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Amidové derivaty antibiotika A-40926 jsou latky,
které je moZno vyjadfit obecnym vzorcem I, v ném?
Jjednotlivé symboly majf vyznam, uvedeny v hlavnim
niroku a které jsou vysoce Géinné proti bakteriim,
odolnym proti glykopeptidiim. Je tedy mo%no je pou-
it ve formé& farmaceutického prostfedku, ktery rov-
néz tvofi souCist fedeni, k 1é¢eni infekci uvedeny
bakteriemi. Popsédn je rovnéz zptisob vyroby téchto
latek.
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Amidové derivity antibiotika A—40926, zpiisob jejich vyroby a farmaceuticky prostfedek
s jejich obsahem

Oblast techniky

Vynilez se tykd amidovych derivati antibiotika A—40926, které maji in vitro vysokou G&innost
proti n€kterym bakteriim, odolnym proti glykopeptidim, zpiisobu vyroby téchto latek a
farmaceutickych prosttedki s jejich obsahem.

Podstata vynélezu

Podstatu vynalezu tvofi amidové derivaty antibiotika A 40926 obecného vzorce I
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kde
R,  znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping,
R,  znamend alkyl o0 9 aZ 12 atomech uhliku,

M  znamend atom vodiku, alfa-D-mannopyranosyl nebo 6-0-acetyl-alfa—D-manno-
pyranosyl,

Y  znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonylovou skupinu o 1 a% 4 atomech uhliku
v alkoxylové &asti, aminokarbonylovou skupinu, alkylaminokarbonylovou nebo dialkyl-
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aminokarbonylovou skupinu o 1 a? 4 atomech uhliku v alkylovych &astech, pficemz
alkylové skupiny mohou byt jeté dile substituovany substituentem ze skupiny hydroxy-
skupina, aminoskupina, alkylaminoskupina a dialkylaminoskupina vzdy o 1 aZ 4 atomech
uhliku v alkylové &asti nebo hydroxymethyl,

X  znameni hydroxyskupinu nebo skupinu obecného vzorce
—NRs—alki~/NRs~alk;)p(NRs—alk;),~W,

kde
R; znamena atom vodiku nebo alkyl o 1 a% 4 atomech uhliku,

alk;, alk, a alk; nezévisle znamenaji alkylenovy zbytek s pfimym nebo rozvétvenym
fetézcem o 2 az 10 atomech uhliku,

p a q jsou cela ¢isla 0 nebo 1 nezavisle na sobg,
R4 a Rs znamenaji nezavisle na sob& atom vodiku nebo alkyl o 1 a¥ 4 atomech uhliku nebo

R; a Ry spole¢né tvoti alkylenovou skupinu o 2 a% 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku
za predpokladu, Ze p znamena 1, nebo

R4 a Rs spolegné tvoii alkylenovou skupinu o 2 aZ 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku
za pfedpokladu, Ze p i q znamenaji 1,

W znamena atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylaminoskupinu
nebo dialkylaminoskupinu vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &asti, aminoskupinu,
substituovanou jednou nebo dvéma aminoalkylovymi skupinami o 2 aZ 4 atomech uhliku
nebo jednou nebo dvéma alkylaminoalkylovymi skupinami o 1 aZ 4 atomech uhliku
vjedné a 2 az 4 atomech uhliku ve druhé alkylové &asti nebo dialkylaminoalkylovou
skupinou o 1 az 4 atomech uhliku ve dvou alkylovych &astech a 2 a% 4 atomech uhliku
v jedné alkylové &asti nebo v ptipadé, % p i q znamena 0, maze W tvofit spolu se
skupinou —-NR;-alk—piperazinovou nebo 4-methylpiperazinovou skupinu,

za predpokladu, Ze v pfipadé, Z¢ X znamena hydroxyskupinu, znamena Y hydroxymethylovou
skupinu a

z znamena atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce

P /_ A@

3

kde A znamena anion anorganické nebo organické kyseliny ze skupiny kyselina chloro-
vodikova, bromovodikové, sirova, fosfore&nd, octova, trifluoroctova, trichloroctova,
jantarova, citronova, askorbovi, mlé&n4, maleinovd, fumarovd, palmitova, cholova,
pamoovéa, mucinovd, glutamova, kafrové, glutarova, glykolova, ftalova, vinna, laurova,
stearovd, salicylova, methansulfonova, benzensulfonova, sorbova, pikrova, benzoova nebo
skoficovd nebo v pfipadé, %e se ve zbyvajici &4sti antibiotika nachazi funké&ni zbytek
karboxylové kyseliny, miZe jit také o vnitini siil, odvozenou od karboxylové funkce,
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jakoz i adi¢ni soli téchto sloudenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

Cisla, uvedena ve vzorci I v zavorkach nebo v zévorkich jinych obecnych vzorcii oznacuji bézné
islovani atomli uhliku v molekulové struktufe antibiotika A—40926 nebo derivati tohoto
antibiotika.

Antibiotikum A—40926 je glykopeptidovy antibioticky komplex, ktery byl izolovan z kultury
Actinomadura sp. ATCC 39727 v Zivném prostiedi, obsahujicim vyuZitelné zdroje uhliku, dusiku
a anorganickych soli, jak bylo popsano v EP 177 882. Podle postupu, ktery byl uveden v tomto
patentovém spisu je mozno antibioticky komplex, jehoz faktory byly oznadeny faktor A, faktor
B, faktor By, faktor B, faktor PA a faktor PB izolovat tak, Ze se fermenta&ni prostfedi po filtraci
nebo po predb&Zném ¢&iSt€ni podrobi afinitni chromatografii pfi pouZiti imobilizovaného D—
alanyl-D-alanin.

Faktory antibiotika A—40926 az dosud identifikované je moZno vyjadtit obecnym vzorcem II

|
Pod \f‘])/o b
BO
0 B (o]
B | B

NH N-CH;

X W 0% Y us
' .

(II) OH

kde
R’y  znamena atom vodiku,
X'  znamena hydroxyskupinu,

Y’  znamena karboxylovou skupinu,
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R’;  znamena alkyl 0 9 aZ 12 atomech uhliku a

M’ znamenéd alfa~-D-mannopyranosylovou nebo 6—O-acetyl-alfa—D-mannopyranosylovou
skupinu.

Antibiotikum A-40926, faktor A je sloutenina obecného vzorce II, v némz R’; znamena atom
vodiku, X’ znamend hydroxyskupinu, Y’ znamena karboxylovou skupinu, R’, znameni n-~
decylovou skupinu a M’ znamena alfa-D-mannopyranosylovou skupinu. Podle poslednich
pruzkumii je latka, identifikovana ve svrchu uvedeném EP 177 882 jako antibiotikum A—40926
faktor B ve skutenosti tvofeno dvéma blizce p¥ibuznymi slozkami. Antibiotikum A—40926
faktor By je ve skuteZnosti hlavni slozka faktoru B a odpovida slouening obecného vzorce 11,
vnémz R’y znamend atom vodiku, X' znamena hydroxyskupinu, Y’ znamen4 karboxylovou
skupinu, R’, znameni 9-methyldecyl a M’ znameni alfa~-D-mannopyranosyl. Men3i slozka
faktoru B byla oznagena jako faktor B; a od faktoru B, se li§i pouze tim, ¥e R’, znamena n—
undecyl, jak bylo popséno v E. Riva a dalsi, Chromatographia, sv. 24, 295, 1987.

Antibiotikum A 40926 faktor PA a faktor PB se od odpovidajicich faktord A a B lLisi tim, Ze
zbytek mannosy je nahrazen 6-O-acetyl-alfa~D-mannopyranosovou jednotkou.

Antibiotikum A-40926 faktory PA a PB jsou alespoii za uréitych fermenta¢nich podminek
hlavnimi antibiotickymi produkty mikroorganismu, produkujiciho A—40926.

Antibiotikum A—40926, faktory A a B jsou hlavnimi transforma&nimi produkty antibiotika A-
—40926, faktori PA a PB a jsou &asto pfitomné jiZ ve fermentaénim prostredi.

VSechny skupiny, odvozené od cukri jsou véziny na jadro antibiotika A—40926 O
glykosidickymi vazbami.

Bylo prokazano, Ze antibiotikum A—40926 faktor PA je mono transformovat na antibiotikum A-
—40926 faktor A a antibiotikum A—40926 faktor PB je mo#no transformovat na antibiotikum A-
—40926 faktor B za bazickych podminek, které vedou k odstran&ni acetylové skupiny
z mannosové jednotky, aniz by doslo k odit¥peni acylové skupiny na aminoglukuronylové
jednotce.

To znamend, Ze v pfipadé, Ze se fermentaéni prostfedi nebo jeho extrakt nebo koncentrat,
obsahujici antibiotikum A-40926 necha stat po urditou dobu za zisaditych podminek, napiiklad
ve vodném roztoku v piitomnosti nukleofilni baze pfi pH vy3$im ne 9 pres noc, ziska se
komplex antibiotika A—40926, obohaceny o faktor A a faktor B.

Antibiotikum A-40926 faktor B je moZno z komplexu izolovat chromatografickym d&lenim, pii
némZ se uZivd postupu podle EP 177 882. Cisty faktor By, ktery za podminek, uvedenych
vEP 177882 tvofi 90 % faktoru B je mozno ziskat dal$im &i$ténim faktoru B, napiiklad
opakovanou chromatografii v reversni fazi.

Soucasné studie, jejichz vysledky jsou uvedeny naptiklad v publikaci L. Zerilli a dalsi, Rapid
Communications in Mass Spectrometry, sv. 6, 109, 1992 prokézaly, Ze v komplexu antibiotika
A—40926 jsou v menSim mnoZstvi pfitomny je$t& dalsi faktory, které byly oznageny A,, RS-,
RS-2 a RS-3. Tyto mensi faktory byly izolovany pomoci HPLC a jejich struktura byla stanovena
pii pouZiti plynové chromatografie a hmotové spektrometrie po zpracovani komplexu antibiotika
A-40926 methanolyzou. VSechny uvedené mensi faktory maji strukturu, ktera odpovidé zakladni
struktufe faktoru A, B, a B; aZ na zbytky nasycenych alifatickych kyselin, které jsou vazany na
aminoglukuronovou skupinu. To znamen4, %e v ptipadé téchto faktort maji v obecném vzorci II
symboly R’y, X' 2 Y’ svrchu uvedeny vyznam a R’; znamena 8-methylnonyl v pripadé faktoru
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A, 7-methyloktyl v pfipadé faktoru RS-1, n-nonyl v pfipadé faktoru RS-2 a n—dodecyl
v pfipadé faktoru RS-3.

PrestoZze v komplexu antibiotika A-40926, tak jak se b&zn& ziskava za fermentaénich podminek,
popsanych v EP 177 882 ptevazuji faktory, v nichZ R’, znamena alkyl o 10 aZ 11 atomech uhliku,
Jje mozné modifikovat fermenta&ni podminky tak, aby do3lo ke zvy$eni mnozstvi mensich slozek,
v nichZ R'; znamen4 alkyl 0 9 nebo 12 atomech uhliku.

V priibéhu béznych ¢isticich postupi pro komplex antibiotika A—40926 dochazi k prevedeni
pfevazného mnoZstvi faktori PA a PB na faktory A a B.

Mimoto bylo prokazéno, Ze je moZno transformovat antibiotikum A-40926 ve formé komplexu,
jeho jednotlivé faktory nebo smési téchto faktorii v jakémkoliv pom&ru na odpovidajici N—
acylaminoglukuronylaglykonovy komplex AB, N-acylaminoglukuronylaglykonovy faktor A, N—
acylaminoglukuronylaglykonovy faktor B a mannosylaglykon antibiotika A-40926 fizenou
hydrolyzou jedné z cukernich skupin vychoziho materidlu v kyselém prostiedi, jak bylo také
popsano v EP 240 609 a v EP 228 015.

Vyhodné podminky hydrolyzy pro produkci N-acylaminoglukuronylaglykoni zahrnuji pouziti
smési dimethylsulfoxidu a koncentrované kyseliny chlorovodikové v poméru 8 : 2 a2 9,5 : 0,5 pfi
teploté 40 az 80 °C.

N-acylaminoglukuronylaglykony antibiotikum A—40926 je mozno vyjadtit obecnym vzorcem II,
vnémZ R'; a M’ znamenaji atomy vodiku, X' znamen4 hydroxyskupinu, Y’ znamena karboxylo-
vou skupinu a R’, znamena alkyl o 9 aZz 12 atomech uhliku.

Oplnym odst€penim vSech zbytki cukri z antibiotika A—40926 vznika aglykon. Tato hydrolyza
byla popsana v EP &. 240 609.

Antibiotikum A-40926 ve form& komplexu, jeho jednotlivé faktory, odpovidajici N-acylamino-
glukuronylaglykony, mannosylaglykon, aglykon a smési t&chto litek v jakémkoliv poméru jsou
uginné pfevazné proti gram—positivnim bakteriim a proti Neisseriim.

V mezinarodni patentové prihladce &. PCT/EP92/00374 s pravem pfednosti z evropské patentové
pfihlasky &. 91104857 jsou popsény esterové derivaty antibiotika A-40926, esterifikované
v poloze 6®, to znamen4 na karboxylové skupiné N-acylaminoglukuronylové &sti molekuly a
odpovidajici N-acylaminoglukuronylaglykon, jde o slougeniny obecného vzorce II, v némz X'
znamena hydroxyskupinu, Y’ znamena alkoxykarbonylovou skupinu o 1 az 4 atomech uhliku
v alkoxylové &asti a R'j, R’; a M’ maji stejny vyznam jako symboly R;, R; a M svrchu. Tyto
esterové derivéty je moZno pfipravit tak, Ze se uvede do reakce antibiotikum A—40926, chran&né
v poloze N", to znamena na dusikovém atomu aminoskupiny, ktera je vidzina na atom uhliku,
oznaceny Cislem 15, nebo se uvede do reakce antibiotikum s volnou aminoskupinou v této poloze
nebo jeho demannosylderivit, to znamend N-acylaminoglukuronylaglykon s alkanolem
vkyselém prostfedi, nebo se uvede do reakce N'“—chranény derivit A—40926 nebo jeho
demannosylanalog s alkylhalogenidem, svyhodou bromidem, chloridem nebo jodidem,
popfipad€ v ptitomnosti latky, schopné vézat halogenovodikovou kyselinu, zv1asté plisobenim
pfebytku alkanolu v pfitomnosti koncentrované anorganické kyseliny pfi teploté mistnosti az
teploté 0 °C.

Esterové derivaty antibiotika A—40926, pfipravené svrchu uvedenym zptisobem je mozno pouZit
jako vychozi latky pro vyrobu derivatu antibiotika A-—40926 obecného vzorce 1.
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Jak jiz bylo svrchu uvedeno, Fizen4 esterifikace, kterou je mozno pouZit pro piipravu esterovych
derivatl a demannosylesterovych derivati antibiotika A—40926, které jsou vychozimi latkami
pro vyrobu slou€enin podle vynilezu zahrnuje esterifika¢ni reakce, p¥i nichZ se antibiotikum A—
40926 uvadi do reakce s prebytkem zvoleného alkanolu v pfitomnosti koncentrované anorganic-
ké kyseliny pfi teplot& 0 °C az teplot& mistnosti na dobu, ktera se méni se sterickou komplexitou
skupiny, ktera ma byt zavedena.

V n&kterych pfipadech je vhodné chranit primarni aminoskupinu v poloze 15 prekurzoru A—
40926 tak, aby byl snizen vyskyt neZadoucich vedlejich reakci. Ochrana této skupiny muze byt
uskute€néna zndmym zpiisobem, napiiklad podle publikace T. W. Greene, Protective Groups in
Organic Synthesis, John Wiley and Sons, New York, 1981, a M. McOmie, "Protecting Groups in
Organic Chemistry", Plenum Press, New York, 1973. Pouzité ochranné skupiny musi byt stile za
pouzitych reakénich podminek, nesmi nepfiznivé interferovat s hlavni reakci a musi byt mozné je
snadno odStépit po ukongeni této hlavni reakce.

Pfikladem vhodnych ochrannych skupin na aminoskupinu mohou byt terc.butoxykarbonylova
skupina (t-BOC), karbobenzyloxyskupina (CBz), a arylalkylové skupiny. Benzylace plsobenim
pfipadné substituovanych benzylohalogenidii v pfitomnosti baze probiha hladce s kvantitativnim
vytéZkem a vede vyluéné ke tvorb& odpovidajiciho le—benzylového derivatu, aniz by soudasng
dochézelo ke vzniku benzylesteru na karboxylovych skupinach.

Selektivni ochranu aminoskupiny v poloze 15 je moZno s vyhodou uskute&nit reakci s benzyl-
bromidem v pfitomnosti latky, schopné vazat halogenovodik, napiiklad tercidrniho aminu bez
souCasné esterifikace n&které z obou karboxylovych skupin.

Podminky pro odstrangni ochrannych skupin v poloze N'° spadaji do znamych podminek pro
odstran€ni ochrannych skupin na aminoskupinach a uZiva se podminek, které se voli v zavislosti
na vyhodnoceni reaktivity dal3ich skupin, které jsou v molekule p¥itomny.

Vychozi esterova sloudenina obecného vzorce II, v ném2 M’'znameni alfa~-D-mannopyranosyl
nebo 6-O-acetyl-alfa—D-mannopyranosyl a Y’ znamena alkoxykarbonyl o 1 a% 4 atomech
uhliku v alkoxylové &asti miZe byt transformovéina na odpovidajici sloudeninu, vniz M’
znamend atom vodiku selektivni hydrolyzou v kyselém prosttedi. Jak je popsano v EP 240 609,
zahmuji vyhodné podminky hydrolyzy pro ziskdni demannosylderivatii antibiotika A-40926,
napfiklad pro ziskdni N-acylaminoglukuronylaglykonu pouZiti smési dimethylsulfoxidu a
koncentrované kyseliny chlorovodikové v objemovém poméru 8:2 az 9,5:0,5 pii teploté
v rozmezi 40 az 80 °C.

Demannosyl derivity esterii antibiotika A—40926 je moino ziskat ze smési s odpovidajicim
aglykonem a je mozno je od sebe oddglit preparativni HPLC.

Podminky pfi hydrolyze je moZno vhodnym zpisobem modifikovat tak, aby bylo moino
dosdhnout zménéného poméru mnoZstvi vyslednych produktii. Naptiklad v pfipadg, Ze se vychazi
z antibiotika A—40926, esterifikovaného v poloze 6°, pomér rozpoustédla a kyseliny chloro-
vodikoveé se zvysina 78 : 1, reakéni teplota se udrzuje na hodnoté niz3i nez 60 °C a reakéni doba
se prodlouZi az na 7 dnd, je moZno doséhnout poméru pozadovaného demannosylderivatu A—
40926, esterifikovaného v poloze 6° k nezadoucimu aglykonu pfiblizné 1,4 : 1,0.

Prib&h reakce je mozno sledovat pomoci HPLC zndmym zplisobem. Na zikladé vysledkd,
ziskanych pfi tomto stanoveni miZe odbornik vyhodnotit prib&h reakce a zvolit okamzik jejiho
pferuSeni, vnémZ se zafinid reakéni smés zpracovivat zndmym zpisobem, ktery zahrnuje
napfiklad extrakci pomoci rozpoustédel, sraZeni ltkami, v nichZ se produkt nerozpousti a také
chromatografické &isténi.
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Esterové derivaty, uzité jako vychozi litky pro vyrobu sloucenin obecného vzorce I mohou byt
jednotlivé slouceniny, které odpovidaji riznym faktorim komplexu antibiotika A-40926 nebo
muzZe jit o sm&s dvou nebo vétsiho poétu slozek v jakémkoliv poméru, pficemZ tyto slozky
mohou odpovidat riiznym faktorim prekurzoru A—40926. Tyto smési esterovych derivati mohou
vzniknout tak, Ze se komplex A-40926 nebo smés faktori tohoto komplexu uZije pfi vyrobé
esterii v poloze 6° nebo tak, Ze se uZije zvlastnich podminek pfi izolaci a &idténi vysledného
esteru, kterymi mize dojit ke zmén& poméru riznych faktori v prekurzorovém komplexu A—
40926 nebo také tak, Ze se smisi v pfisluSnych pomérech Cisté estery, izolované chromatografii
v reversni fazi nebo ziskané pouZitim Cistych faktor(i antibiotika A—40926 jako prekurzori pro
tuto reakci.

