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_ L3
Cll-modifiocituja pradimisiinijohdannaisia

Tausta

Sienid tappavien antibicottien etsiminen on joh-
tanut pradimisiinien ldytémiseen. Pradimisiinit ovat pe-
rdisin luonnossa ilmenevistd organismeista kuten Ac-
tinomycetes, ja ne suojaavat hiirid tappavilta systeemi-
siltd infektioilta, kuten Candida albicansg, Cryptococcus
neoformans ja Aspergillug fumigatus.

US-patentit 4 870 165, 4 973 673, 4 990 497,
4 992 425, 5 053 395 ja 5 091 418 paljastavat pradimisii-
neja, jotka ovat vastaavasti sienid tappavia aineita ja
alfa-glukosidaasin inhibiittoreita.

Yhdelld tunnettujen pradimisiinien ryhm&lli on kaa-

va A:
Ra
|
CONH- CH~ COOH
o nd© CHy
CH40 CA)
9@
oH ©O OH HO R0
Rb

jossa R* on H, CH, ja CH,0H,

R® on NH,, OH tai NHCH,, ja

R° on H tal B-D-ksyloosi.

Kaikilla n#dilld yhdisteilld on metoksiryhmd tai
OCH3—thma C-1ll-asemassa.

Hiljattain keksittiin uusia substituoituja, 11-0-
ksylosyyliryhmid sisdltdvi8 pradimisiineja, jotka tun-
netaan nimilld pradimisiini T1, T2 ja 11-0-deksylosyyli-
pradimisiini Tl. T1 ja T2 tuotetaan fermentoimalla aktino-
mykeettikantaa AA3798 (jonka viljelm3 on talletettu Buda-
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pestin sopimuksen mukaisesti  talletusnumerclla ATCC
55288). Kolmas yhdiste on johdettu Tl:std. '
N&md ksylosyylisubstituoidut pradimisiinit ovat

kuvion B mukalsia:

CONH- CH,- COOH

B

R0

988!
“o
0 OH HO~~"RY0
OH OH
jossa R* on H tai B-D-ksyloosi ja R®* on H tai

47
OH OH

(se on: B-L-ksyloosi).

Pradimisiini-T1l:ss# R* on B-D-ksyloosi ja R® on B-L-
ksyloosi. Pradimisiini-T2:ssa R* on H ja R®* on B-L-ksyloo-
si. 11-0-deksylosyylipradimisiini-T1l:ss4 R? on B-D-ksyloosi
ja R® on H.

Keksintd

On havaittu, ett8 uusia biologisesti aktiivisia
pradimisiinijohdannaisia voidaan tehd4 ksylosyylipradimi-
siineista. Keksinndn mukaisilla yhdisteilld ei ole metok-
si~ tai ksylosyyliryhmid pradimisiinimolekyylin C-l1ll-ase-
massa. Niilld ei ole ll-asemassa metoksi- ja ksylosyyli-
osia. Ne ovat kemiallisesti erilaisia kuin muut tunnetut
sienten kasvua estdvdt antibiootit.

Keksinndén yksityiskohtainen kuvaus

Ellei toisin ilmaista, kaikki esitetyt prosentit
ovat painoprosentteja, jotka pohjautuvat koostumuksen ko-

konaispainoon.
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Keksintd koskee uusia yhdisteiti, niiden wvalmis-
tusmenetelmid ja menetelmid ja koostumuksia, jotka kayt-

tdvdt niita.
Tdssd kuvatuilla pradimisiineilla on bioclogista

aktiivisuutta, joka on samanlainen kuin t#dssd viitatuilla
ksyldsyylipradimisiineilla.

Yhdisteet
Tamdn keksinnén yhdisteilld on kaava 1:

n?
i .
CONH- CH- COOH

0 HO A
R4 ~ l E I j

%@@
OH O OH HO~"R30 )
R
jossa R' on H, CH, tai CH,OH,
R? on OH tai NR°RS,
0
3 HO
R* on H tai /SS;;;::EL% (B-D-ksyloosi),
OH

HO

R’ ja R® ovat H tai CH,,
R* on H, OH, OR’, OCH,R®, OSO,CF, N(CH,),, CONH, tai
CN, ;

R’ on C,.s-alkyyli, C,,-alkenyyli tai C,,-halogeeni-
alkyyli (halogeeni = Cl tai F), ja

R® on fenyyli, COOH tai CONH,, silld varauksella
ettd kun R' on OH, R' ei ole H.

Yksi edullinen yhdisteryhmd luetellaan taulukossa I
R':n, R*:n ja R’:n soveliaiden m#iritysten kanssa. R*' on
aina OH yhdisteissd I,;.
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Tdten ndilli vhdisteilld on kaava I-I:

R
|
CONH- CH- COOH

CI-1)

jossa R':114, R%:1la ja R%:1la on taulukossa I an-

netut merkitykset.

Taulukko I: yhdisteet I, .*
Yhdiste R! R? R
N CH, NHCH, B-D-ksyloosi
Iy CH, NHCH, H
I CH, NH, 8-D-ksyloosi
Ip CH,OH NHCH, 8-D-ksyloosi
I CH,0H N(CHy), R-D-ksyloosi
Ip CH,OH OH B-D-ksyloosi
*R*=0H

Taulukossa I olevat yhdisteet valmistettiin kdsit-
telemdl1l8 11-OMe-pradimisiineja (se on: ll-metoksipradimi-
siineja) aryylieetterin lohkaisevalla reagenssilla kuten
LiI (I.T. Harrison ym., Chem. Commun., 616, 1969) soveli-

aassa orgaanisessa liuottimessa, kuten kollidiini, 1luti-
diini tai dimetyyliformamidi, kuumentaen 160 - 200 °C:n
ldmpdtilassa, ja reaktioaika oli v&dlilld noin 30 minuuttia
(1/2 tuntia) - noin 16 tuntia, haponsitojan, kuten 4 A:n
molekyyliseulan, ollessa ldsnd tai poissa. Tuotteet puh-
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distettiin Cﬁ-kaanteisfaasipylvéalla, eluoiden fosfaatti-
puskurilla, joka oli 10 - 30-prosenttinen asetonitriilin
suhteen (pH 3,5).

Toinen hyddyllinen pradimisiinijohdannaisten ryhm&
ovat ne, joilla on kaava II:

RS
I
CONH- CH~ COOH

cht)

CH,

oH O OH HO OR"1

jossa R’ on H tai CH,,

R on OH tal NHCH,, _

R on H tai B-D-ksyloosi, ja

R on H, OCH;, OCH,CHF, OCH,CH=CH,, OCH,-fenyyli

(OCH,Ph), OCH,COOH, OCH,CONH,, N(CH,),, CONH, tai CN.

Namd jJohdannaiset saadaan 1ll-hydroksipradimisii-
neista alkyloimalla tai seuraavilla vaiheilla:

1) trifluorimetaanisulfonointi,

2) hydridin pelkistys tai nukleofiilinen substituu-
tio, ja

3) karboksi- ja/tai aminosuojaryhmien poisto.

Yksi edullinen kaavan II mukainen yhdisteryhma il-
maistaan taulukossa II yhdess# niiden R*-, R'-, R'Y%- ja R'*-
ryhmien mddritysten kanssa.

S

Taulukko I1I: yhdisteet  [[,;
Yhdisteet R® R RM R
I, H OH B-Dksyloosi | OC,H,
Iy H OH B-D-~ksyloosi | OCH,CH,F
. H OH B-D+ksyloosi | OCH,CH=CH,
I, H OH B-D-ksyloosi | OCH,Ph
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Taulukko II: yhdisteet [[,, (Jatkoa)
Yhdisteet R’ R° RM R'2
Il H OH 8-D--ksyloosi | OCH,COOH
II, H OH B-Dksyloosi | OCH,CONH,
I, CH, NHCH, | B-D-ksyloosi |H
Il CH, NHCH, [|H H
I, H OH B-Dksyloosi | H
I, H OH 8-D--ksyloosi | N(CH,),
I, H OH B-D-ksyloosi | CONH,
I, H OH B-Dksyloosi | CN

Synteettiset (17-COOCH,)-vdlituotteet, yhdisteet A' -
D', joita kdytettiin tuotettaessa yhdisteet II, - I1I,, esi-
tetdi8n taulukossa III:

Taulukko IIT: yhdisteet al - pt
Yhdisteet R® R!? R! R'?
Al H OH B-D-ksyloosi OH
B! CH,  |NH,Cbz | B-D-ksyloosi OH
c CH, NCH,Cbz | H | OH
D! H OH B-D-ksyloosi OTf

Cbz = bentsyylioksikarbonyyli

Tf = trifluorimetaanisulfonyyli

Taulukon II mukaiset C-1ll-modifioidut johdannaiset
tuotetaan edelld olevista 1ll-hydroksijohdannaisista ja
niihin sisdltyvdt 11-0O-(substituoitu)alkyylipradimisiini
Tl:t, jotka valmistettiin k#sittelemdlld karboksisuojattu
ll-hydroksidipradimisiini T1 soveliaalla (ja mahdollisesti
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substituoidulla) alkyyli- tai aralkyylihalidilla kuten
etyylibromidi, 2-fluorietyylibromidi, allyylibromidi,
bentsyylibromidi, etyylibromiasetaatti tai jodiasetamidi,
orgaanisessa liuottimessa kuten dimetyylisulfoksidi, emék-
sisten metallisuolojen, kuten K,CO,, ollessa ldsnd 2 - 16
tunnin ajan, jota seuraa suojaryhmdn poisto emiksiselld
hydrolyysilld ja puhdistus kddnteisfaasipylvdskromatogra-
fialla. Vasta tuotujen alkyyliryhmien aseman todettiin
olevan 11-OH-asema NOE-efektin (nuclear Overhauser effect)
perusteella, joka havaittiin 11-O-alkyyliprotonien ja 10-
ja l12-protonien vdlilla 'H-NMR:ssi.

Tdhédn C-11l-modifiocitujen johdannaisten ryhmdin kuu-
luvat pradimigiini A:n, B:n ja Tl:n 1l-deocksi-, 1l-dime-
tyyliamino-, 1ll-syaani- ja 1ll-karbamoyylijohdannaiset,
jotka valmistettiin karboksi- ja aminosuojatuista 11-hyd-
roksipradimisiineista toisiaan seuraavilla reaktioilla
seuraavalla tavalla:

1) ll-hydroksiryvhmédn selektiivinen trifluorimetaa-
nisulfonylointi kasittelemdlld triflatoivalla reagenssil-
la, kuten N-fenyylitrifluorimetaanisulfonimidi tai +tri-
fluorimetaanisulfonianhydridi, em&iksisessd orgaanisessa
livottimessa kuten pyridiini, sellaisen orgaanisen emdksen
ldsndollessa kuten dimetyyliaminopyridiini, O °C:n lampd-
tilassa -~ huoneenlémp&tilassa 30 minuutin - 16 tunnin
ajan, jota seurasi kromatografinen puhdistus k&&nteisfaa-
sipylvddssd, tuotti wvastaavat 11-O-trifluorimetaanisul-
fonyylivdlituotteet 58 -~ B5-prosenttisella saannolla. Nii-
den rakenteet vahvistettiin 10- ja 12-protonien tyypillis-
ten alhaisessa kentdssd olevien siirtymien perusteella *H-
NMR:ssd; 2) ja 11-0O-triflaattien reaktiot sellaisessa or-
gaanisessa liuottimessa kuten DMF, hydridi-ionin kanssa,
joka saatiin aikaan lis&dmills samanaikaisesti muurahais-
happo ja trietyyliamiini, nukleofiilisen em#ksen kanssa
kuten dimetyyliamiini, tai trialkyylisubstituoidun metal-
lireagenssin kanssa kuten tributyylitinasyanidi, palladi-
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um-(0)-katalysaattorin kuten tetrakis(trifenyylifosfiini)-
palladium-(0) 1l&srna ollessa, tai saatiin aikaan in situ
palladiumasetaatista ja trifenyylifosfiinista, reaktiocai-
kana 30 minuuttia - 16 tuntia huoneenldmméssd tai kuumen-
taen 50 - 100 °C:n lampébtilassa, jota seurasi karboksi- ja
aminosuojaryhmén (-suojaryhmien) poisto emdksiselld hydro-
lyvsills, optimaalisella hydrauksella ja puhdistuksella
C,s-kddnteisfaasipylvidskromatografiassa, tuotti vastaavat
1l1-modifioidut johdannaiset.

