (d, 3H), 2,83 (t, 1H), 3,64 (m, 1H), 3,60 a 3,87 (AB kvartet, 2H),
4,10 (bs, 1H), 4,58 (dd, 1H), 5,17 (AB kvartet, 2H), 6,01 (d, 1H), 7,35 (m, 5H), 9,69
(s, 1H), MS: 423,3 (M+H-digitoxdza)
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Cast F

B-anomér z casti E (35,6 mg) sa rozpustil v 3 ml dibrémmetanu a pridali sa 3
ml 50% vodného hydroxidu sodného a nasledne bromid tetrabutylaménny (4,2 mg,
0,013 mmol). Zmes sa silno premiesavala 18 hodin. Reakéna zmes sa extrahovala
dichlérmetanom a organicka faza sa vysuSila na bezvodnom sirane sodnom,
prefiltrovala sa a prchavé latky sa odstranili in vacuo. ZvySok sa purifikoval
prostrednictvom PTLC (9:1 zmes hexan/ etylacetat), ¢im sa ziskalo 16,4 mg (45%)
bielej tuhej latky. ’
Ciastoéné 'H NMR (CDCl,): & 0,52 (d, 3H), 0,90 (d, 3H), 0,9 (m), 1,00 (d, 3H), 1,04
(m), 1,13 (d, 3H), 2,71 (t, 1H), 3,38 (m, 1H), 3,60 a 3,89 (AB kvartet, 2H), 3,64 (m,
1H), 4,13 (m, 1H), 4,48 (dd, 1H), 4,85 (s, 1H), 5,14 (s, 1H), 5,18 (AB kvartet, 2H),
6,01 (d, 1H), 7,36 (m, 5H), 9,71 (s, 1H).

Cast G

Produkt z ¢asti F (9,7 mg, 0,017 mmol) sa rozpustil v 1 ml pyridinu a pridal sa
etanol a nasledne hydrochlorid hydroxylaminu (12 mg, 0,17 mmol). Zmes sa
zahrievala na 70 °C a mieSala sa 1 hodinu. Zmes sa ochladila a rozpustadlo sa
odstranilo in vacuo. ZvySok sa rozdelii medzi vodou a dichlérmetanom.
Kombinované organické fazy sa vysusili na bezvodnom sirane sodnom, prefiltrovali
sa a prchavé latky sa odstranili in vacuo. Vysledkom purifikacie zvySku
prostrednicivom PTLC (4:1/hexan:etylacetat) bolo 8,6 mg (87%) produktu vo forme
tuhej latky.
Ciastoéné 'H NMR (CDCl,): & 0,52 (d, 3H), 0,81 (d, 3H), 0,9 (m), 0,98 (d, 3H),
1,01(m), 1,23 (d, 3H), 1,34 (d, 1H), 2,62 (t, 1H), 3,36 (m, 1H), 3,60 (d, 1H), 3,64 (dd,
1H), 3,87 (d, 1H), 4,13 (m, 1H), 4,49 (dd, 1H), 4,85 (s, 1H), 5,15 (s, 1H), 5,18 (AB
kvartet, 2H), 5,96 (d, 1H), 7,36 (m, 5H), 7,46 (bs, 1H), 7,81 (s, 1H).

Cast H
Produkt z ¢asti G (8,6 mg, 0,015 mmol) sa rozpustil v 2 ml toluénu a pridalo

sa Burgessovo ¢&inidlo (18 mg, 0,074 mmol). Reakéna zmes sa mieSala v atmosfére
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suchého dusika, pri 60 °C priblizne jednu hodinu. Pridalo sa dalSie Burgessovo
¢inidlo a zmes sa miesala dalSich 20 minat. Reakéna zmes sa ochladila a in vacuo
sa odstranili prchavé latky. Vysledkom purifikacie zvySku prostrednictvom PTLC
(4:1/hexan:etylacetat) je 7,3 mg (86%) produktu vo forme tuhej latky.

