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KETOLIDOVE PROTIBAKTERIALNI PRIPRAVKY

Tato p¥ihladka si ndrokuje prioritu z patentové pfihlasky
Spojenych Stata &. 09/548 568, podané 13. dubna 2000,
&. 09/548 584, podané 13. dubna 2000, ¢&. 09/550 045, podané.
14. dubna 2000 a &. 09/551 162, podané 14. dubna 2000, pficemz
ka?dd =z nich je v uUplnosti =zahrnuta v tomto textu formou
odkazu.

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka skupiny ketolidovych
protibakteridlnich pi#ipravkid nmkroliddvé rodiny, meziprodukti
pouzitych v jejich vyrobé& a farmaceutickych ptipravka, které
je obsahuji. Slouceniny Jsou analogy erythromycinu pouZitelné
v 1é¢b& Dbakteridlnich a protozoarnich infekci a v lécbé

daldich chorobnych stavl postihujicich Zaludecni motilitu.

Dosavadni stav techniky

Polyketidy Jsou rodinou pfirodnich produkti, ktera
zahrnuje mnoho sloudenin, které maji antibiotické a dalsi
farmakologické vlastnosti. Erythromyciny jsou skupinou
makrolidovych antibigéik pavodné objevenych v or. 1952
v metabolickych  produktech kmene Streptomyces erythreus.
Antibiotikum se vyskytuje v ruznych glykosylovanych forméch
nazyvanych A, B, C a D. 0d jejich objevu se mnoho odbornikl
sna¥ilo ptipravit derivaty molekuly, aby se =zlep3ily nebo
modifikovaly jeji vlastnosti. V centru zajmu velké &asti této
pridce byly chemické modifikace ptrirozené& vznikajicli molekuly

erythromycinu. Napriklad klaritromycin je polosyntetické




antibiotikum, které je vytvoreno chemickou modifikaci

hydroxylové skupiny v C-6 poloze -OMe.

Ketolidy jsou derivaty erythromycinu, kde C-3 sacharid,
kladinéza, je chemicky odstranén a vyslednd volnd hydroxylova
skupina Jje konvertovdna na ketoskupinu. Napfiklad patent
Spojenych Statd &. 6 124 269 popisuje ketolidy s cyklickou
karbamdtovou skupinou v C-11 a C-12 a O-alkylarylovou skupinou
v C-6. Patent Spojenych Stata ¢&. 5 635 485 také popisuje
ketolidy s cyklickou karbamdtovou skupinou v C-11 a C-12, ale
které maji skupinu -OMe v C-6 a alkylarylovou skupinu na
dusiku karbamatové skupiny. Nicméné kviali sloZitosti
makrolidové molekuly Jje usili 1léka¥ské chemie produkovat

derivaty omezeno druhy modifikaci, které mohou byt k p¥irozend

se vyskytujicim erythromycintm a jejich prekurzortm vytvafeny.

Nedavny objev a izolace moduldrnich polyketidovych syntéaz
(,PKS“) roz3i¥il rozsah makrolidovych struktur, které mohou
byt vytvadfeny. PKS jsou vicefunkéni enzymy pIfibuzné syntazam
mastnych kyselin, které katalyzuji tvorbu polyketidovych
¥et&zcli prost¥fednictvim  opakovanych  reakci mezi jejich

acylthioestery.

PKS z S. erythraea je soustava t¥i vicefunkénich proteint
kédovanych tfemi samostatnymi geny a je popséna v patentech
Spojenych  Statd  ¢&. 5 824 513, 6 004 787, 6 060 234 a
6 063 561. PKS produkt S. erythraea je 6-deoxyerythronolid B,
ktery je nésledovné& zpracovan dal3imi upravujicimi enzymy za
vzniku erythromycint A aZ D. Spoleéna soustava genu PKS a genu
pro upravujici enzymy Je nazyvana skupinou biosyntetickych
gentt (klastr biosyntetickych gent). Skupina biosyntetickych
gent PKS S. erythraea je popsdna autory Donadio et al. v praci
Industrial Microorganisms: Basic and Applied Molecular
Genetics, 1993, R. H. Balz, G. D. Hegeman a P. 1. Skatrud

(vyd.), Amer. Soc. Microbiol.




Rekombinantni metody, které pouZivaji vektory kédujici
celou Fadu PKS, v&etn& PKS z S. erythraea, pro tvorbu novych
polyketidd, jsou popsdny v patentu Spojenych Statd <.
5 672 491, 5 830 750, 5 672 491, 5 712 146, 5 962 290,
6 022 731, 6 066 721 a 6 077 696. PCT p¥ihlaska &. WO 98/01546
popisuje daldi zplsoby modifikace =zavadéci domény a tedy
ménici se povahu spoudté&cich (inicialnich) jednotek, které
zahajuji syntézu polyketidu. Byly popsény zpusoby pIipravy
polyketida v bezbunééném systému, napfiklad v patentu
Spojenych Stath &. 6 080 555 a PCT pfihlé3ce &. WO 97/02358.
S pouZitim téchto technik byly publikovany analogy
erythromycinu, kde byla pfirozen& se vyskytujici ethylova
skupina v C-13 nahrazena dal3imi skupinami, napfiklad v PCT
p¥ihlaskach &. WO 97/23630, WO 98/01571, WO 99/35157,
WO 00/03986 a WO 00/44761.

Vzhledem k alarmujicimu zvy3eni vyskytu kmen®
rezistentnich na antibiotika pouZivand v soucdasnosti, existuje
pottfeba novych slouéenin, které maji antibiotickou aktivitu,
obzvl1a&t& proti rezistentnim kmentm. Predklédany vynalez
spliuje tuto pot¥febu poskytnutim novych derivatt
erythromycinu. Tyto slouceniny Jjsou obecné produktem
polosyntetickych nebo chemickych modifikaci analogu
erythromycinu pfirozené se nevyskytujicich, které jsou

vysledkem manipulace skupiny PKS genu.

Podstata vyndlezu

Pfedkladany vyndlez se tykd novych slougenin, o kterych se
predpokléda, Ze maji antibakteridlni aktivitu proti Sirokému

spektru bakteridlnich kment a jsou tedy pouZitelné pro 1éc¢bu




bakteridlnich infekci u 1idi a zvifat. Predkladdany vynélez se

tykd slouéenin vzorce:

kde:
X je atom vodiku nebo halogenid,

R*> je atom vodiku, acylovd skupina nebo skupina chranici

hydroxyskupinu,

R® je atom vodiku, hydroxylovad skupina nebo skupina -OR?, kde R®
je substituovand nebo nesubstituovand skupina vybrana ze
skupiny, kterou tvo¥i alkylovd skupina obsahujici 1 aZ 10
atomd uhliku, alkenylovd skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd
uhliku, alkynylovad skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku,
arylovd skupina, heterocyklovd skupina, arylalkylovd skupina
obsahujici 1 az 10 atoml uhliku v alkylové casti,
arylalkenylovd skupina obsahujici 2 aZz 10 atomd uhliku
v alkenylové &&sti, arylalkynylova skupina obsahujici 2 az 10
atom uhliku v alkynylové &&sti, heterocykloalkylovad skupina
obsahujici 1 az 10 atoml uhliku v alkylové Casti,
heterocykloalkenylovad skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku
v alkenylové &asti a heterocykloalkynylovd skupina obsahujici

2 aZ 10 atomu uhliku v alkynylové cCasti,

R!® je atom wvodiku nebo substituovand nebo nesubstituovana
skupina, kde skupina je vybrand =ze skupiny, kterou tvori
methylovd skupina, alkylovéa skupina obsahujici 3 aZ 10 atomu

uhliku, alkenylovd skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku,




alkynylovad skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku, arylova
skupina, heterocyklova skupina, arylalkylova skupina
obsahujici 1 az 10 atomt uhliku v alkylové Casti,
arylalkenylovd skupina obsahujici 2 aZz 10 atomd wuhliku
v alkenylové &asti, arylalkynylovd skupina obsahujici 2 az 10
atom®t uhliku v alkynylové &asti, heterocykloalkylova skupina
obsahujici 1 az 10 atomt uhliku v alkylové Casti,
heterocykloalkenylovad skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku
v alkenylové &asti a heterocykloalkynylovéa skupina obsahujici

2 aZ 10 atomt uhliku v alkynylové Casti a

R je atom vodiku nebo substituovand nebo nesubstituovana
skupina, kde skupina Jje vybranad =ze skupiny, kterou tvori
alkylova skupina obsahujici 1 aZ 10 atomd uhliku, alkenylova
skupina obsahujici 2 aZ 10 atom uhliku, alkynylova skupina
obsahujici 2 az 10 atomu uhliku, arylova skupina,
heterocyklovd skupina, arylalkylovd skupina obsahujici 1 az 10
atomt uhliku v alkylové ¢asti, arylalkenylova skupina
obsahujici 2 aZ 10 atom uhliku v alkenylové  ¢&éasti,
arylalkynylovad skupina obsahujici 2 az 10 atom uhliku
v alkynylové &asti, heterocykloalkylovd skupina obsahujici 1
a¥ 10 atomtt uhliku v alkylové <&asti, heterocykloalkenylova
skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku v alkenylové casti a
heterocykloalkynylova skupina obsahujici 2 aZz 10 atomd uhliku

v alkynylové C&sti,

a Jjejich farmaceuticky ptrijatelné soli, -estery a formy

predlédiv.

Podrobny popis vyhodnych provedeni

Pfedkladany vynadlez se tykd novych erythromycinovych
derivatl a jejich meziproduktl. Obecné maji slouceniny podle

vynalezu antibakteridlni aktivitu proti  grampozitivnim,




gramnegativnim a anaerobnim baktériim a jsou pouzZitelné jako
$irokospektrd antibakteridlni agens pro 1lé&bu bakteridlnich
infekci u 1lidi a zvifat. Tyto sloueniny jsou udinné proti
riznym kmentm véetné, ale bez omezeni, S. aureus,
S. epidermidis, S. pneumoniae, S. pyogenes, enterokoki,
Moraxella catarrhalis a H. Influenzae. Priklady infekci, které
mohou byt 1lécCeny, zahrnuji v populaci ziskanou pneumonii,
infekce horni a dolni ¢asti respirac¢niho traktu, koZni infekce
a infekce mé&kkych tkani, meningitidu, nozokomidlni

dlouhotrvajici infekce a infekce kosti a kloubdu.

Mnoho sloucenin podle vyndlezu obsahuji jedno nebo vice
chirdlnich center. V3echny stereoizomery Jjsou zahrnuty
v rozsahu vyndlezu, stejné jako Cisté slouceniny a také smési
stereoizomert. Podobné také vSechny geometrické izomery jsou
zahrnuty v rozsahu vyndlezu. Kde maji slouceniny podle tohoto
vyndlezu alespoil jedno chirdlni centrum, mohou v souladu s tim
existovat jako enantiomery. Kde slouceniny maji dvé nebo vice
chirdlnich center, mohou dodatecné existovat jako
diastereoizomery. Rozumi se, Ze v3echny takové izomery a
jejich smé&si jsou zahrnuty v rozsahu pfedkladdaného vynalezu.
Kromeé  toho, nékteré krystalické formy sloucenin  mohou
existovat jako polymorfni formy a pfedpoklddd se, Ze Jako
takové Jsou zahrnuty v predklddaném vynalezu. Navic né&které
sloudeniny mohou tvofit solvaty s vodou (tj. hydraty) nebo
b&Znymi organickymi rozpoustédly a prfedpoklada se, Ze takové

solvaty jsou také zahrnovény do rozsahu tohoto vynédlezu.

Pro pouziti v lékafstvi se soli slouCenin podle tohoto
vynalezu tykaji netoxickych ,farmaceuticky prijatelnych soli™.
Nicméné daldi soli mohou byt pouZitelné pro pfipravu sloucenin
podle tohoto vyndlezu nebo Jjejich farmaceuticky pfijatelnYCh
soli. Vhodné farmaceuticky prijatelné soli sloucenin zahrnuji

kyselé adi¢ni soli, které mohou napfiklad byt vytvoreny




smichanim roztoku slouceniny s roztokem farmaceuticky
prijatelné kyseliny, jako Jje napfiklad chlorovodikova
kyselina, sirovd kyselina, fumarovd kyselina, maleinova
kyselina, jantarovad  kyselina, octovd  kyselina, benzoova
kyselina, citronova kyselina, vinna kyselina, uhlic¢ita
kyselina nebo fosforec¢nd kyselina. Kromé& toho, kde slouceniny
podle vynalezu nesou kyselou skupinu, jejich vhodné
farmaceuticky pfijatelné soli mohou zahrnovat soli alkalickych
kovli, nap¥. sodné nebo draselné soli, soli kovld alkalickych

zemin, nap¥. vapenaté nebo hofelnaté soli a soli vytvofené

s vhodnymi organickymi ligandy, nap¥. kvartérni amonné soli..

zastupci farmaceuticky p¥ijatelnych soli zahrnuji nésledujici:
acetat, Dbenzensulfonidt, benzodt, hydrouhli¢itan, Dbisulfat,
bitartrat, boradt, bromid, edetat véapenaty, kamsylat, karbonat,
chlorid, klavulanadt, citrat, dihydrochlorid, edetat, edisylat,
estoléat, esyléat, fumarat, gluceptéat, glukonat, glutamat,
glykolylarsanildt, hexylresorcindt, hydrabamin, hydrobromid,
hydrochlorid;. hydroxynaftoat, jodid, isethionéat, laktat,
laktobionéat, lauréat, maléat, maleédt, mandeldt, mesylat,
methylbromid, methylnitrdt, methylsulfat, slizan, napsyléat,
nitréat, amonnd sul N-methylglukaminu, oledt, pamodt (embonat),
palmitat, pantothenat, fosfat/difosfat, polygalakturonat,
salicylat, stearat, sulfat, subacetét, sukcinat, tannéat,

tartrat, teoklat, tosylat, triethiodid a wvaleréat.

Ptredkladany vyndlez zahrnuje do svého rozsahu predléciva
slouc¢enin podle tohoto vyndlezu. Obecné tato predlédiva jsou

funkéni derivaty sloudenin, které Jsou snadno preménitelné

in vivo na pozZadovanou slouceninu. Ve zpuUsobech 1éc¢eni podle

pfedkléddaného vynalezu, termin ,podavani® zahrnuje 1échu
raznych popsanych chorobnych stavl specificky popsanou
slou¢eninou nebo slouc¢eninou, kterd nemusi byt specificky

popséna, ale kterd se konvertuje na specifikovanou slouceninu
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in vivo po podadvani pacientovi. Obvyklé postupy pro selekci a
ptipravu vhodnych derivath predléciv jsou popsdny napriklad
v praci ,Design of Prodrugs"“, vyd. H. Bundgaard, Elsevier,

1985.

Dadle v textu Jjsou uvedeny definice ruaznych termint
pouzivanych pro popis tohoto vynadlezu. Tyto definice plati pro
terminy, jak jsou pouZity v tomto popisu, neni-li ve
specifickych p¥fikladech uvedeno jinak, bud individudlné nebo
jako Cast vétsi skupiny. |

KdyZ je konkrétni skupina »substituovana™ (napt.
cykloalkylova skupina, arylové skupina, heterocyklylova
skupina, heteroarylévé skupina), tato skupina mtZe mit jeden
nebo vice substituentt, vyhodn& jeden aZ pét substituentq,
vyhodnéiji jeden aZ t¥i  substituenty, nejvyhodnéji dva
substituenty, nezdvisle vybrané ze seznamu substituentt.
Pfedpokladd se, Ze definice kteréhokoliv substituentu nebo
prom&nné v konkrétni lokalizaci v molekule Jje nezdvislad na
jejich definicich kdekoliv jinde v téZe molekule. Rozumi se,
Ze substituenty a charakter substituci sloucenin podle tohoto
vyndlezu mohou byt vybrdny odbornikem v oboru za vzniku
slou&enin, které jsou chemicky stabilni a které mohou byt
snadno syntetizovdny technikami v oboru zndmymi a také
metodami uvedenymi dale v tomto textu. Pfiklady vhodnych

substituent® jsou alkylovd skupina, alkenylovd skupina,

alkynylova skupina, arylova skupina, atom halogenu,
trifluormethoxyskupina, trifluormethylova skupina,
hydroxyskupina, alkoxyskupina, cykloalkyloxyskupina,
heterocyklooxyskupina, alkanoylova skupina, alkanoyl-
oxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina, arylalkyl-

aminoskupina, cykloalkylaminoskupina, heterocykloaminoskupina,
dialkylaminoskupina, alkanoylaminoskupina, thioskupina,

alkylthioskupina, cykloalkylthioskupina, heterocyklo-
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thioskupina, ureidoskupina, nitroskupina, kyanoskupina,
karboxyskupina, caroboxylalkylova skupina, karbamylova
skupina, alkoxykarbonylova skupina, alkylthionoskupina,
arylthionoskupina, alkylsulfonylova skupina, sulfon-
amidoskupina, aryloxyskupina, apod. kromé& skupin jinak
specifikovanych v tomto textu. Substituent miaZe byt dale
substituovan, naptiklad atomem halogenu, hydroxyskupinou,
alkylovou skupinou, alkoxyskupinou, arylovou skupinou,
substituovanou arylovou skupinou, substituovanou alkylovou

skupinou, substituovanou arylalkylovou skupinou apod.

Podle standardniho nézvoslovi pouZitého v tomto popise je
koncovad &ast oznadeného postranniho Fetézce popsédna Jako
prvni, pak nésleduje ptilehla funkéni skupina k bodu
pripojeni. Tak napfriklad substituent »Skupina

fenyl (alkyl)amido (alkyl)“ se vztahuje ke skupiné vzorce

0O

§ ’//(dkw
—~——(alkyl N _
H
Termin ,pacient™, jak se v tomto textu pouziva, se tyka
Zivo¢icha, vyhodné& savce, nejvyhodnéji ¢lovéka, ktery je

objektem 1é&by, pozorovani nebo experimentu.

Termin ,terapeuticky u¢inné mnozZstvi™, jak se v tomto
textu pouZiva, znamend to mnoZstvi uUcinné slouceniny nebo
farmaceutického pt¥ipravku, které vyvold Dbiologickou nebo
1é&ivou reakci v tkanovém systému, Zivoc¢id3ném nebo humannim,
kterd je vyhledavana védcem, veterindfem, lékafem nebo jinym
klinikem, kterd zahrnuje zmirné&ni symptomd onemocnéni nebo

1é&eného chorobného stawvu.
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Termin ,pfipravek™, Jjak se v tomto textu pouiiva, je
zamy3len pro oznaeni produktu obsahujiciho specifikované
slozky ve specifikovaném mnozstvi a také kteréhokoliv
produktu, ktery je disledkem, pfimo nebo nepfimo, kombinace

specifikovanych sloZek ve specifikovaném mnoZstvi.

Termin ,alkylova skupina“ se tykd uhlovodikl s p¥imym nebo
s rozvétvenym tet&zcem. Termin ,alkenylovd skupina®™ se tyka
uhlovodiku s pfimym nebo s rozvé&tvenym Ffet&zcem s alespon
jednou dvojnou vazbou mezi dvéma atomy uhliku. Termin
,alkynylovd skupina“® se tykd wuhlovodiku s pfimym nebo
s rozvétvenym Fet&zcem s alesponl Jjednou trojnou vazbou mezi

dvéma atomy uhliku.

Terminy "substituoﬁané alkylovd skupina“, ,substituované
alkenylova skupina“ nebo ,substituovand alkynylova skupina™ se
tykaji prisludné alkylové skupiny, alkenylové skupiny nebo
alkynylové skupiny substituované jednim nebo vice
substituenty. N&zorné p¥iklady substituentd Jsou, ale bez
omezeni, alkylovd skupina, alkenylovd skupina, alkynylova
skupina, arylovd skupina, atom halogenu, trifluormethylova
skupina, trifluormethoxyskupina, hydroxyskupina,
alkoxyskupina, cykloalkoxyskupina, heterocyklooxyskupina,
oxoskupina, skupina alkanoyl(-C(=0)alkyl), aryloxyskupina,
alkanoyloxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina,
arylaminoskupina, arylalkylaminoskupina, cykloalkylamino-
skupina, heterocykloaminoskupina, disubstituované aminy, ve
kterych dva substituenty aminoskupiny jsou vybrany ze skupiny,
kterou tvori alkylova skupina, arylova skupina nebo
arylalkylova skupina, alkanoylaminoskupina, aroylaminoskupina,
arylalkanoylaminoskupina, substituovand alkanoylaminoskupina,
substituovana arylaminoskupina, substituovana aryl-
alkanoylaminoskupina, thiolova skupina, alkylthioskupina,

arylthioskupina, arylalkylthioskupina, cykloalkylthioskupina,
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heterocyklothioskupina, alkylthionoskupina, arylthionoskupina,

arylalkylthionoskupina, alkylsulfonylova skupina, aryl-

sulfonylova skupina, arylalkylsulfonylové skupina,
sulfonamidoskupina (napt. SO,NH,) , substituovana sulfon-
amidoskupina, nitroskupina, kyanoskupina, karboxyskupina,

karbamylovd skupina (nap?. CONHy), substituovanad karbamylova
skupina (nap¥. skupina -C(=0O)NRR’, kde R a R’ Jjsou kaZdy
nezavisle atom vodiku, alkylova skupina, arylovd skupina,
arylalkylova skupina apod.), alkoxykarbonylova skupina,
arylova skupina, substituovana arylova skupina,
guanidinoskupina a heterocyklovd skupina, Jjako je napfiklad
indoylova skupina, imidazolylovd skupina, furylova skupina,
thienylova skupina, thiazolylova skupina, pyrrolidylova
skupina, pyridylova skupina, pyrimidylova skupina apod. Kde je
to pouZitelné, substituent maZe byt dale substituovan,
naptriklad atomem halogenu, alkylovou skupinou, alkoxyskupinou,

arylovou skupinou nebo arylalkylovou skupinou apod.

Termin ,acylovd skupina“ se tykd skupiny R-CO-, kde R je
alkylovd skupina, typicky niZz3i alkylovad skupina obsahujici 1

aZ 6 atomd uhliku.

Terminy ,halogen“, ,atom halogenu“ nebo ,halogenid" se

tykaji atomu fluoru, atomu chloru, atomu bromu a atomu jodu.

Termin ,arylovd skupina™ se tyk&d monocyklickych nebo
bicyklickych aromatickych uhlovodikovych skupiny majicich 6 az
12 atomd uhliku v kruhové c&éasti, Jjako Jje napfiklad fenylova
skupina, naftylova skupina a bifenylovd skupina apod., kazda

z nich maZe byt substituovana.

Terminy ,alkylarylovd skupina“™ nebo ,arylalkylova skupina™
se tykaji arylové skupiny navazané - prostfednictvim alkylové
skupiny, jako je napfiklad benzylovad skupina. Podobneé,

,arylalkenylova ékupina“ a ,arylalkynylovad skupina“ se tvkaji
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arylové skupiny navazané prostfednictvim alkenylové skupiny

nebo alkynylové skupiny, v daném po¥fadi.

Termin ,substituovand arylovad skupina™ se tykd arylové
skupiny substituované napfiklad jednim az &tyfmi substituenty,
jako je napriklad substituovand a nesubstituovand alkylova

skupina, alkenylova skupina, alkynylovd skupina a arylova

skupina, atom halogenu, trifluormethoxyskupina,
trifluormethylova skupina, hydroxyskupina, alkoxyskupina,
cykloalkyloxyskupina, heterocyklooxyskupina, alkanoylova

skupina, alkanoyloxyskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina,
arylalkylaminoskupina, cykloalkylaminoskupina, heterocyklo-
aminoskupina, dialkylaminoskupina, alkanoylaminoskupina,
thioskupina, alkylthioskupina, cykloalkylthioskupina, hetero-
cyklothioskupina, ureidoskupina, nitroskupina, kyanoskupina,
karboxyskupina, karboxyalkylova skupina, karbamylovd skupina,
alkoxykarbonylova skupina, alkylthionoskupina, aryl-
thionoskupina, alkylsulfonylovd skupina, sulfonamidoskupina,
aryloxyskupina, apod. Substituent miZe byt dé&le substituovéan,
napfiklad‘ atomem halogenu, hydroxyskupinou, alkylovou
skupinou, alkoxyskupinou, arylovou skupinou, substituovanou
arylovou skupinou, substituovanou alkylovou skupinou,

substituovanou arylalkylovou skupinou apod.

Termin ~cykloalkylova skupina™ se tyka volitelné
substituovanych, saturovanych cyklickych uhlovodikovych
kruhovych systémi, vyhodné obsahujicich 1 aZz 3 kruhy a 3 az 7
uhlika v kruhu, které mohou byt dale kondenzovany
s nesaturovanym karbocyklickym kruhem obsahujicim 3 az 7 atoml
uhliku.‘ Prikladné skupiny jsou cyklopropylova skupina,
cyklobutylovd skupina, cyklopentylova skupina, cyklohexylova
skupina, cyklbheptylové skupina, cyklooktylova skupina,
cyklononylovd skupina, c¢yklodecylovad skupina a adamantylova

skupina. Prikladné substituenty =zahrnuji Jjednu nebo vice
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alkylovych skupin nebo Jjednu nebo vice skupin popisovanych

vy3e jako substituenty alkylové skupiny.

Terminy ,heterocyklus™, ,heterocyklicky™ a ,heterocyklova
skupina® se tykaji volitelné& substituované, Uplné& saturované
nebo nesaturované, aromatické nebo nearomatické cyklické
skupiny, kterd je napfiklad monocyklicky kruhovy systém se 4
az 7 ¢&leny, bicyklicky kruhovy systém se 7 azZ 11 <cleny nebo
tricyklicky kruhovy systém s 10 aZz 15 ¢leny, ktery mé& alespon
jeden heteroatom v kruhu obsahujicim ' alespori jeden atom
uhliku. Kazdy kruh heterocyklické skupiny obsahujici
heteroatom miZe mit 1, 2 nebo 3 heterocatomy vybrané z atomi
dusiku, atomli kysliku a atomd siry, p¥icemz heteroatomy dusiku
a siry mohou byt také volitelné oxidovany. Atomy dusiku mohou
byt voliteln& ve form& kvartérniho dusiku. Heterocyklicka
skupina miZe byt pripojena ve kterémkoliv heterocatomu nebo

atomu uhliku.

Prikladné monocyklické heterocyklické skupiny jsou
pyrrolidinylova skupina, pyrrolylova skupina, indolylova
skupina, pyrazolylova skupina, oxetanylova skupina,
pyrazolinylovd skupina, imidazolylovd skupina, imidazolinylova
skupina, imidazolidinylova skupina, oxazolylova skupina,
oxazolidinylovad  skupina, isoxazolinylovd  skupina, isoxa-
zolylova skupina, thiazolylova skupina, thiadazolylova
skupina, thiazolidinylovd skupina, isothiazolylovéd skupina,
isothiazolidinylova skupina, furylovad skupina, tetrahydro-
furylovd skupina, thienylovd skupina, oxadiazolylova skupina,
piperidinylové skupina, piperazinylovd skupina, 2-oxo-pipe-
razinylovd skupina, 2-oxopiperidinylovd skupina, 2-oxo-pyrro-
lidinylova skupina, 2-oxazepinylova skupina, azepinylova
skupina, 4-piperidonylové skupina, pyridinylova skupina,
N-oxopyridylovd skupina, pyrazinylovad skupina, pyrimidinylova

skupina, pyridazinylovd skupina, tetrahydropyranylova skupina,
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tetrahydrothiopyranylové skupina, tetrahydrothiopyranyl-
sulfonovd skupina, morfolinylovd skupina, thiomorfolinylova
skupina, thiomorfolinylsulfoxidovad skupina, thiomorfolinyl-
sulfonovd skupina, 1,3-dioxolanovd skupina, l-dioxo-thienylova
skupina, dioxanylova skupina, thientanylova | skupina,
thiiranylovéa skupina, triazinylova skupina, triazolylova

skupina apod. vyhodné heterocyklové skupiny jsou pyridinylova

skupina, pyrazinylova skupina, pyrimidinylové skupina,
pyrrolylova skupina, pyrazolylova skupina, imidazolylova
skupina, thiazolylova skupina, oxazolylova skupina,

isoxazolylovd skupina, thiadiazolylova skupina, oxadiazolylova
skupina, thienylovd skupina, furanylové skupina, chinolinylova
skupina, isochinolinylova skupina, apod.

P¥ikladné bicyklické heterocyklické skupiny jsou
benzothiazolylové skupina, benzoxazolova skupina, benzo-

thienylova skupina, chinuklidinylovéb skupina, chinolinylova

skupina, N-oxido-chinolinylova skupina, tetrahydroiso-
chinolinylovéa skupina, isochinolinylova skupina,
benzimidazolylové skupina, benzopyranylova skupina,

indolizinylovd skupina, benzofurylovd skupina, chromonylové
skupina, kumarinylova skupina, cinnolinylové skupina,
chinoxalinylova skupina, indazolylova skupina, pyrrolo-
pyridinylovad skupina, furopyridinylové skupina (jako naptiklad
furo(2,3-c]lpyridinylovd .. skupina,. furo([3,2-blpyridinylova
skupina nebo furo[2,3-blpyridinylova skupina), imidazo-
pyridinylovd skupina (jako nap¥iklad imidazo[4,5blpyridinylové
skupina nebo imidazo[4,5-c]lpyridinylovd skupina), dihydroiso-
indolylova skupina, dihydrochinazolinylova skupina (jJako
naptriklad 3,4—dihydfo—4*oxochinazolinylové skupina), benziso-
thiazolylovéa skupina, benzisoxazolylova skupina,
benzodiazinylova skupina, benzofurazanylové skupina,

benzothiopyranylova skupina, benzpyrazolylova skupina,
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dihydrobenzofurylovd skupina, dihydrobenzothienylovad skupina,
dihydrobenzothiopyranylova skupina, dihydrobenzothiopyranyl-
sulfonova skupina, dihydrobenzopyranylova skupina,
indolinylov& skupina, isochromanylovd skupina, isoindolinylové
skupina, naftyridinylova skupina, ftalazinylova skupina,
piperonylovd skupina, purinylova skupina, pyridopyridylova
skupina, chinazolinylova skupina, tetrahydrochinolinylova
skupina, thienofurylovd skupina, thienopyridylova skupina,

thienothienylova skupina apod.

Termin ,heterocarylovd skupina“™ se tykd aromatického

heterocyklu.

Terminy »substituovana heterocyklova skupina"“ nebo
,Substituovand heteroarylova skupina“ se tykaji p¥islusné
skupiny. (heterocyklové skupiny nebo heterocarylové skupiny)
substituované jednim nebo vice substituenty. P¥ikladné
substituenty zahrnuji jednu nebo vice alkylovych skupin nebo
jednu nebo wvice skupin popsanych jako substituenty alkylové
skupiny. Substituovana heterocyklova skupina nebo
heteroarylovd skupina miZe byt substituovand monooxoskupinou
za vzniku naptriklad 4~oxo-1H-chinolinové skupiny.
Substituovand heterocyklovd skupina nebo heterocarylova skupina
miZe také byt substituovand substituovanou arylovou skupinou
nebo druhou substituovanou heterocyklovou skupinou =za vzniku
nap¥iklad 4-fenylimidazol-l-ylové skupiny nebo 4-(pyridin-3-
yl)imidazol-1-ylové skupiny.

Termin ,skupina chrdnici hydroxyskupinu“ se tyk& skupin
v oboru pro takovy ucel znamych. Bé&zné pouZivané
hydroxyskupinu chrénici skupiny jsou popsany napfriklad v praci
T. H. Greene a P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, 2. vydani, John Wiley & Sons, New York, 1991, ktera
je v tomto textu zahrnuta formou odkazu. Prikladné skupiny

chranici hydroxylovou skupinu jsou, ale bez omezeni,
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tetrahydropyranylova skupina, benzylova skupina,
methylthiomethylova skupina, ethythiomethylova skupina,
pivaloylova skupina, fenylsulfonylova skupina, trifeny-

lmethylovd skupina, trisubstituovand silylovad skupina, Jjako je
napriklad trimethylsilylova skupina, triethylsilylova skupina,
tributylsilylové skupina, tri-isopropylsilylova skupina,
t-butyldimethylsilylovd skupina, tri-t-butylsilylovéd skupina,
methyldifenylsilylovd skupina, ethyldifenylsilylova skupina,
t-butyldifenylsilylovd skupina apod., acylovid skupina a
aroylovad skupina, jako Jje naptriklad acetylovd skupina,
pivaloylbenzoylova skupina, 4-methoxybenzoylova skupina,
4-nitrobenzoylovd skupina a alifatickd acylarylova skupina

apod.