V priibéhu piihldsky se pod pojmem "alkyl" ve formé samostatné skupiny nebo jako &ast jiné
skupiny rozumi uhlovodikové zbytky s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem, pojem "alkyl o 1 aZz
4 atomech uhliku" tedy znamena alifaticky uhlovodikovy pfimy nebo rozvétveny fetézec o 1 az 4
atomech uhliku jako methyl, ethyl, propyl, I-methylethyl, butyl, 1-methylpropyl, 1,1-dimethyl-
ethyl a 2—-methylpropyl.

Pojmy "alk;-, "alk,", "alk;" znamenaji nezavisle alkylenové zbytky s pfimym nebo rozvétvenym
fetézcem o 2 az 10 atomech uhliku, naptiklad nasledujici zbytky:

—CH,—CHp-,

—CH,-CH-CHy,

—CH,~CH-CH,CH>-,

-CH,-CH-CH,-CH,-CH>,
—CH,~CH-CH,CH,-CH,—CH-,
—CH~CH,CH,-CH-CH,-CH-CH>-,
—CH,~CH;-CH,~CH,-CH,-CH,-CH,—CH,
-CH,-CH,-CH,~CH,-CH,-CH-CH,~CH,—CH>-,
—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,—CH,-CH,~CH,-CH,-CH-,

—CHCH-CH,—, -CHCH-, -CH-CH,

| l |
CH; CH; CH;

—CH-CH,—CHy, —CH,—CH,-CH-,

| |
CH3 CH3

CH;
|
—-CH-CH,, -CH-CH-, -CH,C-CHr,

| | l
CH,CH; CH; CH, CH;

—CH,CH-, -CHCH-CHCH-CHy,

| | I
CH3—CH2, CH3 CH3
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CH; CH;
—Cli-CHz—CIS—, CH,-CH-CH-

(|3H3 ICH; (|3H3(13H3
~CH-CH,-CH,-CH,~CH,~CH,~CH,~CH-,
&,

Pod pojmem "alkyl o 2 aZ 4 atomech uhliku" a "alkylenova skupina o 2 a% 4 atomech uhliku" se
rozumi pfimé nebo rozvétvené alifatické zbytky o 2 aZ 4 atomech uhliku, tak jak byly svrchu
uvedeny.

Pod pojmem "alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkoxylové &4sti" se rozumi alkoxy-
karbonylové skupiny s pfimym nebo rozvétvenym fetdzcem, Jako methoxykarbonyl, ethoxy-
karbonyl, propyloxykarbonyl, isopropyloxykarbonyl, butoxykarbonyl, isobutoxykarbonyl a
terc.butoxykarbonyl.

Dile budou uvedeny piklady fet&zcd, které spadaji pod obecny pojem skupiny

~NR;-alk;~(NRy—alk;);«(NRy—alks)~W :

-NH—(CH;),-NH, -NH—(CH,),—CH;
—NH—(CHz);;—NHg n= O, 1, 2, 3 > 4 nebo 5
-NH~(CH,),~NH,
~NH~(CH)s—NH, _N—~(CH,),—CHj
~NH—-(CH,)-N(CH;), |
—NH~(CH,);-N(CH;), (CH)m
~-NH~(CH,)-N(C;Hs), |
-NH-CH2)~N(CH;), CH;
~NH—(CH,);-N(C:H), n =0,1,2,3,4nebo s
—-NH—CH,);-N(C,Hjs), m=0,1,2nebo3
—NH~(CH,);-N—(C4Hy),
~N—(CH;3)«(CH,),-NH, CH;
~(CH;3)+(CH;),-N(CH3), |
—-N(CH;)HCH,);-N—-(CH;), -NH~CH,),~CH-CHj;

n=0,1, 2 nebo 3

_NH-CH(CH,),—CHj,

I
CH;

n=0,1,2nebo 3
-NH~(CH;)-"NH~CH,),-NH, ~NH—~(CH,),~NHCH;,
-NH-(CH;),-NH—-(CH,);-NH, n=2, 3 nebo 4
-NH—(CH,)-NH~(CH,),~NH, -NH~(CH)x»-NHiC;H;
-NH—~(CH,),~NH—(CH,),-NH, n=2,3 nebo 4

~-NH—~(CH,);-NH~(CH,),~NH,

—NH~(CH,;);-NH~(CH,);-NH~(CH,),-NH,
—NH~(CH;);"NH~(CH,),~NH—~(CH,),-NH,
—~NH—~(CH;);-NH~(CH,)>-NH—~(CH,);-NH,
—NH—~(CH,);-NH—~(CH,),~NH—-(CH,);-NH,
—NH—(CH,);-NH~(CH,);~NH-CH,),~NH,
-NH—HCH,),~NH—~(CH,);-NH—-(CH,),~NH,,
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~NH~(CH,);~NH—~(CH,)o~NH—~(CH,);~NH,
-NH—(CH_);-NH~CH,),,-NH~CH;);-NH,

—NH—(CH,),~/NH(CH,),/~-NH,

-NH—(CH,);-/NH(CH,)s/>-NH, -NH—(CH;),~CH-N(CH3),
-NH—(CH,),-N/(CH,),NH,/, |
-NH—(CH,);-N-/(CH;),NH,/, CH;
—NI’{—(CHz)z—N—/ (CH2)3NH2/2 n= 1, 2 nebo 3
-NH—(CH;)-N-/(CH;)sNH,/,

—NH—~(CHy)s—N/(CH,):NH,/, NH-CH,~CH~(CH,);-N(CH),
-NH~(CH,;)~N/(CH;),NH,/, |
-NH—(CH;)s~N/(CH,);NH,/> CH;
—NH—(CH:)Z—N/(CHz)zN(CH;;)z/ 2 n=1 ) 2 nebo 3
—NH—(CH,),-N/(CH,);N(CH3),/; ~NH(CH;),~-NHCH3
—NH—(CH2)3—N/ (CHz)zN(CHg,)z/ 2 n= 2, 3 nebo 4
—NH—~(CH;);-N—-/(CH;);N(CH;)./>

—NH—(CH,)~N/(CH,;),N(C;Hs),/; -N(CH,),-NHC;H;
—N(CH;)(CHy)-N/(CH;),NH,/, n=2, 3 nebo 4

a podobné.

V pripadé, Zze R; a R4 (nebo Ry a R;) spolecné tvori alkylenovou skupinu, spojujici oba atomy
dusiku, je nasycenou heterocyklickou skupinou, vytvofenou v kombinaci s ¢asti alk; (nebo alk;)

a obéma sousednimi atomy dusiku s vyhodou piperazinovy kruh.

Naprtiklad v pfipadé, ze R; a Ry (nebo R4 a Rs) spole€né tvofi alkylenovou skupinu o 2 az 4
atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku nebo v pfipadé€, ze p i q =0 a W spolu se skupinou
—NR;-alk;— znamena piperazinovy nebo 4-methylpiperazinovy kruh, mohou tvofit skupinu

obecného vzorce

—NR3—alk1—(NI-L—alkz)p—(NRg—alkz;)q—-W

nasledujici skupiny:
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-N N-CH3 . -NH(CHz)zé NH,
\__/ \__/

[\

-NH(CHz):Q‘*/NCHB -NH{CH2)2N
‘ , N(CH2)2 NH;
/

-NH(CHz)gM N(CH3)2 NH2 -NH(CHy) N N(CH3)3 NH;
\__/ \__/

— CH3
-NH(CH;)3N (CH2)3 NH; -N N-(CH3)»- ’/

\CH;
/\ ,(C'”

-N N-(CH3)3- -N N-(CH2)3- NH3
/ \ens _/

-N/—\_——-/\N-{CHz)r »/ - 'N\f_—\_/NH

\CH;
-N N-(CH2)4-NH-C3Hs -N /N-Csz
CH3
-NH- (CH3)3N N-{CH3)3 N

Yoy

Vynalez zahrnuje slouCeniny obecného vzorce I, které mohou byt odvozeny od jednotlivych
s faktori prekurzorového komplexu antibiotika A—40926 a také smési slougenin obecného vzorce
I, odvozené od celého komplexu antibiotika A-40926 nebo od smési dvou nebo vétsiho podtu
Jeho faktort v jakémkoliv poméru. Zmény vzijemného poméru slozek smési slougenin obecného
vzorce I, odpovidajicich faktorim komplexu A-40926 mohou vzniknout tak, Ze se uZiji rizné
podminky pfi fermentaci, oddé&leni, izolaci a &isténi prekurzorového komplexu antibiotika A—
10 40926 nebo tak, Ze se smisi izolované faktory vychozich esteri obecného vzorce II v pozadova-
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ném poméru pied jejich pfeménou na slouéeniny obecného vzorce I, nebo je také mozno smisit
jednotlivé &isté faktory sloudenin obecného vzorce I v pozadovaném pomeéru.

Vyhodnymi slou¢eninami obecného vzorce I jsou ty latky, v nichz

R;

R,

znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping,
znamena alkylovy zbytek o 9 aZ 12 atomech uhliku,

znamena atom vodiku, alfa-D-mannopyranosyl nebo 6—O-acetyl-alfa—~D-manno-
pyranosyl,

znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonylovou skupinu o 1 az 4 atomech uhliku
v alkoxylové ¢asti, aminokarbonyl, alkylaminokarbonyl nebo dialkylaminokarbonyl vzdy
o 1 az 4 atomech uhliku valkylové &asti, pfiCemz tato alkylova &ast miiZze nést
substituent ze skupiny hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina a dialkyl-
aminoskupina vzdy o 1 az 4 atomech uhliku v alkylové ¢asti nebo hydroxymethyl,

znamena hydroxyskupinu nebo aminoskupinu obecného vzorce

—NRg—alk1—(NR4—alk2)p—(NR5—-alk3)q—W
kde
R;, Ry a Rs znamenaji atomy vodiku,

alk;, alk, a alk; nezavisle znamenaji alkylenové zbytky s pfimym nebo rozvétvenym
fetézcem o 2 az 4 atomech uhliku,

p a q jsou cela &isla, nezavisle znamenajici 0 nebo 1,

W znamena atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylamino-
skupinu nebo dialkylaminoskupinu vzdy o 1 az 4 atomech uhliku v alkylové &asti,
aminoskupinu, substituovanou jednou nebo dvéma aminoalkylovymi skupinami o 2 az 4
atomech uhliku nebo jednou nebo dvéma alkylaminoalkylovymi skupinami o 1 az 4
atomech uhliku v jedné a 2 az 4 atomech uhliku ve druhé alkylové €asti nebo jednou
nebo dvéma dialkylaminoalkylovymi skupinami o 1 az 4 atomech uhliku ve dvou
alkylovych &astech a 2 az 4 atomech uhliku v jedné alkylové ¢asti nebo v pripadé€, ze p 1
q = 0, miZze W spolu se skupinou ~NRj—alk,— tvofit také piperazinovou nebo 4—
methylpiperazinovou skupinu,

za pfedpokladu, Ze v pfipadé, Ze X znamena hydroxyskupinu, znamena Y hydroxymethylovou
skupinu,

z

znamena atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce

P@ /_ A@

—N

|

-11-
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kde A znamena anion anorganické nebo organické kyseliny nebo v pfipadé, e je
pfitomna funkce karboxylové kyseliny ve zbyvajici &asti antibiotika, maZe také jito
vnitfni anion, odvozeny od této funkce karboxylové kyseliny,

Jjakoz i soli téchto slougenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.
Dal3i vyhodnou skupinou slougenin podle vynilezu jsou ty derivaty obecného vzorce I, vnémz
R; znamena alkyl o 10 aZ 11 atomech uhliku, M znamena alfa~-D-mannopyranosyl a R), X, Y a

Z maji svrchu uvedeny vyznam, jakoz i farmaceuticky pijatelné soli téchto sloudenin.

Dalsi vyhodnou skupinu slouenin podle vyndlezu predstavuji ty latky obecného vzorce I,
v némz

R, znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping, s vyhodou atom
vodiku,

R; znamend 7-methyloktyl, n—nonyl, 8-methylnonyl, n—decyl, 9-methyldecyl, n—undecyl
nebo n-dodecyl, svyhodou n—decyl, 9-methyldecyl nebo n-undecyl a zvlastg 9-

methyldecyl,

M znamena atom vodiku nebo alfa-D-mannopyranosyl, svyhodou alfa~D-manno-
pyranosyl,

Y znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkoxylové

&asti, aminokarbonyl, aminoalkylkarbony! nebo dialkylaminokarbonyl vidy o 1 az 4
atomech uhliku v kazdé alkylové &asti, pricemz tato alkylovd &ist miZe byt dale
substituovdna substituentem ze skupiny hydroxyskupina, aminoskupina, alkylamino-
skupina nebo dialkylaminoskupina vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &sti nebo
hydroxymethyl, svyhodou znameni Y karboxyskupinu, methoxykarbonyl, amino-
karbonyl, methylaminokarbonyl, dimethylaminokarbonyl, (dimethylamino)ethylamino-
karbonyl nebo hydroxymethyl,

X znamena zbytek obecného vzorce
-—NR;—alk,—(NH—alk;)p—(NH—alk3)q—W
kde

R3; znamena atom vodiku,
alk,, alk; a alk; nezévisle znamenaji linedrni alkylenové zbytky o 2 aZ 4 atomech uhliku,

p a q znamenaji cela &islaO nebo 1 a

W znamena aminoskupinu, alkylaminoskupinu nebo dialkylaminoskupinu vidy o 1 az 4
atomech uhliku v alkylovych &astech, aminoskupinu, substituovanou jednou nebo dvéma
aminoalkylovymi skupinami o 2 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &asti nebo v p¥ipadg, Ze
P i q znamenaji 0, miZe W spolu se skupinou —NRj-alk,— predstavovat také
piperazinovy nebo 4-methylpiperazinovy kruh,

nejvyhodnéjsim vyznamem pro X je zbytek
—NH—(CH,);-N(CH;),,

—NH(CH,)s~/NH(CH,)y/r-NH,,
—NH-—(CHz) 3—N/ (CHz )3NH2/ 2 a
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-3\___/\‘(333 ¢

JjakoZ i farmaceuticky ptijatelné adi¢ni soli téchto slougenin.

Z znamena atom vodiku,

Slouceniny obecného vzorce I, vnémz Y znamené alkoxykarbonylovou skupinu o 1 az 4
atomech uhliku v alkoxylové &asti, R;,, R,, Ma Z maji vyznam, uvedeny v obecném vzorci I a X
znamena zbytek obecného vzorce

—-NRj-alki—(NRy-alk;),-(NRs—alk;)-W
v némZ R;, Ry, Ry, alk, alky, alks, p, g a W maji vyznam, uvedeny v obecném vzorci I,

je mozno pripravit amidaci odpovidajicich derivati obecného vzorce II, v ném% Ry, RaM
maji tentyZ vyznam jako R;, R, a M, X’ znamen4 hydroxyskupinu a Y’ znamen4 alkoxykarbonyl
o 1 az 4 atomech uhliku v alkoxylové &asti.

Tyto vychozi latky obecného vzorce II je mozno pfipravit svrchu uvedenym zpisobem, nékteré
specifické pfiklady vyroby t&chto latek jsou uvedeny ve svrchu zmin&né mezinarodni patentové
prihlaSce &. PCT/EP92/00374.

Amidace zahmuje kondenzaci vychozich latek obecného vzorce II s pFisluinym aminem
obecného vzorce 11

NHR;-alk~(NRy-alk;),<(INRs-alk;)-W (1I)
kde R3, Ry, Ry, alk, alk,, alks, p,qa W maji vyznam, uvedeny v obecném vzorci I,

v pfitomnosti kondenzagniho €inidla nebo pfes "aktivovany ester" vychozi C®-karboxylové
kyseliny obecného vzorce I v inertnim organickém rozpoustdle.

Inertnimi organickymi rozpoustédly, vhodnymi pro amida&ni reakci jsou ta organicka aproticka
rozpoustédla, kterd nepfiznivé neinterferuji s prib&hem reakce a jsou schopna alespoii ¢asteéné
rozpoustét vychozi material. ”

Ptikladem inertnich organickych rozpoustédel mohou byt organické amidy, ethery glykold a
polyold, amidy kyseliny fosfore¢né a sulfoxidy. Vyhodnymi ptiklady inertnich organickych
rozpoustédel jsou dimethylformamid, dimethoxyethan, amid kyseliny hexamethylfosfore&né,
dimethylsulfoxid a smési t&chto latek.

Kondenzacnim ¢inidlem, vhodnym pro pouZiti pfi provadéni zpisobu podle vynalezu je &inidlo,
schopné zpisobit tvorbu amidovych vazeb v organickych sloudeninich, zvlasts pti syntéze
peptidi.

Jako priklady téchto kondenzatnich Einidel je moZzno uvést diisopropylkarbodiimid (DIC),
decyklohexylkarbodiimid (DCC) v pFitomnosti hydroxybenzotriazolu (HBT), benzotriazolyloxy-
—tris{(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfat, benzotriazolyloxy—tris—(pyrrolidino)fosfonium-
hexafluorfosfat a alkyl fosforazidaty o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &asti, fenylfosforazidaty
nebo heterocyklické fosforazidaty, napfiklad difenylfosforazidat,, diethylfosforazidat, di—(4-
nitrofenyl)fosforazidat, dimorfolylfosforazidat a difenylfosforchloridat. Vyhodnym kondenzad-
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nim &inidlem je difenylfosforazidat, to znamen azid difenylesteru kyseliny fosfore¢né (DPPA),
benzotriazolyloxy—tris—(dimethylamino)fosfoniumhexafluorfosfat (BOP) a benzotriazolyloxy-
tris—(pyrrolidino)fosfoniumhexafluorfosfit (PyBOP).

Ze dvou naposledy jmenovanych kondenzalnich &inidel je PyBOP zvlasté vyhodnou latkou
vzhledem k tomu, Ze vznikajici vedlejsi produkt pyrrolidin ma nizsi potencialni toxicitu nez
dimethylamin.

Pfi popsané amidaci podle vynélezu se amin, uZity jako jedna z reakénich slozek obvykle uziva
vmolarnim pfebytku, atkoliv v nékterych pripadech je moZno reakci uskute¢nit s dobrym
vytézkem pfi pouZiti aminu v ekvimoldrnim mnoZstvi nebo jen v mimém molarnim prebytku,
napfiklad v pfipadg, Ze se jako kondenzacni €inidlo uZije BOP nebo PyBOP.

Obvykle se v ptipadé, Ze vychozi amin neni pfili§ nakladny nebo je mozno jej snadno ziskat
uziva 2 az 10-nasobny, s vyhodou 3 az 4-nasobny molémni prebytek tohoto aminu.

Pfi provadéni amidace svrchu uvedeného vychoziho materidlu obecného vzorce II plisobenim
aminu obecného. vzorce III v pfitomnosti kondenzagniho &inidla je zapotfebi, aby pouZity amin
byl schopen vytvotit siil s karboxylovou funkci vychoziho materialu (X' = hydroxyskupina).
V piipadg, Ze amin neni dostate€né silny pro tvorbu takové soli ve zvoleném reak&nim prostiedi,
Je zapotiebi pfidat bazi, schopnou st vytvofit, naptiklad terciarni alifaticky nebo heterocyklicky
amin, jako triethylamin, N-methylpyrrolidin nebo N-methylpiperazin, tyto latky nevytvofi
amidovou vazbu skarboxylovou funkci a pridavaji se v alespori ekvimoldrnim mnozZstvi,
vztaZeno na mnoZstvi vychozi latky.