Ciastoéné 'H NMR (CDCL,): § 0,39 (d, 3H), 0,88 (d, 3H), 0,95 (m), 1,14 (d, 3H), 1,23
(d, 3H), 2,62 (m, 1H), 2,72 (t, 1H), 3,36 (m, 1H), 3,59 (d, 1H), 3,63 (dd, 1H), 3,88 (d,
1H), 4,11 (m, 1H), 4,48 (dd, 1H), 4,85 (s, 1H), 5,14 (s, 1H), 5,18 (AB kvartet, 2H),
6,12 (m, 1H), 7,34 (m, 3H), 7,46 (m, 2H). |

Cast |

Produkt z ¢asti H (7,3 mg, 0,013 mmol) sa rozpustil v 2 ml metanolu a pridal
sa Pearlmanov katalyzator (2 mg). Reakéna nadoba sa preplachla vodikom a
mieSala so vo vodikovej atmosfére 2 hodiny. Zmes sa prefiltrovala cez celitovi
podlozku a prchavé latky sa odstranili in vacuo, €im vzniklo 6,1 mg (100 %)
zliéeniny uvedenej v nazve prikladu.
Ciastoéné 'H NMR (CDCl,): & 0,77 (d, 3H), 1,01 (d, 3H), 1,18 (d, 3H), 1,28 (d, 3H),
2,23 (dt, 1H), 2,35 (dd, 1H), 2,67 (m, 2H), 3,39 (m, 1H), 3,54 (d, 1H), 3,63 (dd, 1H),
3,99 (m, 1H), 4,15 (m, 1H), 4,57 (dd, 1H), 4,85 (s, 1H) 5,13 (s, 1H), 6,16 (d,
1H).MS: 489,2 (M+NH,). IR: 2240 cm"

Priklad 5

Cast A
B-anomér z Casti E prikladu 4 (0,84 g, 1,5 mmol) sa rozpustil v 100 ml

toluénu. Pridal sa dibutyltinoxid (0,568 g, 2,3 mmol) v dusiku a zmes sa zahrievala
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do refluxu a mieSala sa 4 hodiny. Zmes sa ochladila na laboratérnu teplotu a pridal
sa alyloromid (0,544 g, 4,5 mmol) a nasledoval fluorid tetrabutylaménny (2,3 ml
1,0M roztoku v THF, 2,3 mmol). Reakéna zmes sa zahriala na 50 °C. Po 1,5 dni sa
zmes ochladila a prchavé latky sa odstranili in vacuo. Vysledkom purifikacie
bleskovou chromatografiou (krokovy gradient: 9:1 az 4.1 az 2:1 / hexan:etylacetat)
bolo 0,454 g (51%) UV aktivneho produktu.

Ciastoéné 'H NMR (CDCl,): § 0,51 (d, 3H), 0,81 (d, 3H), 0,9 (m), 1,00 (d, 3H), 1,05
(m), 1,22 (d, 3H), 2,21 (m, 1H), 2,72 (t, 1H), 3,01 (dd, 1H), 3,66 (d, 1H), 3,68 (m,
1H), 3,87 (d, 1H), 3,98 (m, 1H), 4,10 (m, 1H), 4,18 (m, 1H), 4,59 (dd, 1H), 5,10 (m),
5,18 (AB kvartet, 2H), 5,26 (d, 1H), 5,86 (m, 1H), 6,01 (d, 1H), 7,37 (m, 5H), 9,66 (s,
1H).

Cast B

Produkt z ¢asti A (288 mg, 0,49 mmol), trifenylfosfin (511 mg, 1,95 mmol) a
imidazol (133 mg, 1,95 mmol) sa umiestnili do flaSe a rozpustili sa v 40 ml &erstvo
destilovaného tetrahydrofuranu. Pridal sa tuhy jod (371 mg, 1,46 mmol) a zmes sa
miesala v dusikovej atmosfére pri laboratérnej teplote 1,5 hodiny. Pridala sa 1N
kyselina chlorovodikova a zmes sa extrahovala s etylacetatom. Organicka faza sa
premyla s vodou, s roztokom tiosulfatu sodného a potom sofnym roztokom.
Organicka faza sa potom vysuSila na sirane sodnom, prefiltrovala sa a
zakoncentrovala sa in vacuo. Vysledkom purifikacie zvy3ku prostrednictvom PTLC
(9:1/hexan:etylacetat) bolo 211 mg (61%) produktu.
Ciastoéné 'H NMR (CDCI,): 5 0,51 (d, 3H), 0,80 (d, 3H), 0,9 (m), 1,00 (d, 3H), 1,05
(m), 1,33 (d, 3H), 1,22 (d, 1H), 2,51 (dd, 1H), 2,70 (t, 1H), 3,13 (t, 1H), 3,25 (m, 1H),
3,59 a 3,82 (AB kvartet, 2H), 4,01 (m, 1H), 4,38 (dd, 1H), 5,18 (AB kvartet, 2H),
5,20 (s, 1H), 5,30 (d, 1H), 5,96 (m, 1H), 6,00 (d, 1H), 7,37 (m, 5H), 9,69 (s, 1H),
MS: 725,0 (M+Na)
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Cast C