Krom& uvedenych substituci ve vySe popsanych skupindch
mohou sloudeniny podle vyndlezu obsahovat dal3i substituce,
kde je to vhodné. Naptiklad hlavni Ffetézec erythromycinu nebo
substituenty hlavniho FYetézce mohou byt dale substituované
(napt. nahrazenim jednoho 2z atoml vodiku nebo derivatizaci
skupiny bez atomu vodiku) jednim nebo vice substituenty, jako
je naptiklad alkylové skupina obsahujici 1 az 5 atomlt uhliku,
alkoxyskupina obsahujici 1 aZz 5 atomd uhliku, fenylova skupina
nebo funk&ni skupina. NAazorné priklady vhodnych funkénich
skupin Jjsou, ale bez omezeni, alkohol, sulfonové kyselina,
fosfin, fosfondt, fosfonova kyselina, thiol, keton, aldehyd,
ester, ether, amin, kvartérni amonium, imin, amid, imid,
imidoskupina, nitroskupina, karboxylovd kyselina, disulfid,
karbonat, isokyanét, karbodiimid, karboalkoxyskupina,
karbamdt, acetal, ketal, boronéat, kyanohydrin, hydrazon, oxim,
hydrazid, enamin, sulfone, sulfid, sulfenylova skupina a atom

halogenu.
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SloucCeniny podle predkladaného vynalezu

Vyhodnd& provedeni sloucenin podle predkladaného vyndlezu

zahrnuji slouceniny vzorce I

(vzorec I)

kde:

X je atom vodiku nebo fluorid,

R? je atom vodiku, skupina -COCH; nebo -COfenylova skupina,

R je methylovd skupina, propylovad skupina, vinylovad skupina,
butylovd skupina, 3-butenylova skupina, 3-hydroxylbutylova
skupina, 2-fluoroethylova skupina nebo 2~azidoethylova

skupina,

R® je skupina -OR?, kde R® je atom vodiku, alkylovd skupina

obsahujici 1 aZz 5 atomi uhliku nebo skupina -YZ

kde Y je alkylovd skupina obsahujici 1 aZz 10 atoml uhliku,
alkenylova skupina obsahujici 2 aZ 10 atom uhliku nebo
alkynylovd skupina obsahujici 2 aZ 10 atom@ uhliku, vyhodné&ji
alkylovd skupina obsahujici 3 aZ 6 atoml uhliku, alkenylova
skupina obsahujici 3 aZz 6 atomd wuhliku nebo obsahujici
alkynylovd skupina 3 aZ 6 atomd uhliku a Z je substituovana
arylova skupina, nesubstituovana arylova skupina,
substituovand heterocyklova skupina nebo nesubstituovana
heterocyklova skupina, vyhodné&ji substituovana nebo

nesubstituovand heteroarylovad skupina,

R je atom vodiku nebo R®.
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priklady vyhodnych substituovanych a

nesubstituovanych heterocyklt pro R® nebo R zahrnuji, ale bez

omezeni,

HoCO

/=y /~=n /=y
HMN, HN HN
2 N —
N
N N
H/m§N H<;:I> \:*>N
\A LN

kde substituovand nebo nesubstituovand heteroarylovd skupina

nebo jeji tautomerni formy mohou byt pIipojeny na kterémkoliv

vhodném atomu.

Dalsi prfiklady

substituovanych nebo nesubstituovanych

heterocykld pro R® nebo R zahrnuji béze nukleovych kyselin a

jejich derivaty,

jako je naptriklad




) SEENCRR MDA i &
s e iPes
jelBogiBe

kde baze nukleové kyseliny nebo derivat miZe byt pripojen na

kterémkoliv vhodném atomu.

Obzvla3t& vyhodné slouleniny podle predkladdaného vynédlezu

zahrnuji:

(vzorec IT)
kde X je atom H nebo atom F,

R je methylovd skupina, propylovéd skupina nebo vinylovéa

skupina a

R? je vybrany ze skupiny, kterou tvori
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Obzvlasté& vyhodné slouceniny podle pfedkladdaného vynéalezu

zahrnuji sloudeniny vzorce ITII

(vzorec III)
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kde X je atom vodiku nebo fluorid a R*® je vybrany ze skupiny,

kterou tvori

Y

N
2
N

C0
\«\/ﬁp \:\«’\mv
| haces

Obzvl4&té vyhodné jsou slouceniny vzorce I, kde:
X je atom vodiku nebo fluorid,
R je atom vodiku,
R? je atom vodiku, skupina -COCH; nebo -COfenylova skupina,

R*® je methylovd skupina, propylova skupina nebo vinylova

skupina, a,

R® je vybran ze skupiny, kterou tvo¥i 3-(chinolin-3-yl)prop-2-

enylova skupina, 3-(chinolin-3-yl)prop-2-ynylova skupina,
3-(chinolin-6-yl)prop-2-enylova skupina, 3-(chinolin-6-
yl)prop-2-ynylova skupina, 3-(chinolin-7-yl)prop-2-enylova

skupina, 3—fenylprbp—2—enylové skupina, 3-(naft-1l-yl)prop-2-
enylovd skupina, 3-(naft-l-yl)prop-2-ynylovad skupina, 3-(naft-
2-yl)prop-2-ynylové skupina, 5-fenylpent-4-en-2-ynylova
skupina, 3-(fur-2-yl)prop-2-ynylova skupina, 3-(thien-2-
yl)prop—2~énylové skupina, 3—(karbazol—3—yl)prop—ZFenylové

skupina a 3-(chinoxalin-6-yl)prop-2-enylova skupina.
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Obzvl143té vyhodné skupiny pro R Jsou atom H, fenylova
skupina, alkylovad skupina obsahujici 1 aZ 8 atomi uhliku nebo
alkenylovd skupina obsahujici 1 aZz 8 atomld uhliku volitelné
substituovand Jjednim nebo vice substituenty vybranymi ze
skupiny, kterou tvo¥i fenylovad skupina, hydroxyskupina a

nédsledujici substituované heterocyklové skupiny.

V)\(D Vk@_ VKF ’% \’/ &—Nli,}‘
R T < DT A T

Biosyntéza

Aglykonové meziprodukty mohou byt pripraveny metodami
popsanymi v patentech Spojenych Statd &. 5 672 491, 5 830 750,
5 843 718, 5 712 146, 5 962 290, 6 022 731, 6 066 721,
6 077 696 a 6 080 555, které Jsou vSechny v tomto textu
zahrnuty formou odkazu. V jednom provedeni mizZe byt
,neprirozeny prekurzor erythromycinu pfipraven zplisobem, ve
kterém Je vhodny substrat thiocesteru diketidu poskytnut
syntdzou 6-deoxyerythronolidu B (,DEBS“), kterd neni schopna
plisobit na svij pfirodni substrat, propionyl CoA, diky mutaci
v ketosyntdzové doméné& modulu 1 DEBS. Tato rekombinantni DEBS
miZe byt exprimovédna v p¥irozeném hostiteli, ktery normalné
vytvari erythromycin, Saccharopolyspora erythraea, nebo celé
skupina PKS genl miZe byt vloZena plazmidem do vhodného
hostitele, jako je naptiklad S. coelicolor (viz napf. Jacobsen
et al, Science 277: 367-369, 1997) nebo S.  lividans, ktery byl
modifikovan tak, aby se odstranil <cely jeho endogenni
aktinorodinovy aparadt pro syntézu polyketidu. Vhodnym

hostitelem by byla nap¥iklad S. coelicolor CH999/pJRJ2, ktera
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exprimuje mutantu 6-DEB syntéazy majici inaktivovanou

ketosyntdzu modulu 1.

Bezbun&&ny systém, Jjak byl popsdn v patentu Spojenych
Statt &. 6 080 555 a PCT prihlasce ¢. WO 97/02358, miZe také
byt pouzit pro produkci relevantnich PKS proteint
rekombinantn® a provadét Jjejich sekreci nebo lyzovat bunky,
které je obsahuji. Typicky bezbuné&ény systém by zahrnoval
vhodnou PKS, NADPH a vhodny pufr a substraty vyZadované pro
katalytickou syntézu polyketida.

Dadle, vhodné substraty thicesteru diketidu mohou byt
poskytovany PKS enzymlim  Jjinym, nez 6-DEB syntaze ze
Saccharopolyspora erythraea. Dal8i PKS enzymy zahrnuji 6-DEB
syntdzu z Micromonospora megalomicea a Jeji KS1® derivat
popsany v patentovych pf¥ihla3kdch Spojenych Stath &. 60/190
024 a 60/158 305, oleandolidovou PKS a Jjeji KS1' derivat
popsany v PCT p¥rihla3ce ¢&. Spojenych Stathd 99/24478 a
narbonolidovou PKS a jeji KS1' derivat popsany v publikaci PCT
WO 99/61599, ka?dad =z nich je =zahrnuta v tomto textu formou

odkazu.

Co se ty&e aglykonovych meziproduktt, kde R'® je methylova
skupina, vyZiva s diketidy neni nutnd, protoZe pozZadovany
aglykon miZe byt tvofen rekombinantni hostitelskou burnkou
Streptomyces coelicolor CH999/PCK7, Jjak Jje dale popsano

v tomto textu.

Takto pripravené aglykony Jjsou pak pridany k fermentacni

ptidé pro kmeny Saccharopolyspora erythraea, které glykosyluji

v polohdch C-3 a C-5, hydroxyluji v poloze C-12 a volitelné.

hydroxyluji v poloze C-6, v zavislosti na pouzitém kmenu.
Vyhodnd provedeni hydroxylaci a glykosylaci jsou slouleniny

obecného vzorce
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kde R'® je jak bylo popsdno d¥ive. Tyto a dal3i ,nepfirozené™
erythromycinové sloudeniny popsané detailné& vySe, jsou pouZity

jako vychozi latky pro dalsi chemickou syntézu.

Chemickd syntéza

Biosynteticky derivované vychozi latka je dale
modifikovana chemickou syntézou. Nasledné modifikace zahrnuji
halogenaci v C-2, vytvofeni ketoskupiny v C-3, vytvofeni
cyklického karbamdtu v C-11 a C-12, derivaci v C-6 hydroxylové
skupin& (kde v této poloze existuje hydroxylova skupina) a
jejich kombinace. V3echny vysledné slouceniny (vCetné& vsech

meziproduktd) jsou povaZovany za Cést predkladaného vynalezu.

KdyZ existuje hydroxylova skupina v C-6 poloze biologicky
derivované vychozi 1latky, Jje typicky modifikovana alkylovou
skupinou. Schéma 1 ukazuje Jeden zpusob alkylace C-6
hydroxylové skupiny vychdzejici z biologicky derivovaného C-13

modifikovaného erythromycinu A.
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Schéma 1

7

Strucné, C-9 ketoskupina vychozi erythromycinové

sloudeniny 1 Jje chrén&na skupinou chrénici ketoskupinu,
vyhodn& konverzi ketoskupiny na derivatizovany oxim (=NOR’,
kde R’ je substituovand nebo nesubstituovand skupina, jako je
napriklad alkylovd skupina obsahujici 1 aZ 12 atomd uhliku,
cykloalkylova skupina obsahujici 3 aZ 12 atomd uhliku, arylova
skupiha obsahujici 6 az 10 atomd uhliku a heterocarylova
skupina). Vyhodny derivatizovany oxim je vzorce =NOR’, kde R’
je isopropoxycyklohéxylové skupina, 3jako ve slouceniné 3.
Alternativné& misto vytvoreni oximu mizZe byt C-9 ketoskupina

redukovdna na hydroxylovou skupinu, kterd mlZe byt volitelné
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chridnéna selektivni skupinou chréanici hydroxylovou skupinu

pfed alkylaci v C-6 hydroxylové skupiny.

Hydroxylové skupiny sacharid@ (polohy 2’ a 4“) Jjsou
chrédnény s pouZitim ¢&inidel, jako Jje naptiklad acetanhydrid,
anhydrid kyseliny benzoové, benzylchloroformiat,

hexamethyldisilazan nebo trialkylsilylchlorid v aprotickém

rozpoustédle. Nazorné priklady aprotickych rozpoustédel
zahrnuiji dichlormethan, chloroform, tetrahydrofuran,
N-methylpyrrolidon, dimethylsulfoxid (,DMSOY) , dimethyl-

formamid (,DMF“) a trimethylsilylimidazol. Vyhodnd chranici
¢inidla zahrnuji trimethylsilylchlorid v trimethylsilyl-

imidazolu.

Vyslednd sloulenina 4 se reaguje s alkyla&nim agens, jako
jsou nap¥iklad alkylhalogenidy, sulfonaty a tosylaty,
v pritomnosti béze za vzniku slouceniny 5. Vyhodn& alkyladni
¢inidla zahrnuji alkylbromid R®Br, jako je  napfiklad
methylbromid, allylbromid, propargylbromid, 2—-fluoro-
ethylbromid, cinnamylbromid a krotonylbromid. Vhodné Dbaze
zahrnuiji hydroxid draselny, hydrid sodny, isopropoxid

draselny, t-butoxid draselny a aprotické rozpoustédlo.

Jakmile je alkylace C-6-hydroxylové skupiny dokoncCena,
sacharidové =zbytky a makrolidovy kruh mohou byt =zbaveny
" chrénici skupiny. Deprotekce glykosidovych skupin je provadéna
tak, jak bylo popséno v praci T. H. Greené a P. G. M. Wuts,
Protective Groups in Organic Synthesis, niZe. Podobné podminky
maji =za nasledek konverzi derivatizovaného oximu na =NOH.
JestlizZe tvorba nederivatizovaného oximu neni soucasné

s deprotekci, je konverze na oxim provadéna oddélene.

Oxim je odstranén a konvertovan na ketoskupinu
standardnimi metodami v oboru znamymi. Deoximac¢ni ¢inidla
zahrnuji anorganické slouceniny oxidd siry, jako je napriklad

PN v

hydrogensitid¢itan sodny, pyrosifi¢itan sodny, thiosiran sodny,
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apod. v tomto pfipad& jsou pouZit protickd rozpoustédla, jako
je nap¥iklad voda, methanol, ethanol, isopropanol,
trimethylsilanol a jejich smési. Obecné je deoximacni reakce
provadéna v pfitomnosti organické kyseliny, jako je napfiklad
mravendi kyselina. Produkt deoximaéni reakce je sloucenina 7,

C-6 alkylovany derivat vychozi latky.

C-6 alkylovand sloudenina 7 miZe byt dale modifikovana.
Napfiklad, kdyz R® je allylovd skupina, miZe byt podrobena
pusobeni oxidem osmi&elym za vzniku 2,3-dihydroxylpropylové
sloudeniny, ktery miZe byt déle esterifikovéna na kaZdém atomu
kysliku. 6-0O-allylovd sloulenina miZe také Dbyt oxidovana
m-chlor-peroxybenzoovou kyselinou v aprotickém rozpouStédle za
vzniku epoxyslou&eniny, kterd miZe byt oteviena aminy nebo
heteroarylovymi sloudeninami obsahujicimi atom N. Alternativné

miZe byt allylovy postranni Fetézec oxidovadn ve Wackerovych

podminkéch za vzniku substituentu —-0-CH,C (=0) CH3 nebo
ozonizovdn za  vzniku aldehydu. Aldehyd pak maZe byt
konvertovan na oxim, ktery se dale mizZe reagovat

s dehydrata&nim <&inidlem v aprotickém rozpou3té&dle za zisku
nitrilu. Alternativn&, aldehyd mbZe byt reagovdn s vhodnym
aminem a redukovan v pFitomnosti borohydridového redukéniho

‘&inidla za wvzniku aminu.

Vyhodnou modifikaci slouéeniny 7 Je tvorba ketoskupiny

v C-3, jak znédzornéno na schématu 2.
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Schéma 2

EDC), DMSO
chrénici CFaCO;
skupina R?

- nebo
NCS, MeyS, Et;N

C-3 sacharid je odstranén kyselinou, vyhodné vodnou HC1l
nebo deglykosyladnim enzymem za zisku odpovidajiciho derivatu
deskladinbézy 8. Vhodné kyseliny zahrnuji chlorovodikovou,
sirovou, chloroctovou, trifluoroctovou apod., Vv pritomnosti
alkoholu a vody. Reakéni casy jsou typicky 0,5 az 24 hodin pZi
teplot& p¥ibliZn& mezi -10 a 35 °C. Volnad hydroxylova skupina
zbyvajici sacharidové skupiny (,desamin™) v poloze C-5
erythromycinového hlavniho feté&zce je selektivné chranéna
chréanici  skupinou, jako Jje napfriklad acetanhydrid nebo
anhydrid kyseliny benzoové (pricemZ R® je Ac nebo Bz). C-3
hydroxylova skupina Jje oxidovana na ketoskupinu za zisku
slouc¢eniny 10. V tomto postupu je pouZito oxidac¢ni ¢&inidlo,
jako je naptriklad N~chlorsukcinimid-dimethylsulfid nebo
karbodiimid-dimethylsulfoxid. Typicky je sloucenina 9 pridana
k predem vytvotenému komplexu N-chlorsukcinimidu a
dimethylsulfidu v chldérovaném rozpoustédle, jako 7je naptiklad

methylenchlorid v -10 aZ 25 °C. Po michdni po dobu 0,5 aZ 4
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hodin byl pfiddn  tercidlni amin, jako je napriklad

triethylamin, za vzniku odpovidajiciho ketonu.

Slouc¢enina 10 mtZe také byt dale modifikovédna vyhodné
cyklickym karbamatem v polohdch C-11 a C-12. Jeden zpUsob

vytvoreni karbamatové skupiny je ukdzan ve schématu 3.

Schéma 3

€-10, C-11 i
tvorba dvojn - :
vazby J NaH
e ————
1,1'-karbonyl~
diimidazol

12 3

Kratce, sloudenina 11 Jje ptfipravena ze slouceniny 10,
naptiklad dvoufazovym postupem. Nejdiive jé C-11 hydroxylova
skupina pfednostné konvertovédna na odstupujici skupinu reakci
s alkyl nebo arylsulfonylchloridem, jako je napriklad
methansulfonylchlorid, v p¥itomnosti organické béaze, jako Je
napfiklad pyridin. V p¥idtim kroku Jje odstupujici skupina
odstran&na  plUsobenim diazabicykloundekanu ve vhodném
rozpoudtédle, jako je naptiklad aceton, za vzniku dvojné vazby
mezi C-10 a C-11. Sloudenina 11 se reaguje s 1,1’-karbonyl-
diimidazolem, a pak aminem RNH,. Odstranéni chréanici skupiny
2’ -hydroxylové skupiny Je provedeno methanolem za zisku
slougeniny 13. Alternativné&, .sloucenina 10 mbZe byt reagovéana
s 1,1 ~karbonyldiimidazolem v pritomnosti baze, jako je

napfiklad hydrid sodny, =za zisku sloueniny 12 pfimo, ktera
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pak miZe byt reagovdna s RNH, za vzniku poZadovaného produktu,

slouceniny 13.

Vyhodnd provedeni sloucenin podle vyndlezu obecné zahrnuji
substituovanou arylovou skupinou nebo heterocyklovou skupinou
v R nebo R?. Co se tyc¢e sloufenin, kde R Jje substituovana
arylovd skupina nebo heterocyklovd skupina, R* je vyhodné
alkylovd skupina obsahujici 1 aZz 10 atomd uhliku a vyhodné&ji
alkylovad skupina obsahujici 1 aZ 5 atoml uhliku, pricemZ Je
nejvyhodn&j3i CH;. Aby se =ziskaly slouceniny, kde R Je
substituovanad arylovad skupina nebo heterocyklovd skupina, je
pouzit odpovidajici amin, RNH,, jak bylo popsédno ve schématu 3.
Nazorné ptriklady vhodnych -R skupin jsou, ale bez omezeni:
chinolin-4-ylbutylova skupina, 4-fenylimidazol-1-ylbutylova
skupina, 4~ (pyridin-3-yl)imidazol-1-ylbutylova skupina,
4—(pyridin—B—yl)—imidazol—l—ylbutylové‘ skupina, pyridin-4-
ylbutylové skupina, 3H-imidazo[4,5-blpyridin-3-ylbutylova
skupina, 1H-imidazo[4, 5-b]pyridin-1~ylbutylova skupina, 1H~
imidazo[4,5-c]pyridin-1l-ylbutylova skupina, 3H-imidazo[4, 5~
clpyridin-3-ylbutylova skupina, 1H-imidazo[4, 5c]pyridin-1-
ylbutylova skupina, purin-7-ylbutylové skupina, purin-9-
ylbutylova skupina a 1H-imidazo[4, 5-b]lpyridin-1-ylbut-2-
enylovéa skupina a 4- (pyrimidin-5-yl)imidazol-1-ylbutylova

skupina.

Co se tyde sloucenin, kde R® Jje substituovanad arylova
skupina nebo heterocyklova skupina, R je vyhodné& atom vodiku.
A&koli tyto sloudeniny mohou byt vytvofeny kterymkoliv vhodnym

zplisobem, je vyhodnd dvoustupifiovd modifikace v C-6 hydroxylové

skupin&. Obecn&, je C-6 hydroxylova skupina modifikovana tak,

jak bylo popsano vy&e ve schématu 1 kromé& toho, Ze alkylbromid
YBr, kde Y je alkenylovd skupina obsahujici 2 az 10 atomd
uhliku nebo alkynylovd skupina obsahujici 2 az 10 atomi

uhliku, vyhodn&ji alkenylova skupina obsahujici 3 aZ 6 atomud
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uhliku nebo alkynylovad skupina obsahujici 3 aZz 6 atomd uhliku,
je pouZit ve vychozi alkylac¢ni reakci v C-6 hydroxylové
skupiné. Vysledny produkt je dale modifikovan tak, Jjak bylo

popsano ve schématech 2 a 3 a vyplyvd z néj slouCenina 13a.

Schéma 4

Heckova 0\—;3

reakce

Z-halogenid G
—— s e

—————

a‘! 3‘.-'

13a 14

Jak je ukdzédno ve schématu 4, slouenina 13a se reaguje
se Z-halogenidem v Heckovych podminkadch (Pd(II) nebo Pd(0),
fosfin a amin nebo anorganick& baze) za vzniku slouceniny 14,
pfitemZ Z Jje kondenzovan k Y. V téchto slouc¢eninach skupina -
YZ dohromady je R®. Nazorné pfiklady -YZ jsou, ale bez omezeni:
3-(chinolin-3-yl)prop-2-enylova skupina, 3—(chinoliﬁ—3—
yl)prop-2-ynylova skupina, 3-(chinolin~6-yl)prop-2-enylova
skupina, 3-(chinolin-6-yl)prop-2-ynylova skupina, 3-(chinolin-
7-yl)prop-2-enylovd skupina, 3-fenylprop-2-enylova skupina,
3-(naft-1-yl)prop-2-enylova skupina, 3-(naft-1-yl)prop-2-
ynylova skupina, 3-(naft-2-yl)prop-2-ynylova skupina,
5-fenylpent-4-en-2-ynylova skupina, 3-(fur-2-yl)prop-2-ynylova
skupina, 3-(thien-2-yl)prop-2-enylovd skupina, 3-(karbazol-3-
yl)prop-2-enylovd skupina a 3-(chinoxalin-6-yl)prop-2-enylova
skupina. Tyto derivaty mohou byt volitelné redukovany,
naptriklad vodikem a palladiem na uhli, za vzniku odpovidajici
slouc¢eniny, kde se Jjedna nebo vice dvojnych nebo trojnych
vazeb mezi dvéma atomy uhliku v Y stane upln& saturovanou

(napf. propenylovd skupina na propylovou skupinu).
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Co se tyce sloucenin, kde R® je atom vodiku (misto OR®), je
vyhodny zplsob vyroby C-3 ketoderivatd a derivatua C-11,12-

cyklického karbamdtu popsan ve schématu 5.

Schéma 5

1) MesSi-im/MeySiCl
2) NaH, 1,1-karbonyldiimidazol
3) HC!

1) (R,0
2) EDCI,DMSO,pyrH” CF3CO,”
3) volitelna halogenace

NaH

et e Wt
*4,1"-karbonyldiimidazol

1)RNHz, DMF
2) MeOH

13b
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V téchto sloulenindch Jje vytvofena dvojnad vazba mezi
uhliky 10 a 11 =za vzniku sloucdeniny 15 ptfed tvorbou
ketoskupiny v C-3. Vyslednd ketosloucenina miZe byt volitelné
halogenovana v tomto bodé& nebo ketosloucenina mbzZe byt
reagovana s 1,1 karbonyldimidazolem =za vzhiku sloucgeniny 12b.
Reakce sloueniny 12b s aminem RNH,, ndsledovand odstranénim
chrédnici skupiny na sacharidu desosaminu mé& za nésledek

derivdt cyklického karbamatu, slou&eninu 13b.

Tento modifikovany protokol je také vyhodny p¥i ptipravé
C-3 ketoderivatld a derivatd C-11,12-cyklického karbamétu, kde
R je vinylova skupina. Co se ty&e té&chto sloudenin, vychozi
alkylace v C-6 hydroxylové skupiné (vvhodné za wvzniku -0OCHj;
v této poloze) je dosaZena tak, jak bylo popsdno ve schématu
1. C-3 ketoderivdty a derivaty C-11,12-cyklického karbamatu

jsou pak pfipraveny tak, jak bylo popsé&no ve schématu 5.

VSechny kone¢né sloucCeniny, které jsou vysledkem reakci
popsanych ve schématech 1 aZz 5, mohou byt volitelné
halogenovédny v C-2 =za vzniku odpovidajicich halogenovanych
prot&jska. Vyhodné zplUsoby zahrnuji oSetfeni poZadované
slouceniny bédzi a elektrofilnim halogenad¢nim ¢&inidlem, jako je
naptiklad pyridiniumperbromid nebo N-fluorbenzensulfonimid.
Halogenované protéjsSky sloucenin 13 a 14 mohou byt vytvofeny
halogenaci  prislusné slou¢eniny nebo halogenaci jejiho
prislusdného prekurzoru, slouceniny 11, pted vytvorenim
cyklického karbamdtu. JestliZe Jjsou poZadované slouceniny
halogenované protéjsky slouceniny 14, Jje vyhodné halogenovat

slouc¢eninu 14 misto halogenace slouceniny 11.

Zplsoby pouziti

Tento vynadlez dale poskytuje zpusob 1léceni bakteridlnich

infekci nebo zvySeni aktivity dalsich antibakteridlnich agens
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u teplokrevnych Zivo&ichl, ktery =zahrnuje podavani =zvifatim
sloud¢eniny podle vyndlezu samotné nebo ve smé&si s fedidlem

nebo ve formé& léku podle vynalezu.

KdyZ jsou slouceniny pouZity pro vySe uvedeny. iCel, mohou
byt smichdny s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi
nosi¢i, nap¥. rozpouStédly, Ffedidly, apod. a mohou byt
podédvany perordlné v takovych formach, Jjako Jsou tablety,
tobolky, dispergovatelné prasky, granule nebo suspenze

obsahujici nap¥iklad p¥ibliZné& od 0,5 % do 5 % suspendujiciho

&inidla, sirupy obsahujici naptiklad p¥ibliZn& od 10 % do 50 %
cukru a elixiry obsahujici nap¥iklad p¥ibliZné od 20 % do 50 %

ethanolu, apod., nebo parenterdln& ve formé& sterilnich roztoku
nebo suspenzi pro injekci obsahujicich p¥ibliZné od 0,5 % do
5% suspendujiciho ¢inidla v izotonickém médiu. Tyto
farmaceutické p¥ipravky mohou obsahovat napfiklad pf¥ibliZné od
0,5 % a? do pribliZn& 90 % u&inné slozky v kombinaci

)

s nosi&em, obvykleji mezi 5 % a 60 % (hmotnostnimi).

P¥ipravky pro topickou aplikaci mohou mit formu kapalin,
krémt nebo gelll, obsahujicich terapeuticky u&innou koncentraci
slouceniny podle vynadlezu smichané s dermatologicky
prijatelnym nosicem.

P¥i vyrobé& pripravkd v perordlni lékové formeé maZe byt
pouzito kterékoliv z obvylech. farmaceutickych médii. Tuhé
nosice zahrnuji Skrob, laktézu, fosfat vapenaty,
mikrokrystalickou celuldzu, sachardézu a kaolin, zatimco tekuté
noside zahrnuji sterilni vodu, polyethylenglykoly, neiontoveé
surféktanty a jedlé oleje, Jjako Je napfiklad kuku¥icny,
aragidovy a sezamovy olej, Jjak Jjsou vhodné pro typ ucinné
slozky a pozZadovanou konkréetni formu podavani. Mohou byt
vyhodné& zahrnovéna adjuvancia obvykle pouZivand pfi pripravé

farmaceutickych p¥ipravk(, jako Jjsou napfiklad aromatizacni
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¢inidla, barviva, konzervacni ¢inidla a antioxidanty,

napfiklad vitamin E, askorbovad kyselina, BHT a BHA.

Vyhodné farmaceutické pripravky =z hlediska snadnosti
pripravy a podavani jsou tuhé pripravky, konkrétné& tablety a
tobolky pln&né tuhou latkou nebo tekutinou. Je vyhodné

perordlni podavani sloucenin.

Tyto u¢inné slouceniny  mohou také byt podévény
parenterdlné nebo intraperitonedlné&. Roztoky nebo suspenze
t&chto G&innych sloudenin jako volné baze nebo farmakologicky
p¥ijatelné soli mohou byt pfipraveny ve vod& vhodn& smichany
se surfaktantem, Jjako Jje napfiklad hydroxypropylceluldza.
Disperze mohou také byt pripraveny v glycerolu, tekutych
polyethylenglykolech a jejich smé&si v olejich. V béinych
podminkéch uskladnéni a pouZiti mohou tyto p¥ipravky obsahovat

konzerva&ni &inidlo pro prevenci rustu mikroorganismi.

Farmaceutické formy vhodné pro injekéni pouZziti =zahrnuji
sterilni vodné roztoky nebo disperze a sterilni prasky pro
neptedvidanou p¥ipravu sterilnich injek&nich roztokd nebo
disperzi. Ve v8ech pfipadech musi byt forma sterilni a musi
byt tekutd do takového rozsahu, ktery umoZni snadné pouziti

v injek&ni st¥ikacce. Musi byt stabilni v podminkéch vyroby a

uskladnéni a musi byt konzervovdna proti kontaminujicimu -

ptisobeni mikroorganismt, Jjako Jjsou napriklad Dbaktérie a
plisn&. Nosi¢ muZe byt rozpoudtédlo nebo disperzni médium
obsahujici napfiklad vodu, ethanol, polyol (nap¥. glycerol,
propylenglykol a tekuty polyethylenglykol), jejich vhodné
smé&si a rostlinné oleje.

U¢innd davka pouZité G&inné sloZky se mlZe ménit
v zavislosti na konkrétni pouzité slouceniné, zplsobu podavani
a zavaZnosti lé&eného chorobného stavu. Nicméné obecné jsou
ziskdny uspokojivé vysledky, kdyZz Jjsou slouCeniny podle

vynadlezu poddvany v denni davce pfibliZné od 0,1 mg/kg do
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pribliZné 400 mg/kg té&lesné hmotnosti zvirete, vyhodné
poddvané jednou denné nebo v rozdé&lenych davkach dvakrat az
Styrikrat denné& nebo ve formé& s prodlouZenym uvolfiovanim. Pro
vét3inu velkych savcia je celkovd denni davka ptfibliZné od
0,07 g do 7,0 g, vyhodné ptfibliZné& od 100 mg do 1000 mg.
Lékové formy vhodné pro vnit¥ni pouZiti obsahuji pfiblizZné od
100 mg do 500 mg u¢inné slouceniny v té&sné sme&€si s tuhym nebo
tekutym farmaceuticky p¥ijatelnym nosicem. Toto schéma davek
miZe byt upraveno =za vzniku optimdlni terapeutické reakce.
Nap¥iklad né&kolik rozdélenych davek mbZe byt podavano denné
nebo davka miZe byt proporciondlné redukovédna, jako indikovano

potF¥ebami terapeutické situace.

Vyroba vySe uvedenych farmaceutickych p¥ipravkd a 1éka je
providdéna kterymkoliv zplsobem v oboru znémym, napfiklad
smichdnim u&inné sloZky (G¢innych sloZek) s redidlem (Fedidly)
za vzniku farmaceutické kompozice (napf. granulatu), a pak

zformovadnim kompozice do 1léku (napf¥. tablet).

Obecné protokoly

Slou&eniny podle vyndlezu mohou byt pfipraveny s pouZitim
meziproduktu tvo¥enych chemicko-biosyntetickym postupem
zahrnujicim rekombinantni hostitelské buniky a metody organické
chemie. Kroky tohoto chemicko-biosyntetického postupu Jsou
popsany obecn& niZe, nasledované podrobnym popisem kaZdeho

kroku ve vyjmenovanych prikladech.

V prvnim obecném kroku zplsobu Jje pfipraven derivat
slouceniny, 6-deoxyerythronolid B (,6-dEBY), fermentaci
rekombinantni hostitelské  bunky Streptomyces. Fermentace
poskytujici 15-methyl-6-deoxyerythronolid B a 14,15-dehydro-6-
deoxyerythronolid B vyZaduje, aby byly fermentujici bunky

krmeny syntetickym diketidovym meziproduktem. P¥iprava téchto
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syntetickych diketidd je popsédna v pfikladu 1. Tyto syntetické
diketidy Jsou substraty pro 6-deoxyerythronolid B syntazu
(,DEBS“), kterd je neschopnad plsobit na svidj p¥firodni substrat
(propionyl CoA) diky mutaci v doméné ketosyntazy modulu 1
DEBS. Tato rekombinantni DEBS je poskytnuta plazmidem pJRJ2
v Streptomyces coelicolor CH999. S. coelicolor CH999 je popséan
v patentu Spojenych Statd &. 5 672 491, zahrnuto v tomto textu
formou odkazu. Derivat S. coelicolor CH999, S. coelicolor
K39-02, ktery byl geneticky modifikovan tak, aby obsahoval gen
ptpA, Jje popsadn Vv patentové p¥rihlasce Spojenych Stata &.
09/181 833, zahrnuté v tomto textu formou odkazu, mbZe také
byt pouZit za timto Glelem. Plazmid pJRJ2 kdéduje geny eryAl,
eryAII a eryAIII,' gen eryAI obsaZeny vV plazmidu obsahuje
nulovou mutaci KS1. Nulovd mutace KS1 zabranuje tvorbé 6-
deoxyerythronolidu B produkovaného genem divokého  typu,
pakliZe neni poskytnut exogenni substrat. Plazmid pJRJI2 a
postup pouZiti plazmidu pro pfipravu novych C-13-
substituovanych erythromycini jsou popsény v PCT publikacich
&. 99/03986 a 97/02358, v patentu Spojenych Stéthd &. 6 080 555
a 6 066 721 a v patentové p¥ihldsce Spojenych Stata pof. C.
09/311 756, podany 14. kvé&tna 1999, kaZdad z nich je zahrnuta
v tomto textu formou odkazu. Poskytované exogenni substraty
mohou byt pripraveny uvedenymi metodami a zahrnuji slouleniny
popsané v PCT patentové p¥ihlasce C. PCT/US00/02397 a
v patentové ptrihld&ce Spojenych Statt pof. C. 09/492 733, obé
podané 27. ledna 2000, pGvodci G. Ashley et al., a obé& jsou
zahrnuty v tomto textu formou odkazu. Mohou také byt pouZity
geny PKS jiné neZ ery geny, vhodné geny zahrnuji KS1 nulovou

mutaci obsahujici geny PKS oleandolidu a megalomicinu popsané

v patentové ptihldsce Spojenych Statua por. C. 09/ ,
podané 4. rijna 2000, nazvané Recombinant Megalomicin
Biosynthetic Genes, ptvodci Robert McDaniel a Yana

Volchegursky, 60/158 305, podané 8. ¥ijna 1999 a 09/428 517,
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podané 28. ¥ijna,1999 a PCT patentové pfihldSce &. US99/24478,
podané 22. tijna, 1999, kaZdd z nich je zahrnuta v tomto textu

formou odkazu.