Antiviraalinen vaikutus in vitro

Tamin keksinndn mukaisten yhdisteiden an-
tiviraalinen vaikutus in_vitro (MIC) mdaritettiin hiiva-
morfologia-agarilla (YMA, Difco Laboratories, USA), joka
oli puskuroitu O0,06-molaarisella fosfaatilla (pH 7,0).
Yhdeks&n osaa sulanutta agaria yhdistettiin yhteen osaan
antibioottiliuosta petrimaljoilla. Agarmaljojen pinnalle
pantiin t&pl&nd 5 pl suspensiota, joka sisdlsi 2 x 10° so-
Jua/ml. Maljoja inkuboitiin 28 °C:n lampdtilassa ja MIC:t
merkittiin muistiin 40 tunnin inkuboinnin j&lkeen. Tulok-
set esitetdédn taulukossa 1. Kaikki kaavan I-I mukaiset 11-
hydroksijohdannaiset ovat aktiivisia laajaa sienikirjoa
vastaan. Kaavan II mukaisilla C-l1l-modifioiduilla johdan-
naisilla oli monia erilaisia sienid tappavan aktiivisuuden

alueita.

Taulukko IV
C-1l-modifioitujen pradimisiinijohdannaisten sienia

tappava aktiivisuus in vitro

MIC

(rg/ml)
Yhdiste Ca-4 Cct-12 Cn-2
Pradimisiini A 6,3 12,5 1,6
I, 6,3 25 3,1
I, 6,3 12,5 1,6
I, 6,3 12,5 3,1
I, 6,3 25 6,3



10

15

20

25

30

35

Taulukko IV (jatkoa)
C-ll-modifioitujen pradimisiinijohdannaisten sienid

tappava aktiivisuus in vitro

MIC

(pg/ml)
Yhdiste Ca-4 cCt-12 Cn-2
I, 6,3 12,5 12,5
1I, 3,1 12,5 1,6
11, 3,1 6,3 1,6
II, 6,3 12,5 3,1
II, > 100 > 100 12,5
II, 6,3 12,5 1,6
11, 6,3 12,5 6,3
11, 12,5 > 100 50
1, 12,5 25 6,3
II, 12,5 25 6,3

Ca-4: Candida albicans A9540
Ct-12: Bandida tropicalis IF010241
Cn-2: Gryjptococcus neoformans IAM4514

l1l-ksylosyyli-esiasteita

Tam& osa kuvaa sellaisten ll-ksylosyyliyvhdisteiden
valmistuksen, joista keksinnén mukaiset yhdisteet johde-
taan. Pohditaan yhdisteitd, piirteitd ja niiden biologisia
ominaisuuksia.

B. Yhdisteet

Antibioottiset aineet, joille oli annettu nimiksi
pradimisiini T1 ja T2, 11-0O-deksylosyylipradimisiini T1,
valmistettiin fermentoimalla Actinomycete-kantaa AA3798

(ATCC:n talletusnumero 55288). Mydhemmin pohditaan n&diden
vyhdisteiden k&yttdd sellaisten infektiotautien hoidossa,
joita aiheuttavat mikro-organismit, jotka ovat altiita
mainituille antibiooteille.

Rakenteen B piirteet ovat yhteisiid kaikille kolmel-
le yhdisteelle. R':n ja R®:n variaatiot, jotka osoitetaan
jdljempdnd, +tuottavat yvksildllisisd rakenteita.
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CONHCH,COOH

=D

RY R

Pradimisiini T1: Ho- v /o]
0 H OH

HO

Pradimisiini 712 H 'n\uﬁt;g:zz\
OH

HO

11-0-deksylosyylipradimisiini T1: HO

HO H

Osana yritystd8 seuloa pradimisiinin vesiliukoisia
analogeja, hakijat keksividt ettd harvinainen aktinomykeet-
ti, jolle oli annettu numero AA3798, tuotti uusia jasenid
pradimisiinien antibioottiryhmidssd. Kanta AA3798 eristet-
tiin maaperdndytteestd, joka poimittiin Nerimassa Tokiossa
Japanissa 29. tammikuuta 1989.

Kannan AA3798 viljelmd talletettiin American Type
Culture Collection ~talletuslaitokseen BUDAPEST TREATY ON
THE INTERNATIONAL RECOGNITION OF THE DEPOSIT OF MICRO-
ORGANISMS FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE -sopimuksen
mukaisesti, ja kaikki rajoitukset, jotka koskevat tallete-
tun mikro-organismin saatavuutta yleisblle, poistetaan
peruuttamattomasti kun tdstd patenttihakemuksesta myonne-
tddn patentti. Talletetulle viljelmdlle on annettu talle-
tusnumeroksi ATCC 55288.
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Kannan AA 3798 taksonomia

Elatusaine, jota Xk&ytettiin tutkittaessa kannan
viljelyominaispiirteitd ja fysiologisia ominaispiirteiti,
valmistettiin Shirlingin ja Gottliebin suosituksen mukai-
sesti, teos "Methods for Characterization of Streptomyces
Species", Intern, J. Syst. Bact., 1966, 16:313 - 340;

Waksmanin suosituksen mukaisesti, teos The Actinomycetes,

Vol. II, "Classification, Identification and Description
of Genera and Species", s. 328 - 334, julkaisija The
Williams and Wilkings Company, Baltimore, 1961, ja Arain
suosituksen mukaisesti, teos Culture Media for Actino-

mycetes, julkaissut The Society for Actinomycetes Japan,
1975. Viljelmid tarkkailtiin kun oli inkuboitu 32 °C:n
lampotilassa 2 - 4 viikkoa. Védrien nimet ja varisdvyjen
numerot (taulukko 1) annetaan teoksen Manual of Color
Names mukaisesti (Japan Color Enterprise Company, Ltd.,
1987).

Morfologia

Kanta AA 3798 kasvoi hyvin hiivauute-mallasuute-
agarilla (ISP-2), epdorgaanisella suola-tarkkelys-agarilla
(ISP-4), hiivatdrkkelysagarilla ja Bennettin agarilla mis-
gd tahansa l&mpdtilassa v&dlilla 19 °C - 40 °C. Viljelmét
olivat paksulti ilmamyseelin peitossa, joka vaihteli jau-
hemaisesta samettimaiseen. Alustamyseeli oli hyvin kehit-
tynyt ja epdsdanndllisesti haarautunut. Joissakin agar-
alustoissa, kuten vesiagar, t&m& alustamyseeli oli frag-
mentoitunut epdsiddnndllisen sahalaitaisesti lyhyiksi sau-
vaelementeiksi. Ilmamyseelit olivat runsaita ja pitki4,
kohtuullisesti haarautuneita, suoria tai epédsidinnsllisen
kdayrid. Ilmamyseelit olivat niin ohuita (halkaisija
0,3 pm), ettd niiden iti®intid ei voitu havaita valomik-
roskoopilla, mutta pyyhkdisyelektronimikroskopia paljasti,
ettd ne olivat t8ysin fragmentoituneet itidiksi. Itist
olivat sauvamaisia ja mitoiltaan 0,3 x 1,0 - 2,0 um, ja

siledpintaisia. Ndmd itidt eividt olleet liikkuvia.
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B. Ominaispiirteet

Kannalla AA 3798 o©li valkoiset ilmamyseelit, pit-
kdan inkuboitaessa ilmamyseelit muuttuvat joskus vaalean-
punertavan valkoiseksi. Vegetatiivisten ja diffundoituvien
pigmenttien vari orgaanisilla alustoilla vaihteli éehmeén
vaaleanpunaisesta tummanpunaiseen, V&ri muuttui wvaalean
punertavankeltaisesta wvoimakkaan kellert8vdan oranssiin,
kun lisdttiin 0,1 N HCl. Kannan AA 3798 viljelyominais-
piirteet eri alustoilla esitetdidn yhteenvetona taulukossa
V.
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Taulukko V kaavan AA 3798 viljelyominaispiirteitd

Alusta

' agar

Sakkaroosinitraatta-
(waksman alusta

v

nro 3

Eiﬁméan YeTidrtavan —
aleanpunainen (27)

Ilmamyseéii

alkoinen (358) jauhemain

pren

hLigkqin@n pigm

ehmedn kellertdvin vaalean-—
‘punajnen (28) e

Glyserolinitraattiagar

ailakka punertavan-

H
Kasvu' keltaxnen A126) )
K&inteinen Yfgl?an punertavankeltainen
Ilmamyseeli valkoinen (388) jauhemainen

¢
Liukoinen pigmenttl

Ei mitaan

v
3

. PR

“e T P PP NN

Glykcoslasparagllnlagar

;v,:/;:w” A .o
Kasvu teoSL e

MR Y]

Fersvan

T .

Vadlean oranasx (64)

v iNeee 3

¢ Kéanteinen ¥ %S,

RS

Yaalean

R %

I]mamyseelx

ranss; (64) °

Valko nen (383) jauhema;nen

”Liukoinen pigmen

Hiivauutemallasuute-agar

(ISP~alusta nro 2)

Kasvu Tummanpunainen (57)
Kaén;g%nen Tummanpunainen (57)

. Vaaleanpunajseen vivahtavan val-
Ilmamyseell koinen (391) jauhemainen hyva

Tummanpunainen (57)

Kaurahlutale aga

(IsP«alusta nro 3)

Liukoinen pigmentti

Varitdn-huomattavan

‘Pehmedn kellertavan vaalean-
'punalnen (27)

Ilmamyseeli

alkoinen (388) japhgpé@pgp

.Liukoinen pigm

feﬁmea (25)hvgale§qggn§igenw

Epdorgaanisia suoloja si-
581tAvE tarkkelysagar (ISP

alusta nro 4)

Kasvy Kellanruskea (101)
Kadnteinen Pehmedn oranssi (83)
Ilmamyseeli Valkoinen (388) jauhemainen, hyvi

Liukoinen pigmentti

(392)ei mitdan beigenvalkoihen

:_Glyseroliaspargiiniaéar

(ISP-alusta nro 5)

Vaalean oranssi -(64)
Kasvu
Kiddnteinen Vaalean oranssi (65)
‘Ilmamyseeli valkouinen (3B8) jauhemainen

Liukoinen pigmentti

Ei mitdén = o
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Taulukko V (jatkoa) kannan AA 3798 viljelyominaispiirteitd

Alusta
Tyrosiiniagar Kasvu Vaaleancranssi (65)
. (IsP-alusta nro 7) Kéiﬂteinen Vaaleanoranssi (65)
. Ilmamyseeli Pelgenvalkoxnen (388) jauhemainen

Livkoinen pigmentta

Ei mitéén

o

craoi e ik

c ~ . e L. JEA

<

n : ¥ ST
,Ravxntoaqar oo kasve T e
. N . ~ N N ~ ’
" i SN n <
‘~(vaksman1n'a1usta nro 14} [oscaen - T o N
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Hiivatirkkelysagar

Kasvu Tummanpunainen (57) .o
Ka&nteinen . Tummanpunainen (57)
Ilmamyseeli Valkoinen (388) jauhemainen, hyva

Liukoinen pigmenttj

Voimakas sinipunertavan punai-
men {(44)

-Dennettin agar

N
Kasvu ,

""" 30) [FEs o v
. Ké&ntexnen‘

‘ Tummanpunaznen isn)

valkolnen {389) jauhemalnen, hyvé

_;Liukoinen pPigmentti

o;ma is ?inlpunertavan punax-

Gauzen agar Kasvu Hailakka punertavankeltainen (125)

. Kddnteinen Vaalean cranssi (64)
Peptonimaissiagar _ B ] R
Ilmamyseeli Valkoinen (388) jauhemainen, hyva

Liukoinen pigmentti

Vaaleanpunaiseen vivahtavan
valkoxne (391)

vahaxnen

Valkolnen (388

Fysiologiset ominailsuudet

Kannan AA 3798 fysiologiset piirteet ja hiilenléh-
teiden hyddyntdminen esitet#dn taulukoissa VI ja vastaa-
vastid VII. Mitkiddn vitamiinit eiv#t olleet kasvulle valt-

tamdttdmid.
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Taulukko VI Kannan AA 3798 fysicliogisia piirteita
7] ‘TuloKset
Positiivinen
Nitraatin pelkistys (Difco, nitraattiliemi) Negatiivinen
Maito (Difico, l0-prosenttinen kuorittu maito)
Koagdloituminen Positiivinen |
Peptoniloituminen Positiivinen
selluloosan hajottaminen (sakvaroosinitraattiliuos,
jossa on paperiliuska ainocana hiilenlahteena) Negatiivinen
Liivatteen nesteytys
Pelk&ll3 ljivatteella Ei kasvua
Glugoosi-peptoni-liivatteella Ei kasvua
Melaniinin muodostuminen (ISP-alustalla nro 7) Negatiivinen
Lampdtila-alue kasvulle (°C) 19 - 40
Optimilampdtila (°C) 29 - 34
(Hiivatarkkelysagarilla) ’
pH-alue kasvulle 6-8
Optimi-pH 7-8
(Trypticase-soijaliemissd,, BBL)
Kasvu seuraavissa:
Lysotsyymi 0,01 % Positiivinen
0,1 % Negatiivinen
NacCl 2% Positiivinen
8 % Negatiivinen

Taulukko VII
Kannan AR 3798 hiilenl3hteiden hyédyntaminen
_Hiilenlihde Kasvu
Arabinoosi ++
Inositoli : ++
D-mannitoli ++
Sakkarocosi ++
L-ramnoosi ++
Raffinoosi ++
D-ksyloosi ++
D-glugoosi +
Fruktoosi +

+: kohtalainen kasvu *+Irunsas kasvu

Kannan AA 3798 antibicottiherkkyyttd tutkittiin
kdyttdmdlla antibioottikiekkoja (Tridisk, Eiken Chemical
CO., Ltd). Kiekot sijoitettiin hiiva-glukoosi-mallasagarin
pinnalle (0,1 % hiivauutetta, 1 % glukoosia, 0,1 % mallas-
uutetta, 0,05 % CaCl,+H,0:ta, ja 1,5 % agaria), jolle oli
sijoitettu kanta AA 3798 (4-prosenttinen ymppi), ja sitten
maljoja inkuboitiin 37 °C:n l&mpStilassa 4 pdivdn ajan.
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Kanta AA 3798 oli resistentti 20 pg:lle ampisillii-
nia, 10 pg:lle kefaleksiinia, 50 pg:lle fosfomysiinia, 15
pg:lle linkomysiinid, 5 ug:lle gentamisiinia, 10 ug:lle
tobramysiinid, 15 pg:lle nalidiksiinihappoa, 300 yksikélle
polymyksiini B:t&d, 10 pg:lle erytromysiinid ja 15 pg:lle
josamysiinid. Se oli herkkd 1 pg:lle klavulaanihappoa, 2
pug:lle tikarsilliinia, 30 pg:lle tetrasykliini&, 10 pg:lle
kloramfenikolia, 30 pg:lle kanamysiinid, 2 ug:lle norflok-
sasiinia ja 50 yksikdlle kolistiinia.