Do 8 ml suchého toluénu sa pridal hydrid tri-n-butylcinu (0,267 ml, 0,993
mmol). Roztok sa zahrieval do refluxu priblizne 2 hodiny. Produkt z ¢asti B (211 mg,
0,301 mmol) sa rozpustil v 10 ml suchého toluénu a pridaval sa prostrednictvom
striekackovej pumpy do refluxujiceho roztoku hydridu tri-n-butylcinu pogas 2 hodin.
Pridal sa dalSi ekvivalent hydridu tri-n-butylcinu a zmes sa refluxovala dal$ich 30
minut, &o bol ¢as, kedy sa spotreboval vychodiskovy material, ako bolo stanovené
analytickou TLC. Zmes sa ochladila a prchavé latky sa odstrér:lili za znizeného
tlaku. Vysledkom purifikacie prostrednictvom PTLC bol Zlity olej. Material sa dalej
purifikoval preparativnou HPLC (Zorbax RxC18, 5 % voda/95 % acetonitril, A=220
nm), ¢im vznikli dva produkty, 23,0 mg (13%) B-izoméru a a-izomér.
B-izomeér: Ciastoéné 'H NMR (CDCL,): 6 0,50 (d, 3H), 0,80 (d, 3H), 0,89 (m), 0,98 (d,
3H), 1,02 (d, 3H), 1,20 (d, 3H), 2,22 (m, 1H), 2,72 (t, 1H), 3,29 (m, 2H), 3,58 (d, 1H),
3,65 (t, 1H), 3,82 (d,IH), 3,99 (t, 1H), 4,41 (dd, 1H), 5,19 (AB kvartet, 2H), 6,01 (m,
1H), 7,36 (m, 5H), 9,72 (s, 1H),
a-izomér: Ciastoéné 'H NMR (CDCL,): & 0,47 (d, 3H), 0,79 (d, 3H), 0,89 (m, 1H),
0,93 (d, 3H), 0,98 (d, 3H), 1,21 (d, 3H), 2,21 (m, 1H), 2,38 (m, 1H), 2,66 (t, 1H),
3,39 (t, 1H), 3,54 (d, 1H), 3,65 (t, 1H), 3,77 (d, 1H), 3,82 (t, 1H), 4,64 (m, 1H), 5,18
(s, 2H), 5,99 (m, 1H), 7,32 (m, 5H), 9,69 (s, 1H).

Cast D

B-izomér z &asti C (5,6 mg, 0,0097 mmol) sa rozpustil v 0,5 ml etanolu a
pridalo sa 0,5 ml pyridinu a nasledoval hydrochlorid hydroxylaminu (6,7 mg, 0,097
mmol). Reakéna zmes sa mieSala v dusikovej atmosfére priblizne 20 minat. Zmes
sa zakoncentrovala za znizeného tlaku a rozdelila sa medzi vodou a
dichlérmetanom. Organickd faza sa vysu$ila na bezvodnom siradne sodnom,
prefiltrovala sa a in vacuo sa zakoncentrovala. Vysledkom purifikacie zvysku
prostrednictvom PTLC (4:1/hexan.etylacetat) bolo 6.6 mg (kvantitativne) produktu.
Ciastoéné 'H NMR (CDCL,): 5 0,51 (d, 3H), 0,81 (d, 3H), 0,98 (d, 3H), 1,02 (d, 3H),
1,20 (d, 3H), 2,23 (m, 1H), 2,63 (t, 1H), 3,29 (m, 2H), 3,58 (d, 1H), 3,65 (t, 1H), 3,82
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(d,IH), 3,99 (t, 1H), 4,41 (dd, 1H), 5,19 (s, 2H), 5,95 (m, 1H), 7,35 (m, 5H), 7,47 (s,
1H), 7,81 (s, 1H).