Fermentace pro produkci 14-nor-6-deoxyerythronolidu B
nevyZaduje vyZivu diketidem, protoZe poZadovana sloucenina je
tvorena rekombinantni ‘hostitelskou bunkou Streptomyces
coelicolor CH999/PCK7. Plazmid pCK7 Jje popsédn Vv patentu
Spojenych Statd &. 5 672 491 a obsahuje geny DEBS. MuZe také
byt pouZit derivat plazmidu pCK7, pKOS0ll-26. Hostitelska
bufika obsahujici pKOS011-26 a rekombinantni gen ptpA je
nazvéna S. coelicolor 27-26/pK0S011-26. Tyto hostitelské bunky
produkuji jak 6-deoxyerythronolid B tak 1l4-nor-6-deoxy-
erythronolid diky inkorporaci propionyl CoA a acetyl CoA,
které oba slouZi jako substraty pro DEBS.

Fermentace Streptomyces coelicolor CH999/PJRJ2 a
S. coelicolor CH999/PCK7 je popséna v prikladu 2. Izolace
6-deoxyerythronolidovych produktd, které jsou diasledkem této

fermentace, je také popsédna v prikladu 2.

Izolované produkty jsou pak pfidény k fermentaénimu médiu
kmeni Saccharopolyspora erythraea, aby se vytvafely dalsi
pouzitelné meziprodukty sloucenin podle vynalezu. Kmeny

S. erythraea katalyzuji biosyntézu a pfipojeni sachariddvych

zbytkld k polohém C-3 a C5 6-dEB derivath -sloucenin. Tyto kmeny

také obsahuji funk&ni produkt genu eryK, a tak hydroxyluji
6-dEB derivaty sloudenin v poloze C-12. Kmeny se 1i3i, pokud
jde o to, zda je vytvafen funkéni produkt genu eryF. JestliZe
je tomu tak, pak jsou vytva¥ené slouceniny hydroxylovany také
v poloze C-6. JestliZe tomu tak neni, pak je tvofen derivat 6-
deoxyerythromycin A. Tyto S. erythraea fermentace jsou popsany
v prikladu 3, spolu s izolaci erythromycin A derivatu

slouleniny z fermentac¢niho média.
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Izolované produkty jsou pak pouZity jako vychozi 1latky
v chemické syntéze sloudenin podle vynalezu. Co se tycCe
erythromycin A derivatd slouCenin podle vynalezu, které
obsahuji 6-hydroxylovou skupinu, priklady 4 aZz 6, 11 a 16
popisuji postup alkylace sloucenin, aby vznikl C-6-O-alkylovy,
C-6-0-allylovy a C-6-O-propargylovy meziprodukt.

Co se ty&e sloudenin podle vynalezu, které jsou derivaty
erythromycinu A, které obsahuji C-6-O-alkylové skupiny,
priklady 7 aZz 9 popisuji zplsob vyroby 10, 11-anhydroslouenin

podle vynédlezu.

P¥iklad 10 popisuje zpGsob vyroby C-2 halogenovanych
sloudenin podle vynélezu. Konkrétné&, sloucenina, ktera ma byt
halogenovdna, Jje podrobena plsobeni baze a elektrofilniho
halogena&niho ¢&inidla, Jjako je naptiklad pyridiniumperbromid
nebo N-fluorbenzensulfonimid. P¥iklad 12 popisuje postup
odstran&ni sacharidu kladinézy z derivatd erythromycinu A
obsahujicich C-6-0O-allylovou skupinu a oxidaci vysledné
C-3-hydroxylové skupiny na keton. PZiklad 13 ukazuje konverzi
sloudenin obsahujicich C-6-0-allylovou skupinu na nékolik
pouZitelnych meziproduktt v syntéze slouCenin podle vynélezu;
priklad 14 popisuje syntézu slouleniny vzorce I, kde R = H,
R = H, X = H a R® = 0O-allylova skupina. Priklad 15 popisuje
postup konverze makrolidd obsahujici 6-O-allylovou skupinu a
funk&ni  skupiny 11,12¥cyklického karbamdtu na slouceniny
vzorce I prostfednictvim Heckovy reakce a nadsledné odstrané&ni
chranici skupiny sacharidu desosaminu. Pfiklad 16 popisuie
alkylaci sloudenin na 6-O-propargylové meziprodukty a priklad
17 popisuje konverzi 6-O-propargylové skupiny na 6-0-
propynylheteroarylové slouceniny vzorce I.

Co se ty&e sloudenin podle vynalezu, které jsou derivaty

erythromycinu A, a které neobsahuji C-6 hydroxylovou skupinu,

priklady 18 aZ 20 popisuji zpusob vyroby 10, 11-anhydro-
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sloudenin podle vyndlezu. Tyto reakéni postupy jsou ukazany ve

schématech 5 a ©.

Pr¥iklad 21 popisuje postup syntézy 1H-imidazo[4,5-
b]pyridin-1-(4- amino-2-butenu), aminu pouZitého v syntéze

sloudenin podle vyndlezu, kde R = 1H-imidazol[4,5-blpyridin.

Postup konverze 10,l1l-anhydrosloucenin na karbamatové
derivaty sloudenin podle vyndlezu je popsan v prikladech 22 a
23. Aminy pouZité v syntéze karbamdtovych derivatd sloucenin
vzorce I jsou bud komer&n& dostupné nebo mohou byt snadno
pfipraveny tak, jak bylo popséno v Denis et al, Bioorg. Med.

Chem. Lett., 9: 3075-3080, 1999.

Priklady provedeni vynalezu

P¥iklad 1
Pr¥iprava thioesterli diketidu

V tomto prikladu byly popsany zpusoby pouZité pro pripravu
N-acetylcysteaminthiocestertd (,NACSY) pouZzivanych pro vyZivu
rekombinantnich hostitelskych bun&k Streptomyces, aby tvofily
meziprodukty 15-methyl a 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolidu B.
Protokoly pro syntézy popsané niZe Dbyly také popsany
v patentové prihla3ce Spojenych Statd pof. C. 09/492 733,
pGvodci G. Ashley, M. Burlingame a I. Chan-Kai, v tomto textu

zahrnuto formou odkazu.

Tak (2S,3R)-2-methyl-3-hydroxyhexanoat NACS (Pfipfava E),
ktery byl pouzit pro pfipravu meziproduktu 15-methyl-6-
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deoxyerythronolidu B, byl p¥ipraven reakci (4S)-N-[(2S5,3R)-2-

methyl-3-hydroxyhexanoyl]-4-benzyl-2-oxazolidinonu (Ptiprava
D) s N-acetylcysteaminem (Pfiprava B). N-acetylcysteamin byl
déle ptipraven z N,S-diacetylcysteaminu (P¥iprava A). (4S)-N-

[ (28, 3R) -2-methyl-3-hydroxyhexanoyl]-4-benzyl-2-oxazolidinon
(P¥iprava D) byl pripraven z (4S)-N-propionyl-4-benzyl-2-

oxazolidinonu (propionyl~nox, PEiprava C).

Podobnym zplsobem, (2S,3R)-2-methyl-3-hydroxy-4~-pentenoat
NACS (P¥iprava G), ktery byl pouZit pro pripravu meziproduktu
14, 15-dehydro-6-deoxyerythronolidu B, byl pfipraven reakci
(4S)—N—[(ZS,3R)—2—methyl—B—hydroxy—4—pentenoyl]—4—bénzyl—2—
oxazolidinonu (PFiprava F) s N-acetylcysteaminem (Pfiprava B).
(4S) -N-[ (28, 3R) -2-methyl-3-hydroxy-4-pentenoyl]-4-benzyl-2-
oxazolidinon (P¥iprava F) byl pfipraven z (4S)-N-propionyl-4-

benzyl-2-oxazolidinonu (propionyl-nox, P¥iprava C).

A: Pfiprava N, S-diacetylcysteaminu

50,0 g hydrochloridu cysteaminu bylo vloZeno do trojhrdlé
bafky s kulatym dnem o objemu 1 1 vybavené magnetickym
michadlem, 2 adi&nimi n&levkami a pH elektrodou. Bylo p¥fidéno
300 ml vody a michany roztok byl ochlazen na ledu. pH bylo
upraveno na 8,0 pfidadnim 8N KOH. Do jedné adic¢ni nalevky bylo
vloZeno 125 ml acetanhydridu a do druhé adié&ni nélevky bylo
vlioZeno 350 ml 8N KOH. Acetahhydrid byl po kapkdch pridavan
k roztoku cysteaminu, p¥ic¢emz 8N KOH byl pfidavan tak, aby
udrzoval reakci pH na 8 * 1. Poté, co bylo pridani
acetanhydridu ukon&eno, pH bylo upraveno na 7,0 s pouZitim
1IN HCl a smé&s byla ponechdna za michdni po dobu 75 minut na
ledu. Tuhy NaCl byl pfidédn do dosaZeni saturace a roztok byl
4-krat extrahovdn s pouZitim 400 ml porci CHyCl,. Organické
extrakty byly spojeny, ususeny nad MgSOQy, filtrovany

a koncentrovany za sniZeného tlaku za =zisku 68,9 g (97%
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vyt&Zek) bled& Zlutého oleje, ktery krystalizuje pfi stani ve

4 °cC.

B: Ptiprava N-acetylcysteaminu

42,64 g N,S-diacetylcysteaminu bylo vloZeno do banky
s kulatym dnem o objemu 2 1 vybavené magnetickym michadlem a
rozpudté&no v 1400 ml vody. Baitka byla naplnéna N; a smés byla
ochlazena Vv ledové 1lazni. Bylo p¥idédno 49,42 g hydroxidu
draselného a smé&s byla michdna po dobu 2 hodin na ledu
v inertni atmosféfe. pH bylo upraveno na 7 s pouzitim 6N HCl a
tuhy NaCl byl p¥iddn do dosaZeni saturace. Smé&s byla
extrahovana 7-krat s 500 ml porcemi CHyCl,. Organické extrakty
byly spojeny, usudeny nad MgSQs, filtrovany a koncentrovany za
sniZeného tlaku za zisku 30,2 g (96% vytéZek) produktu. Tato
latka byla destilovéna okamzité pfed pouZitim, teplota varu

138-140 °C/7 mmHg.

C: P¥iprava (48) -N-propionyl-4-benzyl-2-oxazolidinonu

(propionyl-nox)

Suchd trojhrdla batika s kulatym dnem o objemu 1 1 vybavena
adiéni ndlevkou o objemu 500 ml a michadlem byla naplnéna 20 g
(48)-4-benzyl-2-oxazolidinonu, uzavrena septem a naplnéna
dusikem. Kanylou bylo pfidano 300 ml bezvodého THF a v&sledny
roztok byl ochlazen v lazni se suchym ledem a isopropanolem o
teplot& -78 °C. Do adiéni nélevky bylo pfidéno kanylou 78 ml
n-butyllithia (1,6 M v hexanu), ktery byl pridavadn pomalym
proudem k reakci. Injekéni stiikackou bylo rychle pfidano 8,0
ml destilovaného propionylchloridu (teplota varu 77 az 79 °C) .

Reakce byla ponechadna za michédni po dobu 30 minut v lazni se

suchym ledem a isopropanolem.
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Reakce byla odstran&na z chladné lazné&, ponechana zahtat
se na > 0 °C a zastavena 50 ml saturovaného vodného NH4Cl. Smés
byla koncentrovadna na suspenzi na rotalni odparce. Suspenze
byla t¥ikrat extrahovana 250 ml porcemi ethyletheru. Organické
extrakty byly spojeny a promyty po 50 ml saturovaného vodného
NaHCO; a solanky, usuSeny nad MgSOs, filtrovény a koncentrovany
za vzniku Zlutého oleje. Latka krystalizovala p¥i stéani.
Krystaly byly triturovdny jednou chladnym hexanem o teplotée -
20 °C za vzniku 21,0 g (80% vyt&Zek) bilé krystalické latky,
tt. 41-43 °C. APCI-MS: m/z = 234 (MH"), 178,117. 'H NMR (360
MHz, CDCls) & 7,2-7,4 (5H, m), 4,67 (1H, m, Ha), 4,14-4,22 (2H,
m, Hs), 3,30 (1H, dd, J 3,13 Hz, benzylovy), 2,89-3,03 (2H,
m, H'), 2,77 (1H, dd, J = 9,13, benzylovy), 1,20 (3H, t, J =7
Hz, Hy' ).

D: Priprava (48)-N-[ (28, 3R) -2-methyl-3-hydroxyhexanoyl]-4-

benzyl-2-oxazolidinonu

Suchd trojhrdla batika s kulatym dnem o objemu 2 1 vybavena
adiéni nalevkou o objemu 500 ml, teplom&rem pro mé&¥eni nizkych
teplot a michadlem byla naplnéna 19,84 g N-propionyl-
oxazolidinonu, uzav¥ena septem a naplnéna dusikem. Kanylou
bylo p¥idédno 100 ml bezvodého dichlormethanu a vysledny roztok
byl ochlazen na -65 °C v lazni se suchym ledem a
isopropanolénu Do adi&ni nalevky bylo pfidéno kanyloulOO0 ml
dibutylborontriflatu (1,0 M v dichlormethanu), ktery Dbyl
pfridavan pomalym proudem k reakci. Injek&ni st¥ikadkou bylo po
kapkédch pf¥idévano 15,6 ml triethylaminu pri udrzZovani teploty
reakce pod -10 °C. Reakce pak byla prenesena do ledové 1lazné a
ponechdna za michani v 0 °C po dobu 30 minut. Po tomto obdobi
byla reakce vradcena do lazn& se suchym ledem a isopropanolem a

ponechdna vychladnout na -65 °C. Injek&ni stfikackou bylo
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rychle pridano 8,6 ml butyraldehydu a reakce byla ponechéana za

michadni po dobu 30 minut.

Reakce byla pfenesena do ledové lazné& a do adiéni nalevky
bylo pfidédno 100 ml 1M vodného fosfatového roztoku, pH 7,0,
(fosfatovy roztok se skladal ze stejného moldrniho mnozZstvi
hydrogen- a dihydrogenfosforeénanu draselného). Fosfatovy
roztok byl p¥idadn co nejrychleji p¥i udrZovani teploty reakce
pod 10 °C. Do adi&ni nélevky pak bylo pfidédno 300 ml
methanolu, ktery byl p¥idadvan co nejrychleji pfi udrZzovani
teploty reakce pod 10 °C. Nakonec bylo do adiéni nalevky
pfidano 300 ml sm&si methanolu a 30% peroxidu vodiku v poméru
2:1. Smé&s byla ptidavéna po kapkéch, aby se =zajistilo, Ze
teplota byla udrZovéna pod 10 °C. Reakce byla michdna po dobu
jedné hodiny po dokonceni pfidadvani. Rozpoustédlo pak bylo
odstran&no na rotaéni odparce, dokud nezlistala suspenze.
Suspenze byla 4-krat extrahovana 500 ml porcemi ethyletheru.
Spojené organické extrakty byly promyty po 250 ml saturovaného
vodného hydrouhli&itanu sodného a solanky. Extrakt pak byl
usufen nad MgSO,, filtrovan a koncentrovadn za vzniku bledé
¥lutého oleje. Latka pak byla podrobena chromatografii na SiO;
s pouZitim 2:1 smési hexanu a ethylacetdtu (produkt Rf = 0,4)
s poskytnutim 22,0 g (85% vytézek) sloudeniny uvedené v néazvu

jako bezbarvého oleje.

APCI-MS: m/z 306 (MH'), 'H NMR (360 MHz, CDCl3) & 7,2-7,4 (5H,
m, fenyl), 4,71 (1H, m, Hg), 4,17-4,25 (2H, m, Hs), 3,96 (1H,
m, Hs’), 3,77 (1H, dq, J = 2,5, 7 Hz, H'), 3,26 (1H, dd, J =
4,13 Hz, benzyl), 2,79 (1H, dd, J = 9, 13 Hz, benzyl), 1,5-1,6
(2H, m, He'), 1,3-1,5 (2H, m, Hs"), 1,27 (3H, d, J = 7 Hz, 27 -
Me), 0,94 (3H, t, J = 7 Hz, H¢).
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E: Priprava thioesteru N-acetylcysteaminu (28, 3R)-2-methyl-3-

hydroxyhexanoatu

N-acetylcysteamin byl destilovan ve 130 °c/7 mm Hg za
vzniku bezbarvé kapaliny p¥i teplot& mistnosti. Suchéa
trojhrdld bafika s kulatym dnem o objemu 1 1 vybavend adiéni
nadlevkou o objemu 500 ml a michadlem byla uzavfena septem a
napln&na dusikem. Do banky pak bylo injek&ni st¥ikackou
pridano 10,7 ml N-acetylcysteaminu a kanylou 400 ml bezvodého
THF. Sm&s byla ochlazena lazni se smé&si MeOH a ledu. Injekéni
st¥ikadkou bylo po kapkdch p¥idavano 64 ml butyllithia, 1,6M
v hexanu, co? mé&lo za nasledek tvorbu bilého precipitatu. Po
michani po dobu 30 minut bylo injek&ni st¥ikackou po kapkach
ptidadvédno 51 ml trimethylaluminia, 2,0M v hexanu. Reakce se
stala &irou po ptridani trimethylaluminia a byla ponechana za
michani dal$ich 30 minut. B&hem tohoto obdobi 20,5 g (0,068
mol) (48) =N-[ (28, 3R) -2-methyl-3-hydroxyhexanoyl] -4-benzyl-2-
oxazolidinonu bylo vloZeno v dusikové atmosfére a rozpu3téno
v 100 ml bezvodého THF, tento roztok pak byl pfenesen pomalym
proudem kanylou do reakce. Vyslednd reakéni smés se zménila na
lutozelenou barvu a byla ponechdna za michdni po dobu 1
hodiny. Reakce byla ukoncena, kdyZ vychozi 1latka uZ nemohla
byt déle sledovana chromatografickou analyzou na tenké vrstveé

(p¥ibl. 1 hodina).

Reakce byla podrobena pusobeni dostatecného mnozstvi
saturované stavelové kyseliny za vzniku neutrdlni reakce pfi
zkousSeni pH papirkem (p¥ibliZné& 90 ml). Rozpoustédla pak byla
odstran&na na rotadni odparce =za vzniku bild suspenze.
Suspenze byla extrahovana Sestkrat 250 ml porcemi ethyletheru.
Organické extrakty byly spojeny a promyty solankou, usuSeny
nad MgSO,, filtrovany a koncentrovany za vzniku bledé Zlutého
oleje. Thioesterovy produkt byl purifikovdn velmi rychlou

chromatografii na Si0; s pouzZitim smé&si hexanu a ETOAcC 1:1 az
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do eluce 4-benzyl-2-oxazolidinonu. V tomto bodu byl systém
rozpousdt&del zmé&n&n na 100% EtOAc za vzniku <&istych frakel
thioesteru diketidu. Frakce s produktem byly spojeny a
koncentrovany za vzniku 14,9 g (89% vyté&Zek) slouCeniny
uvedené v ndzvu. Tato sloudenina Jje nazyvédna thioester

propyldiketidu v p¥ikladu 2.

APCI-MS: m/z 248 (MH'), 'H NMR (360 MHz, CDCl;) & 95,8 (5 s,
iH), 3,94 (dt, 1H), 3,46 (m, 2H), 3,03 (dt, 2H), 2,71 (dq,
1H), 1,97 (s, 3H), 1,50 (m, 2H), 1,37 (m, 2H), 1,21 (4, 3H),
0,94 (t, 3H).

F: P¥iprava (4S)-N-[(2S,3R)-2-methyl-3-hydroxy-4-pentenoyl]-4-

benzyl-2- oxazolidinonu

Such& trojhrdla bafika s kulatym dnem o objemu 2 1 vybavena
adi&ni nalevkou o objemu 500 ml, teplom&rem pro méfeni nizkych
teplot a michadlem byla naplnéna 20,0 g propionyloxazolidinonu
a uzavPfena septem a naplnéna dusikem. Bylo pfidéno 100 ml
bezvodého dichlormethanu a vysledny zroztok byl ochlazen na
-15 °C v lazni se smé&si methanolu a ledu. Bylo pfridano 100 ml
dibutylborontriflatu, 1,0M v dichlormethanu, pomalym proudem
prost¥ednictvim adiéni nélevky takovou rychlosti, aby se
udrZovala teplota reakce pod 3 °C. Injekéni stfikackou bylo po
kapkach pfidévéno 17,9 ml diisopropylethylaminu, opét se
udrZovala vnit¥ni teplota pod 3 °C. Reakce pak byla ochlazena
na -65 °C s pouZitim 1l&zn& se suchym ledem a isopropanolem.
Akrolein byl pridavan injekéni st¥ikac¢kou po dobu 5 minut.
Reakce byla ponechana za michéni po dobu 30 minut po dokonceni
pridani.

Reakce pak byla pfenesena do ledové lazn& a do adicéni
nadlevky bylo p¥idano 120 ml (0,1 mol) 1M vodného fosfatového

roztoku, pH 7,0 (fosfatovy roztok se skladal ze stejného
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molarniho mnozstvi hydrogen- a dihydrogenfosforednanu
draselného). Fosfatovy roztok byl priddvadn co nejrychleji pfi

udrzovani teploty reakce pod 10 °C. Do adiéni ndlevky pak bylo
priddno 400 ml methanolu, ktery byl pfidédn co nejrychleji pfi
udrZovani teploty reakce pod 10 °C. Koneéné bylo do adiéni
ndlevky ptidano 400 ml smési methanolu a 30% peroxidu vodiku
2:1 pocCatelnim p¥iddvanim po kapkdch za udrZovéni teploty pod
10 °C. Reakce byla michdna po dobu jedné hodiny. Rozpoustédlo
bylo odstran&no s pouZitim rotacéni odparky za vzniku suspenze.
Suspenze byla 4-krat extrahovédna 500 ml porcemi ethyletheru.
Organické extrakty byly spojeny a promyty po 250 ml
saturovaného hydrouhli&itanu sodného a solanky, pak usuSeny
nad MgSO,, filtrovany a koncentrovdny za vzniku bled& Zlutého
oleje. Titrace hexanem indukovala krystalizaci. Rekrystalizace
z etheru pridanim hexanu mé&la za néasledek 13,67 g (55%

vytéZek) produktu.

'H NMR (360 MHz, CDCls) & 7,2-7,4 {(m, 5H), 5,86 (ddd, 1H), 5,35
(dt, 1H), 5,22 (dt, 1H), 4,71 (m, 1H), 4,51 (m, 1H), 4,21 (m,
2H), 3,89 (dg, 1H), 3,26 (dd, 1H), 2,80 (dd, 1H), 1,25 (d,
3H) .

G: Priprava thioesteru N-acetylcysteaminu (2S,3R)-2-methyl-3-
hydroxy-4-pentenocatu

N-acetylcysteamin byl destilovdn ve 130 °C/7 mm Hg za
vzniku bezbarvé kapaliny p¥i teploté mistnosti. Suché
trojhrdlad bafika s kulatym dnem o objemu 1 1 vybavend adicni
nadlevkou o objemu 500 ml a michadlem byla uzaviena septem a
napln&na dusikem. Do bafiky pak bylo injekéni stiikackou
ptiddno 7,5 ml N-acetylcysteaminu a kanylou 500 ml bezvodého
THF. Reakce pak byla ochlazena lazni se smé&si MeOH a ledu.

Injekéni strikackou bylo po kapkach  pridéavano 44 ml
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butyllithia, 1,6M v hexanu. Bily precipitat byl vytvafen, jak
bylo p¥idadvédno n-BuLi. Po michadni po dobu 30 minut bylo
injek&ni st¥ikackou po kapkach pridavano 35,5 ml (0,071 mol)
trimethylaluminia, 2,0. M v hexanu. Reakce se stala <Cirou po
p¥idédni trimethylaluminia a byla ponechdna za michani dal3ich
30 minut. 13,6 g (4S)-N-[(2S,3R)-2-methyl-3-hydroxy-4-
pentenoyl1—4—benzyl—Z—oxazolidinonu z Pfipravy F bylo vloZeno
v dusikové atmosfé¥e a rozpud3téno v 50 ml bezvodého THF a
tento roztok pak byl p¥enesen pomalym proudem kanylou do
reakce. Vyslednad reakini smé&s se zménila na Zlutozelenou barvu
a byla ponechadna za michadni po dobu 1 hodiny. Bylo usouzeno,
e reakce byla ukon&ena, kdyZ vychozi latka uZ nemohla byt
déle sledovadna chromatografii na tenké vrstvé (pfibl. 30

minut.).

Bylo p¥ridano dostatedné mnoZstvi saturované éﬁaveiové
kyseliny za vzniku neutrdlni reakce p¥i zkouSeni pH papirkem
(pFibli%n& 60 ml). Rozpoudté&dla pak byla odstranéna na rotacdni
odparce za vzniku bilé suspenze. Suspenze byla extrahovana
Sestkrat 250 ml porcemi ethyletheru. Organické extrakty byly
spojeny, promyty solankou, usudeny nad MgSOs, filtrovany a
koncentrovény za vzniku bled& Zlutého oleje. Thiocester pak byl
purifikovan velmi rychlou chromatografii na SiO;. Kolona byla
promyvdna sm&si hexanu a ethylacetdtu 1:1 aZ do eluce
oxazolidinonu. V tomto bodu eluent byl zménén na 100%
ethylacetat za vzniku &istych frakci s produktem. Frakce byly
spojeny a koncentrovany za vzniku 7,7 g (71% vytézek)
produktu, slouceniny uvedené v nézvu. Tento produkt je nazyvan

thioester vinyldiketidu v p¥ikladu 2.

~

4 NMR (360 MHz, CDCl3) & 5,82 (ddd, 1H), 5,78 (& s, 1H), 5,32
(dt, 1H), 5,21 (dt, 1H), 4,47 (m, 1H), 3,45 (m, 2H), 3,04 (m,
2H), 2,81 (dq, 1H), 1,96 (s, 3H), 1,22 (d, 3H).
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P¥iklad 2

Pf¥iprava erythronolidl

A: Priprava 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolidu B

Streptomyces coelicolor CH999/PJRJ2 byl popsan v patentech
Spojenych Stath &. 6 066 721 a 6 080 555, kazdy =z nich Je
v tomto textu zahrnut- formou odkazu. Plazmid pJRJ2 kéduje
mutovanou formu DEBS, ve které byla ketosyntdzovd doména
modulu 1 (KS1) inaktivovéna prostfednictvim mutageneze (KS1%) .
Kmeny S. coelicolor obsahujici tento plazmid, kterym byl
podavan thioester vinyldiketidu p¥ipraveny podle pfikladu 1,

produkuji 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolid B.

Dvacet izoldt® S. coelicolor CH999/PJRJ2 bylo testovano na
schopnost konvertovat thioester wvinyldiketidu na 14,15-
dehydro-6-deoxyerythronolid B. ZmraZeny =zasobni roztok se
spérami byl naredén, nanesen na misky s RZYE agarem
obsahujicim 50 mg/l thiostreptonu a spéry byly pé&€stovany ve 30
°C po dobu 5 dnfi, aby se =ziskaly jednotlivé kolonie. Kazdy
litr R2YE média obsahuje 103 g sacharézy, 10 g glukézy, 10,12
g MgCl,+ 6H,0, 0,25 g K,S0q4, 0,1 g ,Casamino acids™
(kasaminokyseliny, sSmés aminokyselin z kyselé hydrolyzy
kaseinu), 5 g kvasinkového extraktu, 5,73 g pufru TES (N-
tris[hydroxymethyl]lmethyl-2-aminoethansulfonovd kyselina, od
firmy Sigma), 22 g agaru (kdyZ je obsaZen) a 2 ml roztoku
stopovych prvki. Po autoklavovani bylo piridéno 10 ml 5 g/1
(0,5%) KHPO;, 8 ml 2,5 M CaClp+2H;0, 15 ml 200 g/1 (20%)
L-prolinu a 7 ml 1N NaOH. KazZdy litr roztoku stopovych prvka
obsahuje 1 mg ZnSO4, 1 mg FeSO4, 1 mg MnCl; a 1 mg CaCl,. V R2YE
mediu byl vynechan TES, kdyz byly kultury péstovany

v bioreaktorech s kontrolovanym pH.
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Kolonie byly naneseny na sekunddrni misky pro amplifikaci,
pak pfeneseny na misky s Cerstvym R2YE agarem obsahujicim
50 mg/l thiostreptonu, aby vytvofily myceliovy porost, tzv.
LLtravnik"™. Podavani diketidd (, krmeni™) té&mto myceliim
Streptomyces coelicolor CH999/PJRJ2 bylo provadéno tak, jak
bylo popséano dfive. 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolid B
tvofeny v t&chto kulturach byl izolovdn homogenizaci a
ethylacetatovou extrakci z agaru, na kterém byly kultury
p&stovany. Analyza HPLC/MS s pfevracenym pomérem fazi téchto
extrakt® Dbyla provadé&na s pouzitim modulu s rozpouSteédly
Beckman 127s vybaveného ODS kolonou Beckman Ultrasphere
(4,6 mm x 150 mm) a gradientem vody a acetonitrilu jako
mobilni fazi. 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolid B byl
identifikovdn hmotovou spektrometrii (PESciex API100LC) a
kvantifikovan s pouZitim evaporativniho detektoru rozptyleného
své&tla (Alltech 500ELSD). Vysoce produkujici izolaty mnoZené
na miskdch a jako zmraZené suspenze spbdr byly opakované

testovany, aby se ur&ila jejich stabilita b&hem uskladnéni.

7. dvaceti izolatd Streptomyces coelicolor CH999/PJRJ2
testovanych na schopnost prestavét thioester vinyldiketidu na
14, 15~-dehydro-6-deoxyerythronolid B, pét izolata bylo
neproduktivnich a jeden izolat tvo¥il > 6 mg/l produktu.
Vysoce produktivni izolat byl propagovan (mnoZen) Jak na
agarovém médiu (p¥endSen kli¢kouna nové médium vidy po
10 dnech) a jako zmraZeny zdsobni roztok spdr. Reizolace kmene
vedla ke znadné variabilit& mezi Jjednotlivymi izoldty, kdyz
byl kmen uloZeny jako zmraZeny zasobni roztok spdér. Kdyz byl
kmen uchovavan p¥i teploté& mistnosti na R2YE agaru, pak tato
variabilita vibec nebyla pozorovéana. Segregace produkéni
schopnosti kmene b&hem uskladné&ni jako zmrazZené suspenze spdr
pyla Jji% d¥ive pozorovéna, avdak mechanismus, ktery Jji

zpusobuije, neni znam.
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Propagace kmene na agarovém médiu a jako zmraZené suspenze
mycélii zachovavala produkéni schopnost izolatu. Nasledné byla
tedy pfipravena bunélnd banka tak, Ze se naockovalo priblizné
10 mm® agregidtu mycélia do 50 ml R2YE obsahujiciho 50 pg/ml
thiostreptonu a trepalo (skfinova trepacka série 25, New
Brunswick) p¥i 200-250 rpm ve 28-30 °C v 250 ml barikach
s pfepazkami po dobu 48 hodin. Bunky byly mikroskopicky
vySetfeny, 25 ml 90% glycerolu bylo p¥rimichadno do kultury a
alikvoty o objemu 1 ml byly zmraZeny v kapalném dusiku a
uloZeny p¥i teploté -80 °C. Tento postup byl pouzit pro
uskladnéni jak kment Streptomyces coelicolor tak i

Saccharopolyspora erythraea.

14,15-dehydro-6-deoxyerythronolid B miZe byt produkovéan
v protfepadvanych lahvich. Startovaci kultura Streptomyces
coelicolor CH999/PJRJ2 byla vytvofena p¥idédnim 1 ml zmraZeného
zdsobni roztoku do 50 ml R2YE obsahujiciho 50 pug/ml
thiostreptonu a p#ibliZné 1 ml/l1 protipé&nivého p¥ipravku B
(Baker). Startovaci kultury S. coelicolor K39-02/pJRJ2 mohou
voliteln& obsahovat 50 ug/ml apramycinu. Kultury byl tIfepany
p¥i 200-250 rpm v 28-30 °C po 48 hodin (skfinové trepacka
série 25, New Brunswick). Produkéni kultura byla pfripravena
naodkovanim 10 ml oc&kovaci kultury do 500 ml média SOl
(volitelné& lze pouZiti R6 médium bez pufru) obsahujici 50 pg/ml
thiostreptonu. Kazdy 1litr média SO01 obsahoval 51,5 g
sacharézy, 0,25 g  K3SOq4, 0,1 g kasaminokyselin, 5 g
kvasinkového extraktu, 5,73 g TES pufru, 0,96 g propionatu
sodného a 2 ml roztoku stopovych prvkd. Po autokldvovani bylo
p¥idédno 10 ml 0,5 % (5 g/l) KH;POs, 8 ml 2,5 M CaCl,.6Hzy, 7,5
ml 20% (200 g/l1) L-prolinu a 7 ml 1N NaOH. TES byl vyneché&n v

SO01 médiu, kdyZ kultivace probihaly v bioreaktorech s Fizenym

pH.
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R6 médium bylo také pouZito pro produkéni kultury. KaZdy
litr R6 média obsahoval 103 g sachardzy, 0,25 g KzSO4, 10,12 g
MgCl,*6H,0, 0,1 g kasaminokyselin, 5 g kvasinkového extraktu,
5,73 g TES pufru, 0,96 g propiondtu sodného a 2 ml roztoku
stopovych prvki. Po autokladvovani bylo p¥idano 10 ml 0,5%
KH,PO,, 8 ml 2,5 M CaCl;.2Hy, 15 ml 20% L-prolinu a 7 ml 1IN
NaOH. TES byl vynechadn v R6 médiu, kdyZz byly kultury péstovany

v bioreaktorech s tizenym pH.