Soluseindn kemotyyppi

Analysoitiin kokosolukoostumuksia menetelmills,
jotka ovat kuvanneet Becker ja Lechevalier artikkelissa
"Rapid Differentiation between Nocardia and Streptomyces
by Paper Chromatography of Whole Cell Hydrolysate", Appl.
Microbiol., 1964, 12:421 - 423, ja artikkelissa "Chemical
Compositions of Cell-Wall Preparations from Strains of
Various Form-Genera of Aerobic Actinomycetes", Appl. Mic-
robiol., 1965, 13:236 - 243. Kanta AA 3798 sisidlsi meso-

diamiinipimeliinihappoa, glukoosia, glukosamiinia, galak-

toosia ja pienid mé&rid riboosia, mannoosia ja ksyloosia,
mutta maduroosia ja arabinoosia ei havaittu, mika viittaa
siihen ettd t&m#n kannan soluseind on tyyppi#d IIIC. Myko-
lihappoja ei havaittu, kun kdytettiin Minnikinin ym. mene-
telmdd, artikkeli "Differentiation of Mycobacterium, No-
cardia and Related Taxa by Thin-Layer Chromatographic Ana-
lysis of Whole—Organiém Methanolysates", J. Gen, Micro-

biol., 1975, 88:200 - 204. Menakinonikoostumuksen ana-
lysointi Collinsin ym. menetelmd& kdyttden, artikkeli "A
Note on the Separation of Natural Mixtures of Bacterial
Menaguinones Using Reverse-Phase Thin-Layer Chromato-
graphy", J. Appl. Bacteriol., 1980, 48:277 -~ 282, paljasti
koostumuksen 69 % MK-9 (Hy), 18 % MK-9 (Hg), 6 % MK-9 (H,)
ja 6 % MK-9 (H,,). Kokosolun rasvahapot, jotka mddritettiin

Suzukin ym. menetelmdlld, artikkeli "Taxonomic Signi-

ficance of Cellular Fatty Acid Composition in Some Coryne-
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form Bacteria”, Int. J. Syst. Bacterieol., 1983, 33:183 -

200, koostuivat Z24-prosenttisesti 14-metyylipentadekaani-
haposta, (1s016:0), 2l1-prosenttisesti 1l4-metyyliheksade-
kaanihaposta (anteiso-17:0), l4-prosenttisesti 15-metyyli-
heksadekaanihaposta (is0l7:0) ja 1lO-prosenttisesti 10-me-
tyylioktadekaanihaposta (10Mel8:0).

Aktinomykeettien yleisen luokitteluoppaan mukaises-
ti, jonka on kuvannut H.A. Lechevalier (teoksessa Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, Vol. 4, toim. S.T. Wil-

liams ym., s. 2344-2347, 1989, Williams & Wilkins), meso-
diaminopimeliinihappojen ldsnéolo samalla kun diagnostista
sokeria ei ole ja ilmarihmoihin muodostuu pitkid itidket-
juja, viittaa siihen ett& kannan AA 3798 kuuluminen Nocar-
diosis-sukuun on vain yksi yvleinen mahdollisuus. Kuitenkin
sen maddrittelyn pohjalta, jonka ovat kuvanneet Grund ja
Kroppenstedt ("Fermentation, Chemotaxonomy and Numerical
Taxonomy of the Genus Nocardiosis Meyer", 1976, Int. J.
Syst. Bacteriol., 40:5 - 11, 1990), kannasta AA 3798 perdi-
sin olevat, sekd menakinonien ettd rasvahappojen p&adkom-

ponentit eroavat taysin Nocardiosis-suvun vastaavista pda-
komponenteista. Koska aikaisemmin ei ole raportoitu akti-
nomykeetin kaltaisia organismeja, joiden soluseindn kemo-
tyyppi olisi edelld kuvatun kaltainen, on t&lld hetkelld
mahdotonta madrittda kannan AA 3798 sukua, vaikkakin uuden
suvun ehdottaminen voisi olla perusteltua. Niinpd kanta AA
3798 mddritettiin tunnistamattomaksi aktinomykeetiksi.
Tadmidn keksinndn mukaiset uudet antibiootit tuote-
taan kontrolloiduissa olosuhteissa aerobisella fermentoin-
nilla soveliaissa nestemdisissd& ravintoalustoissa, niin
ettd tehdiddn ymppi edelld olevasta kannasta tai sen vari-
anteista tai mutanteista. Nestemidiset ravintoalustat, ku-
ten ne joita kdytetdan tavallisten antibiocottien tuottami-
seksi, ovat soveliaita pradimisiini Tl:n ja T2:n tuottami-
seksi. Suotavia hiilenldhteitd ovat glukoosi, glyseroli,

fruktoosi, sakkaroosi, ksyloosi, tdrkkelys ja muut hiili-
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hydraatit, ja edullisia typenl&hteitd ovat soijapapujauho,
puuvillasiemenjauho, peptoni, lihauute, kalajauhot, mais-
sinliotusneste ja vastaavat.

Suotavia epdorgaanisia suoloja ovat kobolttiklori-
di, kalsiumkarbonaatti ja kaliumfosfaatti, jotka lisdt&d#n
tarvittaessa. Sovelias nestemdinen alusta on kuvattu esi-
merkiss8d 2. Toinen mukavampi alusta on FR-22, joka koostuu
soijapapujauhosta (1 - 3 %), glukoosista (1 - 3 %), D-as-
paragiinihaposta (0,1 - 0,2 %) ja CaCO,:sta (0,05 -
0,03 %). Adekanolia, silikonia ja wvastaavia ké&aytetdin
vaahtoamista estdvind aineina. Kuten jokainen sellainen
mikrobiologi ymmértdd, jolla on kokemusta fermentoinnissa,
pradimisiini Tl:n ja T2:n tuotto ja suhde vaihtelevat sen
mukaan, mitd fermentointiolosuhteita ja kantoja ja/tai
alustoja kdytetddn. Edulliset fermentointiolosuhteet ovat
aerobisia viljelyjd pH-alueella 5 - 8 20 - 37 °C:n lampd-
tilassa 5 - 14 pdivdn ajan, edullisesti pH-alueella 6 - 7
28 -~ 34 °C:n lampotilassa 6 - 12 p&ivin ajan.

Pradimisiini Tl:n ja T2:n tuotantoca voidaan tark-
kailla helposti fermentoinnin aikana tavanomaisilla tek-
niikoilla, Kkuten ohutkerroskromatografia, HPLC, ndkyva
absorptio ja Candidan kasvua estidvd vaikutus.

Eristys ja puhdistus

Pradimisiini Tl:n ja T2:n fermentointiliemestd
eristamiseksi voidaan kdyttdd asianmukaisesti erotusmene-
telmid, joita tavanomaisesti k3ytet8in mikro-organismien
tuottamien aineenvaihduntatuotteiden eristémiseksi niiden
viljelyliemestd. Koska pradimisiinit Tl ja T2 ovat vesi-
liukoisia happamia aineita, ja niitd tuotetaan valtaosal-
taan fermentointiliemessd, ne ker#dtiin talteen edullisesti
tavanomaisilla menetelmilld hydrofiilisia happamia aineita
silmallspitden, kuten uutto orgaanisella 1liuottimella,
ioninvaihtohartsi, hapan saostus, partitiokromatografia ja
vastaavat; joko yksin&dn tai yhdistelm&nd. Esimerkiksi

fermentoinnin tdydentéamisen jalkeen koko fermentointiliemi
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sentrifugoidaan tai suodatetaan. Tuloksena oleva superna-
tantti tai suodos adsorboidaan hyvin huokoiseen polymeeri-
hartsiin, kuten Diaion HP-20 (Mitsubishi Kasei Co.) ja
eluoidaan veteen sekoittuvalla orgaanisella liuottimella,
kuten metanoliasetonitriili tai asetoni. Eluaatti konsent-
roidaan in vacuo. Asetonisaostus tai lyofilisointi tuotti
epdpuhtaan pradimisiini Tl:n ja T2:n. Puhdistusta varten
epdpuhdas materiaali pannaan ké&&nteisfaasipiihappogeeli-
pylvddseen, kuten YMC-ODS A60 (Yamamura Chemical Lab.) ja
eluoidaan liuoksella asetonitriili: 0,15 % fosfaattipusku-
ri, pH 3,5, (14,5:85,5, V/V), jolloin saadaan puhtaat pra-
dimisiinit T1 ja T2.

Pradimisiini T1 voidaan muuttaa sen 11-0-deksylo-
syylijohdannaiseksi. Pradimisiini T1l:n kuumentaminen emik-
sisessd alustassa ajan, joka on riitt8va ksylosyyliryhm&n
pilkkomiseksi 11-0O-asemassa, tarjoaa vastaavan 11-0-deksy-
losyylijohdannaisen. Kdytetty liuotin voi olla esimerkiksi
dioksaani, tetrahydrofuraani, vesi, alempi alkanoli tai
ndiden seokset, emidksinen hydroksidi voi olla esimerkiksi
natriumhydroksidi, kaliumkarbonaatti, litiumhydroksidi.
Lampdtila voi olla vdlilléd noin 60 °C - 100 °C, tai liu-
ottimen palautusj&ahdytyslampdtila. Reaktiocaika voi olla
noin 1 -~ 10 tuntia ja riippuu kéytettdvistd reaktio-olo-~
suhteista.

Ymppiviljelmd

Aktinomykeettikantaa AA 3798 kasvatettiin YSM-vino-
agarilla, joka o0li l-prosenttinen liukoisen tdrkkelyksen
suhteen, O, l-prosenttinen hiivauutteen suhteen (Difco la-
boratories), O,l-prosenttinen "soytone":n suhteen (Difco
Laboratories), 0,05-prosenttinen CaCl,+H,0:n suhteen ja
1,6-prosenttinen agarin suhteen, 32 °C:n ldmpdtilassa 20
pdivdn ajan. Osa kypsdstd vinoagarista ymp&dttiin 500 ml:n
Erlenmeyer-pulloon, joka sisdlsi 100 ml elatusainetta V15-
1, joka oli 1,5-prosenttinen glukoosin suhteen, 0,2-pro-

senttinen peptonin suhteen (Daigo Eiyo Co.), 0O,2-prosent-
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tinen "NZ-case":n suhteen (Scheffield Products), 1,0-pro-
senttinen lihauutteen suhteen (Mikuni Kogyo Co.), 0,2-pro-
senttinen NaNO,;:n suhteen, O0,l-prosenttinen K,HPO,:n suh-
teen, 0,05-prosenttinen MgSO,«7H,0:n suhteen ja 0,05-pro-
senttinen CaCl,+2H,0:n suhteen, inkuboitiin sitten 32 °C:n
ldmpdtilassa viiden pdivan ajan pydrivdlld ravistelijalla,
jonka py6rintédnopeus oli 200 rpm. Tuloksena olevat vege-
tatiiviset myseelit pestiin ja resuspendoitiin puoleen
tilavuuteen glyserolin 20-prosenttista vesiliuosta ja va-
rastoitiin sitten -80 °C:n l&mpdtilaan. Ymppiviljelms pul-
lofermentointia varten valmistettiin ympp&Zmdlld 1 ml pa-
kastettua vegetatiivista myseelid 100 ml:aan elatusainetta
V1i5-1 500 ml:n Erlenmeyer-pullossa ja ravistellen nelja
padivda 32 °C:n lampbdtilassa.