Cast E

Produkt z ¢asti D (6,6 mg, 0,011 mmol) sa rozpustil v 1 ml toluénu a pridala
sa Burgessova sof (13,3 mg, 0,055 mmol). Zmes sa mieSala pod dusikom pri 60 °C
1 hodinu. Reakéna zmes sa ochladila a prchavé latky sa odstranili in vacuo.
Vysledkom purifikacie prostrednictvom PTLC (9:1Ihexén:etylacétét) bolo 5,1 mg
(81%) produktu.
Ciastoéné 'H NMR (CDCl,): § 0,39 (d, 3H), 0,86 (d, 3H), 1,01 (d, 3H), 1,15 (d, 3H),
1,20 (d, 3H), 2,27 (dd, 1H), 2,63 (m, 1H), 2,73 (t, 1H), 3,29 (m, 1H), 3,58 (d, 1H),
3,65 (t, 1H), 3,83 (d,IH), 3,99 (t, 1H), 4,41 (dd, 1H), 5,27 (AB kvartet, 2H), 6,13 (m,
1H), 7,33 (m, 3H), 7,46 (m, 2H).

Cast F

Produkt z ¢asti E (5,1 mg, 0,0087 mmol) sa rozpustil v 1 ml metanolu a pridal
sa priblizne 1 mg hydroxidu palddnatého (Pearimanov katalyzator). Reakéna
nadoba sa preplachla vodikovym plynom a zmes sa silno premieSavala vo
vodikovej atmosfére 30 minut. Katalyzator sa odstranil filtraciou cez celitovd
podloZku a filtrat sa zakoncentroval za znizeného tlaku, ¢im vzniklo 3,8 mg (88 %)
zluceniny uvedenej v nazve prikladu vo forme bielej tuhej latky.
Ciasto&né 'H NMR (CDCL,): § 0,77 (d, 3H), 1,01 (d, 3H), 1,04 (d, 3H), 1,02 (d, 3H),
1,17 (d, 3H), 1,22 (d, 3H), 3,67 (t, 1H), 3,98 (t, 1H), 4,05 (d, 1H), 4,55 (dd, 1H), 6,17
(m, 1H).

Priklad 6
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Cast A

o-Anomér z Casti E prikladu 4 (18,3 mg, 0,033 mmol) sa rozpustil v 1,5 ml
dibrommetane. Do roztoku sa pridalo 1,5 ml 50% vodného hydroxidu sodného a
nasledne bromid tetrabutylaménny (2,1 mg, 0,006 mmol). Zmes sa silno mie$ala 24
hodin a pridalo sa dalSich 6 mg bromidu tetrabutylaménneho a zmes sa miesala
dalSich 24 hodin. Reakcia sa zastavila pridanim 9,4 ml 2N kyseliny chlorovodikovej
a zmes sa rozdelila medzi vodou a dichlormetanom. Spojené organické fazy sa
vysusili na bezvodnom sirane sodnom, prefiltrovali sa a zakoncentrovali sa in
vacuo. Vysledny zvySok sa purifikoval prostrednictvom PTLC (4:1/hexan:etylacetat),
¢im vzniklo 3,1 mg (17%) produktu.
Ciastoéné "H NMR (CDCl,): § 0,51 (d, 3H), 0,81 (d, 3H), 0,9 (m), 1,00 (d, 3H), 1,05
(m), 1,13 (d, 3H), 2,78 (t, 1H), 3,63 (m, 2H), 3,23 and 3,91 (AB kvartet, 2H), 4,05
(m, 1H), 4,62 (m, 1H), 4,94 (s, 1H), 5,13 (s, 1H), 5,18 (AB kvartet, 2H), 5,99 (d, 1H),
7,35 (m, 5H), 9,69 (s, 1H).

Cast B

Produkt z gasti A (3,1 mg, 0,0055 mmol) sa rozpustil v 1 ml metanolu a pridal
sa priblizne 1 mg hydroxidu paladnatého na uhliku (Pearimanov katalyzator).
Reakéna nadoba sa precistila vodikovym plynom a mieSala sa vo vodikovej
atmosfére 40 minut. Katalyzator sa odstranil filtraciou cez celit. Vysledkom
zakoncentrovania filtratu za znizeného tlaku bolo 3,1 mg (kvantitativny vytazok)
zluéeniny uvedenej v nazve prikladu.
Ciastoéné 'H NMR (CDCI,): & 0,80 (d, 3H), 0,95 (d, 3H), 1,01 (d, 3H), 1,27 (d, 3H),
2,39 (m), 2,78 (t, 1H), 3,76 (m, 4H), 4,06 (m, 1H), 4,71 (m, 1H), 4,87 (s, 1H), 5,13
(s, 1H), 6,02 (d, 1H), 9,73 (s, 1H).