PouZiti malého molarniho pfebytku aminu ze sougasného pridéni baze, schopné vytvofit st je
vhodnou metodou v p¥ipadg, Ze amin je nakladny nebo v pfipadé, Ze je obtizné jej pripravit.

Piikladem bazi pro tvorbu soli mohou byt terciarni organické alifatické nebo heterocyklické
aminy, napfiklad trimethylamin, triethylamin, N-methylpyrrolidin nebo pikolin a podobné.

Kondenzaéni &inidlo se obvykle uZivd vekvimolirnim mnoZstvi nebo v malém mol4rnim
prebytku, napfiklad 1,1 az 1,7, s vyhodou 1,2 az 1,5, vztaZeno na vychozi slou¢eninu A—40926.
Zvlaste bylo pozorovano, Ze pii pouZiti vychozich litek obecného vzorce I, v ném2 Y znamena
alkoxykarbonyl o 1 aZz 4 atomech uhliku v alkoxylové &sti je moZno pfi pouziti velkého
pfebytku, napfiklad trojnasobného molarniho prebytku PyBOP jako kondenza&niho &inidla a
velkeho prebytku aminu, naptiklad molarniho prebytku 6 az 10 ziskat vysledné amidy obecného
vzorce I, v némz Z znamena skupinu obecného vzorce

P\ e

-N

A

kde A ma svrchu uvedeny vyznam,

v téméf kvantitativnim vytézku.

Amin, pouzity jako reak&ni slozka je moZno do reakéni smési privadét ve formé odpovidajici
adi¢ni soli s kyselinou, naptiklad ve form& hydrochloridu. V tomto ptipads se pridava alespori

dvojnésobny moldrni podil, s vyhodou 2 a% 4—nasobny molarni piebytek silné baze, schopné
uvolnit amin z jeho soli. Také v tomto ptipadé je vhodnou bazi obvykle terciarni organicky
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alifaticky nebo heterocyklicky amin, ktery nemiiZe tvofit amidovou vazbu s karboxylovou funkci,
tak jak byly svrchu uvedeny. V n&kterych ptipadech je pouZiti soli, z niz je pak amin uvolnén
piimo v reakéni smési velmi vyhodné, zejména v pfipadg, Ze sil je stalejsi nez odpovidajici
volny amin.

Reakeni teplota se miize ménit v $irokém rozmezi v zavislosti na pouZitych vychozich latkach a
na reak&nich podminkéch. Obvykle je vyhodné reakci provadét pfi teplotd v rozmezi 0 a2 30 °C.

Reakéni doba se rovnéZz miZze ménit v Sirokém rozmezi v zavislosti na kondenzadnim &inidle a na
daliich parametrech reakce. Obvykle je kondenzagni reakce ukonena v pribéhu jedné az 24 a¥
48 hodin.

Pribéh reakce je mozno sledovat chromatografii na tenké vrstvé nebo s vyhodou pi pouziti
HPLC znamymi zpisoby.

Na zékladé vysledku, ziskanych t&émito zkouskami miZe odbornik vyhodnotit priib&h reakce a
rozhodnout, kdy ma byt reakce zastavena a reak&ni smés zpracovina znamymi postupy, které
zahrnuji naptiklad extrakci pomoci rozpoustédel, sraZeni pridanim latek, v nichz se produkt
nerozpousti a podobn& ve spojeni sbéinymi izolanimi a &isticimi postupy, naptiklad
chromatografii na sloupci.

Obvykle v ptipadé pouziti uvedenych kondenzaénich &inidel neni zapotfebi chranit N'-
aminoskupinu ve vychozim esteru obecného vzorce II. Mize viak byt uZitetné pouzit vychozi
estery, které jsou na této skupiné chrdnéné v p¥ipadg, Ze se ziskavaji pti reakei, pii niz Jjsou estery
pfipravovany z antibiotika A—40926 jako prekurzoru. Mimoto se mohou vyskytnout specifické
pfipady, u nichZ podminku amida¢ni reakce vyzaduji ochranu N'*-aminoskupiny ve vychozim
esteru obecného vzorce II nebo pii nichZ je takova ochrana vyhodna.

V téchto pfipadech je moZno chranit aminoskupinu v uvedené poloze znamymi postupy, tak jak
Jsou uvedeny ve svrchu uvedenych publikacich pfi ochrané prekurzoru A-40926 pfi vyrobé
esteril obecného vzorce II, v ném2 Y’ znamené alkoxykarbonylovou skupinu o 1 aZ 4 atomech
uhliku v alkoxylové &asti.

Ochranné skupiny na atomu dusiku musi byt stilé za pouZiti reakénich podminek, nesmi
nepiiznivé interferovat s prib&hem amidadni reakce a musi byt snadno oditépitelné a pak
odstranitelné z reakeniho prostfedi po ukon&eni reakce, aniZ by pfi tom doslo k porudeni nové
vytvofené amidové vazby a celé struktury ziskanych slouenin, naptiklad zbytki cukri.

Pfikladem ochrannych skupin na atomu dusiku, které je mozno pfi provadéni zpisobu podle
vynalezu pouzit k ochrané N'’—primérni aminoskupiny esterového vychoziho materialu a
popiipad€ k ochrané jakékoliv jiné aminoskupiny, popfipad® se vyskytujici v aminu III, aniz by
se tato skupina méla zi&astnit amidagni reakce mohou byt pfedevim reak&ni &inidla, schopna
vytvofit karbamaty a obsahujici nasledujici oxykarbonylové skupiny: 1,1-dimethylpropinyloxy-
karbonyl, terc.butyloxykarbonyl, vinyloxykarbonyl, cinnamyloxykarbonyl, benzyloxykarbonyl,
p-nitrobenzyloxykarbonyl, 3,4-dimethoxy—6-nitrobenzyloxykarbonyl, 2,4-dichlorbenzyloxy-
karbonyl, 5-benzisoxazolylmethyloxykarbonyl, 9-anthranylmethyloxykarbonyl, difenylmethyl-
oxykarbonyl, isonikotinoyloxykarbonyl, difenylmethyloxykarbonyl, S-benzyloxykarbonyl a
podobné.

Tyto ochranné skupiny je obecné moZno odstranit po ukon&eni amidaéni reakce piisobenim silné
organické kyseliny, napiiklad kyseliny trifluoroctové (TFA) nebo zfedénymi anorganickymi
kyselinami. Aby bylo moZno omezit riziko hydrolyzy cukernych skupin, vizanych na jadro
molekuly antibiotika je také moZné odstranit riizné ochranné skupiny za riznych podminek,
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napiiklad katalytickou hydrogenaci, napiiklad pfi pouziti paladia na aktivnim uhli jako
katalyzitoru. Jinak je také moZno odstranit svrchu uvedené ochranné skupiny na aminoskuping
fizenou hydrolyzou v kyselém prostiedi, naptiklad p¥i nizkych teplotich a/nebo pti pouziti kratké
reakéni doby.

V pfipad€, Ze se amidagni reakce provadi pies tvorbu meziproduktu "aktivovaného esteru”
vychozi latky obecného vzorce II, vytvafi se takovy "aktivovany ester" obvykle pfimo v reakéni
smési, je viak také moZno jej izolovat a pak uvést do reakce s aminem obecného vzorce III.
Vychozi latka obecného vzorce II je s vyhodou chrédn&na na le—aminoskupiné tak, aby nedoslo
k interakci s aktivujicim esterem v této poloze. Uvedenou skupinu je mo¥no chranit Znamym
zpiisobem pfi pouZiti znamych metod, tak jak jiz bylo svrchu popsano.

Tvorba "aktivovanych esteri” karboxylovych kyselin je obecn& popséna v publikaci Fieser a
Fieser, Reagent for organic synthesis, John Wiley and Sons Inc., str. 129 — 130, 1967.

Pfikladem reakénich €inidel pro tvorbu aktivovanych esterd, ktera je mono s uspéchem pouzit
pfi provadéni zplisobu podle vyndlezu mohou byt latky, které byly popsany v publikaci R.
Schwyzer a dalsi, Helv. Chim. Acta, 1955, 38, 69— 70, jde naptiklad o ty esterové derivity
obecného vzorce II, vnichz X' znamena skupiny CH,CN, CH,COOC;Hs, CH,(COOC,Hs),,
CH,COCHj;, CH,CH,N(C,Hs),,

CH., #O.,

-

8

—

tyto slouCeniny je mozno pfipravit z vychozich latek obecného vzorce II, v ném R’, znameni

vhodnou ochrannou skupinu a X’ znamena hydroxyskupinu reakei se sloueninami CICH,CN,
BrCH,COOC,H;s, BrCH(COOC,Hs),, CICH,COCH;,

CICH; NO,, CICH,CH .N(C;H,),,

v rozpoustédle v pfitomnosti latky, schopné vazat kyselinu.

Vyhodnym reakénim &inidlem tohoto typu je chloracetonitril. Jako vyhodné rozpoustédlo je
mozno pouZit rovn€z chloracetonitril, dile dimethylformamid DMF nebo dimethylsulfoxid
DMSO.

Obecné je moZno uvést, Ze organickymi rozpoutédly, vhodnymi pro tvorbu aktivovaného esteru
Jsou ta inertni organicka aproticka rozpoustédla, ktera neinterferuji nepfiznivé s priibéhem reakce
a jsou schopna alespoii &astedn& rozpoustét vychozi karboxylovou kyselinu.

Pfikladem téchto inertnich organickych rozpoustédel mohou byt organické amidy, ethery glykoli
a polyoli, amidy kyseliny fosfore&né, sulfoxidy a nékteré aromatické slougeniny. Vyhodnymi
piiklady inertnich organickych rozpoust&del mohou byt dimethylformamid, dimethoxyethan,
amid kyseliny hexamethylfosfore&né, dimethylsulfoxid, benzen, toluen a smési téchto latek.

Zvlaste vyhodnd rozpoustédla se voli ze skupiny acetonitril, dimethylsulfoxid a dimethyl-

formamid. Tvorba aktivovaného esteru je obvykle uskute&néna v pfitomnosti baze, ktera neinter-
feruje nepfiznivé s pribéhem reakce, napiiklad trialkylaminu, jako je triethylamin, déle je moimo
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pouzit také uhli¢itan nebo hydrogenuhliitan sodny nebo draselny. Obvykle se uZiva baze
v molarnim pfebytku 2 az 6, vztaZeno na mnozstvi vychozi latky, s vyhodou se uZiva pfiblizné
trojnasobny molarni pfebytek. Vyhodnou bézi je triethylamin.

Reakéni Cinidlo pro tvorbu "aktivovaného esteru" se uZiva ve velkém piebytku vzhledem
k vychozi latce obecného vzorce II s karboxylovou skupinou na uhlikovém atomu v poloze 63.
Toto reakéni Cinidlo se obvykle uZiva v molarnim piebytku 5 az 35, s vyhodou 20 az 30. Reakéni
teplota se pohybuje v rozmezi 10 az 60, s vyhodou 15 az 30 °C. Reakéni doba se jako obvykle
méni v zavislosti na ostatnich specifickych reakénich podminkdch a pohybuje se obvykle
v rozmezi 3 aZ 48 hodin.

Priibéh reakce je mozno sledovat pomoci HPLC nebo TLC tak, aby bylo moZno zjistit okamzik
ukondeni reakce, v némz je mozno zalit reakéni smés zpracovavat nebo izolovat poZadovany
meziprodukt. Meziprodukt, kterym je "aktivovany ester", je mozno pfimo pouzit v tom reak&nim
prostfedi, v némz byl pfipraven, aviak obvykle se tento meziprodukt izoluje vysrazenim pomoci
latek, v nichZ se nerozpousti nebo extrakci rozpoustédlem a pak se uzije bez dalSiho &isténi
v nasledujicim reakénim stupni. V pfipadé potfeby je viak tento meziprodukt mozno distit
chromatografii na sloupci, napfiklad rychlou chromatografii nebo chromatografii na sloupci
v reversni fazi.

Takto ziskany "aktivovany ester" se pak uvadi do reakce s molarnim piebytkem aminového
derivitu obecného vzorce III v pfitomnosti organického polarniho rozpoustédla pfi teploté
v rozmezi 5 az 60, s vyhodou v rozmezi 10 az 30 °C.

Organickym polarnim rozpoustédlem miize byt v tomto pfipadé polarni protické rozpoustédlo
nebo aprotické rozpoustédlo.

Vyhodnymi piiklady organickych polarnich protickych rozpoustédel mohou byt alkanoly 0 2 az 4
atomech uhliku, naptiklad ethanol, n—propanol, isopropanol, n-butanol a podobné, nebo také
smési téchto latek, s vyhodou se rozpoustédlo uZije v bezvodé formé.

Vyhodnymi pfiklady organickych poldrnich aprotickych rozpoustédel mohou byt N,N-dimethyl-
formamid (DMF), amid kyseliny hexamethylfosfore¢né (HMPA), smési téchto latek, dile 1,3
dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidon (DMPU), dimethylsulfoxid (DMSO) nebo
dimethoxyethan (DME).

Reakci "aktivovaného esteru" se zvolenym aminem obecného vzorce III je mozno provadét pii
teploté v rozmezi 5 az 60 °C, vyhodna teplota je obvykle v rozmezi 10 az 30, s vyhodou 20 az
25°C a vyhodny molarni pomér mezi aktivovanym esterem jako meziproduktem a aminem
obecného vzorce III se pohybuje vrozmezi 1:5 az 1:30, s vyhodou 1:10 az 1:20. Prub&h
reakce je mozno jako obvykle sledovat pomoci TLC nebo HPLC.

V ptipadé, Ze pouZitym aminem je polyamin obecného vzorce III, je moZno chranit jednu nebo
vétsi pocet jeho aminoskupin, které se nemaji uCastnit tvorby amidové vazby. Také v téchto
pfipadech jsou vhodnymi ochrannymi skupinami ty skupiny, které byly svrchu uvedeny
v ptipadé N'°—aminoskupiny.

Vysledny N®—chranény amidovy derivit je pak mono zbavit ochrannych skupin za podminek,
které jsou obdobné podminkam, svrchu uvedenym pro odstranéni ochranné skupiny v poloze 15.

Slouéeniny obecného vzorce I v némz Y znamena hydroxymethyl, R,, R,, M, X a Z maji vyznam,
uvedeny v obecném vzorci I, je moZno pfipravit redukci odpovidajiciho derivatu obecného
vzorce I, v némz Ry, M, X a Z maji svrchu uvedeny vyznam, Y znamena alkoxykarbonylovou
skupinu o 1 az 4 atomech uhliku v alkoxylové &asti a R; znamena vhodnou ochrannou skupinu na
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N"-aminoskuping, piisobenim hydroborétu alkalického kovu, s vyhodou hydroborétu sodného
nebo draselného nebo kyanhydroboratu sodného pfi teploté 0 a% 40 °C ve vod& nebo ve smési
vody a alkoholu. Odstranéni ochranné skupiny na N”—aminoskupiné Jje pak moZno uskute&nit
svrchu uvedenym zplisobem.

PouZiti tohoto postupu je zvlasté vhodné pro vyrobu slougenin obecného vzorce I, v némz Y
znamend hydroxymethyl, X znamena hydroxyskupinu, R, R, a M maji vyznam, uvedeny
v obecném vzorci I a Z znamena atom vodiku. V tomto pripadé je vychozi material, ktery se
redukuje za svrchu uvedenych podminek slouenina obecného vzorce II, v ném# Y’ znamena
alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkoxylové &asti, X’ znamen4 hydroxyskupinu, R’; a
M’ maji stejny vyznam jako R, a M a R’; znamena vhodnou ochrannou skupinu na N"-
aminoskupin€. Specificka pfiprava vychozi litky byla popséna v mezinirodni patentové
pfihlasce & PCT/EP92/00374 a provadi se podle obecného postupu pro vyrobu esterii obecného
vzorce II, tak jak byl svrchu popsén.

Smés vody a alkoholu, kterd se uziva pfi redukéni reakci, tak jak byla svrchu uvedena, je smés
vody a ve vodé rozpustného nebo s vodou &astené misitelného nizdiho alkanolu, pti¢emz
objemovy pomér vody a alkoholu se pohybuje v rozmezi 40 : 60 aZ 90 : 10, s vyhodou v rozmezi
60 : 40 az 68 : 32, nejvyhodng&jsi pomér je 65 : 35.

PrestoZe reakce v n€kterych pfipadech probih4 i v pfitomnosti nizitho mnoZstvi vody, naptiklad
ve smési vody a niZSiho alkoholu v objemovém poméru 30 : 70 nebo 20 : 80, je obvykle reakéni
rychlost velmi nizka v pfipadg, Ze objemovy pomér vody a niZ3iho alkanolu klesne pod 40 : 60.
Vyhodnymi nizSimi alkanoly jsou alkylalkoholy s pfimym nebo rozvétvenym fetézcem o 1 az 4
atomech uhliku, nejvyhodnéjsi je n—butanol, ethanol a methanol.

Nekdy je moZno ptidat také malé mnoZstvi polérniho pomocného rozpoustédla, aby bylo moZno
v pribéhu reakce upln& rozpustit vychozi latku, jde napiiklad o N,N—dimethylformamid, 1,3—
dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro—2(1H)-pyrimidon (DMPU), dimethylsulfoxid a podobné. Nékdy se
pridava také ur¢ité mnoZstvi diethyletheru k zabrané p&nivosti.

Z hydroboratii alkalickych kovii je nejvyhodngjsi hydroborat sodny. Vhodné mnozstvi hydro-
boritl alkalickych kovii pro pouZiti pfi reakci se miZe ménit v zavislosti na pouzitém
rozpoustédle a také na reakéni teplotd, je viak vhodné pouZit velky prebytek hydroboratu
alkalického kovu, vztazeno na stechiometricky nezbytné mnoZstvi tak, aby pH reakéni smési
bylo neutrlni nebo alkalické, s vyhodou v rozmezi pH 7 a% 10. Moldrni pom&r mezi hydro-
bordtem alkalického kovu a vychozim antibiotikem se obvykle pohybuje v rozmezi 50 az 300.

Reakeni teplota se miize ménit v $irokém rozmezi v zavislosti na specifickych vychozich latkich
a na reak¢nich podminkéach. Obvykle je vyhodné reakei provadét pii teploté 0 az 40 °C, zvI4sts
vyhodna je teplota mistnosti.

Také reakeni doba se miize podstatné ménit v zavislosti na ostatnich parametrech reakce a je
nutno ji peclivé fidit. Reakce je obvykle ukondena v priibghu 1 aZ 4 hodin. V piipadg, Ze reakce
probihé déle neZ 4 hodiny, muZe dojit k vyskytu nezadoucich vedlejsich reakci, které také mohou
vyvolat roz3tépeni nékterych peptidovych vazeb ve struktufe molekuly.

Ve viech pfipadech je moZno pribéh reakce sledovat pti pouziti TLC nebo s vyhodou p¥i pouziti
HPLC zndmym zpisobem. Na zikladé vysledki téchto zkousek pak miize odbornik vyhodnotit
priib&h reakce a také rozhodnout, kdy ma byt reakce zastavena a kdy miZe byt reakéni smés
zpracovavana nékterym ze zndmych postupii, které zahrnuji napiiklad extrakci pomoci
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rozpoustédla, vysréZeni pfidanim latek, v nichZ se vysledny produkt nerozpousti a podobng, pak
Je v ptipad& potfeby moZno provést dalsi déleni a &isténi, napiiklad chromatografii na sloupci.

Po ukon&eni reakce je moZno piebytek hydroboratu alkalického kovu odstranit pridanim
pfislu$ného mnoZstvi kyseliny, napfiklad alkylkarboxylové organické kyseliny o 1 aZ 4 atomech
uhliku v alkylové &asti, alkylsulfonové kyseliny o 1 a% 6 atomech uhliku v alkylové &asti,
arylsulfonové kyseliny a podobné v roztoku v polarnim protickém rozpoustédle, napiiklad
alkylalkoholu o 1 aZ 4 atomech uhliku.