Pullofermentointi

Kukin ymppiviljelmd&n 5 ml:n osa, kuten edelld mai-
nitussa ymppiviljelmdn esimerkissd esitettiin, siirrettiin
500 ml:n Erlenmeyer-pulloihin, jotka sisdlsivdt tuotto-
alustan 84B, joka oli 3-prosenttinen soijapapujauhon suh-
teen (Nikko Seiyu Co.), 0,5-prosenttinen Pharmamedian suh-
teen (Trader s Protein), 3-prosenttinen glukoosin suhteen,
0,1l-prosenttinen hiivauutteen suhteen (Oriental Yeast Co.)
ja 0,3-prosenttinen CaCO,:n suhteen. pH s&dddettiin 7,0:aan
ennen autoklavointia. Fermentointi suoritettiin pyorivalls
ravistelijalla, joka toimi 200 rpm:n nopeudella, 12 pdivén
ajan 28 °C:n lampotilassa. Antibioottien tuotantoa tark-
kailtiin mittaamalla ndkyv3 absorptio 500 nm:n aallonpi-
tuudella liuoksessa 0,02 N NaOH:MeOH (1:1). Pradimisiini
Tl:n ja T2:n kvantitatiivista analyysi& varten superna-
tantti laimennettiin Kymmenenkertaisesti dimetyylisulfok-
sidilla ja suodatettiin (Ekicrodisc 13CR, huokoskoko 0,45
pm, Gelman Science Japan, Ltd.), ja suodos (10 um) analy-
soitiin HPLC:11& Excel pak SIL-C185R:118 (Yokogawa Elect-
ronic Co., Ltd) eluoiden liuoksella asetonitriili: 0,15-

prosenttinen fosfaattipuskuri, pH 3,5 (19:81) virtausno-
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peudella 1 ml/min 460 nm:n detektiolla. Pradimisiini Tl:n
ja T2:n kokonaistiitteriksi tuli noin 9S00 pg 12 pé&ivédn
fermentoinnin jélkeen (pradimisiini T1: 680 ug/ml, pradi-
misiini T2: 230 pg/ml).

Vaihtoehtoinen pullofermentointi

Kukin ymppiviljelmdn 5 ml:n osa, kuten edelld mai-
nitussa ymppiviljelmén esimerkissd esitettiin, siirrettiin
500 ml:n Erlenmeyer-pulloon, joka sisdlsi 100 ml tuotanto-
alustaa nimeltdidn FR-22, joka oli 3-prosenttinen rasvatto-
man soijapapujauhon suhteen, 3-prosenttinen glukoosin suh-
teen, 0,2-prosenttinen D-asparagiinihapon suhteen ja 0,3-
prosenttinen CaCO,:n suhteen (pH sdd8dettiin arvoon 7,0 en-
nen autoklavointia). Fermentointi suoritettiin pydrivalléd
ravistelijalla 28 °C:n lampdtilassa kahdeksan pdivan ajan,
jonka aikana antibiootin tuotannoksi tuli noin 1400 ug/ml
(pradimisiini T1: 820 pg/ml, pradimisiini T2: 520 pg/ml).

Pradimisiinien T1l ja T2 eristys

Fermentointilientd, joka oli kohdan "Pullofermen-
tointi" mukainen, sentrifugoitiin nopeudella 3 000 rpm 20
minuutin ajan. Supernatantti (3,5 1) adsorboitiin Diaion
HP-20 -pylvadseen (2,2 1). Hartsi eluoitiin metanolin 40-
prosenttisella vesiliuoksella (5,3 1), sen jdlkeen kun oli
pesty vedelld (7 1) ja 20-prosenttisella metanolin vesi-
liuoksella (5 1). Eluaatti konsentroitiin in vacuo ja lyo-
filisoitiin, jolloin saatiin aikaan epdpuhdas kiinted aine
(5,9 g). Té&md& kiinted aine (4,9 g) liuotettiin wveteen
(2 1), pH sdddettiin arvoon 2,0 l-normaalisella HC1l:11la ja
tuote uutettiin n-butanolilla (2 1l). Orgaaninen kerros
uutettiin uudelleen emdksiselld vedelld (pH 8,5, 0,6 1) ja
vesikerros konsentroitiin sen jalkeen kun pH o0li sadadetty
arvoon 7.0. Vesijdannds (0,2 1) lisdttiin tipoittain ase-
toniin (1,8 1) ja tuloksena oleva tummanpunainen jauhe
(2,5 g) keradttiin suodattamalla. T&m& jauhe (2,4 g) liuo-
tettiin seokseen asetonitriili: 0,15 % fosfaattipuskuri,
pH 3,5, (14,5:85,5, 240 ml) ja alistettiin sitten kromato-
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grafiaan YMC-geelipylvd&ssd& ODS-A60 (10 1), joka oli tasa-
painotettu samalla liuottimella. Eluaatteja, joissa oli
sama liuotin, +tarkkailtiin HPLC:11l& (pylvads: YMC A30,
4,5 mm ID x 100 mm, 3 pm, Yamamura Chemical Lab., liikkuva
faasi: asetonitriili: 0,15 % fosfaattipuskuri, pH 3,5
(19:81). Fraktiot, jotka sisdlsivat joko pradimisiini Tl:n
tai pradimisiini T2:n, kerdttiin yhteen, konsentroitiin ja
sitten suola poistettiin, jolloin saatiin puhdas pradi-
misiini T1 (293 mg) ja pradimisiini T2 (79 mg).

11-0-deksylosyylipradimisiini Tl:n valmistus

Pradimisiini Tl:n (500 mg) liuos 80 ml:ssa l-nor-
maalista natriumhydroksidia kuumennettiin 65 °C:n lampd-
tilaan seitsemdksi tunniksi. Reaktioseos jd&hdytettiin, pH
sdddettiin arvoon 3,0 6-normaalisella HCl:11a ja muodos-
tunut kiinted aine ker&ttiin sentrifugoimalla (3 000 rpm).
Kiinted aine ladattiin YMC-geeli ODS-A60 -pylvéddseen (1
350 ml) ja eluoitiin liuocksella CH,CN: 0,15 % fosfaattipus-
kuri, pH 7,0 (7:93, 15 1). Fraktiot, jotka sisdlsivat 11-
O-deksylosyylipradimisiini Tl:n, yhdistettiin, konsentroi-
tiin in vacuo ja vietiin lyhyen Diaion HP-20 -pylvdan la-
pi. Pylvéds pestiin vedelld ja eluoitiin 60-prosenttisella
asetonin vesiliuoksella (500 ml). Eluaatin konsentrointi
in vacuo ja lyofilisointi vedestd tuotti tummanpunaisen
jauheen (294 mg, 68 %).

Fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

Pradimisiini Tl:n ja T2:n ja 1ll-0O-deksylosyylipra-
dimisiini Tl:n fysikaalis-kemialliset ominaisuudet esite-

tdan yhteenvetona taulukossa 4.
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Taulukko VIII

Prafimisiini T1 3ja T2:n 11-0-deksylosyylipradimsiini Tl:n kemialliset ominaisuudet

Pradimisiini

Pradimisiini T2 11~0-deksyloosi=-

1 -'pa;adimisi;ni”?%;
Tusmanpunainen Tummanpunainen Tummanpunaineh
Ulkondkéd: . . .
. ] amorfinen amorfinen amorfinen
Sulamispiste (haj.) 190-195°C 185-190°C 200-210°C
(130 (c 0.05, 0.3 HCL):
+ + +
FAB-MS (m/z): 932(H + H) 800(M + H) 800(H + H)
Molekyylipaino: Caafy5h0y3 C37H3 M09 CxptzrM0qg
uv lmax nm (&)
0,02-normaalisessa NaQH- 263(33,600) 242(29,500) 246(32,500)
316(14,000) 316(12,200) 308¢21,300)
MeOH:ssa (1:1) 500(14,200) 499(12,200) 505¢15,300)
0,02-normaalisessa HCl-MeOH:ssa 232(33,100) 233(29,600) 232(28,500)
(1:1) 290¢25,300) 290(22,600) 299(23,400)
’ 457¢11,000) 454(9,800) 459(8, B00)
MeOH-H»0:s5a (1:1) 224(30,400) 220¢27,800) 230(31,800)
274(25,100) 274(23,500) 288(23,800)
493(10,100) 501(9,800) 477(9,500)

Liukoisuus liuottimessa:

Liukeinen:

Dimetyylisulfoksidi, N,N~dimetyyliformamidi
ja emidksinen vesi ine.
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fysikaalis-kemiallisget

Taulukko VIII (jatkoa) .

Pradimisiini Ti:n ja T2:n 11-O-deksylosyylipradimisiini Tl:n

Hieman liukoinan:

Etanoli, metanoli- ja asetoni jne,

Liukenematon

Behtseeni, kloroformi

TLC (SfOZ), Rf:

(00S, CHyCN-D. 15X KH,PO,,
pH 7.0 «"12:88 v/v)

n-BUOH-AcON- H,0=22 121 0.48 0.50 0.70
n-8uoH-Acok-pyridiini-n,0=, 0.28 0.38 0.57
6:1:14:3

#ete Rt (minuuttia) 1.5 4.3 11.0

Biologiset ominaisuudet
Pradimisiini Tl:n ja T2:n ja 11-0-deksylosyylipra-
dimisiini Tl:n sieni# tappavat aktiivisuudet in vitro m#a-
ritettiin agarlaimennosmenetelm#lld hiivamorfologia-aga-

rilla,

Joka o0li1 1/15-molaarinen fosfaattipuskurin suhteen

(pH 7,0). MIC:t yksilillisille isolaateille esitetddn tau-

lukossa IX,

Taulukko IX Sienid tappava aktiivisuus in vito

Koe organismi

HKIC (pg/ml)

Pradimisiini T |

R 2T

Pradimisiini T2 AT

11-0-deksylosyy-+|-*.5 "% -

flipradimisiinisr} £ 'i}{

'-.A-foterféiiﬁi B

Ketrkonatsol:

tandida slbicans A9540

Pradimisiini T1
Pradimisiini T2

11—0;deksxlosyy-
lipradimisiini T1

Amfoteriﬁégni B

Ketokonatsol
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Pradimisiini Tl
Pradimisijni T2

tandida albicans ATCC 32354 (8311)

oterisiini

e

Candida tropicalis 85-8 (Kitasato)

Paradimisiini T1 25

Paradimisiini T2 6.3
11—Ofdeksylosyy— 12.5
lipradimisiini T1 ’
Amfoterisiini B 0.8

Ketokonatsoli

Paradimisiini T1
Paradimisiini T2

ll—Ofdeksylosyy-
lipradimisiinl T1

Amfoterisiini B

Cryptococcus neaoformans D49

Ketokonatsoli

Paradimisiini Tl 31
Paradimisiini T2 6.3
11-0-deksylosyy- 6.3
lipradimisiini T1 :
Amfoterisiini B 0.4
Ketokonatsoli 0.8
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Aspergiills fumigatus 1AN 2034 RIS T

DINAS T T v
¢ (Pradimisiings

11 D dekbylosyyw
) llpradlmlSllQl idl

" AT

Amfoterlsllnl’

et iy

ﬁetokonatsoli
Irichophyton mentagrophytes 4329 giggimgiig 58'3
TTTBTERGTIOTTY | 1pe
;1pradlm1511n; T
0.8
0.8

Alusta: Hiivan morfologia-agar + 1/15M fosfaatti-
busser (pH 7,0)

Ymppi: 10° solua/ml (paitsi T. mentagrophttes: 107
solua/mg)

Inkubatio-olosuhteet: 28 °C 40 tuntia (60 tuntia T.
mentagrophttes).

Pradimisiinit T1 ja T2 arvioitiin silmdllédpitsden in
vivo -aktiivisuutta Candida albicans A9540:n systeemista
infektiota vastaan urospuolisissa ICR-hiiriss& (ruumiin-
paino 20 - 24 g), kuten ovat kuvanneet Oki ym. artikkelis-
sa "Water-soluble pradimicin derivatives, synthesis and
antifungal evaluation of N,N, ~dimethyl pradimicins”, J.
Antibiotics 43:1 230 - 1 235, 1990. Kullakin annostasolla
viisi hiirtd altistettiin laskimonsisdisesti suolaan sus-
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pendoidulle patogeeniannokselle, joka oli kymmenkertainen
50-prosenttisesti tappavaan annokseen verraten. Antibioco-
tit annettiin kerta-annoksena laskimonsisdisesti heti sie-
nelle altistuksen jdlkeen. Infektoidut kontrollieldimet
(n=10) kuolivat 7 - 12 pdivdssd. 50-prosenttinen suojaava
annos (PD;,) laskettiin selviytyneiden m##ristd 20 paivais
sieni-infektion jdlkeen. Pradimisiini Tl:n ja T2:n akuutti
toksisuus méaritettiin hiirissd yksittidisen laskimonsiséi-
sen annoksen jdlkeen. Pradimisiini Tl:n ja T2:n PD,, ja LDg,
esitet88n taulukossa X.