Kultura byla pé&stovédna po dobu 36-48 hodin p¥i 200-250 rpm
a teplotd& 28-30 °C. Do kultury pak byla dodéna 4-pentynova
kyselina (Fluka, 25 mg/l) a 1mM thiocester vinyldiketidu (3 ml
4,67 mg/ml diketidu v 10% DMSO (Sigma)) a kultura byla
p&stovana daldi 4 dny. Pro dodavéni (,krmeni"™) diketidu do R6
média, diketid byl typicky pf¥idadn 24-48 hodin po inokulaci,
kdy#? hladina glukézy klesla na 0,5 g/l nebo niZsi, pEicemZ
koncentrace glukézy miZe byt analyzovana, aby bylo moZné
nalasovat dodavani presné&ji. 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolid
B byl ziskdn z kultury extrakci na pevné fazi s pryskyfici XAD

a eluci ethanolem.

Pro velkoobjemovou produkci 14,15~dehydro-6-deoxy-
erythronolidu B byla startovaci kultura Streptomyces
coelicolor K39-02/pJRJ2 ptipravena tak, Ze se naoCkoval 1 ml
zmrafeného mycelia do 2,8 1 baiky s prepazkami obsahujici
500 ml R2YE, voliteln& s 50 pg/ml apramycinu, 50 ng/ml
thiostreptonu a 1 ml/l protipénivého <¢inidla B a kultura se
ttepala p¥i 150-200 rpm a 28-30 °C pro pfibliZn& 2 dny
(ploiinova t¥epadka Innova). 10 1 bioreaktor s michanou nadrzi
(B. Braun A-10) byl ptipraven, naplnén 10 1 média RO,
autoklavovaného p¥ri 121 °C po dobu 30 minut a ponechaného
vychladnoﬁt, a pak byl bioreaktor inokulovan 500 ml (2 %)

startovaci kultury.
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Teplota byl udrZovéana na 30 °C a michani 3 Rushtonovymi

turbinovymi michadly bylo nastaveno na 500-750 rpm,

provzdudfiovani 0,5-2 1/minutu a pH nastaveno a udrZovano na

7,00 prostfednictvim automatického pridavani 1IN NaOH nebo 1N
H,S04. Spotfeba glukdzy, rozpusStény kyslik, pH a hmota bunék
byly monitorovany. KdyZ koncentrace glukézy klesla pod 0,1
g/l, do kultury byla doplnéna 4-pentynova kyselina a (25-30
pg/ml) a 2,5 g thiocester vinyldiketidu v 50 ml DMSO. Rizené
doplfiovadni glukézy udrZovalo koncentraci glukézy na 0-2 g/1
(cilovad koncentrace byla 0,5 g/1). Titry 14,15-dehydro-6-
deoxyerythronolidu B byly monitorovadny pomoci HPLC/MS a
kultury Dbyly sklizeny centrifugaci, kdyZz bylo dosaZeno
maximdlniho titru. Postup byl jesté dale roz3ifen na 100 1

s pouzitim 150 1 bioreaktoru BioLafitte.

14,15-dehydro~6~deoxyerythronolid B byl purifikovéan
extrakci na pevné fdzi. Fermenta¢ni médium bylo ochlazeno na
4-15 °C a byl p¥idan ethanol (0,1 1/1 média). Médium bylo
vy&efeno centrifugaci a naneseno na kolonu s XAD-16 prysky¥ici
(Rohm a Haas) (1 kg XAD/1 g 14,15-dehydro-6-deoxyerythronolidu
B) pfi prutoku 2-4 ml/cm?.minuta. Nasycend pryskyfice v kolon&
pak byla promyta 2 objemy kolony 15% (objem/objem) ethanolu ve
vodé a 14,15—dehydro—G—deoxyerythronolid B byl =z pryskyfice
eluovan acetonem a odebiran jako frakce o objemu 1/2 kolony.
Frakce obsahujici 14,l5~dehydro;6—deoxyerythronolid B Dbyly
identifikovédny chromatografii na tenké vrstvé (ethylacetat:

hexan 1:1) a HPLC/MS.

Acetonové frakce obsahujici 14,15-dehydro-6-deoxy-
erythronolid B byly sloudeny a tékavé latky byly odstranény za
sniZeného  tlaku. Vyslednd vodnad smés byla extrahovana
ethylacetadtem. Ethylacetdtovy extrakt byl promyt saturovanym
NaHCO; a solanka byla wusuSena nad siranem sodnym nebo

hotfeénatym, filtrovana a koncentrovadna do sucha za sniZeného
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tlaku. Surovad latka byla c¢isténa chromatografii na silikagelu
s pouZitim gradientu hexanl a ethylacetdtu. Frakce obsahujici
produkt byly sloudeny a koncentrovdny na Zluty olej, ktery

spontidnné krystalizoval.

Rekrystalizace z ether-hexanu poskytla <cisty 14,15-
dehydro-6-deoxyerythronolid B. Hmotnostni spektrometrie
poskytla [M+H]™ 385. C NMR (CDCls, 100 MHz): 213,67 (C9),
177,51 (cl), 134,80 (Ccl4), 116,58 (Cl15), 79,40 (C3), 76,47
(c5), 74,11 (c13), 70,84 (cl1l), 43,80 (C2), 43,16 (Cl0), 41,48
(c12), 39,58 (c8), 37,61 (c7), 37,42 (C4), 35,56 (C6), 16,60
(6Me), 14,55 (2Me), 13,34 (8Me), 9,20 (12Me), 6,91 (4Me), 6,30
(10Me) .

B: Priprava 15-methyl-6-deoxyerythronolidu B

Vysoce produktivni izoléat Streptomyces coelicolor
K39-02/pJRJ2 byl pouZit pro pEtipravu 15-methyl-6-
deoxyerythronolidu B v michanych kultivacnich nadobach.
Startovaci kultura Streptomyces coelicolor K39-02/pJRJ2 byla
pfipravena pfiddnim 1 ml zmraZeného zasobniho roztoku do 50 ml
R2YE cbsahujiciho 50 pg/ml  thiostreptonu (a volitelné
apramycinu). Kultura byla t¥epéna pfi 200-250 rpm v 28-30 °C
po dobu 36-48 hodin. Produkéni kultura byla pfipravena
naodkovanim 1 ml startovaci kultury do 50 ml SOl nebo R6 média
obsahujiciho 50 ug/ml thiostreptonu (a volitelné& apramycinu).
Protip&nivé &inidlo bylo p#iddno v mnoZstvi 1 ml/l. Kultura
byla pé&stovana po dobu 36-48 hodin p¥i 200-250 rpm a 28-30 °C.
Do kultury ‘byla doplné&na 4-pentynova kyselina (Fluka, 25-50
mg/l) a 1 pM thioester propyldiketidu (3 ml 4,67 mg/ml diketid
v 10% DMSO (Sigma)) a péstovana po dobu 4-7 dal3ich dnt.
15-methyl-6-deoxyerythronolid B byl ziskd&n z kultury extrakci

ethylacetatem, kdyZ byl dosaZen maximalni titr.
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Pro pfipraVu 15-methyl-6-deoxyerythronolidu B ve velkém
mé&fitku byla startovaci  kultura Streptomyces coelicolor
K39-02/pJRJ2 pripravena zaolkovanim 1 ml zmraZeného mycelia do
2,8 1 baiky s prepadZkami obsahujici 500 ml R2YE a barnika byla
t¥epadna p¥i 150-200 rpm a 28-30 °C po dobu 2 dnG. Byl
pt¥ipraven bioreaktor o objemu 10 1 s michanou nadrZi, naplnén
10 1 SOl nebo R6 média, autokldvovaného p¥i 121 °C po dobu 30
minut a vychladlého, a pak inokulovén 400-500 ml startovaci

kultury.

Teplota byl udrZovdna na 28-30 °C s michanim pomoci
3 Rushtonovych turbinovych michadel pfi 500-750 rpm,
provzdudfiovanim p¥ibliZné 1 1l/minuta a pH regulovanym na 7,00
prostfednictvim automatického ptidadvani 1N NaOH neba 1N HzS04.
Spotfeba glukézy, rozpudtény kyslik, pH a bunéfna hmota byly
monitorovany. Kdy# koncentrace glukdézy klesla pod 0,1 g/1, do
kultury byla dopln&na 4-pentynova kyselina 25 ug/ml a 2,5 g
thioester propyldiketidu v 50 ml DMSO. Rizené dopliovani
glukézy udrZovalo koncentraci glukdézy piiblizZné 0,5 g/l. Titry
15-methyl-6-deoxyerythronolidu B byly monitorovany pomoci
HPLC/MS a kultury byly sklizeny centrifugaci, kdyZ byl dosaZen
maximalni titr. Postup byl zv&t3en na mé¥itko 100 1 s pouZitim

150 1 bioreaktoru BioLafitte.

15-methyl-6-deoxyerythronolid B byl purifikovan extrakci
na pevné fazi. Fermentadni médium bylo ochlazeno na 4-15 °C a
byl p#idan ethanol (0,1 1/1 média). Médium bylo vycefeno
centrifugaci a naneseno na kolonu s XAD-16 pryskyfici (Rohm a
Haas) (1 kg XAD/1 g 15-methyl-6-deoxyerythronolidu B) pfi
pritoku 2-4 ml/cm?.minuta. Nasycend pryskyfice v koloné& pak
byla promyta 2 objemy kolony 15% (objem/objem) ethanolu ve
vodé a 15-methyl-6-deoxyerythronolid B byl z pryskytice
eluovan acetonem a odebirdn jako frakce o objemu 1/2 kolony.

Frakce obsahujici 15-methyl-6-deoxyerythronolid B byly
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identifikovany chromatografii na tenké vrstve (ethylacetét:

hexany 1:1) a HPLC/MS.

Acetonové frakce obsahujici 15-methyl-6-deoxyerythronolid
B byly sloudeny a té&kavé latky byly odstranény =za sniZeného
tlaku. Vyslednd vodnad smés byla extrahovana ethylacetatem.
Ethylacetdtovy extrakt byl promyt saturovanym NaH,CO3 a solanka
byla usudena nad siranem sodnym nebo hofecnatym, filtrovéna a
koncentrovdna do sucha za sniZeného tlaku. Surovd léatka byla
&i%t&na chromatografii na silikagelu s pouZitim gradientu
hexanti a ethylacetatu. Frakce obsahujici produkt byly slouceny
a koncentrovany na Zluty olej, ktery spontédnné& krystalizoval.
Rekrystalizace 2z ether-hexanu poskytla ¢isty 15-methyl-6-
deoxyerythronolid B. Hmotnostni spektrometrie poskytla [M+H]™
401.

C: P¥iprava l4-nor-6-deoxyerythronolidu B

Patent Spojenych Statt ¢&. 5 712 146, zahrnuty formou
odkazu v tomto textu, popisuje ptipravu rekombinantni
hostitelské bunky, Streptomyces coelicolor CH999/PCK7. Patent
ukazuje, Ze kdyZ rekombinantni kmen Jje p&stovadn na R2YE médiu,
kmen vytvari sm&s 6-deoxyerythronolidu B a l4-nor-6-deoxy-
erythronolidu B (ktery je také znadm jako 8;8a—deoxy—
oleandolid). P¥ibuzny kmen, S. coelicolor 27-26/pK0S011-26

obsahuje modifikovany pCK7 plazmid a rekombinantni gen ptpA.

Vysoce produktivni izolat Streptomyces coelicolor
27-26/pK0S011-26 byl pouzZit pro pripravu l4-nor—-6-deoxy-
erythronolidu B v michanych kultiva&nich nadobach. Startovaci
kultura Streptomyces coelicolor 27-26/pK0OS011-26 byla
pfipravena pfidanim 1 ml zmraZeného z4dsobniho roztoku do 50 ml
R2YE obsahujiciho 50 pg/ml  thiostreptonu (a volitelné
apramycinu) . Kultura byla tfepana p¥i 200-250 rpm v 28-30 °C
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po dobu 36-48 hodin. Produkéni kultura ©byla pfipravena
naodkovanim 1 ml startovaci kultury do 50 ml SOl nebo R6 média
obsahujiciho 50 pg/ml thiostreptonu (a volitelné apramycinu).
Kultura byla pé&stovana po dobu 36-48 hodin pfi 200-250 rpm a
28-30 °C. Do kultury byla doplnéna 4-pentynovd kyselina
(Fluka, 25-50 mg/l) a kultura byla péstovana po dobu 4 dal3ich
dnti. l4-nor-6-deoxyerythronolid B byl =ziskdn z  kultury

extrakci ethylacetéatem.

Pro p¥ipravu 1l4-nor-6-deoxyerythronolidu B ve v&tSim
m&ritku byla startovaci kultura Streptomyces coelicolor
27-26/pK0S011-26 p¥ipravena zaolkovdnim 1 ml zmraZeného
mycelia do 2,8 1 baifiky s pfepdZikami obsahujici 500 ml R2YE a
bafika byla t¥epadna p¥i 150-200 rpm a 28-30 °C po dobu 2 dna.
Byl pripraven bioreaktor s michanou nédrzi o objemu 10 1,
naplnén 10 1 R2YE média bez glukdézy, autoklavovaného pfi
121 °C po dobu 30 minut a wvychladlého, a pak inokulovan 400-
500 ml startovaci kultury. Protipénivé c¢inidlo bylo pfidano v

1 ml/1.

Teplota byl wudrZovadna na 28-30 °C s michanim pomoci
3 Rushtonovych turbinovych michadel pfi 500~750 rpm,
provzdusfiovdnim p¥ibliZn& 1 1/minuta a pH regulovanym na 7,00
prostfednictvim automatického pridavani 1N NaOH nebo 1IN HzS04.
Spotfeba glukézy, rozpudtény kyslik, pH a buné&fnd hmota byly
monitorévény. Rizené dopliiovani glukdézy udrZovalo koncentraci
glukézy p¥ibliZn& 0,5 g/l. Titry l4-nor-6-deoxyerythronolidu B
byly monitorovadny pomoci HPLC/MS a kultury byly sklizeny
centrifugaci, kdyZ byl dosaZen maximalni titr. Postup byl
zvétden na méritko 100 1 s pouZitim 150 1 bioreaktoru

BioLafitte.

l4-nor-6-deoxyerythronolid B byl purifikovan extrakci na
pevné féazi. Fermentacni médium bylo ochlazeno na 4-15 °C a byl

p¥idédn ethanol (0,1 1/1 média). Médium bylo vycereno
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centrifugaci a naneseno na kolonu s XAD-16 pryskyrici (Rohm a
Haas) (1 kg XAD/1l g l4-nor-6-deoxyerythronolidu B) pfi priatoku
2-4 ml/cm?.minuta. Nasycena pryskyfice v kolon& pak byla
promyta 2 objemy kolony 15% (objem/objem) ethanolu ve vodé& a
l4-nor-6-deoxyerythronolid B byl z pryskyfice eluovan acetonem
a odebirdn jako frakce o objemu 1/2 kolony. Frakce obsahujici
l4-nor-6-deoxyerythronolid B byly identifikovany
chromatografii na tenké vrstvé (ethylacetit: hexany 1:1) a

pomoci HPLC/MS.

Acetonové frakce obsahujici 14-nor-6-deoxyerythronolid B
byly slouleny a tékavé 1latky byly odstranény za sniZeného
tlaku. Vyslednd vodnad smé&s byla extrahovédna ethylacetatem.
Ethylacetdtovy extrakt byl promyt saturovanym NaH,CO3 a solanka
byla usu$ena nad siranem sodnym nebo horec¢natym, filtrovéna a
koncentrovdna do sucha za sniZeného tlaku. Surova latka byla
&isté&na velmi rychlou chromatografii na koloné SiO, a vyvijena
ethylacetdtem/hexany. Rekrystalizace z ether-hexanu poskytla
Eisty lS—methyl—6—deoxyerythronblid B. Hmotnostni
spektrometrie ukdzala [M+H]™ 373.

Priklad 3

Priprava erythromycint

Derivaty 6-DEB pfripravené v prikladu 2, preparace A-C,
byly konvertovdny na erythromycinové derivaty s pouzZitim
rekombinantniho kmenu Saccharopolyspora erythraea. Pro
produkci erythromycin® majicich jak C-6 tak C-12 hydroxylovou
skupinu, byl pouZit kmen S. erythraea K40-67. Tento kmen byl
vytvo¥en transformaci kmene S. erythraea schopného produkce

vysoké hladiny erythromycinu A plazmidem odvozenym 2z pWHM3
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obsahujicim mutovanou eryAl sekvenci kédujici inaktivovanou
KS1 doménu. Homologni rekombinaci byly ziskdny vysledné
transformanty, které nebyly schopny produkovat 6-deoxy-
erythronolid B. Pro produkci erythromycinovych derivatt
majicich pouze 12-hydroxylovou skupinu byl pouZit kmen
S. erythraea K39-07. Tento kmen byl zkonstruovan z kmene K40-
67 pferuSenim genu eryF hydroxylazy. Oba kmeny byly
fermentovany v podstaté& podobnych podminkach, jak jsou popséany

dale.

Fermentace byly provadény v 10 1 (a 150 1) bioreaktorech.
1 ml alikvot zmraZeného mycelia S. erythraea K40-67 byl pouZit
k zaodkovani startovaci kultury do 500 ml R2YE média. Kultury
byly tfepany p¥i 150-200 rpm v 28-30 °C ve 2,8 1 Fernbachovych
banikdch s prepaZkami po 48 hodin. Byl pfripraven bioreaktor s
10 1 michanou nadrZi, naplnén 10 1 média R2YE (70 1 v ptipadeé
150 1 fermentace), autoklavovaného ve 121 °C po dobu 45 minut
a ponechaného vychladnout, a pak inokulovan 200 ml (1,4 1
v ptipad® 150 1 fermentace) startovaci kultury. Teplota byla
udrZovdna na 28-30 °C s michdnim pomoci 3 Rushtonovych
turbinovych michadel pti 500-700 rpm, provzdudnovanim
pfibli%n& 1 1/minuta a pH regulovanym na 7,2 pomoci
automatického p¥idavani 1N NaOH nebo 1N HpSO4. Tvorba pény byla
potlacena p¥idanim protip&nivého &inidla 1 ml/l. Hodnota pH
byla fizena, aby se zabranilo ptfipadné degradaci produktu na
enolether a spiroketal. Spotfeba sacharézy, vydej glukédzy,
rozpudtény kyslik, pH a absorbance p¥i 600 nm (odpovidajici
buné&né hmot&) byly monitorovany. Po 24-36 hodinach bylo do
kultury pridédno 300 mg (1,62 g v pripadé 150 1 fermentace)
sloudeniny 6-dEB derivdtu pfipravené podle preparace A-C
tohoto pFikladu rozpudténé ve 3 ml (15 ml v pripade 150 1
fermentace) 100% ethanolu. Fermentace pokracovala dal3ich 68-

85 hodin. Fermenta¢ni médium bylo sklizeno centrifugaci. Titry
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analogl erythromycinu A, B, C a D v pribéhu fermentace byly

uréovany analyzou elektrosprejové MS.

Produkované sloueniny byly purifikovdny extrakci na pevné
f4zi. Fermentadni médium bylo upraveno na pH 8,0 pridavkem
NaOH a ochlazeno na 4-15 °C a byl p#idén ethanol (0,1 1/1
média). Médium bylo vycefeno centrifugaci a naneseno na kolonu
S XAD-16 pryskyrici (Rohm a Haas) (1 kg XAD/1 g
erythromycinového derivatu) p¥i pratoku 2-4 ml/cm?.minuta.
Nasycend prysky¥ice v koloné pak byla promyta 2 objemy kolony
15% (objem/objem) ethanolu ve vodé a derivat erythromycinu byl
z pryskyfice eluovadn acetonem a odebirdn jako frakce o objemu
1/2 kolony. Frakce obsahujici derivadt erythromycinu byly

identifikovany chromatografii na tenké vrstvé a HPLC/MS.

Acetonové frakce obsahujici derivadt erythromycinu byly
slougeny a té&kavé latky byly odstranény za sniZeného tlaku.
Vysledna vodna smés byla extrahovéana ethylacetédtem.
Ethylécetétovy extrakt byl promyt saturovanym Na,HCO; a solanka
byla usu3ena nad siranem sodnym nebo hofe&natym, filtrovana a
koncentrovdna do sucha za sniZeného tlaku. Surovd latka byla
¢i8téna velmi rychlou chromatografii (methylen-
chlorid/methanol/triethylamin). Tato 1latka pak slouzila jako
vychozi latka pro postupy chemické derivatizace popsané
v nasledujicich p#ikladech. Cisté produkty mohou byt =ziskény
pouZitim odst¥edivého protiproudového déleni (napf. s pouZitim
specidlni centrifugy Coil Planet Centrifuge, Jjak bylo popsano

ve WO 91/16334, zahrnuté v tomto textu formou odkazu).

Sloueniny pfripravené timto postupem byly nésledujici: (i)
l4-norerythromycin A, (ii) 14,15-dehydroerythromycin A, (iii)
15-methylerythromycin A, (iv) l4-nor-6-deoxy-erythromycin A,
(v) 14,15-dehydro-6-deoxy-erythromycin A, a (vi) 15-methyl-6-
deoxy-erythromycin A. Kdyz byly pouzity pro pripravu

3~deskladindéza-3-oxoderivata, nebyly derivaty erythromycinu A
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oddéleny od derivatu erythromycinu C, misto toho byly pouZity
sm&si sloudenin A a C Jjako wvychozi 1latky pro chemickou

derivatizaci.

Priklad 4

P¥iprava A: l4-norerythromycin A-9-oxim

Roztok 0,621 g, 80% Cistota, l4-norerythromycinu A, 0,5 ml
50% vodného roztoku hydroxylaminu a 0,2 ml octové kyseliny ve
2 ml isopropanolu byl udrZovan v 50 °C po dobu 22 hodin. Byl
extrahovan smési chloroformu a ethanolu (3/2), promyt
hydrouhli&itanem sodnym, solankou a usuSen nad MgSO,. Filtrace
a evaporace ve vakuu poskytla 0,65 g surového produktu jako

bilé pevné latky, ktery byl pouZit p¥imo pro dal3i p¥eménu.

P¥iprava B: ql4—norerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxycyklo-

hexyl) Joxim

K roztoku 0,65 g vySe uvedeného surového l4-noreythromycin
A-9-oximu a 0,95 ml 1,l-diisopropoxycyklohexanonu ve 2 ml
bmethylenchloridu bylo pridano 0,333 g pyridinium-p-
toluensulfonadtu (PPTS) ve 2 ml methylenchloridu. Po michéani
pfes noc byla smé&s extrahovéna (smé&s chloroformu a ethanolu,
3:2), promyta (NaHCO3-H,O, solanka) a wusuSena (MgSO4). Po
filtraci a evaporaci ve vakuu byl surovy produkt opakované
o8etten toluenem a isopropanolem za zisku 0,74 g produktu,

ktery byl pouZit p¥imo pro pfisti reakci.
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pPriprava C: 2’,4%“-bis-(O-trimethylsilyl)-14-norerythromycin A-
9-[0-(1l-isopropoxycyklohexyl) Joxim

K roztoku 0,74 g l4-norerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxy-
cyklohexyl)]oximu v 6 ml methylenchloridu bylo p¥idéno 0,33 ml
roztoku trimethylsilylimidazolu a 0,18 ml trimethylsilyl-
chloridu ve 2 ml methylenchloridu v 0 °C. Po 5 minutéch
michani byl p¥idan ethylacetdt, roztok byl promyt (NaHCO3-Hz0,
solanka) a wusu3en (MgSO4). Velmi «rychld chromatografie na
silikagelu (10:1 hexan:aceton, 1% triethylamin) poskytla 0,50
g ¢istého produktu jako bilé pevné latky. Hmotova

spektrometrie poskytla [M+H'] = 1020.

Pfiprava D: 2’ ,4%-pbis- (O-trimethylsilyl)-6-O-methyl-14-

norerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxycyklohexyl)]oxim

Roztok 0,3 g (0,29 mmol) 2’,4“-bis-O-trimethylsilyl-14-
norerythromycin A~9—[O—(l;isopropoxycyklohexyl)]oximu v 1,4 ml
sm&si methylsulfoxidu a tetrahydrofuranu 1:1 (DMSO/THF) byl
podroben plUsobeni 0,3 ml 2M roitoku methylbromidu v etheru a
ochlazen na 10 °C. Byla pfidavédna smés 1M roztoku terc-
butoxidu draselného v 0,6 ml THF a 0,6 ml DMSO po dobu 6 hodin
s pouzitim injekéni pumpy. Reakce pak byla natedéna
ethylacetatem, promyta saturovanym NaHCO3, solankou a usuSena
nad MgSO,;. Filtrace a evaporace ve vakuu poskytla 0,29 g
produktu Jjako bilé pevné 1latky. Hmotové spektrometrie dala

[M+H'] = 1034.

Pr¥iprava E: 6-O-methyl-14-norerythromycin A-9-oxim

Smés 0,29 g 6-0-methyl-2’,4%-bis~-O~trimethylsilyl-14-
norerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxycyklohexyl)]Joximu, 3,6 ml
octové kyseliny, 6 ml acetonitrilu a 3 ml vody byla michana

pti teploté& mistnosti po dobu 4,5 hodiny. Smés byla
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evaporovana do sucha s pouZitim toluenu za vzniku 0,24 g
surového produktu jako bilé pevné 1latky, ktera byla pouZita

pfimo pro prisdti krok bez dal3i purifikace.

Pfiprava F: 6-O-methyl-14- norerythromycin A

Sm&s 0,24 g 6-O-methyl-l4-norerythromycin A-9-oximu, 0,45
g, 85% Cistota, hydrosulfitu sodného, 3 ml vody, 3 ml ethanolu
a 0,07 ml mravendi kyseliny byla udrZovédna v 85 °C po dobu 8
hodin. Reakce byla p¥ivedena na pH 8 s 1IN NaOH a extrahovéana
ethylacetatem. Organicky extrakt byl promyt solankou, usuSen
nad MgSO,, filtrovadn a koncentrovidn za zisku 0,2 g surového
produktu jako bilé pevné latky. Hmotovd spektrometrie dala

[M+H*] = 735.

Priklad 5

Pfiprava A: 14,15-dehydroerythromycin A-9-oxim

Suspenze 1,984 g (47% ¢istota, 1,2 mmol) 14,15~
dehydroerythromycinu A v 6 ml 2-propanolu byla podrobena
ptsobeni 1,97 ml 50% vodného hydroxylaminu a michdna aZ do
rozpudt&ni. Bylo pfidano 0,62 ml octové kyseliny a smés byla
michdna po ‘dobu 25 hodin v 50 °C. Po ochlazeni na teplotu
mistnosti byl pfidan saturovany  NaHCOs a smeés byla
koncentrovana ve vakuu, aby se odstranil isopropanol. Vysledna
vodnad sm&s byla trikrat extrahovdna 250 ml porcemi CHCljs.
Organické extrakty byly spojeny, promyty saturovanym NaHCOs,
vodou a solankou, a pak usuSeny nad MgSOs, filtrovény a

koncentrovany za zisku 0,92 g produktu.
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Ptiprava B: 14,15-dehydroerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxy-
cyklohexyl) Joxim

0,92 g oximu z bodu (A) bylo rozpusténo v 6,2 ml CHyCl, a
podrobeno pusobeni 1,23 g 1,l-diisopropoxycyklohexanu a 0,464
g pyridinium-p-toluensulfondtu po dobu 15 hodin p¥i teploté
mistnosti. Sm&s byla natfedéna 160 ml CH,Cl;, pak postupné
promyta saturovanym NaHCO;, vodou a solankou. Organickad faze
byla usuSena nad MgSOs, filtrovadna a evaporovana za zisku
hn&dého sirupu. Chromatografie na silikagelu (gradient od
toluenu ke smé&si toluenu a acetonu 1:1 +1% Et3N) poskytla 0,998

g produktu.

Ptiprava C: 2’ ,4“+bis (O-trimethylsilyl)-14,15~dehydro-
erythromycin A-9-[0-(l-isopropoxycyklohexyl)]oxim

Roztok 998 mg (9,96) 14,15-dehydroerythromycin A-9-[0-(1-
isopropoxycyklohexyl) Joximu v 11,25 ml CHyCl, byl ochlazen na
ledu v inertni atmosfé¥e a podroben plsobeni roztoku 0,24 ml
chlortrimethylsilanu a 0,44 ml l-trimethylsilylimidazolu. Po
30 minutdch byla reakce natedéna 250 ml ethylaceté&tu a promyta
postupné& saturovanym NaHCO3, vodou a solankou. Organicka faze
byla usu8ena nad MgSOs, filtrovéna a evaporovéna za zisku 1,002

g produktu.

P¥iprava D: 2’ ,4“-bis (O-trimethylsilyl)-6-O-methyl~-14,15-
dehydroerythromycin A-9-[0- (l-isopropoxycyklohexyl) Joxim

Roztok 1,00 g (20,7 mmol) 2’,4“-bis-O-trimethylsilyl-
14,15-dehydroerythromycin A—9—[O—(1~isopropoxycyklo—
hexyl) Joximu v 9,69 ml 1:1 smés tetrahydrofuranu a
methylsulfoxidu byl ochlazen na 10 °C a podroben pusobeni 0,97
ml 2,0 M methylbromidu v etheru v inertni atmosféfe. Pomalu

byla pridédna smé&s 1,94 ml methylsulfoxidu a 1,94 ml 1,0 M
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terc-butoxidu = draselného v tetrahydrofuranu. Reakce byla
monitorovdna chromatografii na tenké vrstvé (silikagel, 10:1
smé&s toluenu a acetonu) a byla povaZovana za ukonenou po
p¥idani 1,6 molarniho ekvivalentu bazi. Reakce byla nafedéna
200 ml ethylacetdtu a 70 ml saturovaného NaHCO3;. Smés byla
pfenesena do délici ndalevky, nafedéna 850 ml ethylacetatu a
280 ml saturovaného NaHCOs3;, pak byla promyta postupné vodou a
solankou. Organickd féze byla usu3ena nad MgSO4, filtrovéana
pfes Celit a evaporovéna za zisku 21,2 g surového 6-O-methyl-
2’ ,4%-bis-O-trimethylsilyl-14, 15-dehydroerythromycin A-9-[0-
(1-isopropoxycyklohexyl) Joximu. S nim bylo pokracovano déale

bez dal3i purifikace.

Pr¥iprava E: 6-O-methyl-14,15-dehydroerythromycin A-9-oxim

Roztok 1,0 g 6-O-methyl-2’,4“-bis-O~trimethylsilyl-14,15-
dehydroerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxycyklohexyl)]loxim v 9,8
ml sm&si 2:1 acetonitrilu a vody byl podroben pusobeni 5,3 ml
octové kyseliny a michdn po dobu 8 hodin p¥i teploté
mistnosti. Sm&s byla koncentrovadna ve vakuu, pak opakované
koncentrovédna po p¥idéni toluenu za zisku 0,797 g surového 6-

O-methyl-14, 15-dehydroerythromycin A-9-oximu.

Pf¥iprava F: 6-O-methyl-14,15-dehydroerythromycin A

Roztok 0,797 g 6-O-methyl-14,15-dehydroerythromycin A-9-
oximu a 1,02 g 85% hydrosulfitu sodného v 7,5 ml smési
ethanolu a vody 1:1 byl vloZen do inertni atmosféry. Po
kapkdch bylo pfidavano 0,186 ml mravenci kyseliny a smé€s byla
michdna v 80 °C po dobu 3 hodin. Po oghlazeni na teplotu
mistnosti bylo pH reakce upraveno na pH 10 s 6N NaOH a smes
byla trikrat  extrahovéana 150 ml porcemi ethylacetatu.

Organické extrakty byly spojeny a promyty postupné saturovanym
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NaHCO;, vodou a solankou. Organickd féaze byla usuSena nad
MgS0Q4, filtrovdna a evaporovéna za zisku 0,68 g 6-O-methyl-

14,15~dehydroerythromycinu A vhodného pro dal3i konverze.
P¥iklad 6

Priprava A: 15-methylerythromycin A-9-oxim

Suspenze 20,0 g 15-methylerythromycinu A (85% <cistota,
22,6 mmol) ve 40 ml 2-propanolu byla podrobena pusobeni 20,5
ml 50% vodného hydroxylaminu a michdna aZ do rozpusSténi. Bylo
pfidano 6,41 ml octové kyseliny a smé&s byla michana po dobu 15
hodin v 50 °C. Po ochlazeni na teplotu mistnosti byl pfidan
saturovany NaHCO; a smé&s byla koncentrovédna ve vakuu, aby se
odstranil isopropanol. Vysledna vodn&d smé&s byla trikrat
extrahovdna 250 ml porcemi CHCl;z. Organické extrakty byly
spojeny, promyty saturovanym NaHCOs3, vodou a solankou, a pak
usudeny nad MgSO,, filtrovany a koncentrovany za zisku 20,5 g
surového produktu. Analyza LC/MS ukazala 94:6 smés E a Z

oximti, [M+H]® = 764.