Priklad 7 o

OH
N
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Cast A

a-lzomér z prikladu 5, éasti C (1 ekvivalent) sa rozpustil v etanole a pridal sa
rovnaky objem pyridinu a nasledne hydrochlorid hydroxylaminu (10 ekvivalentov).
Reakéna zmes sa mieSala v dusikovej atmosfére priblizne 20 minut alebo pokial sa
neuskutocnila dostatoéna reakcia, ¢o bolo postidené analytickou TLC. Zmes sa
zakoncentrovala za znizeného tlaku a rozdelila sa medzi vodou a dichlérmetanom.
Organicka faza sa vysusila na bezvodnom sirane sodnom, prefiltrovala sa a
zakoncentrovala sa in vacuo. ZvySok sa purifikoval prost;ednictvom PTLC

(hexan:etylacetat), im vznikol produkt.

Cast B

Produkt z Casti A (1 ekvivalent) sa rozpustil v toluéne a pridala sa
Burgessova sof (5 ekvivalentov). Zmes sa mieSala pod dusikom pri 60 °C priblizne
1 hodinu, az kym nezreagovalo dostatoéné mnozstvo vychodiskového materialu.
Reakéna zmes sa ochladila a prchavé latky sa odstranili in vacuo. Vysledkom

purifikacie prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast C

Produkt z ¢asti B sa rozpustil v metanole a pridalo sa katalytické mnozstvo
hydroxidu paladnatého na uhliku (Pearimanov katalyzator). Reakéna nadoba sa
preplachla s vodikovym plynom a zmes sa silne mieSala v atmosfére vodika
priblizne 30 minGt alebo pokial uplne nezreagoval vychodiskovy material.
Katalyzator sa odstranil filtraciou cez celitovl podlozku a filtrat sa zakoncentroval za

znizeného tlaku, ¢im vznikla zlGéenina uvedena v nazve prikladu.

Priklad 8
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Cast A

Medziprodukt 5 (16,3 mg, 0,039 mmol) sa azeotropoval s benzénom trikrat a
vysuSena zlGéenina spolu s bezvodnym bromidom horeénatym (2,0 mg, 0,0078
mmol) sa dali do flaSe pod dusik. Pridal sa suchy dichlormetan (1,0 ml) a zmes sa
ochladila na 0 °C. 3,4-Diacetyldigitox6zo-1-trichléracetimidat (pripraveny ako bolo
opisané v priklade 4, ¢éasti C) (29,2 mg, 0,078 mmol) sa rozpustil v 0,075 ml
suchého dichlérmetanu a pridaval sa do reakénej zmesi jednu hodinu. Reakéna
zmes sa cez noc nechala zahriat' na teplotu okolia. Zmes sa vliéla so nasyteného
vodného hydrogenuhliéitanu sodného a extrahovala sa s dichléormetanom.
Organicka faza sa vysusila na bezvodnom sirane sodnom, prefiltrovala sa a in
vacuo sa odstranili prchave latky. Vytazkom purifikacie zvySku prostrednictvom
PTLC (jedenkrat s 9:1 potom s 4:1/hexan:etylacetat) bolo 17,0 mg (69%) produktu

ako zmes a- a B-izomérov v pomere priblizne 1:2.

Cast B

Produkt z ¢asti A sa rozpustil v metanole a pridal sa hydroxid paladnaty na
uhliku (Pearimanov katalyzator). Reakéna nadoba sa preplachla s vodikovym
plynom a silno sa pretrepavala priblizne 30 minat, alebo pokial nezostal Ziadny
vychodiskovy material. Katalyzator sa odstranil filtraciou a zluéenina z nazvu
prikladu sa ziskala po odstraneni prchavych latok z filtratu. MS: 561,4 (M+NH,)