Taulukko X in vitro -aktiivisuus systeemists
géséébicnas A9540- infektiota vastgan hii-

hdiste
Pradimisiini T1 27 300
Pradimisiini T2 >50 »600
Anfoterisiini B 0.2 4.5
-Ketokonatsol ;:l >50 NT

NT: Ei testattu

Koostumukset

Koostumukset, jotka kéyttidvdt yhtd tal useampaa
keksinndn mukaista yhdistettd ja/tai niiden happo- tai
emdsadditiosucloja, voivat sisdlti3 soveliaita mdidriid far-
maseuttisesti soveliaita apuaineita.

"Happo- tai em#dsadditiosuoloilla" hakijat tarkoit-
tavat yhdisteitd tai komplekseja, joita muodostuu kun ky-
seessd olevat yhdisteet saatetaan kontaktiin sellaisten
happamien tai emdksisten reagenssien kanssa, joita kdyte-
tddn tavallisesti terapeuttisten aineiden biologisesti
saatavilla olevien muotojen hankkimiseksi. Soveliaisiin
reagensseihin kuuluvat suolahappo ja oksaalihappo, natri-
umhydroksidi, kaliumhydroksidi, litiumhydroksidi, natrium-

karbonaatti ja vastaavat.
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Kexsinnén mukaiset vyhdisteet ovat yleensd 1l&snd
formulaatioina, joissa on noin 0,001 - 99,99 % yhtd tai
useampaa apuainetta, formulaatioina jotka on m3&rd antaa
suun kautta, posken kautta, nendn kautta, paikallisina tai
parenteraalisina annosmuotoina. Parenteraaliset annosmuo-
dot ovat edullisia. Hy®dyllisiin apuaineisiin kuuluvat
kantajat, vériaineet, hajusteet, virtauksen s#itdaineet,
stabiloijat ja vastaavat, Li&kkeen pitoisuus formulaati-
oissa, tavallisesti 50 - noin 90 painoprosenttia edullisia
madrid +terapeuttisia aineita, vaihtelevat wvdlilld noin
5 mg - 100 mg potilaan tai is&nndn painokiloa kohti. Sove-
liaisiin "potilaisiin"” tai "is&ntiin" kuuluvat nisakkiait,
edullisesti ihmiset, ja monet muut organismit.

Esimerkkejd

Seuraavat esimerkit auttavat havainnollistamaan
keksintdad,

Esimerkki 1

11-0-demetyylipradimisiini A(I,) ja 11-O-demetyyli-

pradimisiini B (I,)

Pradimisiini A:n (420 mg, 0,5 mmol) ja vedettdmdn
litiumjodidin (1,34 g, 10 mmol) seosta kollidiinissa
(50 ml) palautusjééhdyfettiin 2 tuntia sekoittaen ja jd&h-
dytettiin sitten. Seos laimennettiin eetterilld (200 ml)
ja suodatettiin. Kiinted aine liuotettiin veteen (100 ml)
ja liuos happamoitettiin 1 N HCl:118 ja ladattiin (1 000
ml:n) HP-20-pylvddseen, Jjoka pestiin fosfaattipuskurilla
(pH 3,5) ja eluoitiin sitten asetonitriilin 50-prosentti-
sella vesiliuoksella. Halutut tuotteet sisdltdvat fraktiot
vyhdistettiin ja konsentroitiin, jotta saatiin poistettua
suurin osa asetonitriilistd. Konsentraatti ladattiin
kdédnteisfaasipylviddseen (Prep C,,, 55 - 105 um, Waters,
400 ml), joka pestiin fosfaattipuskurissa, joka oli 10-
prosenttinen asetonitriilin suhteen (pH 3,5), ja eluoi-
tiin sitten fosfaattipuskurissa, joka oli 235- ja 30-pro-
senttinen asetonitriilin suhteen (pH 3,5). Ep&puhtaista



v weue veuw  ww
- B

-

.....

10

15

20

- 25

30

35

29

fraktioista, jotka sisdlsivat I, :n ja I;:n seoksen, pois-
tettiin suola C,z~-pylvdskromatografialla ja kylmikuivat-
tiin, jolloin saatiin 100 mg seosta, joka puhdistettiin
preparatiivisella HPLC-pylva&dlla (Nihon seimitsu NC-20250,
ODS 5 u, 20 x 250 mm), ajoliuoksena fosfaattipuskuri, joka
oli 27,5-prosenttinen asetonitriilin suhteen, pH 3,5. En-
simmdiset fraktiot, joissa n#kyi retentioaika 4,1 min [25-
prosenttinen asetonitriili - puskuri (pH 3,5)], yhdistet-
tiin, konsentroitiin, suola poistettiin ja kylm&kuivat-
tiin, jolloin saatiin 29 mg 1l1-0-demetyylipradimisiini
A:ta (I,). Toiset fraktiot antoivat 40 mg I,:n ja I ;:n seo-
sta. Kolmannet fraktiot (retenticaika 4,5 min) puhdistet-
tiin samanlaisella menetelm&lld, jolloin saatiin 12 mg 11-
O-demetyylipradimisiinia B (I;). Toiset fraktiot (40 mg)
puhdistettiin uwudestaan preparatiivisella HPLC:114 kaytta-
en samaa pylvastd ja liuotinta, jolloin saatiin vield 10
mg I,:ta ja 5 mg I;:td. I,:n ja I :n Kokonaissaanto oli 39
mg (9,4 %) ja vastaavasti 17 mg (5 %).

Yhdiste I,: Sp > 200 °C; IR v,, (KBr) cm™ 1720,
1610; UV A,,, (0,01 N-NaOH)nm(€) 502(15500); *H NMR(400 MHz,
DMSO-d,) 6 1,27(3H,d4,J=6,8 Hz, 5'-Me), 1,34(3H,d, J=7,3 Hz,
17-Me), 2,30(3H,s, 3-Me), 2,65(3H, s, N-Me), 3,12 (1H,t,
J=11,1 Hz, 5"-H,.), 3,14(1H,dd, J=8,1 & 6,8 Hz, 2"-H), 3,1
6( 1H,dd, J=9,0 & 8,1 Hz, 3"-H), 3,32(1H, m, 4"-H), 3,43-
(1H, m, 4'-H), 3,75(1H,dd, J=11,1 & 5,1 Hz, 5"-H,,), 3,90-
(1H, g, J=6,8 Hz, 5'-H), 3,95(1H,dd, J=9,4 & 5,1 Hz, 3'-
H), 4,40(1H, q, J=7,3 Hz, 17-H), 4,46(1H, 4, J=6,8 Hz, 1"-
H), 4,53(2H, s, 5 & 6-H), 4,79(1H, 4, J=8,1 Hz, 1'-H),
6,55(1H, lev s, 10-H), 6,95(1H, s, 4-H), 7,14(1lH, lev s,
12-H), 7,79(1H, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 827 (M+H).

Yhdiste I,: Sp > 200 °C; IR v,, (KBr) cm’ 1720,
1600; UV A,. (0,01 N-NaOH) nm(€) 501(11500); 'H NMR(400
MHz, DMSO-d,) &6 1,27(3H,d4,J=6,8 Hz, 5'-Me), 1,34(3H,d,
J=7,3 Hz, 17-Me), 2,32(3H,s, 3-Me), 2,70(3H, s, N-Me),
3,75(1H, m, 3'-H), 3,88(1H, q, J=6,8 Hz, 5'-H), 4,40(1H,q,
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J=7,3 Hz, 17-H), 4,55(2H, m, 5 & 6-H), 4,70(1H, 4, J=5,4
Hz, .'-H), 6,68(1H, 4, J=2,6 Hz, 10-H), 7,14(1H, lev s, 4-
H), 7,25(1H, 4, J=2,6 Hz, 12-H), 8,03(1H, lev s, 7-H),
FAB(+)-MS m/z 695 (M+H), 717(M+Na).

Esimerkki 2 v

11-0-demetyylipradimisiini C (I.)

Pradimisiini C:n (168 mg, 0,2 mmol), vedettdbmin
litiumjodidin (1,34 g, 10 mmol) ja 4 A:n molekyyliseulojen
(168 mg) seosta kollidiinissa (20 ml) palautusjddhdytet-
tiin 4 tunnin ajan sekoittaen ja j&&hdytettiin. Seos lai-
mennettiin eetterilld (50 ml) ja suodatettiin. Kiinted
aine liuotettiin veteen (50 ml) ja liuos happamoitettiin N
HCl:114 ja ladattiin (200 ml:n) HP-20-pylvddseen, joka
pestiin fosfaattipuskurilla (pH 3,5) ja eluoitiin sitten
50-prosenttigella asetonitriilin vesiliuoksella. Fraktiot,
jotka sisdlsivdt halutun tuotteen, yhdistettiin ja kon-
gentroitiin, jotta saatiin poistettua suurin osa asetoni-
triilistd. Konsentraatti ladattiin kddnteisfaasipylviddseen
(Prep C,;, 55 - 105 pm, Waters, 80 ml), joka pestiin fos-
faattipuskurissa, joka o©oli 10-prosenttinen asetonitriilin
suhteen (pH 3,5) ja eluoitiin sitten fosfaattipuskurissa,
joka oli 25-prosenttinen asetonitriilin suhteen (pH 3,5).
Halutuista fraktioista poistettiin suola C;,-pylviskromato-
grafiassa ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 50 mg epa-
puhdasta tuotetta, joka puhdistettiin preparatiivisella
HPLC-pylvddlla (Nihon seimitsu NC-20250, ODS 5 p, 20 x 250
mm), eluoiden fosfaattipuskurilla, joka oli 25-prosentti-
nen asetonitriilin suhteen (pH 3,5). Haluttujen fraktioi-
den retentioajaksi osoittautui 3,8 min. [25-prosenttinen
asetonitriili - puskuri (pH 3,5)] yhdistettiin, konsent-
roitiin, suola poistettiin ja kylm8kuivattiin, jolloin
saatiin otsikon mukainen yhdiste (I.): 7 mg (4,3 %); Sp >
200 °C; IR v, (KBr) cm™ 1620; UV A (0,01 N-NaOH) nm(€)
504 (12000); 'H NMR(400 MHz, DMSO-d,) & 1,17(3H,d,J=6,4 Hz,
5'-Me), 1,34(3H,d, J=7,3 Hz, 17-Me), 2,32(3H,s, 3-Me),

max
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4,40 (1H, q, J=7,3 Hz, 17-H), 4,49(1H, &, J=6,8 Hz, 1"-H),
4,58 (24, s, 5 & 6-H), 4,76(1H, &, J=8,1 Hz, 1'-H), 6,69
(1H, 4, J=2,1 Hz, 10-H), 7,20 (1H, lev s, 4-H), 7,26(1H,
d, J=2,1 Hz, 12-H), 8,06(1H, lev s, 7-H):; FAB(+)-MS m/z
813 (M+H). |

Esimerkki 3

Kiyttden samanlaisia menetelmiid Kuin esimerkissd 2
kuvatut, valmistettiin 1l-0-demetyylijohdannaiset I, - I;
pradimisiini FA-1l:std, BMS-181182:sta ja vastaavasti BMS-
181184:st&, ja niiden fysikaalis-kemialliset mittausarvot
esitetdsdn jdljempand.

11-0-demetyylipradimisiini FA-1(I,):

2,6 mg (7,2 %): Sp > 200 °C; IR v,, (KBr) cm*
1610; UV A_, (0,01 N-NaOH) nm(€) 502 (13700); 'H NMR(400
MHz, DMSO-d,) & 2,25(3H,s, 3-Me), 2,42(3H,s, N-Me), 4,09-
(1H,q, J=7,3 Hz, 17-H), 4,38(1H, 4, J=7,3 Hz, 1"-H), 4,39
(2H, s, 5 & 6H), 4,60 (1H, 4, J=7,3 Hz, 1'-H), 6,41 (1lH,
lev s, 10-H), 6,91 (1H, s, 4-H), 7,08 (1H, lev s, 12-H),
7,66(1H, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 843 (M+H), 865(M+Na).

11-0-demetyyli-BMS-181182 (I,):

9 mg (5,0 %);: Sp > 200 °C; IR v, (KBr) cm™ 1610;
UV A, (0,01 N-NaOH) nm(€) 504(13700); 'H NMR(400 MHz,
DMSO-d,) & 1,12(3H,d, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,24(3H,s, 3-Me),
2,58(6H,s, N-Me), 2,79(1H, m, 4'-H), 3,03(1H, d4, J=8,6 &
7,3 Hz, 2"~-H), 3,06(1H, t, J=10,7 Hz, 5"-H,.), 3,14(1H, 44,
J=9,0 & 8,6 Hz, 3"-H), 3,28(1H, m, 4"-H), 3,70 & 3,75 (1H
kumpikin, 44, J=10,7 & 5,1 Hz, 17-CH,), 3,97(1H, m, 17-H);
4,35(1H, 4, J=11,1 Hz, 5-H), 4,40(1H, 4, J=7,3 Hz, 1"-H),
4,41(1H, 4, J=11,1 Hz, 6-H), 4,60(1H, 4, J=7,7 Hz, 1'-H),
6,49(1H, 4, J=2,1 Hz, 10-H), 6,90(1H, s, 4-H), 7,08(1H, 4,
J=2,1 Hz, 12-H), 7,73(1H, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 857
(M+H).