Slouceniny obecného vzorce I, vnémz Y znamena hydroxymethyl, R;, R, a M maji vyznam,
uvedeny ve vzorci I, X znamena zbytek obecného vzorce

~NR;-alk;~(NRy-alk;),-(NRs-alks)-W,

v némZ Rs, Ry, Ry, alk,, alky, alk;, p, Q a W maji vyznam, uvedeny ve vzorci I a Z znamena atom
vodiku,

Jje moZno také pripravit svrchu uvedenym amidainim postupem, tak, Ze se uvede do reakce
odpovidajici slou¢enina obecného vzorce I, vnémZz Y znamend hydroxymethyl, X znamena
hydroxyskupinu, R;, R; a M maji svrchu uvedeny vyznam a Z znamena atom vodiku s aminem
obecného vzorce I, tak jak bylo uvedeno svrchu.

Také v tomto pfipad€ je mozno amidaéni reakci uskutegnit pfi pouziti vhodného kondenzainiho
Cinidla nebo pres tvorbu meziproduktu typu "aktivovaného esteru”, tak jak bylo uvedeno svrchu
pfi vyrobé sloucenin obecného vzorce I, vnémz Y znamena alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech
uhliku v alkoxylové &asti.

Obvykle vznikaji pfi amidaci derivatii obecného vzorce I, v némZ Y znamena hydroxymethyl, X
znamend hydroxyskupinu a Z znamena atom vodiku pfi pouZiti PyBOP jako kondenza&niho
¢inidla vysledné produkty obecného vzorce I, vnémZ Z znameni atom vodiku, i kdy? se
kondenzaéni &inidlo PyBOP uZije ve velkém molarnim prebytku, vzta’eno na vychozi
karboxylovou kyselinu. V pfipad€, Ze se amida¢ni reakce provadi pfes tvorbu "aktivovaného
esteru” sloueniny obecného vzorce I, vnémz X znamend hydroxyskupinu, Y znameni
hydroxymethyl a Z znamena atom vodiku, je vyhodné chranit N'*-aminoskupinu této slouéeniny
pomoci svrchu uvedenych ochrannych skupin.

Dal3i postup, jimZz je mozno ziskat sloufeniny obecného vzorce I, vnémZ Y znameni
alkoxykarbonylovou skupinu o 1 aZz 4 atomech uhliku v alkoxylové &asti nebo hydroxy-
methylovou skupinu, Ry, R, M a Z maji vyznam, uvedeny v obecném vzorci I, X znameni
zbytek obecného vzorce

—-NR;s~alk)«(NRy—alk;),~(NRs—alk;)-W,

kde R;, R4 a Rs nezavisle znamenaji atom vodiku nebo alkylovy zbytek o 1 aZ 4 atomech uhliku,
alk,, alk,, alk; a W maji vyznam, uvedeny v obecném vzorci I, p=1 a q = 1 nebo 0, spodiva
v tom, e se uvede do reakce N'*—chranény derivat N®~amidu (v prub¢hu popisu znamena Gdaj
"N®" atom dusiku karboxyamidové skupiny, obsahujici atom uhliku molekuly A-40926,
identifikovany ¢islem 63) obecného vzorce I, v némz Y, Ry, M a Z maji svrchu uvedeny vyznam

a X znamena zbytek obecného vzorce
—NR;s-alki-NHRy, kde R;, Ry a alk; maji svrchu uvedeny vyznam, nebo

—NRj~alk;-NR4-alky-NHRs, kde R;, Ry, Rs, alk; a alk, maji svrchu uvedeny vyznam,
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s reakéni slozkou, kterou je amin obecného vzorce IV nebo IVa
r-alk~(NRs—alks)~W r-alk;—W

Iv) (Iva)

kde Rs, alk,, alk; a W maji svrchu uvedeny vyznam, q znamena celé ¢islo 0 nebo 1 a r znamena
atom halogenu, methanosulfonylovou nebo tosylovou skupinu, v inertnim rozpoustédle
v pfitomnosti latky, schopné vazat kyselinu.

Svrchu uvedeny N’s—chrénén)’/ derivat N®-amidu Jje mozno pfipravit pfi pouZiti obecného
postupu pro vyrobu slouCenin obecného vzorce 1. Odstranéni ochranné skupiny zN"—
aminoskupiny, je mozno uskute&nit za svrchu uvedenych podminek.

Také v pripadé svrchu uvedené alkylaini metody miZe byt uZite¢né nebo nutné chranit
aminoskupinu nebo aminoskupiny, odli§né od N'*~aminoskupiny N®~amidu obecného vzorce I
a/nebo aminoskupiny v reakénich slozkich obecného vzorce IV nebo IVa, které se nediastni
alkylagni reakce. Vysledné N®—chranéné amidy Je pak moZno zbavit ochrannych skupin za
svrchu uvedenych podminek.

Pfi vSech svrchu uvedenych reakcich je moZno pou%it ochranné skupiny, které jiz byly svrchu
popsany. Zvl4Stni vyznam viak ma odstran&ni ochrannych skupin v derivatech obecného vzorce
I, vnichz Y znamend hydroxymethylovou skupinu. Pro tyto slou¢eniny je v pfipadg, Ze je
ochranné skupina v poloze 15 odstranitelna v kyselém prostfedi, je odstranéni této skupiny
kritické vzhledem k pom&mé& rychlému kompetitivnimu piesunu odpovidajici 56-acyl-
glukosaminové skupiny, napfiklad pfi pisobeni bezvodé kyseliny trifluoroctové (TFA). Pii
opatrném provadéni je viak moZno tyto nezidouci vedlej$i reakce omezit na minimum.
Napfiklad v pfipadg, Ze pouZitou ochrannou skupinou je terc.butyloxykarbonylova skupina
(t-BOC), je mozno pouZit nasledujicich podminek: nejprve se pusobi 1 minutu bezvodou TFA
pfi teplot€ mistnosti nebo 10 aZ 30 minut pfi teploté 0 aZ 5 °C, nade? se reakéni produkt rychle
vysraZi pfidanim diethyletheru nebo smési methanolu a diethyletheru pii teploté 0 az 5 °C. Na
druhé stran€ v pipad¢ slou¢enin obecného vzorce I, v némz Y znamena karboxylovou skupinu
nebo methoxykarbonylovou skupinu, bylo pozorovino, %e skupina kyseliny 56-acylamino-
glukuranové je k pisobeni TFA daleko stalejsi. Tvorbu odpovidajiciho deglukuronylpseudo-
aglykonu je moZno pozorovat az po jedné hoding reakce. V téchto p¥ipadech se viak odstranéni
ochranné skupiny t—-BOC uskute&ni v priibéhu 30 minut.

Dalsi vhodny postup pro odstranéni ochranné skupiny t-BOC bez podstatného ovlivnéni
ostatnich &asti molekuly spoéiva v tom, Ze se piisobi bezvodou TFA v dichlormethanu po dobu 1
az 2 hodiny pfi teploté¢ 0 aZ 10 °C, naeZ se reakéni produkt vysrazi pridanim rozpoustédla,
v némzZ se produkt nerozpousti.

Slou€eniny obecného vzorce I, vnémz R, R,, M, X a Z maji vyznam, uvedeny ve vzorciIa Y
znamend karboxylovou skupinu, je moZno pfipravit z odpovidajicich slougenin obecného vzorce
L, vnémZz Y znamena alkoxykarbonylovou skupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkoxylové &asti,
s vyhodou methoxykarbonylovou skupinu a ostatni symboly maji svrchu uvedeny vyznam,
pasobenim vodného roztoku hydroxidu alkalického kovu, napiiklad hydroxidu sodného nebo
draselného pfi teplot& 0 aZ 30 °C, vy3Sich teplot je nutno se vyvarovat, aby nedoslo k epimerisaci
na uhlikovém atomu v poloze 3 molekuly, postup se provadi v inertnim organickém rozpou-
Stédle, naptiklad v nizSim dialkyletheru, ethylenglykolu nebo tetrahydrofuranu.

Slou¢eniny obecného vzorce I, vnémz R, R, M, X a Z maji vyznam, uvedeny ve vzorcila Y

znamend aminokarbonyl, alkylaminokarbonyl nebo dialkylaminokarbonyl, v nichz alkylova &st
obsahuje 1 az 4 atomy uhliku a je poptipadé dale substituovéna substituentem ze skupiny
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hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina vzdy o 1 az 4
atomech uhliku v kazdé alkylové &asti je mozno pfipravit nékterym z néasledujicich postupii:

)

Pfiprava derivati, v nichz symbol Y a skupina COX v poloze C® znamenaji tutéz
alkylaminokarbonylovou nebo dialkylaminokarbonylovou skupinu o 1 a? 4 atomech
uhliku v kazdé alkylové &asti, pfiemz alkylova &ast miZe nést substituent ze skupiny
alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina vzdy o 1 az 4 atomech uhliku v alkylové
¢asti nebo aminoskupina:

(a) amidace komplexu antibiotika A—40926, jeho demennosylderivatu nebo jeho faktoru,
to znamena slouCeniny vzorce II, vnémz X' znamena hydroxyskupinu, Y’ znamena
karboxylovou skupinu a R’;, R, a M’ maji tyZ vyznam jako R;, R, a M svrchu, piisobenim
velkého prebytku ptislusného aminu obecného vzorce III, v némz symboly R, Ry, Rs, alk,,
alky, alks, p, 9 @ W maji vyznam, ktery je v souladu se svrchu uvedenym vymezenim
karboxyamidovych zbytki ve vyznamu Y a COX. Tato amidace se provadi za svrchu
uvedenych podminek.

Pfiprava derivati, v nichz symbol Y a skupina COX v poloze 63 znamenaji odliné
karboxamidové zbytky, pfi¢emZ vyznam Y se voli ze skupiny aminokarbonyl, alkylamino-
karbonyl nebo dialkylaminokarbonyl s alkylovou skupinou vzdy o 1 az 4 atomech uhliku,
popfipad€ substituovanou substituentem ze skupiny hydroxyskupina, aminoskupina,
alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina, vzdy o 1 az 4 atomech uhliku v kazdé
alkylové ¢asti a X znamena zbytek ve vyznamu, uvedeném ve vzorci I:

Metoda A: amidace odpovidajici slougeniny obecného vzorce I, vnémz R, R, M a Z maji
vyznam, uvedeny v obecném vzorci I a X znamena zbytek obecného vzorce -NR;-alk,~
(NR4—alk,),~(NRs—alks)~W, v némZ viechny symboly maji vyznam, uvedeny v obecném
vzorci [ a Y znamena karboxylovou skupinu, reakci s pfisludnym aminem za vzniku svrchu
definovaného karboxamidového zbytku Y v pfitomnosti kondenzadniho &inidla, naptiklad
PyBOP nebo DPPA za svrchu uvedenych podminek.

Metoda B:

(a) Tataz vychozi latka, jakd byla uZita vmetodé A se chrani na N'*-aminoskuping,
napriklad zavedenim ochranné skupiny t-BOC nebo CBz,

(b) vytvofi se "aktivovany ester" na karboxyskupin& v poloze 6°, naptiklad reakci
s chloracetonitrilem,

(c) skupina "aktivovaného esteru" vuvedené latce se uvede do reakce s piisluinym
aminem za vzniku svrchu uvedeného karboxyamidového zbytku ve vyznamu Y za svrchu
popsanych podminek, nadeZ se

(d) poptipad® odstrani N'’-ochranna skupina svrchu popsanymi postupy, napfiklad
pusobenim kyseliny nebo hydrogenolyzou.

SlouCeniny obecného vzorce I, vnémz M znamend atom vodiku je moZno snadno pripravit
svrchu uvedenym zpiisobem pfi pouZiti odpovidajicich vychozich litek obecného vzorce II,
v némz M’ znamena atom vodiku.

Dal3i moZny postup pro vyrobu slouenin obecného vzorce 1, v ném M znamena atom vodiku
spogiva v pfevedeni slou¢eniny obecného vzorce I, v némZ M znamené4 alfa—D-mannopyranosyl
nebo 6-O-acetyl-alfa—D-mannopyranosyl na odpovidajici slou¢eninu, v niz M znamena atom
vodiku selektivni hydrolyzou v kyselém prostiedi za podminek, které byly popsiny v EP
240 609.

Jak jiz bylo popsano, je moZno slouceniny obecného vzorce I ziskat jako jednotlivé slougeniny,
odpovidajici jednotlivym faktorim prekurzorového antibiotika A-40926 nebo jako smési
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v jakychkoliv pomérech. Vzhledem k tomu, Ze ve v&tiin& ptipadii je biologicka uéinnost smési
velmi podobna Ginnosti jednotlivych faktord, neni specificky dileZité oddélovat od sebe
jednotlivé slozky v ptipadé, Ze se ziska smés. Av3ak v ptipads, ze Jjsou pozadovany &isté faktory
obecného vzorce 1, je moZno je ze smési oddélit chromatografii na sloupci v reversni fizi
zpusobem podle EP 177 882. Jednotlivé faktory je moZno pipravit také v pripads, Ze se jako
vychozi latky uziji slougeniny obecného vzorce II, které odpovidaji jednotlivym faktorim
komplexu antibiotika A-40926.

Za popsanych obecnych postupii a reakénich podminek miize byt uZitetné pouzit prekurzorovy
komplex, ktery obsahuje n&ktery z jednotlivych faktort, napiiklad faktor B, ve vét$im podilu ve
srovnani se zbyvajicimi slozkami smési, napFiklad v mnoZstvi 60 % pti stanoveni pomoci HPLC.
Pak budou ziskiny slougeniny obecného vzorce I, které budou tvoreny smési, v ni% bude rovnéz
prevazovat slozka, odpovidajici tomu faktoru, ktery prevazoval v prekurzorovém komplexu
antibiotika A—40926, ktery byl pouzit jako vychozi material.

Zpiisob vyroby komplexu A-40926, obohaceného o faktory A a/nebo B, nebo PA a/nebo PB byl
popsan napiiklad v EP 259 781.

Slou€eniny podle vynilezu obsahuji bazické skupiny, které mohou tvotit soli s organickymi a
anorganickymi kyselinami, soli je mozno ziskat b&znym zplisobem.

Jako vhodné adi¢ni soli slougenin podle vynélezu s kyselinami je moZno uvést takové soli, které
Jje moZno vytvofit b&znou reakei téchto latek s organickymi nebo anorganickymi kyselinami, jde
napriklad o soli s kyselinou chlorovodikovou, bromovodikovou, sirovou, fosforeénou, octovou,
trifluoroctovou, trichloroctovou, jantarovou, citronovou, askorbovou, mlé&nou, maleinovou,
fumarovou, palmitovou, cholovou, pamoovou, mucinovou, glutamovou, kafrovou, glutarovou,
glykolovou, ftalovou, vinnou, laurovou, stearovou, salicylovou, methansulfonovou, benzen-
sulfonovou, sorbovou, pikrovou, benzoovou, skoficovou a podobné.

Slou€eniny obecného vzorce I, vnémz X znamena hydroxyskupinu a Y znamena hydroxy-
methylovou skupinu a slou¢eniny, v nich? Y znamena karboxylovou skupinu maji také kyselou
funkei a mohou tedy tvofit soli s organickymi i anorganickymi bazemi.

Jako priklady bazi, které mohou vytvéfet soli se sloudeninami podle vynalezu, obsahujicimi
kyselou funkei je mozno uvést hydroxid sodny, draselny, vapenaty, hotenaty nebo barnaty, dale
amoniak a alifatické, alicyklické a aromatické organické aminy, jako methylamin, dimethylamin,
triethylamin, ethanolamin a pikolin.

Volné latky podle vyndlezu je moZno prevést na odpovidajici adi&ni soli a obraceng, adiéni soli
slouCenin podle vynélezu je mozno pievést na volnou formu postupy, které jsou v oboru znamy a
b&Zné se provadéji, takze je neni zapotiebi specificky popisovat.

Napfiklad slouceniny obecného vzorce I je moZno pfevést na nékterou ze soli pisobenim
kyseliny nebo zisady tak, Zze se volnd forma rozpusti nebo uvede do suspenze ve vodném
rozpoustédle a pak se pfidd maly molamni pfebytek zvolené kyseliny nebo baze. Vysledny roztok
nebo vysledna suspenze se pak lyofilizuje, &imZ je mozno pozadovanou sil izolovat.

V piipadé, Ze vysledna sil je nerozpustna v rozpoustédle, v némz je volna latka rozpustna, je
moZno vzniklou sil izolovat filtraci zroztoku volné formy po pfidani stechiometrického

mnoZstvi nebo malého molarniho prebytku zvolené kyseliny nebo baze.

Volnou formu je mozno pfipravit z odpovidajici soli, ktera se rozpusti ve vodném roztoku, ktery
se pak neutralizuje, ¢imZz se uvolni volna forma. Tuto volnou formu je pak mo#no izolovat
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napfiklad extrakci organickym rozpouitédlem nebo je mono ji prevést na jinou adiéni sil
pfidanim zvolené kyseliny nebo baze a zpracovani reak&ni smési svrchu uvedenym zpiisobem.

V piipadg, Ze je po neutralizaci nutno odstranit sil, je mono pouzit n&ktery z béZnych postupii
napfiklad chromatografii na sloupci s pouZitim polydextranové pryskyfice s fizenou velikosti
por, jako je Sephadex LH 20 nebo silanizovany silikagel. Po vymyti neZ4doucich soli pomoci
vodného roztoku je mozno ze sloupci vymyt vysledny produkt pti pouZiti linearniho gradientu
nebo postupného gradientu nebo smési vody a polirniho nebo nepolarniho organického
rozpoustédla, napiiklad pii pouZiti smési acetonitrilu a vody od poméru 50 : 50 az do 100 %
acetonitrilu.

Jak je obecné znamo, je moZno pouzit tvorbu soli s farmaceuticky piijatelnymi kyselinami nebo
bazemi nebo s dalSimi kyselinami nebo bazemi, jako b&zny ¢istici postup. Po tvorbé soli a po jeji
izolaci je mozno siil slougeniny obecného vzorce I opét prevést na volnou formu nebo na stl,
prijatelnou z farmaceutického hlediska.

Vzhledem k podobnosti vlastnosti slougenin obecného vzorce I a jejich soli plati udaje o
biologické ucinnosti sloutenin obecného vzorce I v priib&hu pkihlasky také pro jejich soli,

piijatelné z farmaceutického hlediska.

V nésledujici tabulce I jsou shrnuty uidaje o fadé slougenin podle vynalezu.
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Tabulka I
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Derivaty antibiotika A-40926 podle vyndlezu jsou GCinné zejména proti grampozitivnim
bakteriim.

Slouceniny podle vynilezu maji zejména prekvapujici Géinnosti proti nékterym kmentim
Enterokoki a Staphylokoki, které jsou odolné proti glykopeptidim.

Antimikrobidlni G¢innost, vyjadfend jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), byla pro
derivaty antibiotika A—40926 obecného vzorce I proti vybranym kmenldm gram-—positivnich
bakterii stanovena ve srovnéni s teicoplaninem a s G¢innosti komplexu antibiotika A-40926.
Bylo uzito b&zného fedéni v Miiller—Hintonové Zivném prostiedi, obsahujicim 0,01 g sérového
albuminu skotu, frakce V-Sigma ve 100 ml Zivného prostfedi. Kone&né fedéni bylo 10° cfu/ml,
MIC byla stanovena jako nejniz$i koncentrace v mikrogramech/ml, pfi jejimZ pouZiti nebylo
mozno pozorovat po 18 az 24 hodinach inkubace pfi teploté 37 °C zadné viditelné znamky riistu
mikroorganismu.

V nasledujici tabulce II je shrnuto spektrum antimikrobidlni d¢innosti pro celou fadu slou€enin
podle vynalezu. -
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V nésledujici tabulce III jsou uvedeny udaje o uginnosti in vitro pro nékteré representativni
slou€eniny podle vynalezu, pro srovnini je uvedena Gginnost teicoplaninu a vancomycinu. Byla
stanovena ufinnost in vitro proti kmenim Enterokoki, které jsou pfi b&Znych lé&ebnych
postupech vysoce odolné proti piisobeni chemotherapeutickych latek ze skupiny glykopeptidii.
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V nésledujici tabulce IV jsou shrnuty vysledky pro representativni slougeniny podle vynalezu

5

tikemie u mysi.