P¥iprava B: 15-methylerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxycyklo-

hexyl) Joxim

20,5 g surového oximu uvedeného vySe bylo rozpusténo v 55
ml CH,Cl, a podrobeno pusobeni 27,3 ml 1,1-
diisopropoxycyklohexanu a 9,8 g pyridinium—p—toluensulfonétﬁ
po dobu 15 hodin p#i teploté& mistnosti. Sm&s byla nafedéna 160
ml CH,Cl,, pak byla promyta postupné saturovanym NaHCO;, vodou
a solankou. Organicka faze byla usuSena nad MgSO,, filtrovéna a

evaporovana za zisku hnédého sirupu. Chromatografie na
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silikagelu (gradient 2:1 aZ 3:2 smé&si hexanu a acetonu + 1%

EtsN) poskytla 18,0 g produktu.

Ptiprava C: 2’,4“-bis-O-trimethylsilyl-15-methylerythromycin
A-9-[0-(l-isopropoxycyklohexyl) Joxim

Roztok 9,00 g (9,96 mmol) 1l5-methylerythromycin A-9-[0-(1-
isopropoxycyklohexyl)Joximu ve 25 ml CHCl, byl ochlazen na
ledu v inertni atmosfé¥e a podroben plsobeni roztoku 1,89 ml
chlortrimethylsilanu a 3,65 ml 1l-trimethylsilylimidazolu v 8
ml CH,Cl,. Po 30 minutdch byla reakce nafed&na 250 ml
ethylacetdtu a promyta postupn& saturovanym NaHCOs, vodou a
solankou. Organickd féaze byla usuSena nad MgSO,, filtrovana a
evaporovana. Surovy produkt byl purifikovan chromatografii na
silikagelu (gradient od hexanu ke 10:1 smési hexanu a acetonu

+ 1% EtsN), poskytujici 7,8 g produktu.

Priprava D:. 2’ ,4%-bis-O-trimethylsilyl-6-O-methyl-15-
methylerythromycin A-9-[0- (l-isopropoxycyklohexyl) J]oxim

Roztok 21,7 g (20,7 mmol) 2’,4“-bis-O-trimethylsilyl-15-
methylerythromycin A-9-[0- (1l-isopropoxycyklohexyl) oximu ve
41,4 ml tetrahydrofuranu byl ochlazen na 10 °C a podroben
pisobeni 41,4 ml methylsulfoxidu a 20,7 ml 2,0 M methylbromidu
v etheru v inertni atmosféf¥e. Byla p¥idédna smés 41,4 ml
methylsulfoxidu a 41,4 ml 1,0 M terc-butoxidu draselného
v tetrahydrofuranu rychlosti p¥ibl. 20 ml za hodinu. Reakce
byla monitorovédna chromatografii na tenké vrstvé (silikagel,
10:1 sm&s toluenu a acetonu) a byla povaZovina za ukoncenou po
pfidani 1,6 moldrniho ekvivalentu bazi. Reakce byla nafedéna
200 ml ethylacetidtu a 70 ml saturovaného NaHCO;. Smés byla
pfenesena do d&lici nalevky, naredéna 850 ml ethylacetatu a

280 ml saturovaného NaHCOs;, pak byla promyta postupné vodou a
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solankou. Organickd faze byla usuSena nad MgSO4, filtrovéna
pfes Celit a evaporovadna za zisku 21,2 g surového 6-O-methyl-
2’ ,4%-pbis-O-trimethylsilyl-15-methylerythromycin A-9-[0~ (1~
isopropoxycyklohexyl) Joximu. S nim bylo pokracovano bez dalsi

purifikace.

Priprava E: 6-O-methyl-15-methylerythromycin A-9-oxim

Roztok 21,2 g 6-O-methyl-2’,4%“-bis-O-trimethylsilyl-15-
methylerythromycin A-9-[0- (1l-isopropoxycyklohexyl) Joximu ve
110 ml acetonitrilu byl podroben plsobeni 55 ml vody a 67 ml
octové kyseliny a michdn po dobu 8 hodin pf¥i teploté
mistnosti. Sm&s byla koncentrovana ve vakuu, pak opakované
koncentrovdna po p¥idéni toluenu za zisku 19,7 g 6-O-methyl-

15-methylerythromycin A-9-oximu.

Priprava F: 6-O-methyl-15-methylerythromycin A

Roztok 19,7 g 6-O-methyl-15-methylerythromycin A-9-oximu a
23,1 g 85% hydrosulfitu sodného ve 280 ml 1:1 smé&si ethanolu a
vody byl vloZen do inertni atmosféry. Po kapkdch bylo
pfidavano 3,75 ml mravenéi kyseliny a smé&s byla michana v 80
°C po dobu 4,5 hodiny. Po ochlazeni na teplotu mistnosti byla
reakce podrobena pusobeni saturovaného NaHCO; a extrahovan
t#ikrdt 400 ml porcemi ethylacetdtu. Organické eXtrakty byly
spojeny a promyty postupné saﬁurovan?m NaHCO3, vodou a
solankou. Organickd faze byla usuSena nad MgSO,, filtrovéna a
evaporovana za zisku 15,1 g 6-O-methyl-15-methylerythromycinu

A vhodného pro dal§i konverzi.
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P¥iklad 7

P¥iprava A: 6-O-methyl-3-deskladinosyl-l4-norerythromycin A

Sm&s 77 mg 6-O-methyl-l4-norerythromycinu A, 0,073 ml 12N
HCl a 2 ml vody byla michéna p#i teploté mistnosti po dobu 3
hodin. Sm&s byla p¥ivedena na pH 8 s 8N KOH a extrahovana
ethylacetatem. Organicky extrakt byl promyt solankou, ususen
nad MgSO4, filtrovdn a evaporovan. Zbytek byl podroben
chromatografii na silikagelu (3:1 smés hexanu a acetonu, 1%
triethylamin) za vzniku 42 mg ¢istého produktu jako bilé pevné

latky. Hmotova spektrometrie dala [M+H'] = 576.

Priprava B: 2’ -O-acetyl-6-0O-methyl-3-deskladinosyl-14-

norerythromycin A

Sm&s 73 mg 6-O-methyl-3-deskladinosyl-l4-norerythromycinu
A, 20 mg uhli&itanu draselného, 14 pl acetanhydridu a 1 ml
acetonu byla mich&na p#¥i teploté& mistnosti po dobu 18 hodin.
Byl pf¥idan ethylacetat, smés byla promyta vodou a solankou,
usuSena nad MgSOQs, filtrovana a evaporovadna. Zbytek Dbyl
podroben chromatografii na silikagelu (3:1 smés hexanu a
acetonu, 1% triethylamin) za zisku 71 mg &istého produktu jako

bilé pevné latky. Hmotovad spektrometrie dala [M+H'] = 618.

Priprava C: 2’ -0-acetyl-6-0O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-14-

norerythromycin A

Roztok 99 mg 2’-0O-acetyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-14-
norerythromycinu A a 206 mg hydrochloridu 1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimidu (EDC) ve 2 ml
dichlormethanu byl podroben plsobeni 0,21 ml DMSO a ochlazen

na 5 °C. Byl pridédn roztok 208 mg pyridiniumtrifluoracetatu ve
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2 ml dichlormethanu prost¥ednictvim davkovaci pumpy béhem 4
hodin. Pak byl ptidan ethylacetat, roztok byl promyt
saturovanym NaHCO3, vodou, solankou a usu3en nad MgSOQOy,
filtrovan a evaporovan. Zbytek byl podroben chromatografii na
silikagelu (3:1 smés hexanu a acetonu, 1% triethylamin) za
zisku 94 mg &istého produktu jako bilé pevné latky. Hmotova

spektrometrie dala [M+H'] = 616.

Priprava D: 2’—O—acetyl—6—O—methyl—3—deskladinosyl—3—oxo—l1—O~

methansulfonyl-14- norerythromycin A

K roztoku 93 mg 2’ -0-acetyl-6-0O-methyl-3-deskladinosyl-3-
oxo-l4-norerythromycinu A v 1 ml suchého pyridinu bylo p¥idano
0,057 ml methansulfonylchloridu v 5 °Cc. Po 3 hodindch v 5 °C
reakce byla zahfata na teplotu mistnosti a udrZovéna dal8ich
15 hodin. Sm&s Dbyla natfedéna ethylacetatem, 2x promyta
saturovanym NaHCO;, 3x vodou, solankou a usuSena nad MgSOy,
filtrovana a evaporovéna. Zbytek byl podroben chromatografii
na silikagelu (2:1 smé&s hexanu a acetonu, 1% triethylamin) =za
zisku 72 mg <&istého produktu jako bilé pevné latky. Hmotova
spektrometrie dala [M+H'] = 695.

P¥*iprava E: 27 -0-acetyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
10, 11-anhydro-l4-norerythromycin A

Roztok 73 mg 2’—O—acetyl—6—O—methyl—3—deskladinosyl—B—oxo—
11-0-methansulfonyl-l4-norerythromycinu A v 1 ml acetonu byl
podroben ptsobeni 32 pl diazabicykloundecenu pifi teploté
mistnosti po dobu 18 hodin. Smé€s byla na¥ed&na ethylacetatem,
promyta saturovanym NaHCOs, vodou, solankou a usuSena nad
MgSOy, filtrovana a evaporovana. Zbytek byl podroben

chromatografii na silikagelu (2:1 smés hexanu a acetonu,
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% triethylamin) 2za zisku 50 mg <&istého produktu jako bilé

pevné latky. Hmotova spektrometrie dala [M+H'] = 598.

3¢ NMR (CDCls, 100 MHz): & 207,02, 204,50, 169,63, 168,72,
142,52, 139,40, 101,87, 80,61, 80,02, 77,14, 72,66, 71,48,
69,09, 63,56, 51,35, 50,56, 47,12, 40,61, 39,73, 37,36, 30,36,
21,32, 21,06, 20,96, 20,67, 18,45, 14,34, 13,89, 13,55, 13,45.

Pfiklad 8

Pr¥iprava A: 2’-0O-benzoyl-6-O-methyl-14,15~-dehydroerythromycin
A

Roztok 668 mg 6—O—methyl—14,15—dehydroerythromycinu A, 385
mg anhydridu kyseliny benzoové a 0,25 ml triethylaminu v 3,6
ml CH,Cl, byl michdn po dobu 2 dnd. Po pfidani saturovaného
NaHCO3; byla sm&s t¥ikrat extrahovana CHyCl,. Organické extrakty
byly spojeny a evaporovany do sucha a produkt byl purifikovan
chromatografii s oxidem kF¥femicitym (90:9:1 smé&s toluenu a
acetonu a Ets3N) za vzniku 477 mg produktu, LC-MS ukazuje [M+H]Y
= 850,6.

Priprava B: 2’ -0-benzoyl-6-0O-methyl-4"“,11-bis (O-
methansulfonyl)-14, 15~-dehydroerythromycin A

Roztok 549 mg 2’ -0-benzoyl-6-O-methyl-14, 15-dehydro-
erythromycinu A a 0,50 ml methansulfonylchloridu v 2,39 ml
pyridinu byl michdn po dobu 24 hodin, a pak byl nafedén CHyCl;
a saturovanym NaHCO;. Smés byla tfikrdt extrahovéana CHyCl:.
Organické extrakty byly spojeny a evaporovany do sucha a
produkt byl purifikovdn chromatografii s oxidem kfemicitym
(90:9:1 smé&s toluenu a acetonu a EtzN) za vzniku 530 mg

produktu, LC-MS ukazuje [M+H]® = 1006,5.
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P¥iprava C: 2’'-0O-benzoyl-6-0O-methyl-4“-O-methansulfonyl-10,11-
anhydro-14, 15~-dehydroerythromycin A

Smés 59 mg 2’ -0-benzoyl-6-0-methyl-4%,11-bis (O-
methansulfonyl)-14,15-dehydroerythromycinu A a 0,018 ml
diazabicykloundecenu v 0,195 ml acetonu byla mich&na po dobu
24 hodin, pak wusuSena ve vakuu. Produkt byl purifikovéan
chromatografii s oxidem k¥femi&itym (90:9:1 sm&s toluenu a
acetonu a Et3N) za vzniku 50 mg produktu, LC-MS ukazuje [M+H]Y
= 910,5.

Priprava D: 2’ -0-benzoyl~-6-O-methyl-3-deskladinosyl-10,11-
anhydro-14,15-dehydroerythromycin A

Smés 337 mg 2’-0-benzoyl-6-O-methyl-4“-O-methansulfonyl-
10, 11-anhydro-14, 15-dehydroerythromycinu A, 1,5 ml
acetonitrilu a 6,9 ml 3N HCl byla michdna po dobu 22 hodin.
Acetonitril byl odstranén ve vakuu, pH vodného zbytku bylo
upraveno na 12 p¥idanim NaOH a produkt byl extrahovan pouZitim
4 porci CHCl,. Spojené extrakty byly usuSeny a evaporovany.
Produkt byl purifikovédn chromatografii s oxidem kFemicitym
(gradient 96:4 CH,Cl,/MEOH aZ 95:4:1 CHyCl,/MeOH/Et;N) za vzniku
197 mg, [M+H]' = 674,4.

Priprava E: 2’ -O-benzoyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
10,11-anhydro-14, 15~dehydroerythromycin A

Suspenze 226 mg 2’'-0-benzoyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-
10,11-anhydro-14,15-dehydroerythromycinu A a 427 mg Dess-
Martinova jodistanu ve 14,6 ml CHpCl, byla michdna po dobu 1
hodiny. Smé&s byla nafedéna CH;Cl, a saturovanym NaHCOz. Produkt

byl extrahovan pouZitim 3 porci CHyCl, a extrakty byly spojeny,
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usuSeny a evaporovany. Chromatografie na silikagelu (90:9:1
smés toluenu a acetonu a Et3N) poskytla 168 mg produktu. [M+H]?
= 672,4.

3¢ NMR (CDCls, 100 MHz): & 206,78, 203 (br), 168,19, 165,08,
141,36, 139,58, 132,74, 131,51, 130,46, 129,79, 128,25,
120,18, 102,09, 80,79, 80,40, 78,70, 72,52, 71,91, 69,19,
63,76, 51,10, 50,54, 47,08, 40,73, 39,87, 37,77, 31,23, 22,13,
20,98, 18,52, 14,28, 14,15, 13,55.

Ptiklad 9

Priprava A: 6-O-methyl-3-deskladinosyl-15-methylerythromycin A

Smés 15,1 g 6-O-methyl-15-methylerythromycinu A a 280 ml
0,5N HCl byla michana p¥i teploté mistnosti po dobu 3 hodin.
pH bylo upraveno na 9 pfiddnim 6N NaOH a vysledny precipitéat
byl sebrén filtraci ve wvakuu, promyt vodou a usuSen. Filtrat
byl trikrdt extrahovadn 400 ml porcemi ethylacetdtu. Organické
extrakty byly spojeny, promyty postupné saturovanym NaHCOs,
vodou a solankou, pak wusuSeny nad MgSO4, filtrovany a
evaporovany za vzniku dal3iho produktu. Spojené  surové
produkty byly podrobeny chromatografii na silikagelu za =zisku
9,35 9 ¢istého 6-O-methyl-3-deskladinosyl-15-
methylerythromycinu A. ES-LC/MS ukazuje [M+H]™ = 604.

Priprava B: 2’ -O-acetyl-6-0O-methyl-3-deskladinosyl-15-

methylerythromycin A

Roztok 2,92 ml acetanhydridu v 35 ml ethylacetdtu byl po
kapkdch p¥idavan k roztoku 9,35 g 6-O-methyl-3-deskladinosyl-
15-methylerythromycinu A ve 40 ml ethylacetdtu. Smés byla

michana po dobu 30 minut po dokonc¢eni pridavani, pak byla
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koncentrovadna. Chromatografie na silikagelu (2:1 sm&s hexanu a
acetonu) poskytla 8,35 g 27 -0- acetyl-6-O-methyl-3-
deskladinosyl-15-methylerythromycinu A. ES-LC/MS ukazuje [M+H]~
= 647.

Pfiprava C: 2’ -O-acetyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-15-
methylerythromycin A

Roztok 8,3 g 2’'-O-acetyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-15-
methylerythromycinu A a 16,51 g hydrochloridu 1l-ethyl-3-
(dimethylaminopropyl) karbodiimidu v 64 ml dichlormethanu a
15,47 ml methylsulfoxidu byl vloZen do inertni atmosféry a
ochlazen na ledu. Byl ptidan roztok 16,63 g
pyridiniumtrifluoracetdtu v 64 ml dichlormethanu takovou
rychlosti, aby pfiddni bylo kompletni b&hem 4 hodin a reakce
byla monitorovéna chromatografii na tenké vrstvé. Kompletni
reakce byla pozorovana po p¥idani 73% roztoku, a tak reakce
pak byla zastavena pfidanim 600 ml ethylacetdtu a 200 ml
saturovaného NaHCO;. Organickd vrstva byla sebrdna a promyta
postupné& saturovanym NaHCO;, vodou a solankou, pak usuSena nad
MgSO,, filtrovdna a evaporovadna za zisku 8,4 g surového
produktu. Chromatografie na silikagelu (3:1 smés hexanu a
acetonu) poskytla 6,75 g ~ 2'-0-acetyl-6-O-methyl-3-
deskladinosyl-3-oxo-15- methylerythromycinu A. ES-LC/MS
ukazuje [M+H]™ = 645.

Priprava D: 2’-0O-acetyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-11-0-
methansulfonyl-15-methylerythromycin A '

5,68 ml methansulfonylchloridu bylo pfidavadno po kapkach
k roztoku 6,73 g 2’/-0O-acetyl-6-O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
15-methylerythromycinu A ve 35 ml pyridinu v 0 °C. Smé&s byla

privedena na teplotu mistnosti a zastavena pridanim 700 ml
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ethylacetatu a 200 ml saturovaného NaHCO;. Organickd vrstva
byla sebrédna a promyta postupné saturovanym NaHCO3, vodou a
solankou, pak usuSena nad MgSO4, filtrovdna a evaporovéna za
zisku 8,2 g surového produktu. Chromatografie na silikagelu
(5:2 smé€s hexanu a acetonu) poskytla 5,04 g 2’'-0O-acetyl-6-0-
methyl-3-deskladinosyl-3-oxo-11-O-methansulfonyl-15-

methylerythromycinu A. ES~-LC/MS ukazuje [M+H] ™ =723.

Priprava E: 2’ -0-acetyl-6-0O-methyl~3-deskladinosyl-3-oxo-
10, 11-anhydro~15-methylerythromycin A

5,22 ml 1,8-diazabicyklo(5,4,0]lundec~7-enu bylo p¥idavano
po kapkéach k roztoku 5,03 g 2’ -0O-acetyl-6-O-methyl-3-
deskladinosyl-3-oxo-11-O-methansulfonyl-15-methylerythromycinu
A ve 23 ml acetonu. Roztok byl koncentrovdna po dobu 4,5
hodiny a zbytek byl podroben chromatografii na silikagelu (5:2
smés hexanu a acetonu) =za vzniku 3,72 g 2’-O-acetyl-6-0-
methyl-3-deskladinosyl~-3-ox0-10,1l-anhydro-15-methyl-
erythromycinu A. ES-LC/MS ukazuje [M+H] = 627.

P¥iklad 10

Syntéza 2’ -O-acetyl-6-0O-methyl-3-deskladinosyl-3-oxo0-10,11~-
anhydro-2-fluor~15- methylerythromycinu A

Roztok 198 mg (0,316 mmol) 2’-O-acetyl-6-O-methyl-3-
deskladinosyl-3-oxo-10, 11-anhydro-15-methylerythromycinu A
v 2,1 ml tetrahydrofuranu v inertni atmosféfe byl ochlazen na
-78 °C a podroben pusobeni 0,931 ml 1,0 M terc-butoxidu
draselného v tetrahydrofuranu. Smés byla michédna po dobu 5

minut a bylo pridéno 230 mg roztoku N-fluorbenzensulfonimidu
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v 0,5 ml tetrahydrofuranu ve t¥ech &4stech pod dobu 2 hodin.
Po pridani Dbyla reakce ponechdna zah#at se na teplotu
mistnosti a udrZovdna dalZich 5 hodin. Byl p¥idan vodny K,COs a
smés byla tfikrat extrahovéna 50 ml porcemi CHyCl,. Organické
extrakty byly spojeny, wusu3eny nad MgSO,, filtrovany a
evaporovany. Chromatografie na silikagelu (90:9:1 sm&s toluenu
a acetonu a Et;3N) poskytla 95 mg produktu jako bilé pevné
latky. ES-LC/MS: [M+H]® = 645. '%c NMR (CDCls, 100 MHz): &
206,95, 203,02 (br), 169,77, 166,08 (d, JCF = 23 Hz), 141,71,
138,43, 101,63, 98,02 (d, JCF = 203 Hz), 80,09 (br), 79,71,
78,27, 73,26, 71,52, 69,08, 63,33, 49,18, 40,61, 40,32, 41,79,
40,61, 40,32, 31,56, 31,47, 30,50, 24,37 (d, JCF = 23 Hz),
23,19, 22,63, 20,95, 20,68, 19,80, 19,47, 14,10, 14,00, 13,55.

P¥iklad 11

Pfiprava A: konverze slouceniny 4 na sloudeninu 7, kde X = H,

R = propylova skupina a R® = allylova skupina

Krok 1: Roztok 7,8 g (7,44 mmol) 27 ,4Y-bis-0-
trimethylsilyl-15-methylerythromycin A-9-[0-(l-isopropoxy-
cyklohexyl) Joximu ve 30 ml tetrahydrofuranu byl ochlazen na
ledu a podroben ptsobeni 30 ml methylsulfoxidu a 2,58 ml
Cerstveé destilovaného allylbromidu v inertni atmosfére. Smés
29,8 ml methylsulfoxidu a 1,0 29,8 ml M terc-butoxidu
draselného v tetrahydrofuranu byla p#idavana rychlosti 1,33
vmolérnich ekvivalentl® bazi za hodinu. Reakce byla monitorovéna
chromatografii na tenké vrstvé (silikagel, 10:1 sm&s toluenu a
acetonu) a byla povaZovdna za ukonfenou po pridani 3,6
molarnich ekvivalent® bazi. Reakce byla nafedéna 700 ml
ethylacetatu a postupné& promyta saturovanym NaHCO;, vodou a

solankou. Organickéd féaze byla usudena nad MgSO,, filtrovana a
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evaporovidna za zisku 8,08 g surového 6-O-allyl-2’,4"-bis-0-

trimethylsilyl-15-methylerythromycin A-9-[0-(1l-isopropoxy-
cyklohexyl) ]Joximu. S nim bylo pokracovano bez dalsi
purifikace.

Krok 2: Roztok 8,08 g 6-0-allyl-2’,4"-bis-0O-
trimethylsilyl-15-methylerythromycin A-9-[0-(1-isopropoxy-

cyklohexyl)]Joximu ve 42 ml acetonitrilu byl podroben plsobeni
21 ml vody a 24 ml octové kyseliny a michan po dobu 18 hodin
p¥i teplot& mistnosti. Smé&s byla koncentrovana po pridani 2-
propanolu, pak opakované po pifidani toluenu za zisku 7,7 g
surového produktu. Chromatografie na silikagelu (gradient 2:1
as 1:1 sm&si hexanu a acetonu + 1% Et3N) poskytla 3,75 g 6-0-

allyl-15-methylerythromycin A-9-oximu.

Krok 3: Roztok 3,75 g 6-0O-allyl-15-methylerythromycin A-9-
oximu a 5,37 g 85%hydrosulfitu sodného v 66 ml sm&si ethanolu
a vody 1:1 byl vloZen do inertni atmosféry. Bylo po kapkach
p¥idavano 0,845 ml mraven&i kyseliny a smés byla michdna v 80
°C po dobu 3,5 hodin. Po ochlazeni na teplotu mistnosti bylo
pH reakce upraveno na pH 10 s 6N NaOH a sm&s byla t¥ikrat
extrahovdna 150 ml porcemi ethylacetdtu. Organické extrakty
byly spojeny a promyty postupné& saturovanym NaHCOs, vodou a
solankou. Organickd féaze byla usudena nad MgSO,, filtrovana a
evaporovana za zisku 3,42 g 6-0-allyl-15-methylerythromycinu A

vhodného pro dal3i konverzi.

Pfiprava B: Konverze slouCeniny 4 na slouceninu 7, kde X = H,

R'® = methylova skupina a R* = allylové skupina

Krok 1: Roztok 202 mg 2’,4“-bis-O-trimethylsilyl-14-
norerythromycin A-9-[0-(1 isopropoxycyklohexyl) Joximu v 0,4 ml
tetrahydrofuranu, 0,4 ml DMSO a 0,04 ml etheru byl ochlazen na

10 °C a podroben plisobeni 0,035 ml cerstvé destilovaného
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allylbromidu v inertni atmosféfe. Smé&s 0,4 ml methylsulfoxidu
a 0,4 ml 1,0 M terc-butoxidu draselného v tetrahydrofuranu
byla pfidévéna rychlosti 0,22 ml za hodinu. Reakce byla
monitorovdna chromatografii na tenké vrstvé (silikagel, 5:1
sm&s toluenu a acetonu). Reakce byla natedéna ethylacetatem a
promyta postupné& saturovanym NaHCO;, vodou a solankou.
Organicka faze byla usudena nad MgSO4, filtrovédna a evaporovana
za zisku 222 mg surového 6-0-allyl-2’,4“-bis-O-trimethylsilyl-
l4-norerythromycin A—9—[O~(l—isopropoxycyklohexyl)]oximu.

S nim bylo pokracovano bez dals$i purifikace.

Krok 2: Roztck 222 mg 6-0-allyl-2’,4“-bis-0-
trimethylsilyl-1l4-norerythromycin A-9-[0-(1-isopropoxycyklo-
hexyl)]oximu ve 4 ml acetonitrilu byl podroben plasobeni 2 ml
vody a 2,4 ml octové kyseliny a michan po dobu 18 hodin pfi
teploté& mistnosti. Sm&s byla koncentrovdna po pfidani 2-
propanolu, pak opakovan& po pridani toluenu =za =zisku 220 mg

surového 6-0O-allyl-l4-norerythromycin A-9-oximu.

Krok 3: Roztok 220 mg 6-O-allyl-l4-norerythromycin A-9-
oximu a 322 mg 85% hydrosulfitu sodného ve 4 ml 1:1 smési
ethanolu a vody byl vloZen do inertni atmosféry. Bylo po
kapkdch p¥idédvédno 0,050 ml mravenci kyseliny a smés byla
michéna .v 80 °C po dobu 15 hodin. Po ochlazeni na teplotu
mistnosti pH reakce bylo upraveno na pH 10 s 6N NaOH a smés
byla tr¥ikrat extrahovana 150 ml porcémi ethylacetétu.
Organické extrakty byly spojeny a promyty postupné saturovanym
NaHCO;, vodou a solankou. Organickd faze byla usuSena nad
MgSO4, filtrovana a evaporovadna za zisku 156 mg 6-0O-allyl-14-

norerythromycinu A vhodného pro dal$i konverzi.

Dal3i provedeni: Dal8i provedeni slouceniny 7, kde R% je
allylovd skupina a m& dald3i C-13 substituenty (napt. R je
3-butenylovd skupina, Dbutylovd skupina, benzylova skupina,

vinylovad skupina, 2-azidoethylovd skupina, 2-fluoroethylova
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skupina nebo 3-hydroxybutylovd skupina), mohou byt pfipravena

podobné.

Priklad 12

Konverze sloudeniny 7 na slouéeninu 10 (viz schéma 2)

Krok 1. Sm&s 77 mg surové slouleniny pfipravené v prikladu
11, 0,073 ml 12N HCl a 2 ml vody byla michidna p¥i teploté
mistnosti po dobu 3 hodin. Sm&s byla p¥ivedena na pH 8 s 8N
KOH a extrahovéna ethylacetdtem. Organicky extrakt byl promyt
solankou, usuSen nad MgSO;, filtrovan a evaporovan. Zbytek byl
podroben chromatografii na silikagelu (3:1 smés hexanu a
acetonu, 1% triethylamin) za vzniku 42 mg cistého produktu
jako bilé pevné latky.

Krok 2. Bby se chranila skupina 2’0OH, byla smés 73 mg vySe
uvedené sloudeniny, 20 mg uhli¢itanu draselného, 14 pul
acetanhydridu a 1 ml acetonu michéna p¥i teploté mistnosti po
dobu 18 hodin. Byl p¥idén ethylacetdt, smé&s byla promyta vodou
a solankou, usu3ena nad MgSO,, filtrovéna a evaporovana. Zbytek
byl podroben chromatografii na silikagelu (3:1 smés hexanu a
acetonu, 1% triethylamin) za zisku 71 mg ¢&istého produktu jako

bilé pevné latky.

Krok 3. Roztok 99 mg slouleniny, kterd je vysledkem kroku
2, a 206 mg hydrochloridu 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-
ethylkarbodiimidu (EDC) ve 2 ml dichlormethanu byl podroben
ptsobeni 0,21 ml DMSO a ochlazen na 5 °C. Prostrednictvim
davkovaci pumpy byl bé&hem 4 hodin pfidan roztok 208 mg
pyridiniumtrifluoracetdtu ve 2 ml dichlormethanu. Pak byl
pridan ethylacetat, roztok byl promyt saturovanym NaHCOs,
vodou, solankou a usu$en nad MgSOs, filtrovan a evaporovan.

Zbytek byl podroben chromatografii na silikagelu (3:1 smés
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hexanu a acetonu, 1% triethylamin) =za =zisku 94 mg <&istého

produktu (R* je allylova skupina, R® je acetét a R'® je CHs) .

Krok 4. Aby se odchrénila skupina 2’'CH, byl roztok 94 mg
sloueniny, kterd Je vysledkem kroku 3, v 5 ml methanolu
michan pri teplot& mistnosti po dobu 24 hodin. Rozpoustédlo
bylo odstrané&no ve vakuu za vzniku poZadovaného produktu (R* je

allylova skupina, R?je H a R’ je CHs).

Dalsi proﬁedeni: Dalsi provedeni sloudeniny 10, kde R? je
allylova skupina a ma dal3i C-13 substituenty (nap¥. R je 3-
butenylovd skupina, butylova skupina, benzylova skupina,
vinylovd skupina, 2-azidoethylova skupina, 2- fluoroethylova
skupina nebo 3-hydroxybutylova skupina), mohou byt pEfipravena

podobné.
P¥iklad 13
Konverze ve skupiné& -OR®

A. Allylova skupina — propylova skupina

Roztok 0,2 mmol kaZ?dé sloudeniny z krokl 3 nebo 4 pfikladu
12 v ethanolu byl napln&n dusikem a bylo pridano 20 mg 10%
palladia na uhli. Smé&s pak byla naplnéna vodikem a reakcni
sm&s byla mich&na p¥es noc pod pozitivnim vodikovym tlakem.
Reakéni smés byla filtrovdna a koncentrovdna ve vakuu za
vzniku skla. Chromatografie na silikagelu (95:5:0,5 smes
dichlormethanu, methanolu a ammonia) poskytla propylové

derivaty sloucenin jako bilé pevné latky.
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B. Allylova skupina - CHCHO

P¥i teploté -78 °C byl ozén probublavén roztokem 4,0 mmol
kazdé sloudeniny z krokd% 3 nebo 4 pfikladu 12 ve 100 ml
dichlormethanu po dobu 45 minut. Reakéni smé€s pak byla sycena
dusikem po dobu 10 minut. Bylo pfidéno 1,46 ml (20 mmol)
dimethylsulfidu v -78 °C a reakéni smé&s byla michana po dobu
30 minut v 0 °C. Reak&ni sm&s byla koncentrovédna ve vakuu za
vzniku bilé pény, kterd byla pouZita bez dalsi purifikace pri
zahtivani roztoku sloudeniny ve 40 ml (4,0 mmol) THF a 2,62 g
(10,0 mmol) trifenylfosfinu v 55 °C po dobu 2,5 hodin. Reak&ni
smé&s Dbyla koncentrovdna ve vakuu za vzniku bilé pény.
Chromatografie na silikagelu (1:1 smé&s acetonu a hexanu, pak
75:25:0,5 sm&s acetonu, hexanu a triethylaminu) poskytla

poZadovanou sloueninu jako bilou pevnou latku.

C. Allylova skupina - CH;CH=NOH

K roztoku 0,08 mmol sloudeniny pripravené v B, kde R® je
skupina -CH;CHO, v 5 ml methanolu, bylo p¥idano 31 pl (0,225
mmol) triethylaminu a 7,7 mg (0,112 mmol) hydrochloridu
hydroxylaminu a reak&ni smés byla michdna po dobu 6 hodin pZfi
teploté mistnosti. Reak&ni smé&s byla nabrana do ethylacetatu a
promyta vodnym 5% hydrouhliéitanem sodnym a solankou, ususena
nad sulfatem sodnym a koncentrovéna ve vakuu za vzniku &irého
skla. Chromatografie na silikagelu (95:5:0,5 smés
dichlormethanu, methanolu a amoniaku) poskytla sloueninu jako

bilou pevnou latku.

D. -CH;CH=NOH - CHCN

K roztoku v dusikové atmosféte 0,267 mmol slouceniny

pripravené v C v 5 ml THF bylo pEZidano 83 pnl (0,534 mmol)
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diisopropylkarbodiimidu a 2,7 mg (0,027 mmol) CuCl a reakéni
smds byla michana p¥es noc pri teplot& mistnosti. Reakéni smés
byla nabréna do ethylacetatu a promyta vodnym 5%
hydrouhligditanem sodnym a solankou, ususena nad sulféatem
sodnym a koncentrovana ve vakuu za vzniku ¢irého skla.
Chromatografie na silikagelu (95:5:0,5 smé&s dichlormethanu,
methanolu a amoniaku) poskytla poZadovanou slouCeninu Jjako

bilou pevnou latku.