11-0-demetyyli-BMS-181184 (I,):

2,9 mg (3,0 %); Sp > 200 °C; IR v, (KBr) cm™ 1610;
uv A (0,01 N-NaOH) mn(€) 504 (14200); 'H NMR (400 MHz,

max
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DMS0O-4,) & 1,11(3H,d4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,31 (3H,s, 3-Me),
3,07(1H,t, J=11,1 Hz, 5"-H,.), 3,12(1H, &, J=8,6 Hz, 2"-H),
3,14(1H, t, J=8,6 Hz, 3"-H), 3,29(1H, m, 4"-H), 3,54(1H,
dd, J=9,8 & 2,6 Hz, 3'-H), n. 3,6 (2H, m, 4' & 5'-H), 3,70
(1H, dd, J=11,1 & 5,1 Hz, 5"-H,,, 3,71 & 3,76 (1H KkKumpi-
kin, d4, J=11,1 & 5,1 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=7,3 Hz,
1"-H), 4,45 (1H, t, J=5,1 Hz, 17-H), 4,44(1H, 4, J=10,3
Hz, 5-H), 4,49 (1H, J=10,3 Hz, 6-H), 4,63 (1H, 4, J=7,7
Hz, 1'-H), 6,55(1H, lev s, 10-H), 7,03(1H, s, 4-H), 7,13
(1H, lev s, 12-H), 7,86(1lH, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 837
(M+H), 852 (M+Na).

Esimerkki 4

11-0-deksylosyylipradimisiini Tl:n metyyliesteri-

(ah)

11-0-deksylosyylipradimisiini Tl:n (300 mg, 0,375

.mmol) suspensioon MeQOH:ssa (30 ml) lis&ttiin tionyyliklo-

ridia (96 pl, 1,32 mmol) ja seosta sekoitettiin huoneen-
ldmpdtilassa yli yodn. Liuvottimen haihdutuksen j&lkeen
jaénnds saostettiin MeOH-eetteristd, jolloin saatiin otsi-
kon yhdiste A' (316 mg, Kvantitatiivinen saanto): 'H NMR
(400 MHz, DMSO-d,) & 1,10(3H, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,34
(34, s, 3-Me), 3,06(1H, t, J=11,5 Hz, 5"-H,.), 3,11(1H, t,
J=8,6 Hz, 2"-H), 3,13 (1H, t, J=8,6 Hz, 3"-H), 3,28 (1H,
m, 4"-H), 3,45 (1H, m, 4'-H), 3,53 (1H, m, 3'-H), 3,59(2H,
m, 2'- & 5'-H), 3,68 (3H, s, COOMe), 3,69 (1H, 44, J=11,5
& 5,1 Hz, 5"-H,,, 3,99(2H, 4, J=6,4 Hz, 17-CH,), 4,40(1H,
d, J=6,8 Hz, 1"-H), 4,48(1H, 4, J=10,2 Hz, 5-H), 4,56(1H,
4, 6-H), 4,63 (1H, 4, J=7,3 Hz, 1'-H), 6,65 (1H, 4, J=2,1
Hz, 10-H), 7,15 (1H, s, 4-H), 7,22 (1H, 4, 12-H), 8,01
(1H, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 8l14(M+H).

Esimerkki 5

11-0-deksylosyyli-11-0O-etyylipradimisiini T1 (II,)

Etyylibromidi (10 upl, 0,14 mmol) lis&ttiin 11-0-
deksylosyylipradimisiini Tl:n metyyliesteri Al':n (25 ng,
0,030 mmol, katso esimerkki 4 edelld) ja K,CO,:n (8 mg,
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0,058 mmol) seokseen DMSO:ssa (0,3 ml), ja seosta sekoi-
tettiin y1i y&n huoneenlampdtilassa. Seokseen lisdttiin 1-
normaalinen NaOH (3 ml) ja seosta sekoitettiin yli yén
huoneenldmpdtilassa. Sen j&lkeen kun oli tehty happamointi
laimealla HCl:11&, seos pantiin kromatografiaan k&&nteis-
faasipylvdédssd, joka pestiin vedelld ja eluoitiin sitten
10 - 15-prosenttisella asetonitriilin vesiliuocksella. Ha-
lutun tuotteen sisdltévdt fraktiot yhdistettiin, konsen-
troitiin in vacuo ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 13
mg (52 %) tuotetta II,: Sp 200 - 210 °C (haj.): UV A_,
(0,01 N-NaOH) nm(€) 497 (14500); *H NMR(400 MHz, DMS0-d)
& 1,12 (3H, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 1,38(3H, t, J=7,3 Hz,
CH,CH,), 2,31 (3H, s, 3-Me), 3,85 (2H, 4, J=6,4 Hz, 17-CH,),
4,22 (2H, q, J=7,3 Hz, 11-0-CH,), 4,40 (1H, 4, J=6,8 Hz,
i"-H), 4,42 (1H, d4, J=11,7 Hz, 5-H), 4,49 (1lH, lev d,
J=11,7 Hz, 6-H), 4,63 (1H, 4, J=7,7 Hz, 1'-H), 6,75 (1H,
d, J=2,6 Hz, 10-H), 7,00 (1H, s, 4-H), 7,16 (1H, 4, J=2,6
Hz, 12-H), 7,82 (1H, s, 7-H); FAB(-)-MS m/z 827 (M).

Esimerkki 6

Esimerkin 4 mukaisen esterin (A') kdsittely l-bromi-
2-fluorietaanilla, allyylibromidilla, bentsyylibromidilla,
etyylibromiasetaatilla tal jodiasetamidilla, jota seurasi
suojan poisto ja puhdistus, kuten esimerkissd 5 kuvataan,
tuotti vastaavasti yhdisteet II, - II,.

IT-0-deksylosyyli-11-0-(2-fluorietyyli)-pradimisii-
ni Tl (IIg):

10 mg (39 %); Sp 200 - 210 °C (haj.); UV A, (0,01
N-NaOH) nm(€) 497 (14700); 'H NMR(400 MHz, DMSO-d,) & 1,11-
(3H, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,31 (3H, s, 3-Me), 3,90 (2H, 4,
J=6,0 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=7,7 Hz, 1"-H), 4,64 (1H,
d, J=7,3 Hz, 1'-H), 4,79 (2H, dt, J=47,4 & 3,4 Hz, CH,F),
6,76 (1H, 4, J=2,6 Hz, 10~-H), 6,95 (1H, s, 4-H), 7,16 (1H,
d, J=2,6 Hz, 12-H), 7,74 (1H, s, 7-H); FAB(-)-MS m/z 845
(M).



.....

10

15

20

25

30

34

II-0-allyyli-11-0-deksylosyylipradimisiini T1 (II_):

7 mg (28 %):; 8p 220 - 23C °C (haj.); UV A, (0,01
N-NaOH) nm(€) 497 (15200); *H NMR(400 MHz, DMSO-d.) & 1,11
(34, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,33 (3H, s, 3-Me), 3,91 (2H, 4,
J=6,0 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=6,8 Hz, 1"-H), 4,45 (1H,
d, J=10,7 Hz, 5-H), 4,54 (1H, 4, J=10,7, 6-H), 4,63 (1H,
d, J=7,3 Hz, 1'-H), 4,79 (2H, d, J=5,1 Hz, 11-OCH,), 5,33
(1H, 44, J=10,7 & 1,7 Hz, vinyyliprotoni), 5,45 (1H, dd,
J=16,1 & 1,7 Hz, vinyyliprotoni), 6,08(1H, m, vinyylipro-
toni), 6,83 (1H, lev d, 10-H), 7,03 (1H, s, 4-H), 7,24
(1H, lev 4, 12-H), 7.87 (1H, s, 7-H); FAB(-)-MS m/z 839
(M).

II-0-bentsyyli-11-0-deksylosyylipradimisiini T1
(II,):

10 mg (37 %); Sp 200 - 210 °C (haj.): uv A,, (0,01
N-NaOH) nm(€) 497 (15100); 'H NMR(400 MHz, DMSO-d,) & 1,11
(3H, 4, J=6,2 Hz, 5'-Me), 2,30 (3H, s, 3-Me), 3,90 (2H, 4,
J=6,4 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, d, J=6,8 Hz, 1"-H), 4,42 (1H,
d, J=10,3 Hz, 5-H), 4,47 (1H, 4, J=10,3 Hz, 6~H), 4,63
(14, 4, J=7,3 H=z, 1'-H), 5,25 (2H, s, 11-OCH,), 6,82 (1H,
4, J=2,6 Hz, 10-H), 6,97 (1H, s, 4-H), 7,23 (1H, 4, J=2,6
Hz, 12-H), 7,3 - 7,5 (5H, m, Ph), 7,77 (1H, s, 7-H), FAB
(-)-MS m/z 889 (M).

IX1-0O-karboksimetyyli-11-0-deksylosyylipradimisiini
Tl (II;):

17 mg (66 %); Sp 210 - 220 °C (haj.); UV A, (0,01
N-NaOH) nm(€) 497 (14800); 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 1,11
(34, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,32 (3H, s, 3-Me), 3,90 (2H, 4,
J=6,0 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=6,8 Hz, 1"-H), 4,44 (1H,
d, J=11,1 Hz, 5-H), 4,51 (1H, lev d, J=11,1 Hz, 6-H), 4,64
(1H, 4, J=8,1 Hz, 1'-H), 4,93 (2H, s, 11-0CH,), 6,99 (1H,
d, J=2,6 Hz, 10~-H), 7,04 (1lH, s, 4-H), 7,19 (1H, 4, J=2,6
Hz, 12-H), 7,88 (1H, s, 7-H), FAB(+)-MS m/z 858 (M).
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II-0O-karbamoyylimetyyli-11-0-deksylosyylipradimi-
siini T1 (II,): _

11 mg (43 %); Sp > 230 °C (haj.); uv A, (0,01 N-
NaOH) nm(€) 496 (15100); 'H NMR (400 MHz, DMS0O-4,) & 1,11
(3H, d, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,33 (3H, s, 3-Me), 3,90 (2H, d,
J=6,0 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=7,3 Hz, 1"-H), 4,46 (1H,
d, J=10,3 Hz, 5-H), 4,55 (1H, lev d, J=10,3 Hz, 6-H), 4,664
(1§, 4, J3=7,7 Hz, 1'-H), 4,96 (2H, s, 1l1-OCH,), 6,87 (1H,
d4, J=2,6 Hz, 10-H), 7,11 (1H, s, 4-H), 7,25 (1H, 4, J=2,6
Hz, 12-H), 7,97 (1H, s, 7-H), FAB(-)-MS m/z B56 (M).

Esimerkki 7

4'-N-Cbhz-11-0~demetyylipradimisiini A:n metyylies-

teri (B') ja 4'-N-Cbz-11-0-demetyylipradimisiini

B:n metyyliesteri (C!)

I,:n ja I,:n seoksen (1:1, 60 mg) suspensioon kui-
vassa dikloorimetaanissa lisdttiin trimetyylisilyyliklori-
dia (0,1 ml) ja seosta sekoitettiin huoneenl&mpdtilassa 10
minuutin ajan. Sitten N,O-bistrimetyylisilyyliasetamidi
(0,4 ml) ligsattiin ja seosta sekoitettiin huoneenlampdti-
lassa 2 tunnin ajan. Kirkkaaseen liuokseen lisdttiin kar-
bobentsoksikloridi (0,1 ml) ja seosta sekoitettiin huo-
neenlédmpotilassa 20 tunnin ajan. Kuiviin haihduttamisen
jalkeen jaannds liuotettiin MeOH:hon (6 ml). Liuokseen
lisdttiin 1 N HCl (3 ml) ja seosta sekoitettiin huoneen-
lampotilassa yhden tunnin ajan ja puhdistettiin sitten
kddnteisfaasipylvddssd eluoimalla fosfaattipuskurissa,
joka o0li 15 - 20 % asetonitriilin suhteen (pH 7,0). Halu-
tut tuotteet sisdlté&vdt fraktiot kerdttiin, konsentroi-
tiin, suola poistettiin ja kylm&kuivattiin, jolloin saa-
tiin 50 mg I,:n ja I;:n 4'-N-Cbz-johdannaisen seosta. Edel-
134 hankittu nayte kisiteltiin tionyylikloridilla (50 pl)
MeQOH:ssa (6 ml) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa
16 tunnin ajan. Kuiviin haihdutuksen jidlkeen 06ljymdinen
jaannds ajettiin kromatografiassa piihappogeelipylvddssa
(Wakogel C-200, 15 g), ajoliuoksena kloroformi-metanoli
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(10:1 - 4:1). Kloroformi-metanolilla (10:1) eluoidut frak-
tiot haihdutettiin kuivaksi, jolloin saatiin 21 mg yhdis-
tettd C': FAB(-)-MS m/z 842 (M). Kloroformi-metanolilla
(4:1) eluoidut fraktiot yhdistettiin, haihdutettiin ja
puhdistettiin k&&nteisfaasipylvédss8 eluoimalla fosfaatti-
puskurilla, joka oli 50 % asetonitriilin suhteen (pH
3,5). Halutut fraktiot kerdttiin, konsentroitiin, suola
poistettiin ja kylmdkuivattiin, jolloin saatiin 19 mg yh-
distettd B'. FAB-(-)-MS m/z 974 (M).