¢ sep

z

talni streptokokov

¢eni experimen

'

pouZiti téchto latek k 1é

Uvedené pokusy byly providény zpiisobem, ktery byl popsan v publikaci V. Arioli a dalsi,

Journal of Antibiotics, 29, 511, 1976.
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Tabulka IV
slou€enina infekéni organismus
¢. Strep. Pyogenes C 203
EDs, pfi sc podéani
Teicoplanin 0.16
A 40926 komplex 0.35
slou¢. 1 RA 0.08
slou¢. 2 MA-A-1/B, 0.03
slou¢. 3 RA-A-A/B, 0.03
sloué. 4 MA-A-2/B, 0.13
slou¢. 5 MA-A-3/B, 0.04
slou¢. 6 MA-A-1 0.03
slou¢. 7 PyMA-A-1 0.11
slou¢. 8 RA-A-1 0.03
slou¢. 11 A-A-1 0.03
slou¢. 12 PyA-A-1 0.04
slou¢. 13 A-A-3/B, 0.05
slou¢. 15 ADA-A-1 0.05
sloué. 16 PYRA-A-1 0.06

Svrchu uvedené udaje prokazuji, Ze slouteniny podle vynalezu, pfesto Ze jsou obecn& o néco

meéné inné proti Neisseria gonorrhoeae nez prekurzor A—40926, maji proti klinicky

izolovanym kmeniim Staphylokokii a Entrokokii ve srovnani se srovnavacimi latkami lepsi

ucinnost. Zejména jsou tyto sloudeniny

a)  znaln€ GCinnéjsi in vitro neZ teicoplanin a A-40926 proti Staphylokokiim, které jsou
odolné nebo ¢asteéné odolné proti glykopeptidim a jejich meziproduktiim, zvlastg jde o
kmeny, negativni na koagulazu a odolné proti methicillinu,

b)  Winné in vitro proti Enterokokim, vysoce odolnym proti glykopeptidim, které jsou
vysoce odolné proti teicoplaninu a vancomycinu a &aste&n& odolné proti A—40926, kde je
MIC > 64 pg/ml,

¢)  Winngjsi in vivo neZ teicoplanin a A—40926 proti septikemii, vyvolané Streptokoky u
mysi.

Vzhledem ke svrchu uvedené antimikrobidlni (¢innosti je moZno slougeniny podle vynalezu
GCinné pouzit jako u¢inné slozky farmaceutickych prostiedkti s antimikrobidlnim u&inkem
v lidském i veterindmim Iékafstvi pro prevenci a pro 1é&eni infek&nich onemocnéni, ktera byla
zpusobena pathogennimi bakteriemi, které jsou na sloueninu podle vynalezu citlivé. Zv1asté se
slou€eniny podle vynalezu uZivaji pro léeni infekci, které byly zpisobeny n&kterymi kmeny
Enterokokii, Streptokokii a Staphylokokii, které jsou malo citlivé na antibiotika glyko-
peptidového typu.

Slou€eniny podle vynilezu je moZno podavat peroralng, mistng nebo parenterilng, pficemz
nejvyhodnéj$im zpisobem podani je parenterilni podani.

V zévislosti na zpiisobu podéani je moZno sloudeniny podle vynalezu zpracovat na rizné lékové
formy. Lékovymi formami pro peroralni poddni mohou byt naptiklad kapsle, tablety, nebo také
roztoky nebo suspenze v kapalném prostfedi. Jak je v oboru obecné zniamo, mohou kapsle a
tablety obsahovat kromé i¢inné slozky je$té béZné pomocné litky jako jsou fedidla, naptiklad
laktosa, fosfore¢nan vapenaty, sorbitol a podobng, kluzné latky, napiiklad stearan hofenaty,
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mastek, polyethylenglykol, dale pojiva, jako polyvinylpyrolidon, Zelatinu, sorbitol, tragakant,
akacii nebo také chufové latky a popfipadé litky, napoméhajici rozpadu tablety a smacedla.
Kapalné prostfedky, obvykle ve form& roztoki nebo suspenzi ve vodném nebo olejovém
prostfedi mohou rovnéz obsahovat b&2né pomocné latky, naptiklad &inidla, napoméhajici vzniku
suspenze.

Pro mistni podéni je slouCeniny podle vynilezu moZno také zpracovat na formy, vhodné pro
vstfebavani nosni sliznici nebo sliznici hltanu nebo tkéni priduek, tyto lékové formy mohou byt
napfiklad kapalné formy, ur&ené k inhalaci nebo k aplikaci rozstfikovéni, dale miZe Jjit o tablety,
ur¢ené k rozpuiténi pod jazykem nebo kloktadlo.

Pro pouziti do o¢i nebo do usi je mozno ginné latky podle vynalezu zpracovat na kapalnou nebo
polotuhou formu. Tyto prostiedky pro mistni podani mohou byt pfipraveny smisenim G&inné
slozky s hydrofobnim nebo hydrofilnim zdkladem za vzniku mazéni, kréma, praski nebo lotioni.

Pro rektalni podani je moZno slou¢eninu podle vynélezu zpracovat na &ipky pii pouZiti b&mého
zakladu pro vyrobu &ipki, jako je kakaové maslo, vosky, spermaceti nebo polyethylenglykoly a
jejich derivaty. -

Farmaceutické prostfedky, uréené pro injek&ni podani mohou mit formu suspenzi, roztoki nebo
emulzi v olejovém nebo ve vodném prostfedi a mohou rovné? obsahovat pomocné slozky,
napfiklad €inidla, napomaéhajici vzniku suspenze, stabilizagni &inidlo a/nebo dispergaéni ¢inidlo.
Utinna slozka mize byt také doddvana ve form& suchého prasku, uréeného pro rekonstituci ve
vhodném prosttedi, naptiklad ve sterilni vod& t&sné& pred podanim.

MnoZstvi uginné latky, kterda méa byt podana, zdvisi na pouZitém faktoru, na podminkéch
onemocnéni a na nemocném, ktery ma byt é&en, jakoZ i na zplisobu podani a frekvenci divek a
na mikroorganismu, ktery infek&ni onemocnéni vyvolal.

Slouceniny podle vynalezu jsou obvykle G&inné v davce v rozmezi 1 az 40 mg u¢inné slozky na
kg t€lesné hmotnosti nemocného. V zévislosti na vlastnostech specifické zvolené slouCeniny, na
typu infekce a na stavu nemocného je moZno tuto G&innou divku podat jednou denné nebo
rozdélené ve dvou aZz &tyfech jednotlivych ddvkach za den. Zvlaité vhodné farmaceutické
prostiedky obsahuji 30 aZ 500 mg v jedné dévce a obsahuji tedy davku, vhodnou pro jednotlivé
podani.

Praktické provedeni vynalezu bude osvétleno nasledujicimi piiklady:

Ptiklady provedeni vynélezu

Priklad 1
Pfiprava vychoziho materidlu (MA)

(slou¢enina vzorce II, v némZ Y’ znamena -COOCH;, X’ = —-OH, R’; znamen4 -H, R’; znamena
alkyl 0 9 aZ 12 atomech uhliku, v zavislosti na faktorech komplexu A-40926, M’ znamen4 alfa-
—D-mannopyranosyl a Z znamena atom vodiku)

150 mg, 0,0866 mmol antibiotika A—40926, ziskaného ve formé komplexu podle EP 177 882 se

rozpusti ve 30 ml methanolu a pH se upravi na 2 koncentrovanou kyselinou sirovou. Smés se
micha 26 hodin pfi teploté mistnosti. Pak se pH upravi na 6 pfidanim 0,15 ml triethylaminu
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(TEA), &imZ se vytvofi sraZenina. Po pfidani diethyletheru se sraZzenina oddéli, dikladné se
promyje diethyletherem a susi, ¢imz se ve vytézku 99 % ziskd 150 mg produktu.

Piiklad 2
Pfiprava slou¢eniny 1 (RA)

(slou¢enina obecného vzorce I, vnémZ Y znamena —CH,0OH, Y znamena -OH, R; je atom
vodiku, R; je alkyl 0 9 az 12 atomech uhliku, jak to odpovida faktorim komplexu A-40926, M je
alfa-D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

Stupeii a: Pfiprava N"~(t-BOC)}-MA

K michanému roztoku 1,8 g slou€eniny z pfikladu 1 (MA) a 1 g hydrogenuhli¢itanu sodného v
50 ml smési dioxanu a vody v poméru 1 : 1 se pfi teplot€ 5 °C v prubé¢hu 15 minut po kapkach
pfida roztok 0,25 g di-terc.butyldikarbonatu v 5 ml dioxanu. Po 1 hodin€ stani pfi teploté
mistnosti se pH reakéni smési upravi na 4 pfidanim IN HCI. Pak se pfida 150 ml vody a
vyslednd smés se extrahuje 2 x 100 ml n-butanolu. Organicka vrstva se oddéli, promyje se
100 ml vody a pak se zahusti na maly objem pfiblizné€ 25 ml pfi teploté 40 °C za sniZeného tlaku.
Pevny podil, ktery se vysrazi pfidainim 100 ml diethyletheru se oddéli a susi pies noc ve vakuu
pti teploté mistnosti, &imZ se ziskd 1,6 g vysledné slougeniny N'’~(t-BOC)-MA s ¢&istotou,
dostate¢nou pro pouZiti v nasledujicim stupni.

Stupeti b: P¥iprava N”"~(t-BOC)-RA

K michanému roztoku 0,9 g slouceniny z pfedchoziho stupné v 50 ml vody se pfida 30 ml smési
n-butanolu a diethyletheru v poméru 1:1 a pak jesté 0,9 g hydroboratu sodného. Redukéni
¢inidlo se pfidava po ¢astech v prib&éhu 30 minut pfi teploté mistnosti, pak se reak&ni smés je§té
Jjednu hodinu micha pii teploté mistnosti. Pak se smés zchladi na 5 °C a p¥ida se nejprve 1,5 ml
ledové kyseliny octové a pak 50 ml vody. Vysledna smés se extrahuje 100 ml n—butanolu a
organickd vrstva se zpracovdva svrchu uvedenym zpusobem, &imZ se ziskd 0,8 g vysledné
slouteniny N"~t-BOC)-RA, dostatetné &isté pro pouZiti ve stupni c.

Stupeii c:

Roztok 0,5 g slougeniny N"~t-BOC)-RA ze stupn& b v 5 ml bezvodé kyseliny trifluoroctové
(TFA) se micha jednu minutu pfi teploté mistnosti nebo 20 aZ 30 minut pti teploté 0 az 5°C a
pak se vlije do10 ml smési methanolu a diethyletheru v poméru 1:4 pii teploté 0 az 5 °C.
Vysledna sloucenina RA se odfiltruje, ¢imz se po promyti diethyletherem a su$enim pfi teploté
mistnosti pfes noc ve vakuu ziskd 0,35 g produktu. Cisty vzorek 0,15 g sloudeniny RA se
pripravi chromatografii na sloupci v reverzni fazi pti pouziti silikagelu v silanisované formé,
spoji se vZdy frakce, obsahujici jednotlivé &isté faktory, jak bude déle popsano.

Piiklad 3
Priprava slou¢eniny 2 (MA-A-1/By) a slouc¢eniny 6 (MA-A-1)
(sloucenina obecného vzorce I, v némz Y znamena ~COOCH;3, X je -NH—-CH,);—N(CH3),, R, je

atom vodiku, R; je 9—methyldecyl (MA-A-1/B,) nebo alkyl o 9 az 12 atomech uhliku podle
faktorii komplexu A—40926 (MA-A~-1), M je alfa~D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)
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Metoda A
Stupeii a: P¥iprava N°—~(t-BOC)}-MA-A-1

K michanému roztoku 1,3 g N’~(t-BOC)-MA ve 30 ml DMSO, pfipravenému podle stupné a
v piikladu 2, se pfida 0,2 ml 3,3—dimethylamino—l-propylaminu a 0,3 ml difenylfosforazidatu
(DPPA). Po 4 hodinich michéani pfi teplot& mistnosti se pfida dal$i podil 0,15 ml DPPA a smés
se micha pfi teploté mistnosti jestd 20 hodin. Pevny podil, ktery se vysraZi pfidanim 170 ml
diethyletheru se oddéli, &imz se zisk4 1,3 g vysledného produktu N”*~(t-BOC)-MA-A-1.

Stuperi b:

Produkt z pfedchoziho stupné se rozpusti v 10 ml TFA. Vysledny roztok se micha 20 minut pii
teploté mistnosti a pak se pfida 90 ml diethyletheru. VysraZeny pevny podil se oddéli, dvakrat se
promyje vZdy 50 ml diethyletheru a pak se susi pfes noc ve vakuu pfi teploté mistnosti, &imz se
ziska 0,9 g surového vysledného produktu (MA-A-1), ktery se chromatografuje na sloupci
silanizovaného silikagelu v reverzni fazi, spoji se pouze frakce, obsahujici &isty pozadovany
individudlni faktor, &imZ se ziska 0,15 g &istého MA—-A~1/B,.

Metoda B

K michanému roztoku 1,8 g, pfiblizn& 1 mmol slougeniny z ptikladu 1 (MA) ve 30 ml DMF se
pfida 0,14 ml, pfiblizn& 1,15 mmol 3,3—dimethylamino—1-propylaminu a 600 mg, pfiblizné
1,2 molu PyBOP pti teploté mistnosti. Sm&s se mich4 3 hodiny pfi teploté 20 a% 25 °C a pak se
pfida 150 ml diethyletheru. VysraZeny pevny podil se oddéli a pak se &isti chromatografii na
sloupci v reverzni fazi, spoji se viechny frakce, obsahujici &isté jednotlivé faktory, &mz se ziska
1,15 g slou¢eniny MA~-A-1.

Priklad 4

Priprava slouceniny 7 (PyMA-A-1)

(slouCenina obecného vzorce I, vnémz Y znamend —COOCH;, X znameni ~NH—~(CH,)s—
N(CHs),, R, je atom vodiku, R; je alkyl 0 9 aZ 12 atomech uhliku, odpovidajici faktorim A—
40926, M je alfa~D-mannopyranosyl a Z znamena skupinu P*(NC,Hs);CH;COO")

K michanému roztoku 1,8 g, pfiblizn& 2 mmol slouteniny MA, ptipravené podle piikladu 1 ve
40ml DMF se pfi teploté mistnosti pfidaji 2 ml, pfiblizn& 16 mmol 3,3—dimethylamino—1—
propylaminu a 3,12 g, pfiblizné 6 mmol PyBOP. Po 30 minutich se reakéni smés zpracuje
zpisobem podle piikladu 3, metoda B, &imZ se ziska 1,5 g PyMA—A-1.

Piiklad 5

Ptiprava slouCeniny 3 (RA-A~1/B;) a 8 (RA-A-1)

(slou€enina obecného vzorce I, v némZ Y znamena —CH,OH, X znamena ~NH—(CH,);-N(CHs),,
R, je atom vodiku, R; je 9-methyldecyl (RA—A-1/Bo) nebo alkyl 0 9 az 12 atomech uhliku podle
faktord A-40926 (RA-A~1), M znamené alfa-D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

Metoda A

Stupeti a: Piprava N—(t-BOC)-RA-A-1
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Postupuje se jako piikladu 3, metoda A, stupeii a, pfi pouZiti 2 g N”—(t-BOC)-RA (piiklad 2,
stupefi b), &imZ se ziska 1,7 g vysledné sloueniny N'*~(t-BOC)-RA-A-1.

Stuperi b:

Postupuje se v podstaté zplisobem podle prikladu 2, stupeii c, pfi pouZiti 1,7 g slougeniny N"°—(t-
-BOC)-RA-1, ¢imz se zisk4 0,22 g &isté sloudeniny RA-A-1.

Faktor RA-A-1/B, se ziska tak, Ze se postupuje obdobnym zplisobem jako svrchu stim
rozdilem, Ze se pfi chromatografii v reverzni fazi spoji pouze ty frakce, které obsahuji &isty
pozZadovany faktor.

Metoda B

K michanému roztoku 50 g, pfiblizné 27 mmol slougeniny z p¥ikladu 2 (RA) ve 200 ml DMF se
Pfi teploté mistnosti pfida 11 ml, ptiblizné 90 mmol 3,3—(N ,N~dimethylamino)-1-propylaminu a
18 g, pfiblizn€ 35 mmol PyBOP. Po 15 minutich michéni se ptida 1 litr ethylacetatu a odd&li se
pfiblizn€ 63 g vysrazeného pevného podilu a tento material se &isti chromatografii na sloupci
v reverzni fazi, spoji se vSechny frakce, obsahujici &isté jednotlivé faktory, &imz se ziska 25 g
slouCeniny RA-A-1.

Ptiklad 6

Pfiprava slou¢eniny 4 (MA-A-2/B,)

(slou¢enina obecného vzorce I, v némz Y znamena -COOCH;, X znamena -NH—(CH;);—/NH-
(CHy)s—/r-NH,, R, je atom vodiku, R; je 9-methyldecyl, M znamena alfa-D-mannopyranosyl a
Z je atom vodiku)

Stupeti a: Pfiprava N’ ~(t-BOC)-MA, kyanomethylesteru

Roztok 2,5 g slouceniny z ptikladu 2, stupein a (N”—(t—BOC)—MA), 0,25 ml TEA a 2,5 ml
chloracetonitrilu v 10 ml dimethylsulfoxidu (DMSO) se micha 4 hodiny pfi teploté mistnosti.
Pak se pfida jest€ 90 ml ethylacetitu a vysraZeny pevny podil se odd&li, &im? se ziska 28¢g
surové vysledné latky, Nl5—(t—B0C)—MA—kyanomethylesteru.

Stupeti b: Pfiprava N”~(t-BOC)-MA-A-2

Svrchu ziskany kyanomethylester se rozpusti ve 30 ml DMSO. K vyslednému roztoku se prida
2,8 ml N,N'-bis~(3—aminopropyl)-1,3-propandiaminu a reak&ni smés se micha 4 hodiny pfi
teplot€ mistnosti. Pak se pfida 200 ml ethylacetatu a vysraZena pevna latka se oddgli, ¢imz se
ziskaji 3 g surové vysledné slougeniny N"’~(t-BOC)-MA-A-2.

Stupeii c:

Surovy produkt, ziskany v pfedchozim stupni se zpracovava piisobenim TFA podle piikladu 3,

metoda A, stupeii b, &imZ se po chromatografii na sloupci v reverzni fazi, pfi niz se spoji pouze
frakce, obsahujici &isty poZadovany faktor, ziska 0,45 g &isté slouteniny MA-A—2/B,.
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Priklad 7
Ptiprava slougeniny 5 (MA~A-3/By)

(slou¢enina obecného vzorce I, v ndm2 Y znamena ~COOCH;, X znamena —-NH—(CH,);-—N-/-
(CH;)s-NH/,, R; je atom vodiku, R, znamena 9-methyldecyl, M znamena alfa~-D-manno-
pyranosyl a Z je atom vodiku)

Stupeii a: Pfiprava N’,N"—di(t-BOC)-tris(3-aminopropyl)aminu

N',N"—chranény polyamin se pfipravi zpiisobem, popsanym ve zvefejnéné mezinarodni
patentové prihlasce &. WO 90/11300

Stuperi b: Kondenzace MA piisobenim N’,N"—di(t-BOC)-tris—(3—-aminopropyl)aminu

Roztok 18 g pfiblizné 10 mmol slougeniny zpfikladu 1 (MA), 14 g, priblizné¢ 36 mmol
chrénéného aminu, 3 ml, pfiblizné 22 mmol TEA a 6 ml, pfiblizné 28 mmol DPPA ve 150 ml
DMSO se micha 2 hodiny pfi teplot& mistnosti a pak se pfida 500 ml ethylacetitu. VysraZena
pevné latka v mnozstvi pfiblizng 22 g se oddéli a uZije v nasledujicim stupni bez dal§iho &isténi.