E. —-CH,CHO - CHCH2NH»

K roztoku 0,276 mmol sloudeniny p¥ipravené v B v 10 ml
methanolu bylo p¥idéno 212 mg (2,76 mmol) acetatu amonného a
smé&s byla ochlazena na O °C. Bylo pfidéno 34 mg (0,553 mmol)
kyanoborohydridu sodného a reak&ni smés byla michdna po dobu

30 hodin v 0 °C. Reak&ni smé&s byla nabrédna do ethylacetatu a

promyta vodnym 5% uhlic¢itanem sodnym, vodnym 2%
tris (hydroxymethyl)aminomethanem a solankou, usuSena nad

sulfatem sodnym, filtrovdna a koncentrovana ve vakuu.
Chromatografie na silikagelu (90:10:0,5 smés dichlormethanu,
methanolu a amoniaku) poskytla poZadovanou slouceninu  jako

bilou pevnou léatku.

F. -CH,CHO - CH,CH,NHCH,-fenylova skupina

K roztoku 0,200 mmol sloudeniny pfipravené v B v 10 ml
methanolu o teploté& 0 °C bylo p¥idano 114 pl (2,00 mmol) octové
kyseliny a 21 pl (2,00 mmol) benzylaminu a smé&s byla michana po
dobu 10 minut. Bylo ptidano 24,8 mg (0,400 mmoi)
kyanoborohydridu sodného a reakéni smé&s byla michana po dobu
16 hodin. Pak bylo pridédno dalsich 24,8. mg (0,400 mmol)
kyanoborohydridu sodného a michani pokracovalo po dobu 5

hodin. Reakdni smé&s byla nabrana do ethylacetatu a promyta
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vodnym 5% uhli¢itanem sodnym, vodnym 2%
tris (hydroxymethyl)aminomethanem a solankou, usu3ena nad
sulfdtem sodnym, filtrovdna a koncentrovdna ve  vakuu.
Chromatografie na silikagelu (95:5:0,5 smés dichlormethanu,
methanolu a amoniaku) nadsledovand druhou chromatografii
(50:50:0,5 sm&s acetonu, hexanu a triethylaminu) poskytla

poZadovanou slouceninu jako bilou pénu.

G. —-CH,CHO -» CH,CH,NHCH,CH;-fenylova skupina

K roztoku 0,200 mmol slou€eniny p¥ipravené v B v 10 ml
methanolu o teplot& 0 °C bylo p¥idéno 114 pl (2,00 mmol) octové

kyseliny a 218 pl (2,00 mmol) fenethylaminu.a smé&s byla michana
po dobu 10 minut. Bylo pfidéno 24,8 mg (0,400 mmol)
kyanoborohydridu sodného a reakéni sm&s byla michana po dobu
16 hodin. Reak&ni smé&s byla nabrédna do ethylacetatu a promyta
vodnym 5% uhlic¢itanem sodnym, vodnym 2%
tris (hydroxymethyl)aminomethanem a  solankou, usuSena nad
sulfdtem sodnym, filtrovdna a  koncentrovdna ve  vakuu.
Chromatografie na silikagelu (90:10:0,5 smé&s dichlormethanu,

methanolu a amoniaku) poskytla poZadovanou slouceninu.

H. ~-CH,CHO — CH,CH,NHCH (CO,CH3) CH,-fenylova skupina

K roztoku 0,200 mmol slouCeniny pripravené v B v 10 ml
methanolu o teploté 0 °C bylo ptridédno 129 mg (0,600 mmol)
hydrochloridu methylesteru L-fenylalaninu a smés byla michana
po dobu 10 minut. Bylo pifidano 924,8 mg (0,400 mmol)
kyanoborohydridu sodného a reakéni sm&s byla michana po dobu
22 hodin. Reak&ni sm&s byla nabrdna do ethylacetatu a promyta
vodnym 5% uhlic¢itanem sodnym, . vodnym 2%
tris (hydroxymethyl)aminomethanem a solankou, ususena nad

sulfdtem sodnym, filtrovana a koncentrovana ve  vakuu.
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Chromatografie na silikagelu (95:5:0,5 smés dichlormethanu,

methanolu a amoniaku) poskytla poZadovanou sloucCeninu.

I. -~CH,CHO - skupina —CHQCHZNHCHZ—M—pyridyl)

Po¥adovand sloudenina byla ptfipravena podle zplsobu
uvedeného v G, s vyjimkou, Ze fenethylamin byl nahrazen

4-aminomethylpyridinem.

J. ~CH,CH,NH, — skupina —CHCH,NHCHz- (4-chinolyl)

K roztoku 0,15 mmol slouleniny ptipravené v E ve 2 ml
methanolu bylc pfidéno 23 mg (0,15 mmol) 4-chinolin-
karboxaldehydu, 8,6 pl (0,15 mmol) octové kyseliny a 9,4 mg
(0,15 mmol) kyanoborohydridu sodného a reakéni smés Dbyla
michdna po dobu 15 hodin. Reakéni smé&s byla nabrana do
ethylacetétu a promyta vodnym 5% uhlicitanem sodnym, vodnym 2%
tris(hydroxymethyl)aminomethanem a solankou, ususena nad
sulfatem sodnym, filtrovana | a koncentrovana ve vakuu.
Chromatografie na silikagelu (95:10:0,5 smés dichlormethanu,

methanolu a amoniaku) poskytla poZadovanou slouceninu.

K. Allylova skupina — -CH,CH=CH-fenylova skupina

K roztoku 1,00 mmol 2' chran&né slouceniny pIipravené
v ptikladu 12, 22 mg (0,100 mmol) acetdtu palladnatého a 52 mg
(0,200 mmol) trifenylfosfinu v 5 ml acetonitrilu v dusikové
atmosfére bylo pridano 220 pul (2,00 mmol) jodbenzenu a 280 pl
(2,00‘ mmol) triethylaminu a smé&s byla ochlazena na =78 °c,
odplyn&na a nadoba uzaviena. Reakéni smés‘pak byla zahrata na
60 °C po dobu 0,5 hodiny a michéna v 80 °C po dobu 12 hodin,
nabrédna do ethylacetdtu a dvakridt promyta vodnym 5%

hydrouhli¢itanem sodnym, jednou vodnym 2%  tris(hydroxy-




methyl)aminomethanem a jednou solankou,

sodnym,

silikagelu (95:5:0,5

filtrovdna a koncentrovédna ve vakuu.

smés
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dichlormethanu, methanolu

amoniaku) poskytla pozZadovanou slouceninu.

Odstrané&ni chréanici

v methanolu.

Daldi provedeni sloueniny 10 zahrnuji ta provedeni,

R® je atom H, RY je

benzylovad skupina,
2-fluorethylova skupina,

3-hydroxybutylova skupina.

skupiny bylo uskutecnéno

propylova
vinylovéd skupina,
2-azidoethylova

Dalsi

skupina, butylové
3-butenylova
skupina

provedeni zahrnuji

slou&eniny, kde R* je &len tabulky 1.

Tabulka 1

usudena nad sulfatem

Chromatografie na

a

skupina,

skupina,

zah¥ivanim

kde

nebo

ty

skupina ~CH,CH=CH- (4-

~CH,CH,CH,-fenylova skupina methoxyfenyl)
skupina -CH,CH=CH-
(4-chlorfenyl) skupina ~CH;CH=CH-(3-chinolyl)
skupina -CH;CH>CH,OH skupina -CH,C(0O)OH
skupina -CH,CH;NHCH3 skupina -CH2CH;NHCH,0H
skupina -CH,CH,N CHgz):2 skupina -CHCH; (l-morfolinyl)
skupina -CH,C (O)NH; skupina -CH;NHC (O)NH;
skupina -CH;NHC (O)CHs skupina -CHzF
skupina ~-CH,CH,0CHj3 skupina -CH,CHj3
skupina ~CH,CH=CH (CH3)2 skupina -CH;CH,CH (CH3) CH3
skupina -CH;CH,OCH,CH20CH;3 skupina -CH,SCH3
-cyklopropylova skupina skupina ?CHﬂXHh

skupina -CH,-cyklopropylova
skupina -CH,CHyF skupina
skupina -CH2CH,CHO skupina -C(O)CH,CH,CH;3

skupina -CHz-(4-nitrofenyl)

skupina ~CH,-(4-chlorfenyl)

skupina —-CHy- (4-methoxyfenyl)

skupina -CH,;- (4-kyanofenyl)
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skupina -CH,CH=CHC (O)OCHs skupina —~CH,;CH=CHC (O) OCH,;CHj3
skupina -CH;CH=CHCHj3 skupina -CH,;CH=CHCH,;CH3

skupina —CH;CH=CHCH;CH,CH3 -CH,CH=CHSO,-fenylova skupina
skupina -CH,C=CSi (CH3)s skupina —CH,C=CCH,CHCH,CH,CH,CH3
skupina -CH,C=CCH; skupina -CH;— (2-pyridyl)
skupina -CH;~ (3-pyridyl) skupina -CH;- (4-pyridyl)
skupina -CH,—~(4-chinolyl) skupina -CH2NO;

skupina -CH,C (O)OCH;3 -CH,C (0) fenylova skupina
skupina —CH;C (O)CH,CH;s skupina -CH,Cl=
~CH,8 (0) ,-fenylova skupina skupina -CH,CH=CHBr

skupina —-CH,CH=CH- (4-chinolyl) skupina -CH,CH,CH,- (4-chinolyl)
skupina -CH,CH=CH- (5-chinolyl) |skupina -CH;CH;CHz-(5-chinolyl)
skupina -CH,CH=CH- (4- skupina -CH,CH=CH- (7-
benzoxazolyl) nebo benzimidazolyl)

P¥iklad 14

P¥iprava 11,12-cyklického karbamatu 2'-O-benzoyl-6-O-allyl-11-

amino-3-deskladinosyl-1l-deoxy-3-oxo-15-methylerythromycinu A

A. 6—O—allyl—3—deskladinosyl—lS—methylerythromycin A

Smés 6,58 g 6-0-allyl-15-methylerythromycinu A a 125 ml

0,5N HCl byla michéna p¥i teploté& mistnosti po dobu 20 hodin.

pH bylo upraveno na 10 pridénim 6N NaOH a smés byla trikrat

extrahovana 225 ml porcemi ethylacetatu.
byly  spojeny,
solankou,
Surovy produkt

smés toluenu a

pak

acetonu + 1%

postupné promyty
usudeny nad MgSOy,

byl podroben chromatografii na silikagelu

Et3N)

saturovanym NaHCOs,

filtrovany a

Organické extrakty
vodou a
evaporovany.

(3:2

za zisku 3,04 g c¢istého 6-0-




87

allyl-3-deskladinosyl-15-methylerythromycinu A. ES-LC/MS
ukdzala [M+H]™ = 617.

B. 2'-0-benzyl-6-0O-allyl-3-deskladinosyl-15-methylerythromycin

2,43 g (3,86 mmol, 1,00 ekv.) 6-0O-allyl-3-deskladinosyl-
15-methylerythromycinu A a 1,78 g (7,72 mmol, 2,00 ekv.)
anhydridu kyseliny benzoové bylo vloZeno do banky s kulatym
dnem a naplné&no N;. Bylo pf¥idéno 17,5 ml ethylacetatu. Roztok
byl michdn po dobu 3,5 hodiny, a pak byl nafedén 400 ml EtOAc
a dvakrat promyt 150 ml saturovaného vodného NaHCO3 a jednou po
150 ml vody a solanky. Organickd féze byla usuSena nad MgSOy,
filtrovéna a koncentrovéana. Purifikace velmi rychlou
chromatografii na silikagelu (3:1 sm&s hexanu a acetonu +1%
EtsN) poskytla 1,94 g (68,1%) pozZadovaného produktu jako bilé
pevné latky. ES-LC/MS ukazala [M+#H]™ = 721. 13C NMR (100,6 MHz,
cpcls) &6 219,4, 174,3, 1e5,4, 135,3, 132,6, 130,8, 129,7,
128,2, 117,2, 99,7, 80,7, 79,0, 77,9, 77,7, 75,1, 74,3, 72,3,
69,0, 64,7, 63,3, 45,6, 43,9, 40,7, 37,9, 37,7, 35,7, 32,1,
30,8, 21,1, 20,2, 19,3, 18,1, 16,3, 15,1, 14,0, 12,4, 7,7.

C. 2'-0-benzoyl-6-0-allyl-3-deskladinosyl~3-oxo-15-methyl-

erythromycin A

0,510 g (3,82 mmol, 1,50 ekv.) N-chlorsukcinimidu bylo
rozpusténo ve 13 ml bezvodého CH,Cl, a ochlazeno na -10 °C
v dusikové atmosfétre. Bylo ptidano 0,328 ml (4,46 mmol, 1,75
ekv.)‘methylsulfidu a reakce byla michéna po dobu 15 minut. Po
kapkadch byl p¥iddvan roztok 1,87 g (2,55 mmol, 1,00 ekv.) 2'-
O-benzoyl-6-0-allyl-3-deskladinosyl-15-methylerythromycinu A
ve 13 ml bezvodého CHyCl,. Po 30 minutédch bylo p¥idédno 0,355 ml

(2,55 mmol, 1,00 ekv.) Cerstvé destilovaného EtsN a reakce byla
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privedena na 0 °C po dobu 30 minut. Reakéni smé&s byla nafedéna
400 ml EtOAc a promyta postupné po 100 ml saturovaného vodného
NaHCO;, vody a solanky. Organickd vrstva byla usuSena nad
MgSO,, filtrovana, koncentrovéana a purifikovéna velmi rychlou
chromatografii (9:1 smé&s hexanu a acetonu + 1% Et3N) za vzniku
0,931 g (49,9%) poiadovaného.produktu jako bilé pevné 1latky.
ES-LC/MS uké&zala [M+H]™ = 719. *’C NMR (100,6 MHz, CDCls) 3
219,1, 206,1, 169,5, 165,3, 135,3, 132,7, 129,0, 129,7, 128,3,
117,4, 100,7, 78,5, 76,6, 75,3, 74,2, 72,1, 69,2, €9,0, 64,5,
63,7, 50,6, 45,3, 44,8, 40,7, 38,3, 37,8, 31,7, 31,0, 21,1,
20,2, 19,5, 18,1, 16,5, 14,5, 14,0, 12,6, 12,2.

D. 2'-0-benzoyl-6-0-allyl-3~deskladinosyl-3-oxo-11-0~
methansulfonyl-15-methyl- erythromycin A

904 mg (1,24 mmol, 1,00 ekv.) 2'-O-benzoyl-6-0O-allyl-3-
deskladinosyl-3-oxo-15-methylerythromycinu A bylo rozpudténo
ve 4 ml Serstvé destilovaného pyridinu a ochlazeno na 0 °C. Po
kapkdch bylo ptidavéano 0,478 ml (6,17 mmol, 5,00 ekv.)
methansulfonylchloridu. Reakce byla ponechédna zahfat se na
teplotu mistnosti a michdna pfes noc. Smé&s byla nafedéna 350
ml EtOAc a zastavena 100 ml saturovaného vodného NaHCO3. Vrstvy
byly oddé&leny a organickd féze byla promyta postupné po 100 mt
vody a solanky. Organickd féaze byla wusuSena nad MgSOy,
filtrovdna a koncentrovana. Velmi rychld chromatografie na
silikagelu (4:1 sm&s hexanu a acetonu + 1% Et3N) poskytla 741
mg (74,1%) poZadované sloueniny jako bilé pevné latky. 3¢ NMR
(100,6 MHz, CDCls) & 203,0, 168,9, 165,0, 137,6, 133,1, 130,3,
129,8, 128,5, 114,4, 08,8, 102,2, 91,1, 84,4, 8l,6, 78,8,
72,2, 69,2, 64,3, 63,9, 52,1, 46,6, 45,8, 40,7, 38,8, 38,2,
35,9, 31,8, 30,9, 29,7, 24,8, 21,0, 19,6, 18,2, 15,5, 15,4,
13,8, 13,5. |
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E. 2'-O-benzoyl-6-0-allyl-3-deskladinosyl-3-oxo-10,1l-anhydro-
15-methylerythromycin A

705 mg (0,870 mmol, 1,00 ekv.) 2'-O-benzoyl-6-0-allyl-3-
deskladinosyl-3-oxo-11l-methansulfonyl-15-methylerythromycinu A
bylo rozpudténo ve 3 ml acetonu a po kapkdch bylo pfidavano
0,651 ml (4,35 mmol, 5,00 ekv.) 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-
7-enu. Reakce byla michana p#¥i teploté mistnosti po dobu 6
hodin, a pak byla koncentrovdna. Velmi rychld chromatografie
na silikagelu (4:1 sm&s hexanu a acetonu + 1% Et3N) poskytla
486 mg (78,0%) poZadované slouleniny jako bilé pevné latky. 3¢
NMR (100,6 MHz, c¢DC1l3) & 210,1, 208,4, 170,2, 165,2, 141,0,
140,2, 136,3, 132,7, 130,4, 129,8, 128,2, 115,5, 100,6, 81,0,
78,7, 11,2, 13,8, 72,0, 69,1, 64,6, 63,3, 51,0, 47,4, 40,8,
39,4, 36,2, 31,9, 31,3, 23,6, 21,2, 21,1, 21,0, 19,4, 14,1,
13,9, 13,7, 13,1.

F. 11,12-cyklicky karbamat 2'-O-benzoyl-6-0O-allyl-ll-amino-3-
deskladinosyl-11l-deoxy-3-oxo-15-methylerythromycinu A

227 mg (0,317 mmol, 1,00 ekv.) 2'-O-benzoyl-6-O-allyl-
10, 11-anhydro-3~deskladinosyl-3-oxo-15-methylerythromycinu A
bylo rozpudténo v 1,3 ml Cerstvé destilovaného THF a ochlazeno
na -15 °C v dusikové atmosféfe. Bylo pridédno 25 mg (0,634
mmol, 2,00 ekv.) hydridu sodného, 60% disperze v mineralnim
oleji, a reakce byla michdna po dobu 15 minut. Po kapkach byl
pridavan roztok 140 mg (0,866 mmol, 3,00 ekv.) 1,1~
karbonyldiimidazolu v 1,3 ml d&erstvé destilovaného THF. Po
michdni po dobu 30 minut byla reakce ponechédna zahfat se na
teplotu mistnosti po dobu 1,5 hodiny. Sm&€s byla nafedéna 100
ml EtOAc a promyta postupngd po 30 ml saturovaného vodného

NaHCO;, vody a solanky. Organick& féaze byla usuSena nad MgSOy,
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filtrovadna a koncentrovdna =za vzniku 275 mg (100%) surového
produktu, ktery byl rozpu3tén ve 2 ml ACN a 0,2 ml bezvodého
THF. Byly pfidany 2 ml saturovaného vodného hydroxidu
amonného. Reak&ni nadoba byla uzaviena a michadna po dobu 2
dnti. T&kavé latky byly odstran&ny za sniZeného tlaku a zbytek
byl op&t rozpudtén v 100 ml EtOAc. Roztok byl postupné promyt
po 30 ml saturovaného vodného NaHCO3, vody a solanky. Organicka
faze byla usuSena nad MgSOy, filtrovdna a koncentrovdna. Velmi
rychld chromatografie surového produktu (4:1 smés hexanu a
acetonu + 1% Et3N) poskytla 184 mg (76,5%) poZadovaného
produktu.

P¥iklad 15

Priprava slou&enin vzorce I, kde R® je skupina YZ, kde Y je

skupina -CH,~-CH=CH- a Z jsou rizné heterocarylové skupiny.

P¥iprava A: vzorec (I): X = atom H, R®* je skupina -CH-CH=CH-
(3-chinolyl)

40 mg (0,0528 mmol, 1,0 ekv.) 11,12-cyklického karbamatu
2'—O—benzoyl;6—o~allyl—11—amino—3-deskladinosyl—ll—deoxy—B—
oxo-15-methylerythromycinu A, 14 mg (0,014 mmol, 0,5 ekv.)
aduktu chloroformu a tris(dibenzylidenaceton)dipalladia (0),
17 mg (0,055 mmol, 1,0 ekv.) tri—o—tolylfésfinu a 72 pl (0,53
mmol, 10 ekv.) 3-bromchinolinu bylo vloZeno do bainky s kulatym
dnem, kterd byla napln&na N,. Byl pfidan 1 ml odplynéného
acetonitrilu a 0,015 ml (0,11 mmol, 2,0 ekv.) Cerstveé
destilovaného Et3N. Reakce byla zahfivana k varu pod zpétnym
chladi&em po dobu 63 hodin. Smés byla ponechana zah¥at se na
teplotu mistnosti a nafedé&na 40 ml EtOAc. Roztok byl promyt

postupné& po 10 ml saturovaného vodného NaHCO3, vody a solanky.
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Organicka faze byla usuSena nad MgSOy, filtrovana a
koncentrovana. Velmi rychld chromatografie surového produktu
(gradient 5:1 aZ 2:1 sm&si hexanu a acetonu + 1% Et) poskytla

34 mg poZadovaného produktu.

34 mg vySe uvedeného produktu bylo rozpuSténo v 1 ml
methanolu, nadoba byla uzav¥ena a zahfivana k varu pod zpétnym
chladi¢em v 80 °C po dobu 16 hodin. Té&kavé latky byly
odstranédny za sniZeného tlaku. Velmi rychld chromatografie
(1:1 smé&s hexanu a acetonu + 1% Ets;N) poskytla ve dvou krocich
25 mg (61%) poZadovaného produktu Jjako svétlezluté pevné
latky. ES-LC/MS: [M+H]™ = 780,5. *°C NMR (CDCls, 100 MHz): &
217,44, 205,37, 169,48, 157,69, 149,71, 147,61, 132,51,
129,96, 129,56, 129,15, 129,05, 128,49, 128,05, 126,70,
102,90, 83,42/ 78,71, 76,42, 75,91, 170,22, 69,53, 65,83,
64,31, 58,12, 50,81, 46,29, 46,12, 45,05, 40,18 (2 C), 39,05,
37,31, 31,64, 28,19, 21,15, 20,18, 19,43, 18,05, 14,38, 14,11,
13,76, 13,63 (2 C).

Ptiprava B: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CH,-CH=CH-

(3—-(6-flucrchinolyl))

Tato sloulenina byla pFfipravena podle zpGsobu piipravy A
s pouZitim 3-brom-6-fluorchinolinu namisto 3-bromchinolinu.
ES-LC/MS: [M+H]™ = 798,5. '3C NMR (CDCls, 100 MHz): & 217,49,
205,36, 169,54, 160,6 (Jcr = 248 Hz), 157,68, 149,05, 144,69,
131,84, 131,64 (Jer = 9 Hz), 130,28, 129,63, 129,31, 128,7 (Jcr
= lQ HZ), 119,20 (Jer = 27 Hz), 110,87 (Jer = 22 Hz), 102,94,
83,42, 78,77, 76,44, 75,91, 70,22, 69,55, 65,84, 64,24, 58,09,
50,83, 46,36, 46,06, 45,05, 40,18 (2 C) 39,04, 37,32, 31,63,
28,19, 21,16, 20,19, 19,46, 18,04, 14,37, 14,18, 13,76, 13,62
(2 C).
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Pfiprava C: vzorec (I): X = atom H, R*® je skupina -CH,-CH=CH-

(3-(6-chlorchinolyl)

Tato sloudenina byla p¥ipravena podle zplsobu pfipravy A
s pouZitim 3-brom-6-chlorchinolinu namisto 3-bromchinolinu.
ES-LC/MS: [M+H]™ = 814,5. '®C NMR (CDCl;, 100 MHz): & 217,48,
205,35, 169,55, 157,67, 149,90, 145,92, 132,42, 131,49,
130,80, 130,44, 129,92, 129,49, 129,46, 128,71, 126,57,
102,94, 83,41, 78,78, 76,45, 75,91, 70,22, 69,54, 65,83,
64,23, 58,07, 50,83, 46,39, 45,99, 45,04, 40,17 (2 C), 39,03,
37,32, 31,62, 31,53, 28,18, 21,16, 20,17, 19,49, 18,04, 14,36,
14,21, 13,76, 13,61 (2 C).

P#iprava D: vzorec (I): X = atom H, R?® je skupina -CH,-CH=CH-
p

(4-isochinolyl)

Tato sloudenina byla p¥ipravena podle zplsobu pfipravy A
S pouiitim 4-bromisochinolinu namisto 3-bromchinolinu. ES-
LC/MS: [M+H]™ = 781. *c NMR (CDCls, 100 MHz): & 217,19, 205,43,
169,75, 157,39, 152,07, 140,74, 133,61, 130,65, 130,44,
128,07, 127,72, 127,05, 126,89, 122,77, 102,85, 83,28, 78,74,
75,72, 70,22, 69,51, 65,88, 64,45, 58,10, 50,91, 46,07, 45,09,
40,18 (2 C) 38,99, 37,34, 31,48, 29,66, 28,28, 21,18, 20,39,
19,33, 14,53, 14,01, 13,86, 13,66, 13,62.

Priprava E: vzorec (I): X = atom H, R® je skupina -CH,-CH=CH-
(3-pyridyl)

Tato sloudenina byla pripravena podle zplsobu pfipravy A
s pouzitim 3-brompyridinu namisto 3-bromchinolinu. LC/MS:
[M+H]~ = 731. ¢ NMR (CDCls, 100 MHz): & 217,39, 205,27,
169,50, 157,61, 148,81, 148,68, 132,63, 132,16, 129,65,
128,18, 123,46, 102,91, 83,36, 78,63, 76,35, 75,79, 70,20,
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69,52, 65,83, 64,17, 58,06, 50,78, 46,28, 45,03, 40,16 (2 C),
38,96, 37,29, 31,64, 31,52, 28,19, 22,58, 21,14, 20,21, 19,42,
18,04, 1,35, 14,12, 14,05, 13,79, 13,61 (2 C).

Pfiprava F: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CH,-CH=CH-
(3- (6-methylchinolyl))

Tato sloucenina byla pripravena podle zpﬁsobu pripravy A
s pouZitim 3-brom-6-methylchinolinu namisto 3-bromchinolinu.
ES-LC/MS: [M+H]®™ = 795. '3C NMR (CDCl;, 100 MHz): & 217,37,
205,35, 169,47, 157,65, 148,82, 146,23, 136,45, 131,87,
131,37, 130,09, 129,51, 128,78, 128,22, 128,06, 126, 86,
102,87, 83,40, 78,68, 75,91, 70,20, 69,47, 65,83, 64,33,
58,11, 50,81, 46,28, 45,04, 40,15 (2 C), 39,05, 37,31, 31,64,
28,24, 21,52, 21,14, 20,18, 19,45, 18,05, 14,38, 14,11, 13,77,
13,63 (2 C). ’

Pr¥iprava G: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CHp-CH=CH-
(3-(6-aminochinolyl)

Tato sloudenina byla pfipravena podle zplsobu pfipravy A
s pouzitim 3-brom-6-aminochinolinu namisto 3-bromchinolinu.

ES-LC/MS: [M+H]™ = 796.

P¥iprava H: vzorec (I): X = atom H, R® je skupina -CH,-CH=CH-
(3- (5-isoxazol-3-yl) thienyl)

Tato sloudenina byla ptripravena podle zpusobu pfipravy A
s pouZitim 5-(isoxazol-3-yl)-2-bromthiofenu namisto 3-brom-

chinolinu.
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P¥iprava I: vzorec (I): X = atom H, R®* je skupina -CH,-CH=CH-

(6-chinolyl)

Tato sloudenina byla pripravena podle zpasobu pifipravy A

s pouZitim 6-bromchinolinu namisto 3-bromchinolinu.

Priprava J: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina =-CH,-CH=CH-
(3-chinoxal-6-yl)

Tato sloudenina byla pripravena podle zpGsobu pfipravy A

s pouZitim 6-bromchinoxalinu namisto 3-bromchinolinu.

Priprava K: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CH-CH=CH-
(5- (N-(2-pyridyl)-2-furamidyl)

Tato sloudenina byla p¥ipravena podle zpusobu pfipravy A
s pouZitim N-(2-pyridyl)-5-brom-2-furamidu namisto  3-brom-

chinolinu.

Priprava L: vzorec (I): X = atom H, R® je skupina -CH;-CH=CH-
(1,8-naftyridin)

Tato sloudenina byla p¥ipravena podle zpGsobu pifipravy A

s pouZitim 3-Br-1,8-naftyridinu namisto 3-bromchinolinu.

Pr¥iprava M: vzorec (I): X = atom H, R®* je skupina -CH;-CH=CH-
(1,5-naftyridin)
Tato sloudenina byla p¥ipravena podle zplsobu pripravy A

s pouZitim 3-Br-1,5-naftyridinu namisto 3-bromchinolinu.

priprava N: wvzorec (I): X = atom H, R? je skupina -CHp;-CH=CH-
(1,6-naftyridin)
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Tato sloudenina byla pripravena podle zpusobu piipravy A

s pouzitim 3-Br-1,6-naftyridinu namisto 3-bromchinolinu.

P¥iprava O: vzorec (I): X = atom H, R®* je skupina -CHy-CH=CH-
(6-purinyl)
Tato sloudenina byla p¥fipravena podle zptsobu pfipravy A

s pouZitim 6-Br-purinu namisto 3-bromchinolinu.

P¥iprava P: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CH,-CH=CH-2-
(tetrazol-5-yl) fenyl)

Tato sloudenina byla pFfipravena podle zpisobu pripravy A

s pouzitim 5-(2-bromfenyl)tetrazolu) namisto 3-bromchinolinu.

Pr¥iprava O: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CHp-CH=CH-
(3- (isoxazol-5-yl)~4-methoxyfenyl)

Tato sloudenina byla pfipravena podle zplsobu piipravy A
s pouZitim 5- (5-brom-2-methoxyfenyl) isoxazolu namisto 3~

bromchinolinu.

Pr¥iprava R: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CHy-CH=CH-
(uracil-5-yl)
Tato sloudenina byla p¥ipravena podle zpisobu pfipravy A

s pouZitim 5-bromuracilu namisto 3-bromchinolinu.

Priprava S: vzorec (I): X = atom H, R* Je skupina
~CH,-CH=CH-CH=CH- (uracil-5-y1l)
Tato sloudenina byla pFfipravena podle zpusobu p¥ipravy A

s pouZitim 5-(2-bromvinyl)uracilu) namisto 3-bromchinolinu.
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Pf¥iprava T: vzorec (I): X = atom H, R® je skupina -CH;-CH=CH-
(3- (6-methoxychinolyl)

Tato sloudenina byla pfipravena podle zplsobu pfipravy A

s pouZitim 3-brom-6-methoxychinolinu namisto 3-bromchinolinu.

Pf¥iprava U: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CH;-CH=CH-

{5-chinolyl)

Tato sloudenina byla pfipravena podle zpGsobu pfipravy A

s pouzitim 5-bromchinolinu namisto 3-bromchinolinu.

Priprava V: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -~CH,-CH=CH-
(7-chinolyl)

Tato sloudenina byla pripravena podle zplsobu pfripravy A

s pouZitim 7-bromchinolinu namisto 3-bromchinolinu.

2-fluorované derivaty sloudenin vytvofenych v pfipravach A az

S

Odpovidajici 2-fluorované derivéty sloulenin popsanych
v ptipravach A az S mohou byt pripraveny pocinaje
s 11,12-cyklickym karbamatem 2'-0-benzoyl-6~0-allyl-1l-amino-
3—deskladinosyl—1l—deoxy—3—oxo—2—fluor—l5—methylerythromycinu
A namisto 11,12-cyklického karbamatu 2'-O-benzoyl-6-O-allyl-
11~amino-3-deskladinosyl-11-deoxy-3-oxo~15-methylerythromycinu
A v prisludnych p¥ipravach. Nazorny pfiklad NMR dat pro 2-

fluorované derivaty Je 2-fluorovany prot&jSek slouCeniny

vytvofené v priprave A, kde R® Je skupina  -CH;-CH=CH-
(3-chinolyl). LC/MS: [M+H] ™ = 798,6. '"F NMR (CDCls, 376 MHz): 3

-163,93. '*c NMR (CDClz, 100 MHz): & 217,97, 204,28 (Jcr = 27
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Hz), 165,62 (Jo = 23 Hz), 157,18, 149,71, 147,70, 132,65,
130,25, 129,53, 129,22, 129,12, 129,06, 128,15, 128,08,
126,78, 104,10, 98,02 (Jer = 206 Hz), 83,40, 79,59, 79,37,
77,57, 70,41, 69,74, 65,85, 64,36, 58,11, 44,23, 40,83 (Jer =
1,5 Hz), 40,25 (2 C), 39,04, 37,45, 31,37, 28,16, 25,30 (Jcr =
22 Hz), 21,19, 20,86, 19,54, 17,67, 15,46 (Jer = 1,7 HZ),
13,82, 13,80, 13,29.

Propylové derivaty sloulenin vytvofenych v pfipravach A az S

(kde Y je propylové skupina)

Odpovidajici slouleniny, kde propenylovd skupina Je
redukovana na propylovou skupinu mohou byt piipraveny tak, jak
je uvedeno dale. Kterdkoliv ze sloucenin vytvorenych
v pripravadch A aZ S (v&etn& jejich C-2 fluorovanych protéjska)
byla rozpu$té&na ve 100 ml smé&€si 2:1 methanolu a ethylacetatu.
Sm&s byla naplné&na dusikem a bylo pfidéno 150 mg 10 % palladia
na uhli. Dusikové atmosféra byla nahrazena vodikovou
atmosférou a suspenze byla duikladné michana p¥i tlaku 101,325
kPa (1 atm) H,. Reakce byla monitorovéana chromatografii na
tenké vrstvd a kdy? Dbyla ukoncena, byla filtrovana a

koncentrovéna do sucha. Produkt byl purifikovan chromatografii

na silikagelu.