Esimerkki 8

ll-demetoksipradimisiini A (II.)

Yhdisteen B! (17 mg, 0,018 mmol), N-fenyylitrifluo-
rimetaanisulfonimidin (9,4 mg, 0,026 mmol) ja N,N-dimetyy-
liaminopyridiinin (3,2 mg, 0,026 mmol) seosta Kkuivassa
pyridiinissd (1,7 ml) sekoitettiin huoneenléampitilassa
vyhden tunnin ajan. Seos laimennettiin 20 ml:lla fosfaatti-
puskuria (pH 3,5) ja puhdistettiin kdadnteisfaasipylviddssa
eluoimalla fosfaattipuskurilla, joka oli 50- ja 60-pro-
senttinen asetonitriilin suhteen (pH 3,5). Halutut frak-
tiot yhdistettiin, konsentroitiin, suola poistettiin ja
kKylm&kuivattiin, jolloin saatiin 16 mg (82,5 %) yhdisteen
B! 11-0-triflaattijohdannaista: FAB (+)-MS m/z 1107 (M+H),
1129(M+Na).

Triflaatin (23 mg, 0,02 mmol) liuokseen kuivassa
DMF:ss8 (2 ml) 1lisdttiin perdtysten palladiumasetaatti
(9 mg, 0,04 mmol), trifenyylifosfiini (21 mg, 0,08 mmol),
trietyyliamiini (28 pl, 0,2 mmol) ja 98-prosenttinen muu-
rahaishappo (8 ul, 0,21 mmol) ja seosta sekoitettiin huo-
neenlampdtilassa 4 tunnin ajan. Seos laimennettiin fos-
faattipuskurilla (pH 3,5) ja ladattiin k&&nteisfaasipyl-
vadseen, joka pestiin fosfaattipuskurilla (pH 3,5) joka
oli 20- ja 30-prosenttinen asetonitriilin suhteen, ja elu-
oitiin sitten fosfaattipuskurilla (pH 3,5) joka oli 40- ja
50-prosenttinen asetonitriilin suhteen. HPLC:113 monito-

roitaessa halutut fraktiot, jotka eluoituivat fosfaatti-
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puskurilla (pH 3,5), joka oli 50-prosenttinen asetonitrii-
1lin suhteen, yhdistettiin, konsentroitiin, suola poistet-
tiin ja kylm&kuivattiin, jolloin saatiin 14 mg (73 %) yh-
disteen B' ll-deoksijohdannaista: Sp > 200 °C; FAB(+)-MS
m/z 959 (M+H), 981 (M+Na).

Yhdisteen B! 1ll-deoksijohdannaisen (14 mg, 0,015
mmol) ja 10-prosenttisen palladoidun hiilen (10 mg) seos
MeOH:n (3 ml), veden (1 ml) ja etikkahapon (1 ml) seokses-
sa hydrattiin huoneenlémpdtilassa 3 tunnin ajan vetyilma-
keh8ssd. Katalysaattori poistettiin suodattamalla ja suo-
dos ladattiin k#&nteisfaasipylviiseen, joka pestiin ve-
delld ja eluoitiin 75-prosenttisella dioksaanin vesiliuok-
sella. Halutut fraktiot konsentroitiin, laimennettiin
MeOH:1la (5 ml) ja k&siteltiin sitten l-normaalisella
NaOH:1la (1 ml). Seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa
30 minuutin ajan, pH s&ddettiin arvoon 6 1 N HCl:11ld ja
puhdistettiin kdénteisfaasipylvididssl eluoimalla fosfaatti-
puskurilla (pH 3,5), joka oli 30-prosenttinen asetonitrii-
lin suhteen. Halutut fraktiot yhdistettiin, konsentroi-
tiin, suola poistettiin ja kylmakuivattiin, jolloin saa-
tiin 4 mg (34 %) yhdistettd II;: Sp > 200 °C; UV A4, (0,01
N-NaOH) nm(€) 500 (11800); 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 1,25
(3H, 4, J=6,8 Hz, 5'-Me), 1,35 (3H, 4, J=7,3 Hz, 17-Me),
2,30 (3H, s, 3-Me), 2,60 (3H, s, 4'-NMe), 3,11 (1H, t,
J=11,1 Hz, 5"-H,.), 3,12 (1H, m, 2"-H), 3,16 (1H, t, J=9,0
Hz, 3"-H), 3,3 (1H, m, 4"-H), 3,49 (1H, m, 4'-H), 3,51
(1H, t, J=8,1 Hz, 2'-H), 3,74 (1H, 44, J=11,1 & 5,1 Hz,
5"-H,,, 3,85 (1H, m, 5'~H), 3,89 (1H, 44, J=9,8 & 4,7 Hz,
3'-H), 4,38 (1H, q, J=7,3 Hz, 17-H), 4,43 (1H, 4, J=7,3
Hz, 1"-H), 4,49 (2H, s, 5 & 6-H), 4,75 (1H, d, J=8,1 Hz,
1'-H), 6,85 (1H, s, 4-H), 7,21 (1H, d4, J=8,1 & 0,9 Hz,
10-H), 7,62 (1H, 44, J=7,7 & 0,9 Hz, 12-H), 7,71 (1lH, s,
7-H), 7,73 (1H, t, J=7,7 Hz, 11-H). FAB(+)-MS m/z 811 (M).
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Esimerkki ©

l1l1~demetoksipradimisiini B (IX,)

Samanlaisilla menetelmilld yhdisteen II, valmistusta
varten, yvhdiste C' (17 mg) muutettiin otsikon mukaiseksi
yhdisteeksi II,: 1,5 mg (26 %); Sp >200 °C; UV A, (0,01 N-
NaOH) nm(€) 502 (10400); 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) & 1,24
(3H, 4, J=6,8 Hz, 5'-Me), 1,34 (3H, 4, J=7,3 Hz, 17-Me),
2,27 (3H, s, 3-Me), 2,59 (3H, s, 4'-NMe), 3,68 (1H, m, 3'~
H), 3,79 (1H, m, 5'-H), 4,36 (1H, q, J=7,3 Hz, 17-H), 4,43
(1H, 4, J=10,3 Hz, 5-H), 4,47 (1H, d, J=10,3 Hz, 6-H),
4,64 (1H, 4, J=-8,1 Hz, 1'-H), 6,88 (1H, s, 4-H), 7,20 (1H,
dd, J=8,1 & 0,9 Hz, 10-H), 7,62 (1H, dd, J=7,7 & 0,9 Hz,
12-H), 7,71 (1H, s, 7-H), 7,72 (1H, 44, J=8,1 & 7,7 Hz,
11-H). FAB(+)-MS m/z 679 (M+H), 701 (M+Na).

Esimerkki 10

11-0-deksylosyyli-11-0-trifluorimetaanisulfonyyli-

pradimisiini Tl:n metyyliesteri (D')

11-0-deksylosyylipradimisiini Tl:n metyyliesterin
(A', 157 mg, 0,193 mmol) liuokseen kuivassa pyridiinissi
(8 ml) lisdttiin dimetyyliaminopyridiinid (35 mg, 0,290
mmol) ja N-fenyylitrifluorimetaanisulfonimidid (103 mg,
0,290 mmol) ja seosta sekoitettiin huoneenlampdtilassa 1
tunnin ajan. Sen jdlkeen kun se o0li laimennettu puskurilla
(pH 3,5), seos ladattiin C,;-pylvd&dseen, joka pestiin ve-
delld ja eluoitiin sitten puskurilla, joka oli 40- ja 45-
prosenttinen asetonitriilin suhteen (pH 3,5). Fraktiot,
jotka sisdlsiviat halutun tuotteen, haihdutettiin, suola
poistettiin ja lyofilisoitiin, jolloin saatiin yhdiste D!
(155 mg, 85 %): 'H NMR (400 MHz, (DMSO-D,) & 1,10(3H, d,
J=6,0 Hz, 5'-Me), 2,34 (3H, s, 3-Me), 3,06 (1H, t, J=10,7
Hz, 5"-H,.)., 3,11 (1H, t, J=8,1 Hz, 2"-H), 3,13 (1H, =,
J=8,1 Hz, 3"-H), 3,28 (1H, m, 4"-H), 3,46 (1lH, m, 4'-H),
3,52 (1H, m, 3'-H), 3,60 (2H, m, 2' - & 5'-H), 3,68 (3H,
s, COOMe), 3,70 (1H, dd4, J=11,5 & 5,6 Hz, 5"-H,,), 3,99
(24, 4, J=6,0 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=6,8 Hz, 1"-H),
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4,49 (1H, 4, J=9,8 Hz, 5-H), 4,58 (1E, 4, 6-H), 4,64(1H,
¢, J=7,3 KBz, 1'-H), 7,16(1H, s, 4-H), 7,66(1H, 4, J=2,6
Hz, 10-H), 7,73 (1H, 4, 12-H), 8,03 (1H, s, 7-H); FAB
(+)-MS m/z 946 (M+H).

Esimerkki 11

11-deksylosyylipradimisiini T1 (II,)

Yhdisteen D' (43 mg, 0,046 mmol) liuokseen DMF:ssi
(2 ml) liséttiin perdtysten Pd (OAc), (10,2 mg, 0,046
mmol), PPh, (24 mg, 0,091 mmol), trietyyliamiini (63,4 pl,
0,455 mmol) ja 98-prosenttinen muurahaishappo (10,3 ul,
0,273 mmol) ja koko seosta sekoitettiin huoneenliémmdsss 2
tunnin ajan. Sen j&lkeen kun o0li laimennettu vedelld, seos
ladattiin C,;-pylvéddseen (50 ml), joka pestiin vedelld ja
eluoitiin sitten puskurilla, joka oli 30-prosenttinen ase-
tonitriilin suhteen (pH 3,5). Halutun tuotteen sisaltavat
fraktiot haihdutettiin, suola poistettiin ja lyofilisoi-
tiin, jolloin saatiin otsikon mukaisen yhdisteen metyyli-
esterl (36 mg, kvantitatiivinen): H NMR (400 MHz, (DMSO-
Dg) 6 1,10 (3H, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,33 (3H, s, 3-Me),
3,09 (1H, t, J=11,1 Hz, 5"-H,,), 3,11 (1H, t, J=8,6 Hz, 2"-
H), 3,13 (1H, t, J=8,6 Hz, 3"-H), 3,28 (1H, m, 4"-H), 3,43
(1H, m, 4'-H), 3,53 (1H, m, 3'-H), 3,68 (3H, s, COOMe),
3,70(1H, 44, J=11,1 & 5,1 Hz, 5"-H,,, 3,99 (2H, ABq, J=16,0
Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=7,3 Hz, 1"-H), 4,47 (1H, 4,
J=11,1 Hz, 5-H), 4,55 (1H, 4, 6-H), 4,64 (1lH, 4, J=7,3 Hz,
1'-H), 7,10(1H, s, 4-H), 7,37 (1H, lev 4, J=7,7 Hz, 10-H),
7,50 (1H, 4, 7,7 Hz, 12-H), 7,81( 1H, t, 7,7 Hz, 11-H),
7,95 (1H, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 798 (M+H).