Stupeii ¢: Odstranéni t-BOC—ochrannych skupin

Surovy produkt ze stupné b se rozpusti ve 150 ml bezvodé TFA, predem zchlazené na 0 °C a
vznikly roztok se micha 20 minut pfi teploté 0 a% 5 °C. Pak se p¥ida 150 ml methanolu a 300 ml
diethyletheru. VysraZeny pevny podil se oddgli, n&kolikrat se promyje diethyletherem a pak se
Listi chromatografii na sloupci v reverzni fazi, spoji se pouze frakce, obsahujici Cisty pozadovany
faktor, ¢imz se ziska 9 g slou¢eniny MA-A—3/B,.

Priklad 8
Pfiprava slou€eniny 9 (RA-A-2)

(sloudenina vzorce I, kde Y znamend —CH,OH, X znameni —NH—(CH,);—/NH(CH,)s/,~NH,,
R, je atom vodiku, R, znamena alkyl o 9 a% 12 atomech uhliku podle faktorii A—40926, M
znamena alfa-D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

Stupeti a: Pfiprava kyanomethylesteru N'—(t~-BOC)-RA

Roztok 8 g, priblizn& 4 mmol slouceniny z prikladu 2, stupeii b, (N"*~(t-BOC)-RA), 0,75 ml,
pfiblizn& 5,5 mmol TEA a 8 ml chloracetonitrilu ve 40 ml DMSO se micha 5 hodin pii teploté
mistnosti. Pak se pfida jest& 200 ml ethylacetatu a vysraZeny pevny podil se oddé&li, &im se ziska
8,2 g vysledného surového kyanomethylesteru.

Stupn€ b a c: Kondenzace piisobenim N’,N"-bis—(3-aminopropyl)-1,3—propandiaminu a
odStépeni ochranné skupiny t-BOC kyselinou

Surovy kyanomethylester ze stupné a se rozpusti v 80 ml DMSO a pridé se 9 g N,N'-bis—3-
aminopropyl)-1,3-propandiaminu. Smés se mich4 je$t& 20 hodin pHi teploté mistnosti a pak se
pfida 320 ml ethylacetitu. VysraZeny pevny podil se oddéli a znovu rozpusti v 70 ml bezvodé
TFA za chlazeni ledem. Vznikly roztok se mich4 10 minut pfi teploté 0 °C a pak se pfida 230 ml
chladného diethyletheru. VysraZeny pevny podil se oddéli a rychle se znovu rozpusti ve 200 m!
vody. Roztok se upravi na pH 5,5 pfidanim 1IN hydroxidu sodného a pak se &isti chromatografii
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na sloupci v reverzni fazi, spoji se viechny frakce, obsahujici Cisty pozadovany faktor, {imZ se
ziska 1,3 g &isté vysledné latky RA-A-2.

Piiklad 9
Priprava slougeniny 10 (RA-A-3)

(slougenina vzorce I, v némZ Y znamena ~CH,OH, X znamené -NH—(CH,);—N/(CH,);-NH,/,,
R, je atom vodiku, R, znamené alkyl 0 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktoru komplexu A-
40926, M znamen alfa~-D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

K michanému roztoku 9 g, ptiblizn& 5 mmol ve 100 ml DMSO se pfida 7 g, pfiblizn€ 18 mmol
N’ N""—di—(t-BOC)tris—(3—aminopropyl)aminu z pfikladu 7, stupefi a, 1,5 ml TEA a 3 ml DPPA
pfi teplot& 10 °C. Smés se mich4 jednu hodinu pfi teploté 10 °C a pak jest€ 4 hodiny pfi teploté
mistnosti a pak se pfidd 400 ml ethylacetatu. Piiblizn& 12 g vysraZené pevné latky se znovu
rozpusti v 80 ml TFA, chlazené ledem a vznikly roztok se micha 10 minut pfi teplot& 0 aZ 5 °C.
Pak se ptida p¥iblizn& 300 ml smési methanolu a diethyletheru v poméru 1 : 1, pfedem zchlazené
na —10 °C. VysréaZeny pevny podil se oddéli a rychle znovu rozpusti ve 200 ml vody. Vysledny
roztok se upravi na pH 4 ptidanim IN hydroxidu sodného a &isti chromatografii v reverzni fazi,
spoji se viechny frakce, obsahujici &isty poZadovany faktor, &imzZ se ziska 1,8 g Cist¢ho produktu
RA-A-3.

Priklad 10
Pfiprava slouceniny 11 (A-A-1)

(slougenina vzorce I, v némz Y znamena —COOH, X znamena -NH—(CH,);—N(CH;),, R, je atom
vodiku, R, znamen4 alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktori A—40926, M znamen4 alfa-D-
mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

K michané suspenzi 5 g, pfiblizn& 2,5 mmol slou¢eniny 6 (MA-A-1), pfipravené podle prikladu
3, metoda B, v 60 ml tetrahydrofuranu THF se pfi teplot& mistnosti pfida 10 ml vody a 20 ml IN
hydroxidu sodného. Po 30 minutéch se vysledny roztok upravi na pH 7 pfidanim IN HCl, pfida
se 150 ml n-butanu a smés se odpafi na maly objem pfiblizn€ 20 ml pfi teplot€ 40 °C za
snizeného tlaku. Pevny podil, vysraZeny pfidanim ptiblizné 200 ml diethyletheru se oddéli a
5,2 g ziskaného produktu se &isti chromatografii v reverzni fazi, spoji se frakce sobsahem
Listych faktori, &imz se ziska 2,1 g vysledného produktu A-A-1.

Piiklad 11

Pfiprava slouceniny 12 (PyA-A-1)

(sloudenina vzorce I, v némz Y znamena —COO", X znameni -NH—~(CH,);-N(CHs),, R, je atom
vodiku, R, znamen4 alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktord A-40926, M znamen4 alfa—D-
mannopyranosyl a Z je P*(NC4Hs)s)

Slouteninu 12 (PyA—-A-1) je moZno ziskat ze slouleniny 7 (PyMa-A-1) zpfikladu 4 za

podminek, popsanych v piikladu 10 pro pfipravu slou¢eniny 11 (A-A~1) ze sloueniny 6 (MA-
A-1), s vytéZkem 35 %.

-39-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 285703 B6

Priklad 12
Ptiprava slou¢eniny 13 (A-A-3/B,)

(slouCenina vzorce I, vnémz Y znamend —COOH, X znamena ~NH—~(CH,);-N/(CH,);NH,/,,
R, je atom vodiku, R, znamend 9-methyldecyl, M znamena alfa-D-mannopyranosyl a
Z znamena atom vodiku)

Slougeninu 13 (A-A-3/B,) je momo ziskat ze sloudeniny 5 (MA-A-3/By) zptikladu 7 za
podminek, popsanych v pfikladu 10 pro pfipravu sloueniny 11 (A~A-1) ze sloueniny 6 (MA—
A-1) s vytézkem 41 %.

Piiklad 13
Priprava slouceniny 14 (ABA-A-1)

(sloucenina vzorce I, v némZ Y znamend -CONHCH;, X znameni —NH—(CH;)-N(CHj3),, R, je
atom vodiku, R, znamena alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktort A—40926, M znamena
alfa~D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

Stupeii a: Piprava 6°~kyanomethylesteru N *~(t-BOC)-A—-A—1

K michanému roztoku 22 g, pfiblizn& 11 mmol sloueniny 11 (A-A-1) z piikladu 10 a 3 g
NaHCO; ve 220 ml smési vody a dioxanu v poméru 1:1 se po kapkach pfi teploté mistnosti
v priibéhu 10 minut ptida roztok 5 g di-terc.butyldikarbonatu ve 20 ml bezvodého dioxanu. Smés
se 2 hodiny micha pfi teplot& mistnosti, pfida se 200 ml vody, roztok se upravi na pH 3 piidanim
IN HCI a extrahuje 300 ml n—butanolu. Organicka vrstva se oddgli a odpafi pfi teploté 35 °C za
snizeného tlaku na maly objem ptiblizn& 45 ml. Pevny podil, ktery se vysrazi pfidanim pfiblizn&
250 ml diethyletheru se oddéli, pfiblizn& 20 g takto ziskaného surového N”~(t-BOC)-A~A~1 se
znovu rozpusti ve 150 ml DMSO, pfidaji se 3 ml TEA a 20 ml chloracetonitrilu a vznikly roztok
se michd 5 hodin pfi teplot& mistnosti, pak se pfida 500 ml ethylacetitu. VysraZeny pevny podil,
piiblizné 18 g kyanomethylesteru je dostate¢ng &isty pro pouziti v nasledujicim stupni.

Stupeii b: Reakce 6°-kyanomethylesteru s methylaminem a odstran&ni t-BOC—ochranné skupiny

Roztok 5 g produktu z predchoziho stupné& v 75 ml roztoku 25 g methylaminu ve 100 ml ethanolu
se micha 3 hodiny pfi teploté mistnosti a pak se pfidd 300 ml diethyletheru. Vysrai se 5,1 g
pevné latky, kterd se oddéli a znovu rozpusti ve 35 ml TFA pii 0 °C. Vysledny roztok se mich4
15 minut pfi 0 °C, pak se pfidd 50 ml sm&si methanolu a diethyletheru v poméru 1 : 1, &imz se
vysrazi 4,5 g surového produktu, ktery se &isti chromatografii na sloupci v reverzni fazi, pfi niz
se spoji viechny frakce, obsahujici jednotlivé &isté faktory, ziska se 1,7 g slougeniny 14 (ABA—
A-1).

Piiklad 14
Pfiprava slou€eniny 15 (ADA-A-1)
(slou€enina vzorce I, v némz Y znamend ~CONH—~(CH,);-N(CH;),, X znamen4 —NH—(CH,);~

N(CHs),, R; je atom vodiku, R; znamena alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktora A-40926,
M znamena alfa-D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)
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Roztok 7 g, pfiblizn& 4 mmol komplexu antibiotika A—40926, 2,5 ml pfiblizné¢ 20 mmol 3,3-
dimethylamino—1—propylaminu a 5,2 g, pfiblizn€ 10 mmol PyBOP v 70 ml DMF se jednu hodinu
micha pfi teploté mistnosti a pak se pfida 400 ml ethylacetitu. VysraZeny pevny podil se oddéli a
&isti chromatografii v reverzni fazi, spoji se frakce, obsahujici jednotlivé &isté faktory, ¢imz se
ziska 2,1 g vysledné slouceniny 15 (ADA-A-1).

Priklad 15
Piiprava slouceniny 16 (PyRA-A-1)

(sloudenina vzorce I, vnémz Y znamend —-CH,OH, X znamena -NH—(CH,);-N(CHs),, R, je
atom vodiku, R, znamena alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktori A—40926, M znamena
alfa-D-mannopyranosyl a Z znamena P*(NC;H;3);CH;COO")

K michanému roztoku 400 mg pfiblizné¢ 0,2 mmol sloueniny 7 (PaMA-A-1), pfipravené
zpiisobem podle ptikladu 4 ve 20 ml vody se pfida pfi teploté¢ mistnosti 4 ml n-butanolu a
200 mg hydroboratu sodného. Smés se micha pres noc pfi teploté¢ mistnosti, pak se pH reak&ni
smési upravi na 4,5 pfidanim ledové kyseliny octové a smés se extrahuje 50 ml n—butanolu.
Organicka vrstva se oddéli a rozpoustédlo se odpafi za snizeného tlaku pfi teplot€ 45 °C. Pevny
odparek se &isti chromatografii v reverzni fazi, pfi niZ se spoji viechny frakce, obsahujici
jednotlivé &isté faktory, ¢imZ se ziskd 175 mg Cistého vysledného produktu 16 (PyRA-A-1).

Piiklad 16

Ptiprava slouceniny 25 (MA-A—4)

(slougenina obecného vzorce I, v némz Y je -COOCH;, X znamena

/N

-N N-CH3

R, je atom vodiku, R, znameni alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktorii komplexu
A—40926, M znamen alfa—D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

K michanému roztoku 5 g sloudeniny z pfikladu 1 (MA) v 60 ml smési DMF a DMSO v poméru
5:1 se pfida 0,3 ml N-methylpiperazinu a 1,7 g PyBOP pii teploté mistnosti. Reakce se necha
probihat 1 hodinu, pak se pfida 140 ml ethylacetitu a vysrdZend pevna litka se oddéli a Cisti
chromatografii na sloupci v reverzni fazi, spoji se vSechny frakce, které obsahuji Cisté jednotlivé
faktory, ¢imz se ziska 1,9 g vysledné slou¢eniny MA—-A—4.
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Priklad 17
Piiprava sloueniny 24 (RA-A—4)

(slou€enina obecného vzorce I, v niZ Y znamena skupinu CH,OH, X znamen skupinu

\_/

R; je atom vodiku, R, znamena alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku podle faktorii komplexu
A—40926, M znamena alfa~D-mannopyranosyl a Z je atom vodiku)

Postupuje se zptisobem, ktery byl popsan svrchu v piikladu 16 za tych reakenich podminek pti
pouZiti 5 g slou¢eniny RA jako vychozi latky, ¢imZ se ziské 2,7 g &isté vysledné latky RA—A—4.

Chromatografie na sloupci v reverzni fazi

Cisté vzorky sloudenin, pfipravenych v predchozich piikladech se ziskaji chromatografii na
sloupci v reverzni fézi na silanizovaném silikagelu (0,063 aZ 0,2 mm, Merck). Surovy produkt,
napiiklad 0,5 g tohoto produktu se rozpusti v co nejmensim mnoZstvi smési acetonitrilu a vody
vpomeéru 1 : 1 a roztok se upravi na pH 7 pfidanim 1IN hydroxidu sodného a pak se fedi vodou
tak dlouho, aZ se vytvofi zakaleny roztok. Pak se za energického michani pfida n&kolik kapek
acetonitrilu. Jakmile vznikne &iry roztok, nanese se tento roztok na sloupec, ktery obsahuje 100 g
silanizovaného silikagelu ve vodé. K eluci se uZije linedrni gradient 10 a% 60 % acetonitrilu v
0,1 N kyseliné octové v prib&hu 10 hodin pfi rychlosti pritoku piiblizné 250 ml za hodinu,
odebiraji se frakce s objemem 20 ml a analyzuji se pomoci HPLC. Ty frakce, které obsahuji
Sistou slou€eninu obecného vzorce I se oddéli a v pfipadg, Ze je pozadovan komplex sloudenin,
v némz R, znamena alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku v zavislosti na faktorech komplexu A-40926,
spoji se vSechny frakce s obsahem &istych faktori a rozpoustédlo se odpafi pti teploté 40 °C za
sniZzeného tlaku v pfitomnosti n—butanolu, aby nedochézelo k p&néni.

V ptipadé, Ze se pfi vyrobé slou¢enin obecného vzorce I uZije jako prekurzor komplex A—40926
a pozaduje se jednotlivy faktor vzorce I, v némz R, odpovida jednomu z moznych vyznamdi,
které charakterizuji jednotlivé faktory komplexu antibiotika A~40926, naptiklad v ptipadé, 7e R,
znamena 9-methyldecyl, spoji se pouze frakce, které podle HPLC obsahuji pozadovany &isty
faktor a tyto frakce se zpracovévaji svrchu uvedenym zpiisobem.

Totoznost a struktura kazdého jednotlivého faktoru slougenin podle vynalezu se prokazuje pti
pouziti HPLC-analyzy kazdého reak&niho produktu. Postupuje se obvykle tak, Ze se provede
predbézna identifikace pozadovaného faktoru srovnanim vysledku HPLC pro cely komplex
antibiotika A—40926 s vysledkem pro ziskany surovy reak&ni produkt, tento postup byl popsan
napfiklad v publikaci L. F. Zerilli a dalsi, "Rapid Communications in Mass Spectrometry,” sv. 6,
109, 1992, v této publikaci se uvadi faktor By komplexu A-40926 jako faktor B.

Analyza HPLC se provadi na sloupci Hibar (125x4 mm, Merck), pfedem naplnéném
prosttedkem Li-Chrospher RP-8 (primér ¢astic 5 mikrometri) pfi pouziti kapalinového
chromatografu Varian Model 5500 spolu s detektorem s ménitelné nastavenym UV-svétla.
Chromatogramy se zaznamenavaji pfi 254 nm. Eluce se provadi pfi pouZiti linearniho
stupiiovitého gradientu v rozmezi 20 az 60 % acetonitrilu v 0,2% vodném roztoku mravendanu
amonného v prub&éhu 30 minut pfi rychlosti pritoku 1,5 ml/min.
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Vzhledem k tomu, Ze vSechny komplexni sloueniny podle vynilezu poskytuji pti provadéni
HPLC typicky vysledek, ktery je podobny vysledku, ziskanému pfi analyze prekurzorového
komplexu A—40926, je moZno jednotlivé faktory podle vynilezu, které odpovidaji faktoriim
prekurzorového komplexu A-40926 snadno odlidit na zakladé korelace uvedenych vysledki.
Frakce, ziskané pii chromatografii v reverzni fazi, které obsahuji tyto &isté faktory je pak moZno
izolovat a dale zpracovavat svrchu uvedenym zpiisobem. Pro dalsi ovéfeni totoznosti alkylovych
fetézci 0 9 aZ 12 atomech uhliku je moZno vzorek kazdé frakce odpafit svrchu uvedenym
zpiisobem k ziskani vzorku vysledného produktu, ktery je pak mozno analyzovat pfi pouziti
plynové chromatografie a hmotové spektrometrie (GC/MS) podle postupu, ktery byl popsan ve
svrchu uvedené publikaci L. F. Zerilliho a dal3ich.

V nésledujici tabulce V jsou uvedeny doby retence (tr) pro kazdy gisty faktor sloudeniny
obecného vzorce I podle vynilezu, v nichz R, znamena 9-methyldecyl, slou¢enina odpovida
faktoru B, komplexu A-40926 a uzivdi se jako kontrolni latka pfi &isticich postupech,
provadénych v reverzni fazi.

V tabulce je uvedena také hodnota tz pro faktor By prekurzorového komplexu A—40926 a pro
odpovidajici esterovy vychozi materidl (MA), hodnota byla zaznamenana za stejnych podminek
jako svrchu.

Tabulka 5

Analyza pomoci HPLC

slou¢enina tr (minuty)
prekurzor A 40926 9,7
vychozi latka (MA) 11,3
sloucenina 1 10,2
sloudenina 2 13,7
slou¢enina 3 15,3
sloucenina 4 15,5
slou¢enina 5 15,3
sloucenina 6 13,7
slouéenina 7 20,5
slouéenina 8 15,3
slouéenina 9 12,9
slouéenina 10 14,8
slou¢enina 11 12,1
slouéenina 12 17,4
sloucenina 13 12,2
sloucenina 14 14,7
slouéenina 15 16,4
slouéenina 16 19,2
sloucenina 24 13,4
slouéenina 25 14,8

'H-~ a *’P-NMR spektra

'H-NMR-spektrum pti 500 MHz bylo zaznamenino v teplotnim rozmezi 20 az 30°C na
spektrometru Bruker AM 500 pfi pouZiti DMSO-d, a pfi pouZiti tetramethylsilanu (TMS) jako
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vnitfniho standardu (delta = 0,00 ppm). V nésledujici tabulce VI jsou uvedeny nejvyzna&né&jsi
chemické posuny (v delta ppm) pro nékteré representativni slougeniny podle vynilezu.