Priklad 16

Priprava 11,12-cyklického karbamdtu 2'-0-benzoyl-6-0-
propargyl—11—amino—3—deskladinosyl~l1—deoxy—3—oxo—15—methyl—

erythromycinu A

A. 6-O-propargyl-15-methylerythromycin A
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Roztok 100 mg 2',4"-bis-O-trimethylsilyl-15-methylerythro-
mycin A-9- [0~ (1-isopropoxycyklohexyl) Joximu v 0,1 ml
tetrahydrofuranu, 0,1 ml etheru a 0,1 ml DMSO byl ochlazen na
10 °C a podroben plsobeni 0,028 ml 3-brom-1-(trimethylsilyl)-
l-propynu v inertni atmosféfe. Byla pfidéna smés 0,19 ml
methylsulfoxidu a 1,0 M terc-butoxidu draselného v 0,38 ml
tetrahydrofuranu rychlosti 2,0 molarnich ekvivalentu bézi za
hodinu. Po 0,5 a 1 hodin& bylo p¥idéno dal8ich 0,014 ml
ekvivalentu TMS-propargylbromidu. Reakce byla monitorovana
chromatografii na tenké vrstvé (silikagel, 10:1 smés toluenu a
acetonu) a byla povaZovadna za ukonenou po pfidéani 2,3
molarnich ekvivalent® bazi. Reakce byla na¥edéna 100 ml
ethylacetatu a 30 ml saturovaného NaHCO; a promyta postupné
saturovanym NaHCO3;, vodou a solankou. Organickd faze byla
usudena nad MgSO4, filtrovana a evaporovéna. Surovy produkt byl
podroben chromatografii na silikagelu (40:1 smés hexanu a
acetonu + 1% Ets3N) za zisku &aste&né purifikovaného 6-0-(3-
trimethylsilyl)propargyl-2',4"-bis-O-trimethylsilyl-15-methyl-
erythromycin A-9-[0-(1l-isopropoxycyklohexyl)]oximu.

Roztok 0,88 g ne&istého 6-0-(3-trimethylsilyl)propargyl-
2',4"-bis-O-trimethylsilyl-15-methylerythromycin A-9-[0-(1-
isopropoxycyklohexyl) ]oximu uvedeného vySe ve 4,4 ml
acetonitrilu byl podroben ptsobeni 2,2 ml vody a 2,5 ml octové
kyseliny a mich&n po dobu 24 hodin p¥i teploté mistnosti. Smés
byla koncentrovéna po p¥ridani 2-propanolu, a pak opakované po
pridani toluenu. Tato - latka byla michdna s uhliitanem
draselnym a 6 ml methanolu po dobu 2,5 hodiny. Smés byla
naredéna 200 ml ethylacetdtu a promyta postupné saturovanym
NaHCO;, vodou a solankou. Organickd faze byla usuSena nad

MgS0O,, filtrovana a evaporovéna za zisku produktu.

Roztok vysledného produktu a 0,59 g hydrosulfitu sodného

v 7 ml 1:1 smé&si ethanolu a vody byl vloZen do inertni
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atmosféry. Po kapkdch Dbylo p¥idadvdno 0,096 ml mravenci
kyseliny a sm&s byla michana v 80 °C po dobu 5 hodin. Po
ochlazeni na teplotu mistnosti byla reakce upravena na pH 10
s 6N NaOH a t¥ikrat extrahovdna 150 ml porcemi ethylacetétu.
Organické extrakty byly spojeny a postupné promyty saturovanym
NaHCO;, vodou a solankou. Organickd faze Dbyla usus3ena nad
MgS0Q4, filtrovédna a evaporovana za zisku 6-O-propargyl-15-
methylerythromycinu A vhodného pro dal$i konverzi. Cista latka

miZe byt prfipravena chromatografii na silikagelu.

B. 6-O-propargyl-3-deskladinosyl-15-methylerythromycin A

Smés O,40'g 6-0O-propargyl-15-methylerythromycinu A a 6 ml
0,6N HCl byla michédna p¥i teploté mistnosti po dobu 17 hodin.
pH bylo upraveno na 9 pfidédnim 6N NaOH a bylo pfidano 150 ml
ethylacetatu. Organické extrakty byly postupné promyty
saturovanym NaHCO;, vodou a solankou, pak usuSeny nad MgSOy,
filtrovdny a evaporovany za vzniku dalSiho produktu. Surovy

produkt byl podroben chromatografii na silikagelu za vzniku

¢istého 6-0-propargyl-3-deskladinosyl-15-methylerythromycinu
A.
C. 2'-0-benzoyl-6-0O-propargyl~3-deskladinosyl-15-methyl-

erythromycin A

Roztok 0,16 g 6-O-propargyl-3-deskladinosyl-15-methyl-
erythromycinu A a 0,12 g anhydridu kyseliny benzoové v 1,3 ml
ethylacetatu byl michan po dobu 17 hodin, pak byl postupnée
promyﬁ saturovanym NaHCO3, vodou a solankou. Roztok byl usuSen
nad MgS0O,, filtrovan a evaporovan. Surcvy produkt byl podroben
chromatografii na silikagelu za zisku 2'-O-benzoyl-6-0-

propargyl~3—-deskladinosyl-15-methylerythromycinu A.
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D. 2'-O-benzoyl-6-O-propargyl-3-deskladinosyl-3-oxo-15-methyl-

erythromycin A

0,510 g (3,82 mmol, 1,50 ekv.) N-chlorsukcinimidu bylo
rozpusténo v 13 ml bezvodého CH,Cl, a ochlazeno na -10 °C
v dusikové atmosféfe. Bylo pridano 0,328 ml (4,46 mmol, 1,75
ekv.) methylsulfidu a reakce byla michédna po dobu 15 minut. Po
kapkdch byl p#idavan roztok 1,87 g (2,55 mmol, 1,00 ekv.) 2'-
O—benzbyl—6—O—propargyl-3—deskladinosyl—15*methylerythromycinu
A v 13 ml bezvodého CH;Cl,. Po 30 minutéich bylo p¥idano 0,355
ml (2,55 mmol, 1,00 ekv.) cCerstvé destilovaného Et3zN a reakce
byla p¥ivedena na 0 °C po dobu 30 minut. Reak¢ni smés byla
natedéna 400 ml EtOAc a promyta postupné po 100 ml
saturovaného vodného NaHCOs3;, vody a solanky. Organickd vrstva
byla ususena nad MgSQy, filtrovéana, koncentrovana a

purifikovéna chromatografii.

E. 2'-0-benzoyl-6-0O-propargyl-3-deskladinosyl-3-0x0o-11-0~-
methansulfonyl-15-methylerythromycin A

904 mg 2'-O-benzoyl-6-O-propargyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
15-methylerythromycinu A bylo rozpusSténo ve 4 ml Cerstvé
destilovaného pyridinu a ochlazeno na 0 °C. Po kapkach bylo
ptridavano 0,478 ml (6,17 mmol, 5,00 ekv.)
methansulfonylchloridu. Reakce byla ponechana =zahf¥at se na
teplotu mistnosti a michana p¥es noc. Smé&s byla natedéna 350
ml EtOAc a zastavena 100 ml saturovaného vodného NaHCO3. Vrstvy
byly odd&leny a organickd féaze byla promyta postupné po 100 ml
vody a solanky. Organické faze Dbyla ususena nad MgSOy,
filtrovdna a koncentrovéna. Velmi rychld chromatografie na

silikagelu poskytla produkt.
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F. 2'-0-benzoyl-6-O-propargyl-3-deskladinosyl-3-oxo-10,11-
anhydro-15-methyl~ erythromycin A

705 mg 2'-0O-benzoyl-6-O-propargyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
1l-methansulfonyl-15-methylerythromycinu A bylo rozpu3téno ve
3 ml acetonu a po kapkdch bylo pt¥idavéno 0,651 ml (4,35 mmol,
5,00 ekv.) 1,8-diazabicyklo[5.4.0]Jundec-7-enu. Reakce byla
michdna p¥fi teploté mistnosti po dobu 6 hodin, a pak byla
koncentrovana. Velmi rychld chromatografie na silikagelu

poskytla produkt.

G. 11,12-cyklicky karbamat 2'-0O-benzoyl-6-O-propargyl-11-

amino-3-deskladinosyl-1ll-deoxy-3~-oxo-15- methylerythromycinu A

227 mg 2'-0-benzoyl-6-0-propargyl-10,1l-anhydro-3~-
deskladinosyl-3-oxo-15~-methylerythromycinu A bylo rozpusténo
v 1,3 ml J&erstvé destilovaného THF a ochlazeno na -15 °C
v dusikové atmosfére. Bylo pfiddno 25 mg (0,634 mmol, 2,00
ekv.) hydridu sodného, 60% disperze Vv minerdlnim oleji, a
reakce byla michdna po dobu 15 minut. Po kapkach byl pfidavéan
roztok 140 mg 1,l-karbonyldiimidazolu v 1,3 ml ¢Cerstvé
destilovaného THF. Po michdni po dobu 30 minut byla reakce
ponechéna zah¥at se na teplotu mistnosti po dobu 1,5 hodiny.
Smé&s byla naredéna 100 ml EtOAc a promyta postupné po 30 ml
saturovaného vodného NaHCO3;, vody a solanky. Organickd féaze
byla ususena nad MgSQO4, filtrovdna a koncentrovana, a pak byl
zbytek rozpudtén ve 2 ml ACN a 0,2 ml bezvodého THF. Byly
p¥idédny 2 ml saturovaného vodného hydroxidu amonného. ReakZni
niddoba byla uzaviena a michdna po dobu 2 dna. Tékavé 1latky
byly odstranény za sniZeného tlaku a zbytek byl opét rozpustéen
~ve 100 ml EtOAc. Roztok byl promyt postupné po 30 mi
saturovaného vodného NaHCO3;, vody a solanky. Organickd féaze
byla wusu$ena nad MgSO,, filtrovdna a koncentrovana. Velmi

rychla chromatografie poskytla produkt, cyklicky karbamat.
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P¥iklad 17
Syntéza slougeniny vzorce (I): X = atom H, R® = skupina 0O-3-
{(chinolin-3-yl)prop-2-ynyl
P¥iprava A: vzorec (I): X = atom H, R* je skupina -CH;-CC-

(3-chinolyl)

Krok 1: 40 mg 11,12-cyklického karbamatu 2'-O-benzoyl-6-0-
propargyl—l1—amino—3—deskladinosyl—11—deoxy—3—oxo—15—methyl—
erythromycinu A, 14 mg aduktu chloroformu a tris(dibenzyliden-
aceton)dipalladia (0), 17 mg tri-o-tolylfosfinu, jodidu médi a
72 pl (0,53 mmol, 10 ekv.) 3-bromchinolinu bylo vloZeno do
bafiky s kulatym dnem, kterd byla naplnéna N.. Byla pridéna 1 ml
odplyné&ného acetonitrilu a 0,015 ml (0,11 mmol, 2,0 ekv.)
Serstvé destilovaného EtsN. Reakce byla zah¥ivédna k varu pod
zpétnym chladidem po dobu 63 hodin. Smés byla ponechdna zahfréat
se na teplotu mistnosti a nafedéna 40 ml EtOAc. Roztok byl
promyt postupné po 10 ml saturovaného vodného NaHCO3;, vody a
solanky. Organickad fé&ze byla usuSena nad MgSO,s, filtrovana a
koncentrovana. Velmi rychld chromatografie poskytla pozZadovany

produkt.

Krok 2: Vy3e wuvedeny produkt byl rozpustén v 1 ml
methanolu, uzavfen a =zahfivan k varu pod zpé€tnym chladicem
v 80 °C po dobu 16 hodin. T&kavé latky byly odstranény za
snizeného tlaku. Velmi rychlé chromatografie poskytla

poZadovany produkt.
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Priprava sloucCenin vzorce I, kde R® je skupina YZ, kde Y dje

propynylova skupina.

2-hydrogenované derivaty a 2-fluorované derivaty téchto
slouenin byly pfipraveny analogicky tak, jak bylo popsano
v pfipravé A kromé& toho, Ze byl pouZit vhodny halogenovany
heterocyklus namisto 3-bromchinolinu. Odpovidajici slouceniny,
kde Y je propylovad skupina, mohou také byt pfipraveny z téchto
sloucenin (vCetné C-2 fluorovanych protéjskl) redukci
propynylové skupiny, jak bylo popsadno v pfikladu 15. Provedeni
s dalsimi skupinami v R'® mohou byt pFripravena podobnym

zplisobem, jak bylo popsdno v tomto p¥ikladu a pfikladu 15.

Priklad 18

Syntéza 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10,11-anhydro-3, 6-dideoxy-

3-oxo-l4-norerythronolidu A

Priprava A: 5-0O-desosaminyl-10,11l-anhydro-6-deoxy-14-

norerythronolid A

0,5 g sm&si 6-deoxy-l4-norerythromycindt A, B, C a D
pochédzejicich z fermentace bylo rozpuSténo v 6 ml
dichlormethanu a podrobeno plsobeni 0,144 ml
chlortrimethylsilanu a 0,20 ml 1-trimethylsilylimidazolu. Po
10 minutéch byla reakce podrobena pusobeni 1N NaOH a byla
t¥ikradt extrahovdna dichlormethanem. Organické extrakty byly
spojeny, promyty saturovanym NaCl, usuSeny nad  MgSOy,
filtrovdny a evaporovany za zisku pénivé latky. Tato léatka
byla rozpudté&na v 5 ml tetrahydrofuranu a podrobena plsobeni
0,45 g 1,1'-karbonyldiimidazolu a 50 mg hydridu sodného, 60%

disperze v oleji promytad hexanem. Sm&s byla zahfivana v 70 °C
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po dobu 1 hodiny, a pak byla ochlazena a podrobena plsobeni 1N
NaOH a extrahovéna tFikrat ethylacetdtem. Organické extrakty
byly spojeny, promyty saturovanym NaCl, usuSeny nad MgSOy,
filtrovany a evaporovany do sucha. Vysledny smés produktl byla
rozpudté&na v 0,5 ml ethanolu a podrobena plsobeni 1 ml 2% HCL
ve vod&, aby se oditépily 3-0O-glykosylové skupiny. Produkt byl
ziskadn chromatografii. Hmotova spektrometrie poskytla [M+H]" =

559.

Priprava B: 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10,1l-anhydro-6-deoxy-
l4-norerythronolid A

Roztok 0,5 g 5-0-desosaminyl-10,ll-anhydro-6-deoxy-14-
norerythronolidu A v 10 ml acetonu byl podroben pﬁsobeni 0,10
ml acetanhydridu a 0,15 g uhliéitanu draselného pfi teploté
mistnosti po dobu 24 hodin, filtrovan a koncentrovan do sucha

za zisku produktu. Hmotové spektrometrie poskytla [M+H]" = 601.

Pr¥iprava C: 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10,1l1-anhydro-3, 6~

dideoxy-3-oxo-1l4-nor- erythronolid A

Roztok 0,5 g 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10,1ll-anhydro-6-
deoxy-l4-norerythronolidu A a 1,0 g hydrochloridu 1-(3-
dimethylaminopropyl)—3~ethylkarbodiimidu v 10 ml dichlor-
methanu byl podroben pusobeni 1,0 ml methylsulfoxidu a
ochlazen na 5 °C. Po kapkdch byl ptriddvan roztok 1,0 g
pyridiniumtrifluoracetatu v 10 ml dichlormethanu a smé&s byla
michdna v 5 °C po dobu 2 hodin. Smés byla natredéna
ethylécetétem, promyta vodou a saturovanym NaCl, a pak ususena
nad MgSOs, filtrovédna a evaporovana do sucha. Produkt byl
purifikovan chromatografii. Hmotovad spektrometrie poskytla

[M+H]" = 599.
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Priklad 19

Syntéza 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10, 11-anhydro-3, 6-dideoxy-
3-ox0-14, 15-dehydrorerythronolidu A

Pfiprava A: 5-0-desosaminyl-10, 11-anhydro~6~-deoxy-14, 15~
dehydroerythronolid A

0,5 g sm&si 6-deoxy-14,15~-dehydroerythromycind A, B, C a D
pochédzejicich z fermentace byla rozpuSténa v 6 ml
dichlormethanu a podrobena plisobeni 0,144 ml
chlortrimethylsilanu a 0,20 ml 1—trimethylsilylimidazolu. Po
10 minutdch byla reakce podrobena plsobeni 1N NaOH a byla
t¥ikrdt extrahovadna dichlormethanem. Organické extrakty byly
spojeny, promyty saturovanym NaCl, usuSeny nad  MgSOy,
' filtrovdny a evaporovany =za zisku pénivé latky. Tato 1latka
byla rozpuiténa v 5 ml tetrahydrofuranu a podrobena pusobeni
0,45 g 1,1'-karbonyldiimidazolu a 50 mg hydridu sodného, 60%
disperze v oleji, promyté hexanem. Smé&s byla zah¥fivana v 70 °C
po dobu 1 hodiny, a pak byla ochlazena a podrobena pasobeni 1N
NaOH a t¥ikrat extrahovidna ethylacetdtem. Organické extrakty
byly spojeny, promyty saturovanym NaCl, wusuSeny nad MgSOy,
filtrovany a evaporovany do sucha. Vyslednd sm&s produktd byla
rozpudté&na v 0,5 ml ethanolu a podrobena pisobeni 1 ml 2% HC1l
ve vod&, aby se odstépily 3-0O-glykosylové skupiny. Produkt byl

ziskadn chromatografii.

Ptiprava B: 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10,1l-anhydro-6-deoxy-
14,15-dehydroerythronolid A

Roztok 0,5 g 5-O-desosaminyl-10,1ll-anhydro-6-deoxy-14,15-
dehydroerythronolidu A v 10 ml acetonu byl podroben plsobeni
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0,10 ml acetanhydridu a 0,15 g wuhlid¢itanu draselného pfi
teploté& mistnosti po dobu 24 hodin, filtrovan a koncentrovan

do sucha za zisku produktu.

Priprava C: 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10, 11-anhydro-3, 6-
dideoxy-3-oxo-14,15-dehydroerythronolid A

Roztok 0,5 g 5-0-(2'-acetyldesosaminyl)-10,11-anhydro-6-
deoxy-14,15~dehydroerythronolidu A a 1,0 g hydrochloridu 1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-ethylkarbodiimidu v 10 ml
dichlormethanu byl podroben ptsobeni 1,0 ml methylsulfoxidu a
ochlazen na 5 °C. Po kapkadch byl pfidadvan roztok 1,0 g
pyridiniumtrifluoracetatu v 10 ml dichlormethanu a smés byla
michéna v 5 °C po dobu 2 hodin. Sm&s byla nafedéna
ethylacetétem, promyta vodou a saturovanym NaCl, pak usuSena
nad MgS0O,, filtrovdna a evaporovédna do sucha. Produkt byl

purifikovan chromatografii.

P¥iklad 20

Syntéza 5-0-(2'~acetyldesosaminyl)-10, 11~anhydro-3, 6-dideoxy-
3-oxo-15-methylerythronolidu A

Tento priklad je jedno provedeni pripravy 3-oxo-10,11-
anhydroprekurzoru erythromycinové slouceniny, které chybi C-6
hydroxylova skupina, ktery byl pouZit pro pfipravu 3-keto-
11,12 karbamdtovych derivatt. Schéma 6 ilustruje tento

protokol pro 6-deoxy-l13-propylerythromycin C.

o000
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Schéma 6
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Krok 1:

K roztoku 220 mg (0,307 mmol) slouceniny 6-A v 5 ml
dichlormethanu bylo pf#iddno 50 mg uhliCitanu draselného a 100
ul (0,9 mmol) acetanhydridu a reakce byla michana pfi teploté
mistnosti po dobu 16 hodin. Roztok byl filtrovéan, bylo p¥idano
25 ml 1IN hydroxidu sodného a 25 ml solanky a vodna vrstva byla
6-kradt extrahovdna ethylacetatem. Spojené organické vrstvy
byly usuSeny nad sulfdtem sodnym, filtrovadny a rozpoustedlo
bylo odstfanéno ve vakuu. Surovy produkt 6-B byl pfrenesen do

ptistiho kroku.
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Krok 2:

Sloudenina 6-B, surovy produkt z reakce 1, byla rozpuSténa
v 5 ml pyridinu a bylo p¥idéno 70 pl (0,9 mmol) mesylchloridu.
Reakce byla michdna v -20 °C po dobu 2 dn®, nalita na 25 ml 1IN
hydroxidu sodného a 25 ml solanky a vodnd vrstva byla 6-krat
extrahovana ethylacetdtem. Spojené organické vrstvy Dbyly
usudeny nad sulfatem sodnym, filtrovany a rozpoustédlo bylo
odstranéno ve vakuu. Zbytek byl purifikovan chromatografii na
silikagelu (sm&s toluenu a acetonu = 3:1,1% hydroxid amonny)

za zisku 190 mg (68%, ve dvou krocich) slouceniny 6-C.

Krok 3:

190 mg (0,21 mmol) slou&eniny 6-C bylo rozpusténo v 7 ml

acetonu a bylo pridéno 63 pl (0,42 mmol) DBU a reakce byla
michéna p¥i teplot® mistnosti p¥es noc. Sm&s byla nalita na 25
ml 1N hydroxidu sodného a 25 ml solanky a vodna vrstva byla 6-
krat extrahovéna ethylacetdtem. Spojené organické vrstvy byly
usudeny nad sulfatem sodnym, filtrovany a rozpoudtédlo bylo
odstranéno ve vakuu. Surovy produkt 6-D byl pfenesen do

ptistiho kroku.

Krok 4:

Ke sloudenin& 6-D, surovému produktu z prede3lého kroku,
bylo pridano 30 ml 3N chlorovodikové kyseliny a 2 ml ethanolu
a smés byla dikladn& michana po dobu 6 hodin. Bylo pfidano 5
ml 10N hydroxidu sodného a vodnd vrstva byla 6-krat
extrahovana ethylacetéatem. Spojené organické vrstvy Dbyly
usudeny nad sulfatem sodnym, filtrovany a rozpoustédlo bylo
odstranéno ve vakuu. Surovy produkt 6-E byl prenesen do

pristiho kroku.




109

Krok 5:

Ke sloudeniné& 6-E, surovému produktu z pfede3lého kroku,

v 5 ml dichlormethanu bylo p¥fiddno 50 ul (0,45 mmol)
acetanhydridu a 100 mg uhli¢itanu draselného a smés byla
dikladné& michdna po dobu 9 hodin. Reakce byla filtrovéana, bylo
pfiddno 20 ml 1N hydroxidu sodného a 25 ml solanky a vodné
vrstva byla 6-krat extrahovana ethylacetéatem. Spojené

organické vrstvy byly usuSeny nad sulfdtem sodnym, filtrovany

a rozpoudtédlo bylo odstranéno ve vakuu. Zbytek byl
purifikovdn chromatografii na silikagelu (sm&s toluenu a
acetonu = 3:1,1 % hydroxid amonny) za zisku 110 mg (89%, ve

t¥ech krocich) slouCeniny 6-F.

Krok 6:

110 mg (0,184 mmol) sloucdeniny 6-F bylo rozpudténo v 10 ml
dichlormethanu a bylo pfidano 220 mg (0,53 mmol) Dess-
Martinova d&inidla. Reakce byla michédna p#i teploté mistnosti
po dobu 45 minut. Reakce byla =zastavena 20 ml 1N hydroxidu
sodného a 25 ml solanky a vodnd vrstva byla 6-krat extrahovéna
ethylacetdtem. Spojené organické vrstvy byly usuSeny nad
sulfdtem sodnym, filtrovany a rozpoustédlo bylo odstranéno ve
vakuu. Zbytek byl purifikovdn chromatografii na silikagelu
(smé&s toluenu a acetonu, gradient = 6:1 aZz 3:1,1% hydroxid
amonny) za zisku 94 mg (86%) slouceniny 6-G. Sloucenina 6-G
maze byt pouzita pro pripravu odpovidajicich 11,12

karbamdtovych derivatl, jak bylo popsano drfive.
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Priklad 21
Syntéza 1-(4-amino-2-butenyl)-1H-imidazo[4,5-blpyridinu

Priprava A: (E)-N-(4-brom-2-butenyl)ftalimid

Roztok 23 g (107,9 mmol) 1,4-dibrom-2-butenu a 16,39 g
(118,7 mmol) uhli¢itanu draselného v 50 ml DMF byl p¥i teploté
mistnosti podroben plsobeni 10 g (53,9 mmol) ftalimidu
draselného. Po 10 minut&ch byla reakéni smés ponechdna za
michadni po dobu 24 hodin, filtrovéna a koncentrovana ve vakuu.
Vysledny olej byl na¥edé&n 200 ml ethylacetatu, promyt 2 x 100
ml saturovaného vodného Jjednosytného fosfore&nanu sodného,
usuSen (MgSO4) a koncentrovan ve vakuu za vzniku rudého oleje.
purifikace wvelmi rychlou chromatografii (0 aZz 20% smé€s
ethylacetdtu a hexanu) poskytla 5,73 g slouCeniny uvedené

v nazvu, hmota (CI) m/z = 303 (M+H).

Priprava B: 1-[(E)~4-ftalimido-2-butenyl]-1H-imidazo[4, 5-
b]pyridin a 3-(E)-4-ftalimido-2-butenyl]-3H-imidazo[4, 5-
b]lpyridin

Suspenze 1,02 g (25,4 mmol) NaH v 50 ml DMF pri teploté
mistnosti byla podrobena pusobeni 2,90 g (24,4 mmol) 4-aza-
benzimidazolu. Po 10 minutadch byla reakéni smé&s podrobena
plisobeni roztoku 5,7 g (20,3 mmol) (E) -N-(4-brom-2-
butenyl) ftalimidu v 5 ml DMF po dobu 30 minut. Reak&ni smés
byla ponechéna za michani po dobu 1 hodiny, pak byla zastavena
opatrnym p¥idénim 5 ml vody a reaklni smés byla koncentrovana
ve vakuu. Vysledny zbytek byl na¥edén 50 ml CHyCl;, promyt 2 X
25 ml solanky, usuSen (MgSQO4) a koncentrovadn ve vakuu za vzniku

Spinavé bilé pevné latky. Purifikace velmi rychlou
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chromatografii (ethylacetat obsahujici 3% NH,OH) poskytla
2,08 g 3-[(E)-4-ftalimido-2-butenyl}-3H-imidazo[4, 5-
blpyridinu. Zmé&na chromatografického rozpousté&dla na 5% smés
methanolu a ethylacetitu obsahujici 5% NH4;OH poskytla 1,66 g 1-
[(E)-4-ftalimido-2-butenyl]-1H imidazo[4,5-b]lpyridin, hmota
(CI) m/z = 319 (M+H).

r

Ptiprava C: 1-(4-amino-2-butenyl)-1H-imidazo[4, 5-b]pyridin

Roztok 2,19 g (6,87 mmol) 1-[(E)-4-ftalimido-2-butenyl] -
1H-imidazo[4,5-blpyridinu ve 100 ml ethanolu p#i teploté
mistnosti byl podroben plsobeni 3,33 ml (68,7 mmol)
monohydratu hydrazinu. Po 10 minutédch byla reakéni smés
zahtadta na 60 °C po dobu 2 hodin, ponechéna vychladnout na 25
°c a znovu ochlazena na 0 °C v ledové lazni. Vysledn&d suspenze
byla filtrovéna a filtrat Dbyl koncentrovana ve vakuu.
purifikace velmi rychlou chromatografii (6% smés NH OH a
ethanolu) poskytla 0,92 g sloueniny uvedené v nazvu, hmota

(CI) m/z = 211 (M+H).

P¥iklad 22

Sloudenina vzorce I, kde R® = skupina OCH;, RY = n-propylova
skupina, X = atom H, R = 1lH-imidazo[4,5 blpyridin-1l-ylbutylova

skupina (Sloucenina K v tabulce 2)

Krok 1: Sloudenina 12 (schéma 3), kde R® = skupina CH3, R" =
n-propylovad skupina, X = atom H, R? = acetylova skupina

Roztok 625 mg (1,00 mmol) sloueniny 11, kde R® = skupina
CH;, R*® = n-propylovad skupina, X = atom H, R? = acetylova

skupina, v 8 ml N,N-dimethylformamidu v -10 °C v dusikové




112

atmosféf¥e byl podroben pusobeni 80 mg (2,00 mmol) hydridu
sodného, 60% (hmotnostni) v minerdlnim oleji. Po 30 minutéch
byla vyslednad reakéni smés podrobena pusobeni 490 mg (3,02
mmol) 1,1'-karbonyldiimidazolu a reakéni smé&s byla ponechana
za michadni po dobu 2 hodin v -10 °C. Reakéni smés byla
zastavena 30 ml vody a extrahovdna 3 x 30 ml etheru. Spojené
organické vrstvy byly promyty 30 ml vody a 30 ml solanky,
usuSeny nad sulfatem hofelnatym a koncentrovany ve vakuu za

vzniku sloudeniny 12 jako Spinavé bilé pény.

Krok 2: Slou&enina vzorce I, kde R® = skupina OCHs;, R'® = n-
propylova skupina, X = atom H, R = 1H-imidazo([4,5-b]lpyridin-1-
ylbutylova skupina

Roztok 1,00 mmol sloudeniny 12, kde R® = skupina CH3, R =
n-propylova skupina, X = atom H, R? = acetylova skupina, a 570
mg (3,00 mmol) 1H-imidazo[4,5-blpyridin-1-ylbutylaminu ve 4 ml
N,N—dimethylformamidu byl zahfivédn na 60 °C po dobu 24 hodin.
Reakdni smé&s byla ponechdna vychladnout na teplotu mistnosti,
natedéna 30 ml vody a extrahovdna 3 x 30 ml ethylacetatu.
Spojené organické vrstvy byly promyty 2 x 30 ml vody a 30 ml
solanky, wusuSeny nad sulfatem hoFfelnatym, filtrovédny a
koncentrovany ve vakuu za vzniku olejnatého zbytku.
(Purifikace odpovidajici slouceniny, kde R? dje cetylova
skupina, miZe byt dosaZeno velmi rychlou chromatografii (0 az
5¢ methanol v dichlormethanu obsahujici 1-2% koncentrovany
hydroxid amonny) na koloné se silikagelem). Zbytek byl
rozpustén ve 20 ml methanolu a vysledna smés byla ponechdna za
michani po dobu 18 hodin pfi teploté mistnosti. Reak&ni smés
byla koncentrovana ve vakuu a purifikace bylo dosaZzeno velmi
rychlou chromatografii na silikagelu (95:5:0,5 smés
dichlormethanu, methanolu a koncentrovaného hydroxidu

amonného) za vzniku 487 mg (61%) slouceniny uvedené v nazvu.
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P¥iklad 23

Sloudenina vzorce I, kde R® = skupina OCHjs, R'® = n-propylova
skupina, X = atom F, R = 1H-imidazo[4,5 blpyridin-~l-ylbutylova

skupina (sloudenina O v tabulce 2)

Sloud¢enina uvedend v nazvu byla pripravena tak, Jjak bylo

popsano v p¥ikladu 21, kromé& toho, Ze v kroku 1 byl pouzit C-2

fluorovany prot&jdek slouceniny 11, kde R* = skupina CHs, RB =
n-propylové skupina, X = atom F, R?*> = acetylova skupina, misto
nefluorované verze, kde R® = skupina CHs, R = n-propylova

oe

skupina, X = atom H, R? = acetylovad skupina. VytéZek = 25
Stejnym zpUsobem mohou byt pFipraveny odpovidajici sloucCeniny
s rlznymi R}® substituenty (nap¥. methylovd skupina, vinylova
skupina, butylova skupina, 3-butenylova skupina, 2-
fluorethylova skupina, a 2-azidoethylova skupina) a/nebo
riznymi R® substituenty (napf. atom vodiku) po¢inaje vhodnou

vychozi latkou.

Mohou byt ptipravena provedeni s dalSimi R skupinami
(véetné skupin s jinymi substitucemi v R a/nebo R* a také
jejich C-2 fluorovanych proté&jsku) analogickymi postupy a
metodami, jak bylo popsédno v pfikladu 22 substituci vhodného
aminu. Nazorné pfiklady vhodnych R skupin Jjsou, ale bez

omezeni, chinolin-4-ylbutylova skupina, 4-fenylimidazol-1-

ylbutylova skupina, 4- (pyridin-3-yl)imidazol-1-ylbutylova
skupina, pyridin-4-ylbutylova skupina, 3H-imidazo[4, 5-
blpyridin-3-ylbutylova skupina, 1H-imidazo[4,5-b]pyridin-1-
ylbutylova skupina, 1H-imidazo[4, 5c]pyridin-1-ylbutylova
skupina, purin-7-ylbutylova skupina, purin-9-ylbutylova

skupina, 1H-imidazo[4,5-b]pyridin-1-ylbut~2-enylovad skupina a
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4- (pyrimidin-5-yl)imidazol-1-ylbutylovéd skupina. Data z NMR a
hmotnostni spektroskopie pro vybrané sloueniny jsou

poskytnuty v tabulce 2.