Priklad 9
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Cast A

Zlicenina (1 ekvivalent) opisana vyssSie uvedenym vzorcom, v ktorom R =
-CH(C¢H,), a X = -CHO, a ktorej priprava je opisana vo WO 96/14326, sa rozpustila
v etanole a pridal sa rovnaky objem pyridinu a nasledne hydrochlorid
hydroxylaminu (10 ekvivalentov). Reak&na zmes sa mieSala v dusikovej atmosfére
priblizne 20 minut, alebo pokial neprebehla dostatoéna rakcia, ¢o sa posudilo
analytickou TLC. Zmes sa koncentrovala za znizeného tlaku a rozdelila sa medzi
vodou a dichlormetanom. Organicka faza sa vysuSila na t;ezvodnom sirane
sodnom, prefiltrovala sa a zakoncentrovala sa in vacuo. Vysledkom purifikacie

zvysku prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast B
Produkt z cCasti A (1 ekvivalent) sa rozpustii v toluéne a pridala sa

Burgessova sol (5 ekvivalentov). Zmes sa mieSala pod dusikom pri 60 °C priblizne
1 hodinu alebo pokial nezreagovalo dostatoéné mnozZstvo vychodiskového
materidlu. Reak&éna zmes sa ochladila a prchavé latky sa odstranili in vacuo.

Vysledkom purifikacie prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast C

Produkt z ¢asti B sa rozpustil v metanole a pridalo sa katalytické mnoZstvo
hydroxidu paladnatého na uhliku (Pearimanov katalyzator). Reakéna nadoba sa
preplachla vodikovym plynom a zmes sa silno pretrepavala v 1 atmosfére vodika
priblizne 30 minat alebo pokial Gplne nezreagoval vychodiskovy material.
Katalyzator sa odstranil filtraciou cez celitov(i podlozku a filtrat sa zakoncentroval za

znizeného tlaku, ¢im vznikla zlGéenina uvedena v nazve prikladu.
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Priklad 10

Cast A

Zlucenina (1 ekvivalent) opisana vysSie uvedenym vzorcom, v ktorom R =
-CH(C¢H;), a X = -CHO, a ktorej priprava je opisana vo WO 96/14326, sa rozpustila
v etanole a pridal sa rovnaky objem pyridinu a nasledne hydrochlorid
hydroxylaminu (10 ekvivalentov). Reakénd zmes sa pretrepavala v dusikovej
atmosfére priblizne 20 mintt alebo pokial sa neuskutoénila dostatocna reakcia, ¢o
bolo postdené analytickou TLC. Zmes sa zakoncentrovala za znizeného tlaku a
rozdelila sa medzi vodou a dichlérmetanom. Organicka faza sa vysuSila na
bezvodnom sirane sodnom, prefiltrovala sa a zakoncentrovala sa in vacuo.

Vysledkom purifikacie zvy$ku prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast B

Produkt z ¢asti A (1 ekvivalent) sa rozpustil v toluéne a pridala sa Burgesova
sol (5 ekvivalentov). Zmes sa mieSala pod dusikom pri 60 °C priblizne 1 hodinu
alebo pokial nezreagovalo dostatoné mnozZstvo vychodiskového materialu.
Reakéna zmes sa ochladila a in vacuo sa odstranili prchavé latky. Vysledkom

purifikacie zvysku prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast C
Produkt z casti B sa rozpustil v 2% kyseline trifluéroctovej v dichlérmetane

(hmotnostné %) pri 0 °C a reakéna zmes sa mieSala priblizne 4 hodiny, pokial
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neprebehla dostatoéna reakcia. Prchavé latky sa odstranili za zniZzeného tlaku a
produkt sa purifikoval prostrednictvom PTLC, &im vznikla zlGéenina uvedena v

nazve prikladu.

Priklad 11

(0]
R=-H, X=-CN

Cast A

Zofimarin (1 ekvivalent) (kde R = -H a X = -CHO) sa rozpustil v suchom DMF
s obsahom 5% (v/v) p-metoxybenzylbromidu. Potom sa pridal nadbytok NaHCO, a
zmes sa mieSala pri laboratérnej teplote priblizne 18 hodin, alebo pokial nebolo
spotrebované podstatné mnoZstvo zofimarinu. Zmes sa zakoncentrovala in vacuo a
purifikovala sa preparativnou chromatografiou na tenkej vrstve (PTLC), Coho
vysledkom bol produkt, v ktorom R = -CH,C¢H,-p-OCH, a X = -CHO.

Cast B

Produkt z &asti A (1 ekvivalent) sa rozpustil v etanole a pridal sa rovnaky
objem pyridinu a nasledne hydrochlorid hydroxylaminu (10 ekvivalentov). Reakéna
zmes sa mieSala v dusikovej atmosfére priblizne 20 minat alebo pokial sa
neuskuto&nila dostatoéna reakcia, éo sa posudzovalo analytickou TLC. Zmes sa
zakoncentrovala za zniZeného tlaku a rozdelila sa medzi vodou a dichlérmetanom.