Tabulka VI

slouéenina 1
(RA):

slou¢enina

(MA-A-1/By):

sloucenina 3
(RA-A-1/By):

sloucenina 4

(MA-A-2/B):

sloudenina 5

(MA-A-3/By):

sloudenina 7
(PyMA-A-1):

slou¢enina 9
(RA-A-2):

sloudenina 10
(RA-A-3):

sloudenina 11
(A-A-1):

0,85, 1,13, 1,42, 1,98 (acylovy fetézec), 3,72 (CH,OH), 4,05 — 6,22 (peptido
vé skupiny CH), 6,43 — 8,52 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,83, 1,14, 1,38, 1,99 (acylovy fetézec), 1,83, 2,83 (CH, — postranni fetézec),
2,73 (N(CHs),), 4,11 - 6,10 (peptidové skupiny CH), 6,48 — 9,50 (aromatické
protony a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,14, 1,38, 1,92 (acylovy fetézec), 1,72, 2,75 (CH, — postranni fetézec),
2,53 (N(CHs),, 3,69 (CH-OH), 4,09 — 6,11 (peptidové skupiny CH), 6,41 —
9,18(aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,14, 1,39, 1,98 (acylovy fetézec), 1,96, 2,86 (CH,~postranni fetézec),
4,08 — 6,15 (peptidové skupiny CH), 6,42 — 9,61 (aromatické protony a
peptidové skupiny NH)

0,85, 1,13, 1,42, 2,02 (acylovy fetézec), 1,73, 2,82 (alkylaminoskupiny), 2,42
(-N-CH3), 3,63 (COOCHj3), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 — 6,10 (peptidové
skupiny CH), 6,41 — 8,52 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,42, 2,01 (acylové fetézce), 1,83, 2,16 (dimethylpropylamid),
2,32(NH-CHs), 1,70, 3,23 (pyrrolidin), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 - 6,20
(peptidové skupiny CH), 6,38 — 8,40 (aromatické protony a peptidové skupiny
NH)

0,84, 1,13, 1,39, 1,98 (acylové fetézce), 1,88, 2,91 (alkylaminoskupiny),
2,41(NH~CHs3), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 — 6,10 (peptidové skupiny CH),
6,38 — 8,49 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,39, 1,98 (acylové fetézce), 1,73, 2,82 (alkylaminoskupiny), 2,47
(NH-CH;), 3,10 - 3,80 (cukry), 4,10 - 6,10 (peptidové skupiny CH), 6,37 —

8,70 (aromatické protony a peptidové skupiny NH), 9,2 — 10,4 (skupiny OH
fenolu)

0,84, 1,13, 1,39, 2,00 (acylové fetézce), 1,74 — 2,79 (alkylaminoskupiny),
2,37 NH-CH3), 3,10 - 3,80 (cukry), 4,10 — 6,10 (peptidové skupiny OH),
6,39 — 8,50 (aromatickeé protony a peptidové skupiny NH)
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0,84, 1,13, 1,42, 2,02 (acylové fetézce), 1,87, 2,73, 3,00 (dimethylpropyl
amid), 2,48 (NH-CH;), 1,71, 3,30 (pyrrolidin), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 -
6,25 (peptidové skupiny CH), 6,38 — 8,55 (aromatické protony a peptido
vé skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,42, 2,02 (acylové fetézce), 2,33 (NH-CH3), 1,71, 2,80 (alkyl
aminoskupiny), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 — 6,10 (peptidové skupiny CH),
6,37 — 8,50 (aromatické protony, a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,42, 1,96 (acylové fetézce), 2,35 (CH-NH-CHy/, 1,78, 2,70
(alkylaminoskupiny), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 — 6,10 (peptidové skupiny
CH), 6,37 — 8,50 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,82, 1,13, 1,40, 1,98 (acylové fetézce), 2,50 (MH-CH), 1,72, 1,85, 2,73,
3,00 (alkylaminoskupiny), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 — 6,10 (peptidové
skupiny CH), 6,40 — 8,55 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,41, 2,00 (acylové fetézce), 2,33 (NH-CH,), 1,82, 2,16
(dimethylpropylamid), 1,71, 3,23 (pyrrolidin), 3,10 — 3,80 (cukry), 4,10 —
6,20 (peptidové skupiny CH), 6,38 — 8,40 (aromatické protony a peptidové
skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,40, 1,97 (acylové fetézce), 2,10 (CH; piperazinu), 2,38 (NH-
CHs), 3,10 - 3,80 (cukry), 4,05 ~ 6,07 (peptidové skupiny CH), 6,38 —
8,49 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

0,84, 1,13, 1,40, 2,00 (acylové fetézce), 2,13 (CH; piperazinu), 2,43 (NH-
CHs), 3,10 — 3,80 (cukry), 3,63 (COOCHL3), 4,05 — 6,09 (peptidové skupiny
CH), 6,38 — 8,49 (aromatické protony a peptidové skupiny NH)

31P—NMR—spek'tra byla zaznamenina pti 161,98 MHz (slouenina 12), nebo pfi 202,46 MHz
(slou¢eninu 7 a 16) v roztoku v DMSO-d; pti pouZiti 85% kyseliny fosfore¢né jako vnitfniho

standardu.

slou¢enina 7

(PyMA-A-1) C'P):

sloudenina 12

(PyA-A-1) C'P):

slou¢enina 16

(PyRA-A-1) *'P):

Jjeden signal pfi delta 24,12 ppm

Jjeden signal pfi delta 23,50 ppm

jeden signdl pfi delta 24,11 ppm.
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PATENTOVE NAROKY

Amidové derivaty antibiotika A—40926 obecného vzorce I

0
I
NH-C-R2
BO .
HO \L/\ o
(651Y
Cl

NH = (15)
~ 0
- O
| yA 0
w ~0
HO 1
oM OB

{1)

znamen4 atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskupiné,
znamend alkyl o 9 aZ 12 atomech uhliku,

znamena atom vodiku, alfa-D-mannopyranosyl nebo 6-O-acetyl-alfa~-D-manno-
pyranosyl,

znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonylovou skupinu o 1 az 4 atomech uhliku
v alkoxylové &asti, aminokarbonylovou skupinu, alkylaminokarbonylovou nebo dialkyl-
aminokarbonylovou skupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylovych &astech, pfitemz
alkylové skupiny mohou byt jest€ dale substituovany substituentem ze skupiny
hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina a dialkylaminoskupina vzdy o 1 az 4
atomech uhliku v alkylové &asti nebo hydroxymethyl,

znamena hydroxyskupinu nebo skupinu obecného vzorce —-NR;—alk;—(NRy-alk;),~(NRs~
alk;)q—W,
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kde
R3 znamena atom vodiku nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,

alk;, alk, a alk; nezivisle znamenaji alkylenovy zbytek s pfimym nebo rozvétvenym
fetézcem o 2 az 10 atomech uhliku,

p a q jsou celd &isla 0 nebo 1 nezavisle na sobg,

R, a Rs znamenaji nezavisle na sobé atom vodiku nebo alkyl o 1 az 4 atomech uhliku nebo

R; a R, spole¢né tvoii alkylenovou skupinu o 2 aZ 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku

za pfedpokladu, Ze p znamena 1, nebo

R4 a R; spolegné tvofi alkylenovou skupinu o 2 aZ 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku

W

za piedpokladu, Ze p i q znamenaji 1,

znamena atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylaminoskupinu
nebo dialkylaminoskupinu vZdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &asti, aminoskupinu,
substituovanou jednou nebo dvéma aminoalkylovymi skupinami o 2 az 4 atomech uhliku
nebo jednou nebo dvéma alkylaminoalkylovymi skupinami o 1 az 4 atomech uhliku
v jedné a 2 aZ 4 atomech uhliku ve druhé alkylové &asti nebo dialkylaminoalkylovou
skupinou o 1 az 4 atomech uhliku ve dvou alkylovych €astech a 2 az 4 atomech uhliku
v jedné alkylové &asti nebo v pfipad€, Ze p i q znamena 0, mize W tvofit spolu se
skupinou -NRj—alk,—piperazinovou nebo 4-methylpiperazinovou skupinu,

za predpokladu, Ze v pfipadé, Ze X znamena hydroxyskupinu, znamend Y hydroxymethylovou
skupinu a

Z

znamend atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce

P /] A@

3

kde A znamena anion anorganické nebo organické kyseliny ze skupiny kyselina
chlorovodikova, bromovodikovd, sirovd, fosforednd, octova, trifluoroctova, trichlor-
octova, jantarova, citronovd, askorbova, mlééna, maleinova, fumarovd, palmitova,
cholova, pamoova, mucinova, glutamovd, kafrova, glutarova, glykolova, ftalova, vinna,
laurova, stearova, salicylovd, methansulfonovd, benzensulfonova, sorbova, pikrova,
benzoova nebo skoficova nebo v pfipadé, Ze se ve zbyvajici Casti antibiotika nachazi
funkéni zbytek karboxylové kyseliny, muze jit také o vnitini sil, odvozenou od
karboxylové funkce,

jakoZ i adi€ni soli t&chto sloudenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

2. Amidové derivaty antibiotika A—40926 obecného vzorce I podle naroku 1, v némz

R,

znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskupiné,
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znamen4 alkylovy zbytek o 9 aZ 12 atomech uhliku,

znamena atom vodiku, alfa-D-mannopyranosyl nebo 6—O-acetyl-alfa—D-manno-
pyranosyl,

znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonylovou skupinu o 1 a% 4 atomech uhliku
v alkoxylové &asti, aminokarbonyl, alkylaminokarbonyl nebo dialkylaminokarbonyl vzdy
o 1 az 4 atomech uhliku v alkylové &asti, pfiemZ tato alkylovd &ast miZe nést
substituent ze skupiny hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina a dialkyl-
aminoskupina vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &4sti nebo hydroxymethyl,

znamend hydroxyskupinu nebo skupinu obecného vzorce

—-NR;-alk;~(NRs-alk;);—~(NRs-alks)~W
kde
R3, Ry a Rs znamenaji atomy vodiku,

alk,, alk; a alk; nezavisle znamenaji alkylenové zbytky s pfimym nebo rozvétvenym
fetézcem o 2 az 4 atomech uhliku,

P a q jsou cela &isla, nezdvisle znamenajici 0 nebo 1,

W znamend atom vodiku, alkyl o 1 az 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylamino-
skupinu nebo dialkylaminoskupinu vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &asti,
aminoskupinu, substituovanou jednou nebo dvéma aminoalkylovymi skupinami o 2 aZ 4
atomech uhliku nebo jednou nebo dvéma alkylaminoalkylovymi skupinami o 1 az 4
atomech uhliku v jedné a 2 aZ 4 atomech uhliku ve druhé alkylové &asti nebo jednou
nebo dv€ma dialkylaminoalkylovymi skupinami o 1 a% 4 atomech uhliku ve dvou
alkylovych &astech a 2 az 4 atomech uhliku v jedné alkylové &asti nebo v pripadé, Ze p i
q = 0, miZe W spolu se skupinou -NRj—alk;— tvofit také piperazinovou nebo 4-methyl-
piperazinovou skupinu,

za piedpokladu, Ze v pfipadg, %e X znamena hydroxyskupinu, znamens Y hydroxymethylovou
skupinu,

Z

znamena atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce

P /] A2

3

kde A znamend anion anorganické nebo organické kyseliny ze skupiny kyselina
chlorovodikova, bromovodikova, sirova, fosforedna, octova, trifluoroctova, trichlor-
octova, jantarovd, citronova, askorbova, mlé&nd, maleinov4, fumarova, palmitova,
cholové, pamoov4, mucinova, glutamova, kafrova, glutarova, glykolova, ftalov4, vinna,
laurova, stearovd, salicylovd, methansulfonova, benzensulfonova, sorbova, pikrova,
benzoova nebo skoficova nebo v ptipadg, Ze se ve zbyvajici &Asti antibiotika nachazi
funkéni zbytek karboxylové kyseliny, miZe jit také o vnitfni sdl, odvozenou od
karboxylové funkce,
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jakoz i soli téchto slou€enin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

3.

Amidové derivaty antibiotika A-40926 obecného vzorce I podle niroku 1, vnichZ R,

znamena alkyl o 10 az 11 atomech uhliku, M znamena alfa~-D-mannopyranosyl a R}, X, Y a
Z maji vyznam, uvedeny v naroku 1, jakoZ i adi¢ni soli téchto sloucenin, pfijatelné z farma-
ceutického hlediska.

4. Amidové derivaty antibiotika A—40926 obecného vzorce I podle naroku 1, v nichz

R,

R,

znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping,

znamend 7-methyloktyl, n-nonyl, 8-methylnonyl, n—decyl, 9-methyldecyl, n—undecyl
nebo n—dodecyl,

znamend atom vodiku nebo alfa-D-mannopyranosyl,

znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonyl o 1 az 4 atomech uhliku, amino-
karbonyl, alkylaminokarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, dialkylaminokarbonyl o 1 az 4
atomech uhliku v kazdé alkylové &asti, pfi¢emzZ alkylovad skupina miiZe nést substituent
ze skupiny hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina nebo dialkylamino-
skupina vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v kazdé alkylové &asti nebo hydroxymethylova
skupina,

znamena skupinu obecného vzorce
—NR;-alk,—(NH-alk;),—(NH-alk;).-W
kde

R; znamena atom vodiku,

alk,, alk; a alk; nezivisle znamenaji alkylenovou skupinu s pfimym fetézcem o 2 az 4
atomech uhliku,

p a q nezavisle znamenaji celé &islo O nebo 1 a

W znamena aminoskupinu, alkylaminoskupinu nebo dialkylaminoskupinu vzdy o 1 az
4 atomech uhliku v kazdé alkylové Casti, aminoskupinu, substituovanou jednou nebo
dvéma aminoalkylovymi skupinami vZdy o 2 az 4 atomech uhliku v alkylové &asti nebo
v pfipadé, Ze p i q znamenaji 0, mize W tvofit spolu se skupinou —NRj;-alk,—
piperazinovy nebo 4-methylpiperazinovy zbytek,

Z znamena atom vodiku,

jakoz i adi¢ni soli té€chto sloucenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

5. Amidové derivaty antibiotika A—40926 obecného vzorce I podle naroku 1, v nichz

R,

znamend atom vodiku,
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R, znamend 7-methyloktyl, n-nonyl, 8-methylnonyl, n—decyl, 9-methyldecyl, n—undecyl
nebo n—dodecyl,

M znamena alfa~-D-mannopyranosyl,

Y znamena karboxyskupinu, methoxykarbonyl, dimethylaminokarbonyl, (dimethylamino)-
ethylaminokarbonyl nebo hydroxymethyl,

X znamena skupinu vzorce
—NH—(CH;);-N—(CH;),,

~NH(CH,)s~/NH(CH,);/--NH,,
~NH—~(CH,);~N~/(CH,);NHy/, a

/N

<N N-CH3

Z znamena atom vodiku,

jakoz i adi¢ni soli t&chto slougenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

6. Amidové derivity antibiotika A—40926 obecného vzorce I podle néroku 1, v nichz

R; znamené n—-decyl, 8-methylnonyl, 9-methyldecyl, nebo n-undecyl,

R;, M, Y, X a Z maji vyznam, uvedeny v naroku 5,

jakoZ i adi¢ni soli téchto slougenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

7. Amidovy derivét antibiotika A-40926 obecného vzorce I podle naroku 5, v némz R,
znamena 9-methyldecyl, a Ry, M, Y, X a Z maji vyznam, uvedeny v naroku 5, jakoz i adi&ni soli
té€chto sloucenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.

8. Amidové derivaty antibiotika A—40926 podle naroku 5, obecného vzorce I, v némz

Y znamena methoxykarbonyl nebo hydroxymethyl,

X znamena skupinu ~-NH—(CH,);-N—(CH,),, -

Ri, Ry, M a Z maji vyznam, uvedeny v niroku 5,

JjakoZ i adi¢ni soli téchto sloudenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.
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9. Amidové derivity antibiotika A—40926 podle niroku 1, obecného vzorce I

0
I
/NH-C-Rz
Bo
BO \Z'/\ o
(68
Cl 0

\)A @W

o /\u YN ! )\ \/\ Tl
n
© cl N-CE3

| Z0 o
OB \(O)

HO |

oM 0}:1
(1)
kde
R, znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping,
R, znamena alkyl o 10 az 11 atomech uhliku,
M znameni atom vodiku, alfa~D-mannopyranosyl nebo 6-O-acetyl-alfa~D-manno-
pyranosyl,

Y znamena alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku nebo hydroxymethyl,

X znamend hydroxyskupinu nebo skupinu obecného vzorce
—-NRs—alki~(NR4-alk;),~(NRs—alk;),~W,

Z znamené atom vodiku,

kde
R; znamena atom vodiku nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,

alk,, alk; a alk; nezavisle znamenaji pfimy nebo rozvétveny alkylenovy zbytek o 2 az 10
atomech uhliku,

p a q znamenaji nezavisle celé &islo 0 nebo 1,
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R4 a Rs nezavisle znamenaji atom vodiku nebo alkyl o 1 a% 4 atomech uhliku nebo

R; a Ry spolegné tvofi alkylenovy zbytek o 2 a% 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy
dusiku za pfedpokladu, Ze p znamena 1, nebo

R4 a Rs spole¢né tvofi alkylenovy zbytek o 2 aZ 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy
dusiku za ptedpokladu, Ze p i q znamenaji 1,

W znamena atom vodiku, alkyl o 1 az 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylamino-
skupinu nebo dialkylaminoskupinu vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylovych &stech,
aminoskupinu, substituovanou jednou nebo dvéma aminoalkylovymi skupinami o 2 az 4
atomech uhliku v alkylové &asti nebo jednou nebo dvéma alkylaminoalkylovymi
skupinami o 1 aZ 4 atomech uhliku v jedné a 2 aZz 4 atomech uhliku ve druhé alkylové
Casti nebo jednou nebo dvéma dialkylaminoalkylovymi skupinami o 1 aZ 4 atomech
uhliku ve dvou alkylovych &astech a 2 a% 4 atomech uhliku v jedné alkylové &asti,

za piedpokladu,. v pfipad§, Ze¢ X znamena hydroxyskupinu, znamena Y hydroxymethylovou
skupinu, jakoZ i adi&ni soli t&chto latek, ptijatelné z farmaceutického hlediska.

10. Amidové derivaty antibiotika A—40926 podle naroku 9, v nichz

R

R,

znamena atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping,
znamend alkyl o 10 aZ 11 atomech uhliku,

znamena atom vodiku, alfa-D-mannopyranosyl nebo 6-O-acetyl-alfa—D-manno-
pyranosyl,

znamena alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku nebo hydroxymethyl,
znamena hydroxyskupinu nebo skupinu obecného vzorce
—-NR;-alk;—(NRs-alk;),~(NRs-alks)—W

kde R3, R4 a Rs znamenaji atomy vodiku,

alk, alk; a alk; nezivisle znamenaji pfimy nebo rozvétveny alkylenovy zbytek o 2 a% 4
atomech uhliku,

p a q jsou nezavisle cela &isla 0 nebo 1,

W znamena atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylamino-
skupinu nebo dialkylaminoskupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylovych &astech nebo
aminoskupinu, substituovanou jednou nebo dv&ma aminoalkylovymi skupinami o 2 aZ 4
atomech uhliku nebo jednou nebo dvéma dialkylaminoalkylovymi skupinami o 1 aZ 4
atomech uhliku ve dvou a 2 aZ 4 atomech uhliku v jedné alkylové &asti,

za pfedpokladu, Ze v piipadé, Ze¢ X znamena hydroxyskupinu, znamena Y hydroxymethylovou
skupinu,

Jjakoz i adi¢ni soli t&chto sloudenin, pfijatelné z farmaceutického hlediska.
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11. Amidové derivéty antibiotika A—40926 podle néroku 9, v nichZ R, znamena 9-methyldecyl,
M znameni alfa-D-mannopyranosyl a R;, X a Y maji vyznam z naroku 9.

12. Amidové derivity antibiotika A—40926 podle naroku 9, v nich
R, znamena alkyl o 10 aZ 11 atomech uhliku, s vyhodou 9-methyldecyl,

Y znamené alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkoxylové &asti, s vyhodou
methoxymethyl nebo hydroxymethyl a

X se voli ze skupin

—NH~(CH,);-N(CH;),,
—NH—(CH,);~/NH~(CH,)/,-NH, a
_NH~(CH,),~N/(CH,);NHy/.