Tabulka 2

Data z 'H NMR a hmotnostni spektroskopie pro vybrané slouceniny

(I) podle vynalezu

sl.[ x| R® R R Spektroskopicki data

N.
l N
A | H | ocH, CH, ) M+H* = 782
o X
/
B | H | OCH;4 CH; /N

§ M+H* = 810
k/\){
Q_N ~ |'® NMR (300 MHz, CHCl;) & 8,43 (d, 1H),
NP 8,15 (s, 1H), 8,08 (d, 1H), 7,17-7,14
¢ | u | ocs, CHs ooy [(m, 1H), 5,20 (m, 1H), 4,42-4,10 (m,

4H), 3,8-3,43 (m, 4H), 3,38-3,0 (m,
48), 2,98-2,86 (m, 2H), 2,62 (s, 3H),
2,57 (s, 6H), 2,1-1,10 (m, 31H)

D | H | ocH CH N M+HY = 772
: : K/\/’\;
NG 4
E | H | OCH; CH=CH, /§ M+H* = 798
e
l\/\)’{

oy ly NMR (300 MHz, CHCl;) & 8,43 (d, 1H),
LD 8,15 (s, 1H), 8,08 (d, 1H), 7,17-7,14
o~ |[(m, 1H), 6,05-5,93 (m, 1H), 5,45-5,30
(m, 2H), 5,39 (s, 1H), 5,20 (s, 1H),
4,42-4,10 (m, 4H), 3,8-3,43 (m, 4H),
3,38-3,0 (m, 4H), 2,98-2,86 (m, 2H),
2,62 (s, 3H), 2,57 (s, eH), 2,1-1,10
(m, 26H), 0,95 (d, 3H)

F H | OCHjs CH=CH,

sz_N 'H NMR (300 MHz, CHCl3;) & 8,59 (d, 1H),
_ ALY 8,15 (s, 1H), 7,76 (d, 1H), 7,17-7,14
G | H | OCH3 CH=CH, NK/\/\ (m, 1H), 6,11-5,93 (m, 1H), 5,45-5,30
(m, 2H), 5,22 (s, 1H), 5,17 (s, 1H),
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4,30-4,10 (m, 4H), 3,8-3,43 (m, 4H),
3,28-3,12 (m, 4H), 2,98-2,86 (m, 2H),
2,62 (s, 3H), 2,48-2,39 (m, 1H), 2,38
(s, 6H), 2,1-1,10 (m, 26H), 1,1 (d, 3H)
Ny /
OCH; | CH,CH,CH; /§ M+H* = 826
N
k/\){
loc
OCHj; CH,CH,CH3 __N_)—i M+HY = 800
T OAY
N, .
J N
OCH, | CH,CH,CH; N M+H' = 800
C’Z_ *'H NMR (300 MHz, CHCl;) & 8,59 (d, 1H),
'} 8,09 (s, 1H), 7,78 (4, 1H), 7,17-7,14
L~ |(m 1H), 5,95-5,71 (m, 2H), 4,95 (d,
1H), 4,81 (d, 1H), 4,42-4,10 (m, 4H)
CH,CH ,
OCHj | CHzCHaCH, 3,62-3,43 (m, 2H), 3,32-3,0 (m, 4H),
2,57 (s, 3H), 2,48-2,39 (m, 1H), 2,30
(s, 6H), 1,72-1,10 (m, 30H), 0,95 (d,
3H), 0,85 (t, 2H)
N"/'N 4 NMR (300 MHz, CHCls) & 9,20 (s, 1H),
¢ . |8,43 (4, 1H), 8,02 (s, 1H), 7,41 (d,
. |1H), 5,15 (m, 1H), 4,42-4,10 (m, A4H)
H CH,CH,CH I\/\,\ ’ ’ ’ 1 ’ ’ 7 [
OCHs 2CH,CHs 3,82-3,42 (m, 5H), 3,32-3,02 (m, 4H),
2,57 (s, 3H), 2,48-2,39 (m, 1H), 2,30
(s, 6H) 2,10-0,95 (m, 39H)
NN ly NMR (300 MHz, CHCls) & 9,20 (s, 1H),
(\;I'» 9,01 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 4,95 (d,
NK/\,‘ 1H), 4,42-4,10 (m, 4H), 3,82-3,42 (m,
OCHj; | CH,CH,CH; X |sw), 3,32-3,02 (m, 4H), 2,57 (s, 3H),
2,48-2,39 (m, 1H), 2,30 (s, 6H), 2,10-
0,95 (m, 24H), 0,95 (d, 3H), 0,85 (t,
2H)
=N N C NMR (75 MHz, CDCl;) & 216,6, 202,7
\’N» (d, J = 28,0 Hz), 166,5 (d, J = 23,0
_ |Hz), 157,3, 156,3, 145,0, 144,8, 126,0,
S~ 118,0, 118,0, 104,3, 97,8 (d, J = 204,9
Hz) 82,1, 80,7, 78,6, 70,4, 69,7
O HC I ! r I 1 ! 7 14 14 7 I
CHy | CH,CH;CH; 65,8, 60,7, 53,5, 49,2, 45,0, 44,5,
42,4, 40,9, 40,2, 39,5, 39,2, 30,9,
28,2, 27,3, 25,2 (4, J = 22,3 Hz),
24,4, 21,2, 19,8, 19,1, 17,9, 15,0,
14,7, 13,7, 13,6. M+H' = 818
N ) Y NMR (300 MHz, CHCls) & 9,10 (s, 1H),
B N 8,52 (S, 1H), 8,17 (d/ lH)r 7160 (SI
H | CHCH,CHs Yy 1H), 6,42 (s, 1H), 4,42-4,21 (m, 1H),
L\}{ 4,12-3,95 (m, 2H), 3,65-0,85 (m, 58H)
N
H CH,CH,CH; N M+H' = 770
K/‘\)ﬁ;
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Priklad 24
Syntéza 2'-0O-benzoyl-6-0-allyl-3-deskladinosyl-3-ox0-10,11~

anhydro-2-fluor-15-methylerythromycinu A

K roztoku 100 mg (0,132 mmol, 1,0 ekv.) 11,12-cyklického
karbamétu 2'-0-benzoyl-6-0-allyl-3-deskladinosyl-3-oxo-11-
deoxy-1ll-amino-15-methylerythromycinu A Vv 0,5 ml THF byl
ptidan THF roztok 0,3 ml (2,3 ekv.) 1M terc-butoxidu
draselného v -78 °C. Reak&ni smé&s pak byla udrZovana v =60 °C
a? -40 °C po dobu 20 minut, pak néasledovalo pfidani 46 mg
(0,146 mmol, 1,1 ekv.) N-fluorbenzensulfonimidu v 0,2 ml THF
v -78 °C. Reakéni sm&s byla udrZovédn v -70 °C aZz -40 °C po
dobu 1 hodiny p¥edtim, neZ byla ponechéna zahfat se na 0 °c
z =70 °C b&hem 1,5 hodiny. Smé&s pak byla nafedéna EtOAc,
promyta saturovanym vodnym NaHCOs, vodou a solankou. Organické
faze byla usu3ena nad MgSO,;, filtrovana a koncentrovédna. Velmi
rychld chromatografie surového produktu (4:1 sm&s hexanu a
acetonu + 1% Ets3N) poskytla 76 mg (74%) pozZadovaného produktu.
13c NMR (100,6 MHz, CDCls) & 217,5, 203 (d, J = 27,6 Hz), 165,5
(d, J = 23,8 Hz), 165,2, 157,5, 135,4, 132,9, 130,4, 129,8,
128,3, 118,0, 101,7, 98 (d, J = 207 Hz), 83,5, 79,1, 78,6,
72,1, 69,4, 64,6, 63,5, 57,5, 44,2, 40,7, 40,4, 38,5, 37,3,
31,4, 31,3, 24,9 (d, J = 24,3 Hz), 21,0, 20,7, 19,4, 17,7,
15,0, 13,9, 13,7, 13,3. |
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P¥iklad 25

Syntéza 2'-0-benzoyl-6-0O-propargyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
10, 11-anhydro-2-fluor-15-methylerythromycinu A

Roztok 2'-0-benzoyl-6-O-propargyl-3-deskladinosyl-3-oxo-
10, 11-anhydro-15-methylerythromycinu A v tetrahydrofuranu
v inertni atmosféfe byl ochlazen na -78 °C a podroben plsobeni
1,0 M terc-butoxidu draselného v tetrahydrofuranu. Smé&s byla
michéna po dobu 5 minut a byl pridan roztok N-
fluorbenzensulfonimidu v tetrahydrofuranu ve t¥ech ¢&astech po
dobu 2 hodin. Po p¥idadni byla reakce ponechdna zahfat se na
teplotu mistnosti a wudrZovana dalsich 5 hodin. Byl p¥idan
vodny K;CO3; a smé&s byla extrahovana CHzCl,. Organické extrakty
byly spojeny, usuSeny nad MgSOs;, filtrovany a evaporovany.

Chromatografie na silikagelu poskytla produkt.

Priklad 26

11,12-cyklicky karbamat 15-(2~(3-chinolyl)ethyl) -3~
deskladinosyl-3-oxo-6-O-methylerythromycinu A

P¥iprava A: 15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A-9-oxim

25,7 g (28,9 mmol, 1,00 ekv.) 15— (2-
(3-chinolyl)ethyl)erythromycinu A bylo suspendovéno ve 42 ml
2-propanolu. Bylo ptriddno 22,2 ml (375 mmol, 13,0 ekv.)
hydroxylaminu, 50% (hmotnostni) v H;O. Smés byla michana, dokud
nebyla homogenni. Byla pridana ledovd HOAc. Roztok byl michéan
v 50 °C po dobu 11 hodin. Byl pfidan saturovany NaHCO3. Smés

byla koncentrovadna a extrahovéna 4x400 ml CHCl;, promyta NaHCO;
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a vodou. Spojené vodné vrstvy byly zpétné extrahovany 400 ml
CHCl;3. Spojené organické faze byly promyty solankou, usu3eny
nad Na,S0,, filtrovany a koncentrovény za zisku surové 1latky.

S ni bylo pokracovano bez dalsi purifikace.

P*iprava B: 15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A-9-(iso-
propoxycyklohexyl)oxim

sSurovy ‘15—(2—(3—chinolyl)ethyl)erythromycin A-9-oxim
uvedeny vy8e byl rozpustén v 72 ml bezvodého CHyCl, a po
kapkach bylo p¥idavédno 29,2 ml (140 mmol,' 4,86 ekv.) 1,1-
diisopropoxycyklohexanu. Po kapkdch byl pf¥idavan roztok 10,5 g
(41,9 mmol, 1,45 ekv.) pyridinium-p-toluensulfondtu ve 36 ml
CH,Cl,. Po 15 hodindch bylo p¥iddno 200 ml dichlormethanu.
Roztok byl promyt 2x100 ml NaHCO3 a 100 ml vody. Spojené vodné
faze byly zp&tn& extrahovany 100 ml CHyCl,. Spojené organickeé
vrstvy byly promyty solankou, usuSeny nad MgSO,, filtrovany a
koncentrovany. Latka byla podrobena chromatografii na

silikagelu za vzniku pozZadovaného produktu.

Priprava C: 2',4"-bis (O-trimethylsilyl)-15-(2-(3-chinolyl) -
ethyl)erythromycin A-9-(isopropoxycyklohexyl)oxim

22,2 g (21,3 mmol, 1,0 ekv.) 15-(2-
(3-~chinolyl)ethyl)erythromycin A—9—(isopropoxycyklohexyl)oximu
bylo rozpusténo v 54 ml bezvodého CHyCl; a ochlazeno v lazni se
smési ledu a vody. Po kapkdch byla priddvana smés 4,05 ml
(31,9 mmol, 1,5 ekv.) chlortrimethylsilanu, 7,81 ml (53,2
mmol, 2,5 ekv.) N-(trimethylsilyl)imidazolu a 18 ml CHyCIl,.
Reakce byla michéna po dobu 15 minut po ukonceni pridavéani a
zastavena 600 ml EtOAc. Smés byla promyta 2x200 ml
saturovaného NaHCO3, 200 ml vody a 200 ml solanky. Organické

vrstva byla usuSena nad MgSO,, filtrovana a koncentrovana za
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zisku surového produktu, s kterym bylo pokracovano bez dalsii

purifikace.

Priprava D: 2',4"-Bis (O-trimethylsilyl) ~6~0O-methyl-15- (2~
(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A-9-(isopropoxycyklohexyl)oxim

Surovy 2',4"-bis- (O~trimethylsilyl)-15-(2-(3-chinolyl) -
ethyl)erythromycin A-9 (isopropoxycyklohexyl)oxim byl
rozpustén v 41 ml bezvodého tetrahydrofuranu a ochlazen na
10 °C. Bylo pt¥idéno 41,4 ml bezvodého methylsulfoxidu a 20,7
ml (41,4 mmol, 2,0 ekv.) methylbromidu, 2,0 M v etheru. 1,0 M
roztok 41,4 ml (41,4 mmol, 2,0 ekv.) t-butoxidu draselného
v THF byl naredén 41,4 ml bezvodého methylsulfoxidu. Tento
roztok byl pfiddn k reakéni smési rychlosti 0,5 ekv. =za
hodinu. Reakce byla monitorovdna TLC (5:1 sm&s toluenu a
acetonu). Reakce byla zastavena ptridanim 200 ml ethylacetdtu a
70 ml saturovaného NaHCO;. Smés byla pfrenesena do délici
ndlevky a naredéna 850 ml ethylacetdtu. Organicka faze byla
promyta po 300 ml saturovaného NaHCOj3, vody a solanky. Vysledné
emulze“byla filtrovana pres Celit. Oddélend organickd faze pak
byla usuSena nad MgSO,, filtrovana a koncentrovéna za vzniku
surového  produktu, s kterym Dbylo pokracovdno bez dalsi

purifikace.

P¥iprava E: 6-O-methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A-
9-oxim

Surovy 2',4"-bis(trimethylsilyl)-6-O-methyl-15-(2-
(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A-9 (isopropoxycyklohexyl)oxim
uvedeny vy3e byl rozpuStén ve 110 ml acetonitrilu. Pomalu bylo
p¥idavdno 67 ml ledové kyseliny octové nafedéné 55 ml vody.
Roztok byl michdn 8 hodin. Byl pfidan toluen a Z2-propanol a

roztok byl koncentrovadn. Produkt pak byl rozpudtén v toluenu a
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dvakrat koncentrovdn za vzniku surového produktu, s kterym

bylo pokra¢ovano bez dals3i purifikace.

P¥iprava F: 6-O-methyl-15-(2~-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A

Surovy 6-O-methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A-
9-oxim uvedeny vyS8e a 23,1 g (113 mmol, 5,63 ekv.)
hydrosulfitu sodného bylo vloZeno do banky s kulatym dnem
vybavené kondenzdtorem a naplnéné N;. Bylo pfidadno 140 ml
ethanolu a 140 ml vody. Po kapkdch bylo pfidavédno 3,75 ml
(95,4 mmol, 4,77 ekv.) mravenCi kyseliny. Smé&s byla michana
v 80 °C po dobu 4,5 hodiny. Poté, co se teplota roztoku
vratila na teplotu mistnosti, byl p¥iddn saturovany NaHCOs;. pH
bylo upraveno na 9 azZz 10 s 6N NaOH. Smé&s pak byla extrahovana
3x400 ml ethylacetdtu. Spojené organické faze byly promyty po
250 ml saturovaného NaHCO;, a pak vody. Spojené vodné faze byly
zp&tné extrahovany 400 ml ethylacetdtu. Spojené organické faze
byly promyty solankou, usuSeny nad MgSOy, filtrovdny a
koncentrovdny za vzniku surového produktu, s kterym bylo
pokracovdno bez dal3i purifikace. Cisty produkt mGZe byt

ziskdn chromatografii na silikagelu.

Priprava G: 6-0-methyl-15-(2-(3~chinolyl)ethyl)-3-

deskladinosylerythromycin A

Surovy 6-O-methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A
byl michdn v 280 ml 0,5 M HCl po dobu 3 hodin. pH bylo
upraveno na 9 az 10 s 6N NaOH. Precipitat byl sebréan filtraci
ve vakuu a promyt vodou. Matecény roztok byl extrahovéan 3x400
ml ethylacetétu. Spojené organické faze byly promyty
saturovanym NaHCO; a vodou. Spojené vodné faze byly zpétné
extrahovany ethylacetdtem. Spojené organické faze byly promyty

solankou, usu$eny nad MgS0O,, filtrovany a koncentrovany.
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Spojeny produkt byl podroben chromatografii na silikagelu za

vzniku poZadovaného produktu jako bilé pevné latky.

P¥iprava H: 2-O-acetyl-6-O-methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)-3-
deskladinosylerythromycin A

11,5 g (15,5 mmol, 1,0 ekv.) 6-0-methyl-15-(2-
(3-chinolyl)ethyl)-3-deskladinosylerythromycinu A bylo
rozpudténo ve 40 ml ethylacetdtu. Po kapkadch byl ptfridavéan
roztok 2,92 ml (31,0 mmol, 2,0 ekv.) acetanhydridu v 35 ml
ethylacetdtu. Reakce byla michdna po dobu 30 minut, a pak byla
koncentrovana. Latka byla podrobena chromatografii na
silikagelu za vzniku poZadovaného produktu Jako bilé pevné

latky.

P¥iprava I: 2'-O-acetyl-3-deskladinosyl-3-oxo-6-O-methyl-15-
(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A

10 g (12,8 mmol, 1,0 ekv.) 2'-O-acetyl-6-O-methyl-15-(2-
(3-chinolyl)ethyl) -3~deskladinosylerythromycinu A a 16,51 g
(86,1 mmol, 6,7 ekv.) hydrochloridu 1-[3-
(dimethylamino) propyl]-3-ethylkarbodiimidu bylo smichéno
v bafice s kulatym dnem a naplnéno N,. Pevné 1latky byly
rozpudtény v 64 ml bezvodého CHyCl, a ochlazeny v léazni se
smé&si ledu a vody. Bylo pfidéno 15,5 ml (218 mmol, 17 ekv.)
bezvodého DMSO. Po dobu 3 hodin byl pfidadvan roztok 12,14 g
(62,9 mmol, 4,9 ekv.) pyridiniumtrifluoracetatu ve 47 ml
CH,Cl,. Roztok byl naredén 600 ml ethylacetdtu a promyt po 200
ml saturovaného NaHCO;, vody a solanky. Organicka féaze byla
usudena nad MgS0,, filtrovéna a koncentrovana. Chromatografie

na silikagelu poskytla pozZadovany produkt.
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P¥iprava J: 2'-0O-acetyl-3-oxo-3-deskladinosyl-11-
methansulfonyl-6-0-methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin
A

2'-0O-acetyl-3-deskladinosyl~3-oxo-6-O-methyl-15- (2~
(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A byl rozpustén v 35 ml Cerstvé
destilovaného pyridinu a ochlazen v ladzni se smési vody a
ledu. Po kapkdch byl ptidavan methansulfonylchlorid. Reakce
byla poneché&na zahfat se na teplotu mistnosti a michéna pZ¥es
noc. Bylo p¥idédno 700 ml ethylacetatu a roztok byl promyt po
200 ml saturovaného NaHCO;, vody a solanky. Organickad faze byla
usu8ena nad MgSO,, filtrovdna a koncentrovana. Chromatografie

na silikagelu poskytla poZadovanou slouceninu.

Pfiprava K: 2'-O-acetyl-10,1ll-anhydro-3-deskladinosyl-3-oxo-6-
O-methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycin A

6 g (6,98 mmol, 1,0 ekv.) 2'-0-acetyl-3~-oxo-3-
deskladinosyl-1l-methansulfonyl-6-O-methyl-15-(2-(3-
chinolyl)ethyl)erythromycinu A bylo rozpudténo ve 23 mnml
acetonu. Po kapkdch bylo pfidédvéno 5,22 ml (34,9 mmol, 5,0
ekv.) 1,8-diazabicyklo(5.4.0)undec-7-enu. Reakce byla miché&na
p¥i teploté& mistnosti po dobu 4 hodin, a pak Dbyla
koncentrovéana. Chromatografie na silikagelu poskytla

pozZadovanou slouceninu.

Priprava L: 11,12-cyklicky karbamat 3-deskladinosyl-3-oxo-6-0-
methyl-15-(2-(3-chinolyl)ethyl)erythromycinu A

Roztok 2'-0O-acetyl-10,1ll-anhydro-3-deskladinosyl-3-oxo-6-
O-methyl-15- (2= (3-chinolyl)ethyl)erythromycinu A v suchém
tetrahydrofuranu byl pridan k michané suspenzi 3 ekv. NaH
v THF chlazenému na -10 °C. K tomuto roztoku byl pfiddn roztok

10 ekv. karbonyldiimidazolu ve smé&si THF a DMF (5:3) a smes
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byla michdna po dobu 2 hodin. Reakce byla zahfdta na teplotu
mistnosti a nafedéna koncentrovanym vodnym <&pavkem a michéna
pfes noc. Smés byla nafedéna ethylacetdtem a promyta vodnym
NaHCO;3 a solankou, ususSena nad MgSOQOq a evaporovana.

Chromatografie na silikagelu poskytla produkt.

Priklad 27

Testovani citlivosti in vitro

Minimalni  inhibié¢ni koncentrace ("MIC") Dbyly wurceny
postupem mikrofedéni v médiu NCCLS pro testovani citlivosti
baktérii, které rostou aerobné (National Committee  for
Clinical Labdratory Standards, 1997. Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow
aerobically, 4. vyd. Approved standard. NCCLS Document M7-A4.
National Committee for Clinical Laboratory Standards,
Villanova, PA.). Zasobni roztoky byly pfipraveny v den testu a
vhodné alikvoty byly pfidany k Muellexr-Hintonovu médiu
s upravenymi kationty (CAMHB) nebo testovacimu médiu pro
Haemophilus. Byla ptripravena dvojitd sériovd Ffedéni a pridéna
do jamek mikrotitra&nich desticek. Konecné testované
koncentrace se pohybovaly v rozmezi 16 az 0,015 pg/ml. Kultury
baktérii v médiu inokulované =z kultur rostoucich pFfes noc na
miskdch pro vS8echny testované baktérie kromé Streptococcus
pneumoniae a Haemophilus influenzae byly inkubovany ve 35 °C a
pak upraveny na Kirby-BauerQv standard a naredény v CAMHB tak,
aby dosdhly kone&né koncentrace inokula priblizZzneé 5 x 105°
CFU/ml. 1Inokula pro S. pneumoniae a H. 1influenzae byla
pripravena primym suspendovdnim kolonii =z kultury rostouci

pfes noc na miskdch, upravenim hustoty a ¥Ffedénim, Jjak bylo
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uvedeno vyS$e. Média pro S. pneumoniae byla doplnéna 2,5%
lyzovanou kofiskou krvi. VSechny misky Dbyly inkubovany
v normalni atmosféf¥e ve 35 °C po dobu 20-24 hodin pro
S. pneumoniae a Haemophilus influenzae a 16-20 hodin pro
viechny dal$i baktérie. Kone&né hodnoty MIC byly urcovany
odedtem nejniZ3i koncentrace testované slouceniny, ktera
kompletné inhibovala rGst testovanych baktérii. Tabulka 3
ukazuje kone&né hodnoty MIC pro slouCeniny z tabulky 2

(ptiklad 23).

Tabulka 3

Citlivost in vitro (MIC v ug/ml) pro slouleniny z tabulky 2

Mikroorganismus
Stouenina |00, 200t | 2 SNENS | Mrccaenis | |miceasets - |ocases
Erythromycin |{>16 0,5 1 0,006 1
A >16 0,25 0,12 0,03 8
B >16 0,5 0,25 0,03 16
C >16 2 0,5 0,12 >16
D >16 1 0,12 0,03 8
B >16 0,5 0,12 0,03 8
F >16 0,5 0,12 0,06 8
H >16 1 0,25 0,06 8
J >16 0,5 0,25 0,06 8
K 4 0,25 0,06 <0,015 2
L 4 0,25 0,12 0,03 4
M 8 0,25 0,06 0,03 1
N 16 0,5 0,12 0,06 4
0 2 0,12 0,03 <0,015 < 0,25
P >16 >16 16 2 >16
0 >16 8 1 0,25 >16




Tabulka 4

ukazuje
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prikladné

vybrané slouceniny vzorce III.

kde X a R* jsou, jak oznaceno.

konedné

hodnoty MIC pro

Tabulka 4
Citlivost in vitro (MIC v pg/ml) pro vybrané slouCeniny vzorce
ITI

Mikroorganismus
Slouéenina E. coli|S. aureus|E. faecalis {S. pneumoniae|H. influenzae

0C2605 [ATCC29213 |[ATCC29212 ATCC49619 0C4883
Erythromycin >16 0,5 1 0,06 1
X = atom H a R* = 3-
(chinol-3-yl)~- 8 0,12 0,06 <0,015 1
allylovad skupina
X = atom H a R* = 3-
(6~fluorchinol-3- 16 0,12 0,06 <0, 015 4
yl)allylova skupina
X = atom H a R?® = 3- ,
(6-chlorchinol-3- 16 0,25 0,12 0,03 8
yl)allylovad skupina
X = atom H a R* = 3-
(6-methylchinol-3~ 8 0,25 0,12 0,03 8
yl)allylovad skupina
X = atom H a R* = 3-
isochinol-4-yl) - >16 0,25 0,12 0,03 8
allylovd skupina
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X = atom F a R* = 3-
(chino-3-yl)allylova 8 0,12 0,06 <0,015 4
skupina
X = atom H a R* = 3-
(pyrid-3-yl)allylova| >16 0,25 0,06 <0, 015 8
skupina
X = atom H a R* = 3-
{(chinol-6-yl)- 8 0,12 0,06 <0,015 4
allylova skupina
X = atom H a R* = 3-
L5 (N-2- >16 | 0,25 0,06 0,03 16
pyridylamino) furoyl] d ! !
allylové skupina
X = atom H a R® = 3-
(chinoxal-6-yl) - 8 0,06 0,03 <0,015 4
allylova skupina
X = atom H a R* = 3-
(chinol-6-yl) - 8 0,12 0,06 <0,015 4
allylova skupina
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PATENTOVENAROKY

1. Sloucenina vzorce

kde:
X je atom vodiku nebo halogenid,

R? je atom vodiku, acylovd skupina nebo skupina chrénici

hydroxyskupinu,

R® je atom vodiku, hydroxylova skupina nebo skupina -OR*, kde R?
je substituovand nebo nesubstituovand skupina vybrana ze
skupiny, kterou tvof¥i alkylovad skupina obsahujici 1 az 10
atom uhliku, alkenylovd skupina obsahujici 2 aZ 10 atoml
uhliku, alkynylova skupina obsahujici 2 aZz 10 atomd uhliku,
arylovad skupina, heterocyklovd skupina, arylalkylova skupina
obsahujici 1 az 10 atom( uhliku v alkylové ¢asti,
arylalkenylova skupina obsahujici 2 aZz 10 atomd uhliku
v alkenylové ¢&asti, arylalkynylovad skupina obsahujici 2 az 10
atomd@ uhliku v alkynylové ¢&&asti, heterocykloalkylova skupina
obsahujici 1 az 10 atomi uhliku v alkylové casti,
heterocykloalkenylovd skupina obsahujici 2 az 10 atomt uhliku
v alkenylové &asti a heterocykloalkynylova skupina obsahujici

2 aZ 10 atomG uhliku v alkynylové C&sti,

R jJe atom vodiku nebo substituovand nebo nesubstituovanéa
skupina, kde skupina je vybrand ze skupiny, kterou tvofi

methylovd skupina, alkylovad skupina obsahujici 3 aZz 10 atomt

V2603 —104%"
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uhliku, alkenylovd skupina obsahujici 2 aZ 10 atomt uhliku,
alkynylovd skupina obsahujici 2 az 10 atomd uhliku, arylova
skupina, heterocyklova skupina, arylalkylova skupina
obsahujici 1 az 10 atomQ uhliku v alkylové casti,
arylalkenylovd skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku
v alkenylové &asti, arylalkynylovd skupina obsahujici 2 az 10
atomtt uhliku v alkynylové ¢asti, heterocykloalkylova skupina
obsahujici 1 az 10 atomt uhliku v alkylové ¢asti,
heterocykloalkenylovd skupina obsahujici 2 az 10 atomd uhliku
v alkenylové &asti a heterocykloalkynylovd skupina obsahujici

2 az 10 atom uhliku v alkynylové Casti, a

R je atom vodiku nebo substituovand nebo nesubstituovana
skupina, kde skupina Jje vybrand =ze skupiny, kterou tvori
alkylova skupina obsahujici 1 aZ 10 atoml uhliku, alkenylova
skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku, alkynylova skupina
obsahujici 2 az 10 atoma uhliku, arylova skupina,
heterocyklova skupina, arylalkylovd skupina obsahujici 1 az 10
atomu uhliku v alkylové ¢asti, arylalkenylova skupina
obsahujici 2 az 10 atomd uhliku v alkenylové  casti,
arylalkynylovd skupina obsahujici 2 az 10 atomi uhliku
v alkynylové &asti, heterocykloalkylovd skupina obsahujici 1
a? 10 atomd uhliku v alkylové &&sti, heterocykloalkenylova
skupina obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku v alkenylové casti a
heterocykloalkynylovad skupina obsahujici 2 aZz 10 atomd uhliku

v alkynylové ¢&asti,

a jeji farmaceuticky prijatelné soli, estery a pfedlécivové

formy.

2. Slouc¢enina podle naroku 1, kde

X je atom vodiku nebo fluorid,
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R je atom vodiku,
R? je atom vodiku, skupina -COCH3;~ nebo -COfenylova skupina,

R je methylovd skupina, propylovd skupina nebo vinylové

skupina, a,

R® je vybran ze skupiny, kterou tvofi skupina, kterou tvofi
3-(chinolin-3-yl)prop—-2-enylova skupina, 3-(chinolin-3-
yl)prop-2~ynylova skupina, 3-(chinolin-6-yl)prop-2-enylova
skupina, 3-(chinolin-6-yl)prop-2-ynylova skupina, 3-(chinolin-
7-yl)prop-2-enylovd skupina, 3-fenylprop-2-enylova skupina,
3-(naft-1-yl)prop-2~enylova skupina, 3-(naft-1-yl)prop-2-
ynylové skupina, 3-(naft-2-yl)prop-2-ynylova skupina,
5-fenylpent-4-en-2-ynylova skupina, 3-(fur-2-yl)prop-2-ynylové
skupina, 3-(thien-2-yl)prop-2-enylova skupina, 3~ (karbazol-3-
yl)prop-2-enylovad skupina a 3-(chinoxalin-6-yl)prop-2-enylova

skupina.

3. Sloucenina wvzorce

kde:
R? je atom vodiku,-COCH; nebo -COfenylova skupina,

R® je methylovd skupina, propylova skupina, vinylova skupina,

butylovd skupina, 3-butenylova skupina, 3-hydroxylbutylova
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skupina, 2-fluorethylové skupina, nebo 2-azidoethylova

skupina,

R® je skupina -OR®, kde R* je atom vodiku, alkylova skupina

obsahujici 1 aZ 5 atoml uhliku nebo skupina -YZ,

kde Y je alkylovad skupina obsahujici 1 az 10 atomli uhliku,
alkenylovd skupina obsahujici 2 az 10 atom uhliku nebo
alkynylovd skupina obsahujici 2 az 10 atom uhliku a Z Jje
substituovana arylova skupina, nesubstituované arylova
skupina, substituovana heterocyklova skupina nebo

nesubstituovanid heterocyklovéd skupina a
R je atom vodiku nebo R?,

a jeji farmaceuticky ptrijatelné soli, estery a ptedlécivové

formy.

4. Sloudenina podle naroku 3, kde

X je atom vodiku nebo fluorid,

R je atom vodiku,

R? je atom vodiku, skupina -COCH; nebo -COfenylova skupina, a

R® je methylovéd skupina, propylovd skupina nebo vinylova

skupina a

R® je podle naroku 3.

5. Sloudenina podle naroku 4, kde R® je skupina -YZ.
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6. Sloudenina podle naroku 5, kde Y 3je alkylova skupina
obsahujici 3 aZ 6 atom uhliku, alkenylovad skupina obsahujici
3 a? 6 atoma uhliku nebo alkynylova skupina obsahujici 3 aZ 6

atoma uhliku.

7. Sloudenina podle néaroku 5, kde Z Jje substituovanad nebo

nesubstituovand heteroarylovd skupina.

8. Sloulenina podle naroku 5, kde Z je vybrédna =ze skupiny,

kterou tvori

z
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9. Sloudenina podle naroku 5, kde Z je vybrana ze skupiny,

kterou tvori

sslesubes

LA

10. Sloulenina vzorce

kde
X je atom H nebo atom F,

R*® je methylovd skupina, propylova skupina nebo vinylova
skupina, a
R* je substituovand nebo nesubstituovana heterocykloalkylova

skupina obsahujici 1 aZ 10 atomd uhliku v alkylové ¢&asti,

heterocykloalkenylova skupina obsahujici 2 az 10 atomt uhliku
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v alkenylové Casti nebo heterocykloalkynylova skupina

obsahujici 2 aZ 10 atomd uhliku v alkynylové casti,

a jeji farmaceuticky pfijatelné soli, estery a predlécivové

formy.

11. Sloudenina podle néaroku 10, kde R® Jje substituovana nebo
nesubstituovand heteroarylalkylovd skupina obsahujici 1 az 10
atomtt uhliku v alkylové ¢&&sti, heteroarylalkenylovd skupina
obsahujici 2 a% 10 atom@ uhliku v alkenylové <&asti nebo
heteroarylalkynylovad skupina obsahujici 2 aZz 10 atomi uhliku

v alkynylové c&asti.




134

12. Slou&enina podle naroku 10, kde R® je vybran ze skupiny,

kterou tvori

13. Sloudenina podle naroku 12, kde R je methylova skupina.

14. Sloudenina podle ndroku 12, kde R* je vinylova skupina.




15. SloucCenina podle néaroku

16. Sloucdenina vzorce

135

kde

X je atom vodiku nebo fluorid a

R?® je vybran ze skupiny,

' Y«v%\ﬁ:;[:]
N

"'l./

|
N

xv\@:j

kterou tvori

AN ~ i F -
L
N a
L

N

12, kde R je propylova skupina.
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17. Slou&enina podle naroku 16, kde X je atom vodiku a R® je
e re
[
N .
18. Slou&enina podle naroku 16, kde X je fluorid a R® je
GO
P
N .
19. Sloudenina podle naroku 16, kde X je atom vodiku a R® je
A N
ot
NQ
20. Sloudenina podle naroku 16, kde X je fluorid a R® je
A \
r-
N.
21. Slou&enina podle naroku 16, kde X je atom vodiku a R* je

O
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22. Sloucenina podle naroku 16, kde X je fluorid a R* je

e
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