Edelld mainitun metyyliesterin (36 mg, 0,045 mmol)
liuvuosta MeOH:ssa (1 ml) ké&siteltiin 1 N NaOH:1la (0,1 ml)
huoneenlampédtilassa 1 tunnin ajan. Liuottimen haihdutuksen
jalkeen j&&nnds ladattiin C,g~pylvédseen (50 ml), joka pes-
tiin vedelld ja eluoitiin sitten puskurilla, joka oli 13-
prosenttinen asetonitriilin suhteen (pH 7,0). Halutun
tuotteen sisdltdvdt fraktiot haihdutettiin, suola poistet-
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tiin ja lyeofilisoitiin, jolloin saatiin otsikon mukainen
yhdiste II; (5 mg, 14 % D':sta): Sp » 230 °C; IR v, (KBr)
cm? 3400, 1720, 1620; UV A,. (0,01 N-NaOH) nm(€) 499
(13000);:'H NMR (400 MHz, DMSO-D,) & 1,12(3H, 4, J=6,4 Hz,
5'-Me), 2,28 (3H, s, 3-Me), 3,08 (1H, +, J=11,1 Hz, 5"-
H,,), 3,10 (1H, t, J=9,0 Hz, 2"-H), 3,15 (1H, t, J=9,0 Hz,
3"-H), 3,29 (1H, m, 4"-H), 3,55 (1H, m, 3'-H), 3,61 (1H,
q, J=6,4 Hz, 5'-H), 3,70 (1H, dd4, J=11,1 & 5,5 Hz, 5"-H_,.,
3,71 (1H, t, J=7,7 Hz, 2'-H), 3,86 & 3,91 (2H, ABq, J=17,1
Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=10,7 Hz, 5-H), 4,41 (1lH, d,
J=8,1 Hz, 1"-H), 4,45 (1H, 4, 6-H), 4,64 (1H, 4, J=7,7 Hz,
1'-H), 6,96 (1H, s, 4-H), 7,21 (1H, d, J=8,1 Hz, 10-H),
7,61 (1H, 4, J=7,7 Hz, 12-H), 7,71 (1H, 44, 7,7 & 8,1 Hz,
11-H), 7,76 (1H, s, 7-H); FAB(+)-MS m/z 806 (M+Na).
Esimerkki 12
11-deksylosyylioksi-ll-dimetyyliaminopradimisiini
Tl (II,)
Yhdisteen D! (19 mg, 0,020 mmol) liuokseen DMF:ssi
(1,0 ml) 1lisdttiin 2-molaarinen dimetyyliamiinin 1liuos
EtOAc:ss8d [0,4 ml; valmistettu Me,NH-HCl:std& (164 mg, 2,0
mmol) kasittelemdlld ylimd&rin NaOH:n vesiliuoksella (1
ml), jota seurasi kaasumaisen Me,NH:n pyydyst&minen ylem-
pd&n EtOAc-kerrokseen] ja seosta seKoitettiin huoneenlém-
potilassa yli y®n. Sen jdlkeen kun se oli kaadettu pusku-
riin (pH 3,5), seos ladattiin C,;-pylviddseen, joka pestiin
vedelld ja eluoitiin sitten puskurilla, joka oli 40-pro-
senttinen asetonitriilin suhteen (pH 3,5). Soveliaat frak-
tiot haihdutettiin, suola poistettiin ja lyofilisoitiin,
jolloin saatiin otsikon mukaisen yhdisteen metyyliesteri
(10 mg). Nayte MeOQH:ssa (2 ml) kéasiteltiin 1 N NaOH:lla
(0,5 ml) huoneenlémpdtilassa 1 tunnin ajan. Liuottimen
haihdutuksen jdlkeen jd&nnds ladattiin C,,~pylvddseen, joka
pestiin vedelld ja eluoitiin sitten puskurilla, joka oli
15-prosenttinen asetonitriilin suhteen (pH 7,0). Halutut
fraktiot haihdutettiin, suola poistettiin ja lyofilisoi-
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tiin, jolloin saatiin otsikon mukainen yhdiste II;, (6 ng,
34 % D':st&): Sp > 230 °C; IR v_. (KBr) ecm™ 3400, 1730,
1600; UV A, (0,01 N-NaOH) nm(€) 522 (12600); *H NMR (400
MHz, (DMSO-D¢) & 1,12(3H, 4, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,30 (3H, s,
3-Me), 3,07 (1H, t, J=11,5 Hz, 5"-H,,), 3,11(6H, s, NMe,),
3,12(1H, t, J=9,0 Hz, 2"-H), 3,14 (1H, t, J=9,0 Hz, 3"-H),
3,70(1H, 44, J=11,5 & 5,1 Hz, 5"-H_,,, 3,71 (1lH, q, J=6,4
Hz, 5'-H), 3,90(2H, 4, J=6,0 Hz, 17-CH,), 4,38 (1H, 4,
J=10,7 Hz, 5-H), 4,41 (1H, 4, J=6,8 Hz, 1"-H), 4,45 (1H,
d, 6-H), 4,63 (1H, 4, J=7,7 Hz, 1'-H), 6,27 (1H, lev, 10-
H), 6,97 (1H, s, 4-H), 702 (1H, lev, 12-H), 7,76 (1lH, s,
7-H); FAB(+)-MS m/z 827 (M+H).

Esimerkki 13

1l1-karbamoyyli (II, ja 11-syaani(II;)-11l-deksylosyy-

lioksipradimisiini T1

Yhdisteen D' (60 mg, 0,063 mmol) liuokseen DMF:ss#
(4 ml) lis&ttiin perdtysten PAd(OAc,) (28 mg, 0,126 mmol),
PPh; (66 mg, 0,254 mmol) ja tributyylitinasyanidi (200 mg,
0,64 mmol) ja koko seosta kuumennettiin 70 °C:n lampoti-
lassa 3 pdivén ajan. Liuos laimennettiin MeOH:1la (20 ml)
ja kdsiteltiin 1 N NaOH:1lla (5 ml) huoneenldmpdbtilassa 1
tunnin ajan. Liuottimen haihduttamisen jdlkeen j&&nnos
ladattiin C;-pylv8&seen (50 ml), joka pestiin vedelld ja
eluoitiin sitten asetonitriilin 5-, 10- ja 15-prosentti-
sella vesiliuoksella, jolloin saatiin haihdutuksen ja lyo-
filisoinnin j&lkeen seuraavat kaksi fraktiota.

Fraktio 1; 5 mg (9,5 % D':std) II,:ta: Retentioaika
1,9 min [puskuri, joka on 30-prosenttinen asetonitriilin
suhteen (pH 3,5)]; Sp > 230 °C; IR v,,, (KBr) cm’ 3400,
1720, 1620; UV A,, (0,01 N-NaOH) nm(€) 508 (11800); *H NMR
(400 MHz, (DMSO-Dy) & 1,11 (3H, d, J=6,4 Hz, 5'-Me), 2,29
(3H, s, 3-Me), 3,07 (1H, t, J=10,7 Hz, 5"-H,.), 3,10 (1H,
t, J=7,3 Hz, 2"-H), 3,14 (1H, 44, J=7,3 & 9,0 Hz, 3"-H),
3,29 (1H, m, 4"-H), 3,54 (1H, d4, J=2,6 & 9,8 Hz, 3'-H),
3,59 (1H, 4, J=2,6 Hz, 4'-H), 3,70 (1H, 44, J=10,7 & 5,1
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Hz, 5"-H,,, 3,71 (1H, t, J=7,7 Hz, 2'-H), 3,89 (2H, 4,
J=6,0 Hz, 17-CH;), 4,40 (1H, &, J=10,3 Hz, 5-H), 4,40 (1H,
d, J=7,3 Hz, 1"~-H), 4,46 (1H, 4, 6-H), 4,64 (1H, d, J=7,7
Hz, 1'-H), 6,95 (1H, s, 4-H), 7,20 (2H, lev s, CONH,;), 7,62
(1H, 4, J=1,3 Hz, 10-H), 7,76 (1lH, s, 7-H), 8,09 (1H, d,
J=1,3 Hz, 12-~H); FAB(+)-MS m/z 826(M).

Fraktio 2; 3 mg (5,8 % D':st8) II :484: retentioaika
5,9 min [sama kuin edelld]; Sp > 230 °C; IR v, (KBr) cm™
3400, 1720, 1620; uv A, (0,01 N-NaOH) nm(€) 506 (13200);'H
NMR (400 MHz, (DMSO-Dg;) & 1,11(3H, d, J=6,4 Hz, 5'-Me),
2,30(3H, s, 3-Me), 3,07 (1H, t, J=10,7 Hz, 5"-H_,.(), 3,10
(1H, t, J=7,3 Hz, 2"-H), 3,14 (1H, 44, J=7,3 & 8,6 Hz, 3"-
H), 3,29 (1H, m, 4"-H), 3,54 (1H, dd4, J=3,4 & 9,8 Hz, 3'-
H), 3,59 (1H, 4, J=3,4 Hz, 4'-H), 3,70 (1H, 4d, J=11,1 &
5,1 Hz, 5"-H,., 3,70 (1H, t, J=7,7 Hz, 2'-H), 3,90 (2H, A4,
J=5,6 Hz, 17-CH,), 4,40 (1H, 4, J=7,3 Hz, 1"-H), 4,41 (1H,
4, J=11,5 Hz, 5-H), 4,47 (1H, 4, 6-H), 4,63 (1H, ¢, IJ=7,7
Hz, 1'-H), 6,95 (1H, s, 4-H), 7,72 (1H, 4, J=1,7 Hz, 10-
H), 7,74 (1H, s, 7-H), 7,87 (1lH, 4, J=1,7 Hz, 12-H);
FAB(+)-MS m/z 809(M+H).

Jarkevid muutoksia, kuten sellaisia joita wvoisi
tulla ammattimiehen mieleen, voidaan tassd tehda poikke-

amatta keksinndn suojapiiristi.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd yhdisteen valmistamiseksi, jolla on
kaava I:

R1
|
CONH- CH~ COOH

Ch

CHy
R]
2
jossa R! on H, CH; tai CH,OH,
R’ on OH tai NR®RS,
HO
R® on H tai (B-D-ksyloosi),
H
HO

R® ja R® ovat H tai CH,,

R' on H, OH, OR’, OCH,R®, 0SO,CF, N(CH,),, CN, OCONH,
tai CN,

R’ on C,,-alkyyli, C,;-alkenyyli tai C, ,-halogeeni-
alkyyli (halogeeni = Cl tai F), jJa

R® on fenyyli, COOH tai CONH,, silli varauksella
ettd kun R' on OH, R' ei ole H, tunnettu siiti,
ettd ll-hydroksipradimisiinijohdannaisten valmistamiseksi

(1) saatetaan 1ll-metoksipradisiini Kkosketuksiin
aryylieetterin lohkaisevan reagenssin kanssa samalla kuu-
mentaen, ja
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(2) eristetddn 1l-hydroksituote, tai yvhdisteen val-
migtamiseksi, jolla con rakenne II:

RQ
|
CONH- CH- COOH

CrHi

CHy

10

jossa R’ on H tai CH,,

R on OH tai NHCH,,

R on H tai B-D-ksyloosi, ja

R'? on H, OCH;, OCH,CH,F, OCH,CH=CH,, OCH,fenyyli,
(OCH,Ph), OCH,COOH, OCH,CONH,, N(CH),, CONH, tai CN,

(i) saatetaan sovelias ll-hydroksipradimisiini kos-
ketuksiin trifluorimetaanisulfonointireagenssin Kanssa

emdksisissd olosuhteilssa,

(1ii) vaiheen (1) tuote saatetaan kosketuksiin hyd-
ridi-ionin ja katalyytin kanssa,

(1ii1i) vaiheen (ii) tuotteesta poistetaan karboksi-
ja aminosuojaryhmdt em#ksistd hydrolyysid kdyttamdlls, ja

(iv) eristetddn kaavan II mukaiset yhdisteet.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm&, t u n-
nettu siitid, ettd R' on OH.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, atta

R!' on CH;, R? on NHCH, ja R® on B-D-ksyloosi; tai

R' on CH,, R? on NHCH,; ja R® on H; tai

R' on CH,, R’ on NH, ja R® on B-D-ksyloosi; tai

R' on CH,0H, R’ on NHCH, ja R® on B-D-ksyloosi; tai

R' on CH,0H, R? on N(CH;), ja R® on B-D-ksyloosi; tai

R' on CH,0H, R’ on OH ja R’ on B-D-ksyloosi.
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4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitid, ettd vaiheet (1) ja (2) tapahtuvat liu-
ottimen 1d8snd ollessa, joka on joko kollidiini, lutidiini,
dimetyyliformamidi tai ndiden seckset.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd vaihe (2) suoritetaan eluoimalla
puskurilla k&&nteisfaasipylviissa.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitid, ettd R’ on H, R on OH ja R' on B-D-ksy-
loosi.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd R'* on OCH,H,, OCH,CH,F, OCH,CH=CH,,
OCH,-fenyyli, OCH,COOH, OCH,CONH,, H, N(CH,),, CONH, tai CN,

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd R’ on CH;, R' on NHCH, ja R'? on H.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd R' on p-D-ksyloosi tai H.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd vaihe (i) tapahtuu emdksisen
orgaanisen liuottimen l4sn8 ollessa ja niin, ettd l&snid on
triflatoiva maard N-fenyylitrifluorimetaanisulfonimidia
tali trifluorimetaanisulfonianhydridid.

1ll1. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vaiheen (i) mukainen tuote
puhdistetaan k#a&nteisfaasikromatografialla ennen vaihetta
(ii).

12, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd vaiheessa (ii) kaytetty nuk-
leofiilinen reagenssi on nukleofiilinen emds tai trialkyy-
lisubstituoitu metallireagenssi.

13. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd hydridipelkistys tapahtuu
vaiheen (iii) aikana.
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