13. Zpisob vyroby amidovych derivati antibiotika A~40926 podle naroku 1 a% 9 obecného
vzorce I

0
I
NH-C-R3
B2 /
(68)Y
Cl 0
\/‘@/ Ol \©
o j
H |l
0 = /\ N/Y )\ \/ \ Tl
0
0 c1 N-CE;
/HH O 0% (15)
X s
| Z0 o
oH \@:‘
HO !
oM os
(1)

kde
R, znamené atom vodiku nebo ochrannou skupinu na aminoskuping,
R, znamena alkyl 0 9 aZ 12 atomech uhliku,
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znamena atom vodiku, alfa-D-mannopyranosyl nebo 6-O-acetyl-alfa~D-manno-

pyranosyl,

Y

znamena karboxylovou skupinu, alkoxykarbonylovou skupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku
v alkoxylové &asti, aminokarbonylovou skupinu, alkylaminokarbonylovou nebo dialkyl-
aminokarbonylovou skupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylovych &astech, pti¢emz
alkylové skupiny mohou byt jest¢ dale substituovany substituentem ze skupiny
hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina a dialkylaminoskupina vzdy o 1 az 4
atomech uhliku v alkylové €asti nebo hydroxymethyl,

znamena hydroxyskupinu nebo skupinu obecného vzorce
—NRj-alki«(NR4-alky),~(NRs—alks)-W,

kde
R3; znamena atom vodiku nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,

alk,, alk; a alk; nezévisle znamenaji alkylenovy zbytek s pfimym nebo rozvétvenym
fet€zcem o 2 aZz 10 atomech uhliku,

p a q jsou cela Cisla 0 nebo 1 nezavisle na sobg,

R4 a Rs znamenaji nezavisle na sobé atom vodiku nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku nebo

R3 a R4 spolené tvofi alkylenovou skupinu o 2 az 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku

za predpokladu, Ze p znamena 1, nebo

R4 a Rs spole€né tvoii alkylenovou skupinu o 2 az 4 atomech uhliku, spojujici oba atomy dusiku

A\

za predpokladu, Ze p i q znamenaji 1,

znamena atom vodiku, alkyl o 1 az 4 atomech uhliku, aminoskupinu, alkylaminoskupinu
nebo dialkylaminoskupinu vzdy o 1 az 4 atomech uhliku v alkylové ¢ésti, aminoskupinu,
substituovanou jednou nebo dvéma aminoalkylovymi skupinami o 2 aZ 4 atomech uhliku
nebo jednou nebo dvéma alkylaminoalkylovymi skupinami o 1 aZ 4 atomech uhliku
vjedné a 2 az 4 atomech uhliku ve druhé alkylové &asti nebo dialkylaminoalkylovou
skupinou o 1 az 4 atomech uhliku ve dvou alkylovych &astech a 2 aZ 4 atomech uhliku
v jedné alkylové asti nebo v ptipadé, Ze p i q znamend 0, miZe W tvofit spolu se
skupinou -NR;~alk,~piperazinovou nebo 4-methylpiperazinovou skupinu,

za predpokladu, Ze v ptipadé, Zze X znamend hydroxyskupinu, znamend Y hydroxymethylovou
skupinu a

V4

znamena atom vodiku nebo skupinu obecného vzorce

g /] A2

—N

|

3

kde A znamena anion anorganické nebo organické kyseliny ze skupiny kyselina
chlorovodikova, bromovodikova, sirova, fosforeénd, octova, trifluoroctova, trichloroctova,
jantarova, citronovd askorbova mléénd, maleinova, fumarova, palmitova, cholova,
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pamoové4, mucinovd, glutamova, kafrovéd, glutarova, glykolova, ftalova, vinna, laurova,
stearova, salicylovd, methansulfonova, benzensulfonova, sorbova, pikrova, benzoova nebo
skoficovd nebo v pfipadé, Ze se ve zbyvajici &asti antibiotika nachazi funké&ni zbytek
karboxylové kyseliny, miZe jit také o vnitini sitl, odvozenou od karboxylové funkce,

jakoZ i adiénich soli t&chto sloudenin, pfijatelnych z farmaceutického hlediska, v Yzna-
€ujici se tim, Zese

a) v pfipadg, Ze je pozadovina sloucenina obecného vzorce I, v némz Ry, Ry, M, Y a Z maji
10 svrchu uvedeny vyznam a X znamen4 skupinu obecného vzorce

—NR3——alkl—(NR4—aIk2)P—(NR5-—alk3)q—W
kde Rs, Ry, R, alk,, alk,, alk, p, q a W maji vyznam, uvedeny svrchu

15
podrobi amidaci slougenina obecného vzorce II

0
i
NH-C-R2
B
EO \Z’/\ 0
(68yY
D
AN 0
HO
| o = 0 =
E |l
0 H
0 cl 0 N-CE3
/HH O 0 ~d (15)
X (63
| yAe; o
OB \[O:]
HO i
oM 08
(1)
20 kde R}, R’; a M’ maji tyZ vyznam jako R;, R; a M,

Y’ znamena alkoxykarbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku a
X' znamena hydroxyskupinu,

25
plsobenim aminu obecného vzorce M1

NHR;—alk—(NR—alky),~(NRs—alks)~W (1)
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kde R3, Ry, Rs, alk,, alky, alk;, p a q a W maji svrchu uvedeny vyznam,

v pitomnosti kondenza&niho &inidla nebo pies "aktivovany ester" karboxylové kyseliny
na atomu uhliku v poloze 63, nagez se

popiipadé podrobi ziskany derivat obecného vzorce I, vnémZ Y znamena alkoxy-
karbonyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, R, znameni vhodnou ochrannou skupinu na
dusikovém atomu aminoskupiny v poloze N'° a ostatni symboly maji svrchu uvedeny
vyznam redukci pisobenim hydroboratu alkalického kovu a poptipadé se odstrani
ochranna skupina v poloze N’ za vzniku odpovidajici slou€eniny, v niz Y znamena
hydroxymethylovou skupinu a R, je atom vodiku,

popiipadé€ se ziskany derivit obecného vzorce I, v némZ Y znamena alkoxykarbonyl o 1
az 4 atomech uhliku nebo hydroxymethyl, R; znamena vhodnou ochrannou skupinu na
aminoskupin& v poloze le, Ry, M a Z maji svrchu uvedeny vyznam a X znamena zbytek
obecného vzorce -NRj-alk;~NHR,, v némZ R; a R, nezavisle znamenaji atom vodiku
nebo alkyl o 1 az 4 atomech uhliku a alk; ma svrchu uvedeny vyznam, nebo

—NR;-alk-NRs~alk,~NHR;

kde R;, Ry a Rs nezavisle znamenaji atom vodiku nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku a
alk a alk, maji svrchu uvedeny vyznam, alkyluje piisobenim aminu obecného vzorce IV
nebo IVa

r-alk,«(NRs—alks)~W r-alk;—W
av) (Iva)

kde Rs, alk,, alk; a W maji svrchu uvedeny vyznam, q znamena celé &islo O nebo 1 a r
znamena atom halogenu, methansulfonyl nebo tosyl, v pritomnosti latky, schopné vazat
kyselinu v inertnim rozpoust&dle s pfipadnym naslednym odstranénim ochranné skupiny
v poloze N*,

popiipadé se ziskany derivat obecného vzorce I, v némZ Y znamena alkoxykarbonyl o 1
aZ 4 atomech uhliku a ostatni symboly maji svrchu uvedeny vyznam zpracovavi
pisobenim vodného roztoku hydroxidu alkalického kovu za vzniku odpovidajici
slouCeniny, v niz Y znamena karboxylovou skupinu,

popfipadé se ziskany derivat obecného vzorce I, v némz M znamena alfa~-D-manno-
pyranosyl nebo 6-O-acetyl-alfprekurzorD—mannopyranosyl a ostatni symboly maji
svrchu uvedeny vyznam podrobi hydrolyze piisobenim kyseliny za vzniku odpovidajici
slouceniny, v niZ M znamen4 atom vodiku,

v pfipadé, Ze je poZzadovéna sloucenina obecného vzorce I, v némz R, Ry, X a M maji
vyznam, uvedeny ve vzorci I, Y znamena hydroxymethyl a Z znamena atom vodiku,
podrobi se sloudenina obecného vzorce II, v némZ R’; znamena vhodnou ochrannou
skupinu na N'>~aminoskuping, R’, m4 tyZ vyznam Jjako R,, Y' znamena alkoxykarbonyl o
1 az 4 atomech uhliku a X' znamené hydroxyskupinu redukci piisobenim hydroboratu
alkalického kovu a popiipadé se odstrani ochranna skupina v poloze N za vzniku
odpovidajici slouceniny, v niZ R; znamena atom vodiku,
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nalez se popiipad€é ziskana slouCenina obecného vzorce I, vnémZ Y znamena
hydroxymethyl, X znamend hydroxyskupinu a ostatni symboly maji svrchu uvedeny
vyznam, podrobi amida&ni reakci piisobenim aminu obecného vzorce III

-NHR;-alk;~(NRy—alk;),—(NRs—alk;)~W (Im)
kde Rs, Ry, Rs, alky, alk,, alks, p, q @ W maji svrchu uvedeny vyznam,

v ptitomnosti kondenzagniho Cinidla nebo pfes aktivovany ester karboxylové kyseliny
v poloze C® v inertnim organickém rozpoust&dle,

v ptipadé, Ze se pozaduje derivat obecného vzorce I, v némz R, Ry, M a Z maji vyznam,
uvedeny v obecném vzorci I, Y a skupina COX znamenaji tutéz alkylaminokarbonylovou
nebo dialkylaminokarbonylovou skupinu vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v alkylové &asti,
ktera miize byt jesté substituovana substituentem ze skupiny aminoskupina, alkylamino-
skupina nebo dialkylaminoskupina vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v kazdé alkylové &asti,
podrobi se sloucenina obecného vzorce I, v némz R’}, R’; a M’ maji tyZ vyznam jako R,
R; a M, Y’ znamena karboxylovou skupinu a X’ znamena hydroxyskupinu amida&ni
reakci obdobnym zpiisobem jako ve stupni a) pisobenim pfebytku zvoleného aminu
obecného vzorce III, v némz symboly Rs, Ry, Rs, alk;, alky, p, qQ 2 W maji vyznam, ktery
je v souladu se svrchu uvedenym karboxamidovym zbytkem Y a COX,

v pfipad¢, Ze se pozaduje derivat obecného vzorce I, v némz R,, R;, M a Z maji vyznam,
uvedeny ve vzorci I, Y a skupina COX znamenaji odli§né karboxamidové zbytky,
pfitemZz Y znamena aminokarbonyl, alkylaminokarbonyl nebo dialkylaminokarbonyl
vzdy o 1 az 4 atomech uhliku v kazdé alkylové &asti, ktera miZe byt dile substituovana
substituentem ze skupiny hydroxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina nebo
dialkylaminoskupina vzdy o 1 aZ 4 atomech uhliku v kazdé alkylové &asti a X znamena
zbytek obecného vzorce

-NR;-alk,«(NRs—alk;);~(NRs—alk; )W
kde R, Ry, Rs, alky, alk,, alks, p, q a W maji vyznam, uvedeny ve vzorci I,

podrobi se derivat obecného vzorce I, vnémz R;, R;, M a Z maji svrchu uvedeny
vyznam, X znamena zbytek obecného vzorce

~NR;-alk;~(NRs—alk;);~(NRs—alk;)~W

kde R;, Ry, Ry, alk;, alk,, alk;, p, ¢ a W maji svrchu uvedeny vyznam a Y znamena
karboxylovou skupinu, amidaci ptisobenim pfislu$ného aminu za vzniku svrchu defino-
vaného karboxamidového zbytku Y v pfitomnosti kondenza¢niho ¢inidla, nebo se

. . . . < s . . 5
pfevede derivat obecného vzorce I, v némz R, znameni ochrannou skupinu na N“-
aminoskuping, R,, M a Z maji svrchu uvedeny vyznam a X znamena zbytek obecného
vzorce

~NRj-alk;—(NRy—alk;);—(NRs—alks)~W

kde R;, Ry, Rs, alk;, alk,, alks, p, @ @ W maji svrchu uvedeny vyznam a Y znamena
karboxylovou skupinu na odpovidajici aktivovany ester v poloze 6° a tento aktivovany
ester se uvede do reakce a prfisluinym aminem za vzniku svrchu definovaného karbox-
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amidového zbytku Y, s pfipadnym naslednym odstranénim ochranné skupiny v poloze
N za vzniku odpovidajici sloudeniny, v ni% R, znamen4 atom vodiku.

14. Zpisob podle naroku 13, vyznadujici se tim, Zesevestupnicha), b)i),c)a
d)i) amidace provadi v inertnim organickém rozpoustédle v pfitomnosti kondenzaéniho &inidla
ze skupiny alkyl o 1 az 4 atomech uhliku-, fenyl- nebo heterocyklylfosfoazidatu a benzo-
triazolyloxy—tris—{pyrrolidino)fosfoniumhexafluorfosfatu pfi teploté 0 az 20 °C.

15. Zpisob podle naroku 13, vyznadujici se tim, Zesevprib&hu amidace ve
stupnich a), b)i), ¢) a d)ii) pfevede vychozi karboxylova kyselina obecného vzorce II na
odpovidajici aktivovany ester, s vyhodou chranény na N'*—aminoskupiné a tento aktivovany ester
se uvede do reakce s molarnim prebytkem aminu obecného vzorce III v pfitomnosti organického
polarniho rozpoustédla pfi teploté 5 az 60, s vyhodou 10 az 30 °C.

16. Zpisob podle naroku 15, vyzmnacujici se tim, Ze se jako aktivovany ester
uzije kyanomethylester pfi molarnim podilu této latky k aminu v rozmezi 1 : 5 az 1 : 30.

17. Zpisob podle naroku 16, vyznacdujici se tim, Ze se kyanomethylester
pfipravi reakci vychozi karboxylové kyseliny obecného vzorce II, s vyhodou chranéné na N'°-
aminoskupiné s 20 az 30-nasobnym molarnim piebytkem chloracetonitrilu v pfitomnosti
inertniho organického rozpoustédla a baze, ktera neinterferuje s pribéhem reakce pfi teploté
v rozmezi 5 az 60, s vyhodou 10 az 30 °C.

18. Zpisob podle niroku 13, vyznadujici se tim, Ze se ve stupnich a)i)ab)
uzije molarni pomér hydroboratu alkalického kovu ke slouceniné obecného vzorce II v rozmezi
50:1 az 300:1 a reakce se provadi pfi teploté€ 0 aZ 40 °C, s vyhodou pfi teploté mistnosti.

19. Zpisob podle naroku 14, vyzmacujici se tim, Ze se inertni organické
rozpoustédlo voli ze skupiny dimethylformamid, dimethoxyethan, amid kyseliny hexamethyl-
fosforedné, dimethylsulfoxid a smési téchto latek.

20. Zpusob podle naroku 15, vyzmnaéujici se tim, Ze se organické poladrni
rozpoustédlo voli ze skupiny nizZ8i alkanoly, dimethylformamid, amid kyseliny hexamethyl-
fosfore¢né, 1,3—dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro—2(1H)—pyrimidon, dimethylsulfoxid a dimethoxy-
ethan.

21. Zpusob podle ndroku 18, vyznadujici se tim, Zese hydroborit alkalického
kovu voli ze skupiny hydroborat sodny nebo draselny a kyanohydroborat sodny a reak&nim
rozpoustédlem je smés vody a ve vodé€ rozpustného nebo ¢astecné rozpustného nizsiho alkanolu
a popfipadé se jako protipénivé ¢inidlo uzije diethylether.

22. Zpusob podle naroku 13, vyzmnadujici se tim, Ze sejako ochranna skupina
v poloze N*° uZije terc.butoxykarbonyl nebo karbobenzyloxyskupina a po ukon&ené amidaci se
tato skupina popfipadé€ odstépi.

23. Zpusob podle naroku 13, vyzmnaéujici se tim, Zesejedna nebo vétsi pofet
aminoskupin v aminu obecného vzorce III, které se neucastni tvorby amidové vazby chrani pfed

uskutednénim amidadni reakce, nacez se po jejim ukonceni tyto ochranné skupiny opét odstepi.

24. Zpisob vyroby derivatu obecného vzorce I podle naroku 1az9, vyzmacujici se
tim, Zese
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a) v ptipadé, Ze se pozaduje sloudenina obecného vzorce I, v ném2 Y znamena hydroxy-

methyl, X znamena hydroxyskupinu a R;, R; a M maji vyznam, uvedeny v néroku 9, redukuje
slouenina obecného vzorce I

0
|
NE-C-R2
Ho /
HO \Zr\ 0
(68yY
Cl 0
0 H
H 1
o \] N/\(/ /‘\ \/ \ Ri
0 N-CEj3
= {(15)
0
x O
(63) | 20 o
o) \(O)
HO |
oM 0324
(1)

kde

X' znamena hydroxyskupinu,

Y’ znamena alkoxykarbonylovou skupinu o 1 aZ 4 atomech uhliku a

R" je ochranna skupina na aminoskuping,

pisobenim hydroboratu alkalického kovu, s vyhodou hydroboratu sodného nebo draselného nebo
kyanhydrobordtu sodného pfi teploté 0 a% 40 °C ve vodé nebo ve smési vody a alkoholu
s ptipadnym naslednym odstranénim ochranné skupiny a

b) v piipadg, Ze je poZadovéna sloucenina obecného vzorce I, v némz X znamen4 skupinu
—NRg—alkl—(NR4—alk2)p—(NR5—alk3) ~WaY,Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, alky, alk,, alk;, p,qa M
maji vyznam,. uvedeny v naroku 9,

i) kondenzuje se karboxylova slougenina obecného vzorce II, vnémZ X’ znameni
hydroxyskupinu, Y’ znamena alkoxykarbonyl o 1 a% 4 atomech uhliku a R’, znameni
ochrannou skupinu na aminoskuping nebo karboxylova slouenina obecného vzorce I,
v némz R, a M maji svrchu uvedeny vyznam, Y znamena hydroxymethyl, X znamena
hydroxyskupinu a R; znamena ochrannou skupinu na aminoskuping, s pfebytkem
pfislu$ného aminu vzorce Il
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NHR;-alk)~(NRs—alk;),~(NRs—alks).—W (1In)

kde R, Ry, Rs, alky, alk,, alks;, p, ¢ a W maji svrchu uvedeny vyznam, v inertnim
organickém rozpoustédle v pfitomnosti kondenzaéniho ¢&inidla ze skupiny alkyl o 1 az
4 atomech uhliku—, fenyl- nebo heterocyklylfosforazidatu pii teploté¢ 0 az 20 °C,
nacez se poptipad€ odstrani ochranna skupina na aminoskupiné, nebo se

ii) prevede svrchu definovana karboxylova slougenina obecného vzorce II nebo I na
odpovidajici aktivovany ester a tento aktivovany ester se uvede do reakce s aminem
vzorce Il ve svrchu uvedeném vyznamu v pfitomnosti organického polarniho
rozpoustédla pfi teplot€¢ 5 az 60, s vyhodou 10 az 30 °C a popfipadé se odstrani
ochranna skupina na aminoskuping.

25. Amidovy derivat podle kteréhokoliv z naroku 1 az 12 pro pouziti jako léCiva.

26. Pouziti amidového derivatu podle kteréhokoliv z narokli 1 az 12 pro vyrobu farmaceutic-
kého prostfedku pro 1é¢eni bakterialnich infekci.

27. Farmaceuticky prostfedek s antibiotickym uG¢inkem pro léCeni bakteridlnich infekei,
vyznacujici se tim, Ze jako svou icinnou slozku obsahuje amidovy derivat podle
kteréhokoliv z néroku 1 az 12.

28. Pouziti amidového derivatu podle kteréhokoliv z naroku 9 az 12 pro vyrobu farmaceutic-
kého prostiedku pro 1é¢eni bakterialnich infekci.

29. Farmaceuticky prostiedek s antibiotickym u€inkem pro 1é&eni bakteridlnich infekei,
vyznadujici se tim, Ze jako svou tcinnou slozku obsahuje amidovy derivat podle
kteréhokoliv z naroki 9 az 12.

Konec dokumentu
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