Organicka faza sa vysuSila na bezvodnom sirane sodnom, prefiltrovala sa a
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zakoncentrovala sa in vacuo. Vysledkom purifikacie zvySku prostrednictvom PTLC

(hexan:etylacetat) bol produkt.

Cast C

Produkt z casti B (1 ekvivalent) sa rozpustil v toluéne a pridala sa
Burgessova sol (5 ekvivalentov). Zmes sa mieSala pod dusikom pri 60 °C priblizne
1 hodinu alebo polial nezreagovalo dostatoéné mnoZstvo vychodiskového
materialu. Reakéna zmes sa ochladila a prchavé latky sa odstranili in vacuo.
Vysledkom purifikacie zvy3ku prostrednictvom PTLC (hexan:etylacetat) bol produkt.

CastD

Produkt z ¢asti C sa rozpustil v 2% kyseline trifluéroctovej v dichlérmetane
(w/w) pri 0 °C a zmes sa premieSavala priblizne 4 hodiny alebo pokial neprobehla
dostatoéna reakcia. Prchavé latky sa odstranili za znizeného tlaku a produkt sa

purifikoval prostrednictvom PTLC, &im vznikla zlGéenina uvedena v nazve prikladu.
Priklady 12 az 19
Nasledujice zlGCeniny je mozné pripravit analogicky, ako je uvedené v

priklade 9.

Vychodiskova zli€enina Finalny produkt




OCH(CgHs)2
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Priklady 20 az 22
Nasledujice priklady je mozné pripravit analogickym spésobom ako bolo

uvedené v prikiade 1

Vychodiskova zli€enina Finalny produkt

0. OCH(C¢Hs)a (o) OH
_QHO CN
1 [ :.
4
L_s A 1 '
O
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PATENTOVE NAROKY

1. 4-Kyano-4-deformylsordarinové derivaty vSeobecného vzorca |

(1)

kde Z je tetrahydropyranova skupina vybrana z

# RS
546

SCR R%)n W R15 1aR2‘“ R33R4a

&S0 R7  §77 07 CH,

a C
yA E
OH OCOCH=CH-CH=CHCHjg
HO OCH; HO OCHj

S N0"CHy 7 07 TOCH,
(d) (e)

(f)
a jej soli a solvaty (napr. hydraty) alebo metabolicky labilné derivaty,
kde

R?® znamena C(O)CH, alebo CHj;

R' znamena vodik, halogén, hydroxyl, C, ,alkoxy alebo acyloxy;
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R? a R® znamenaju nezavisle vodik, C,cakyl alebo C,_ alkoxyC,_alkyl alebo R? a R?
spolu s atbmom uhlika, na ktory sa pripojené, znamenaju C=0O, C=S alebo C,¢-
cykloalkyl;

R* znamena vodik alebo CH,R’ (kde R’ je vodik, hydroxyl, C, ,alkoxy alebo skupinu
OCORS, v ktorej R® je C,_,alkyl alebo aryl);

R® a R® su kazdy nezavisle vodik, C,alkyl alebo C,_ alkoxyC, alkyl alebo R® a R®
spolu s atdmom uhlika, na ktory s pripojené znamenaju C=0, C=S alebo C,,-
cykloalky!; :

n je nula alebo 1;

X a Y znamenaju kazdy nezavisle kyslik, siru alebo CR°R™ (kde R® a R" kazdy
nezavisle znamena vodik, C,zalkyl, C,,alkoxy alebo C,_,alkoxyC, ,alkyl; alebo R® a
R spolu s atbmom uhlika, na ktory su pripojené znamenaju C=0, C=S, C,,-
cykloalkyl alebo C=CHR", kde R'' znamena vodik alebo C,_alkyl); alebo ak X alebo
Y je kyslik a n je nula, potom -Y-CR?R?alebo -X-CR?R*- mé2u znamenat aj -N=CR3-
alebo NR'2-CR?R?- (kde CR? a R® sii C=0 a R" je C, ,alkyl, acylova skupina COR",
kde R™ je C,..alkyl), alebo ked Y je kyslik a n je nula X méze znamenat' skupinu
CR'" (kde R ma vyznamy definované vyssie), ktora je pripojena na pyranovy kruh
dvojitou vazbou;

R znamena vodik, halogén, azidoskupinu, C,galkyl, hydroxy, C,salkoxy (volitelne
substituované 1 alebo 2 hydroxyskupinami alebo ketalovymi skupinami alebo 1
alebo 2 C, jalkoxy skupinami), arylC, alkoxy, C,salkenyloxy, skupinu OCOR™ (kde
R'™ je arylC,,alkoxy alebo C,,alkylova skupina volitefne obsahujlca jednu alebo
dve dvojité vazby) alebo C, alkoxykarbonylC, alkoxy a R znamena vodik alebo
R"a R' mdzu spolu s atémom uhlika, na ktory st pripojené, znamenat C=0 alebo
C=CH,;

R' znamena CH,R', kde R je vodik, hydroxyl, C,,,alkoxy alebo skupinu OCOR?,
v ktorej je R® C,_alkyl; a

W znamena kyslik, siru alebo CH,;

a Giarkovana ¢iara v skupine (a) znamena volitelna pritomnost' dalSej vazby;

R' znamena vodik, halogén, hydroxy! alebo C, ,alkoxy;
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R* znamena vodik, halogén, hydroxyl, C, ,,alkoxy, C, ,.alkyltio, C, ;alkoxyC, ,alkoxy,
arylC, salkyloxy, arylC,alkenyloxy, azidoskupinu, NR**COR®* (kde kazdy z R® je
nezavisle vodik alebo C, salkyl), OR® (kde R® je cyklicky éter, ktory obsahuje 4 aZ 8
atébmov spojenych s atdmom kyslika cez kruhovy atdbm uhlika, ktory je pri kruhovom
atéme kyslika) alebo skupinu Y2C(=0)-X*-R"?, kde Y? je kyslik, sira alebo NH, X?
bud' vizba, atébm kyslika alebo substituent NR®, v ktorom R® je vodik alebo C,,-
alkyl, a R™ je C,_zalkyl, ktory volitelne obsahuje jednu alebo dve dvojité vazby, aryl,
arylC, ,alkyl, arylC,,alkenyl, halogénC,alkyl alebo C, 45aIkoxyC,,,,alkyI), a R®
znamena vodik alebo R* a R* spolu s atbmom uhlika, na ktory su pripojené
znamenaju C=0 alebo C=NOR* (kde R* je C, salkyl); a

R* je hydroxyl, C,salkoxy alebo °C(=0)R™ (kde R™ je definovany vyssie).

2. 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podfa naroku 1 Struktirneho

vzorca

OH

3. 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podfa naroku 1 S$truktarneho

vzorca

HO
OH
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4, 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podfa naroku 18truktirneho vzorca

5. 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podfa naroku 18trukturneho vzorca

6. 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podfa naroku 18truktarneho vzorca

@)
o/
7. 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podla naroku 1 Struktirneho

vVZorca
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8. 4-Kyano-4-deformylsordarinovy derivat podla naroku 1 &truktarneho

vzorca

9. Spobsob pripravy 4-kyano-4-deformyl-4'-demetylsordarinu, vyznacuj -
ci sa tym, ze zahiia uvedenie 4-kyano-4-deformylsordarinu do kontaktu s
kultirou kmena Streptomyces avermitilis vo fermentaénom médiu obsahujicom
asimilovatelné zdroje uhlika a dusika; a izolaciu 4-kyano-4-deformyl-4'-demetyi-

sordarinu z fermenta¢ného média.

10. Farmaceuticky prostriedok, vyznadujluci sa tym, ze obsahuje 4-
kyano-4-deformylsordarinovy derivat podia naroku 1 a farmaceuticky prijatelny

nosic.

11. Agrochemicky prostriedok, vyznacéujuci sa tym, Ze obsahuje 4-
kyano-4-deformylsordarinovy derivat podfa naroku 1 a polnohospodarsky prijatefny

nosic.
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12. Pouzitie 4-kyano-4-deformylsordarinového derivatu podlfa naroku 1 na

vyrobu lie€iva na lieenie alebo prevenciu hubove;j infekcie u Zivogichov.

13. Spbsob kontroly fytopatogénnych hib, vyznacdujaci sa tym, ze
zahtfia podavanie antifungdine Gcinného mnozstva 4-kyano-4-deformyl-sordarino-

vého derivatu podla naroku 1 rastline, ktora potrebuje taktto kontrolu.
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