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(54) Hydrochloridy ei%erﬁ"aminokyselin 8 chloramfenikolem & zplsob jejich p¥ipravy

Vyndlez se tykd hydrochloridd esterd aminokyselin s chloremfenikolem a zpisobu je-
Jich pFipravy. |

Antibiotikun chlonaﬁfenikol jc stdle predmitem vyzkunu % hlediska mechanismu -jeho
plsobent, Je znémo, %e podstata u¥inku tohoto antiblotika Je inhibice transpeptidace

v bufice mikroorganismu,

Zv145té ﬁéznnyn 1nhibitorem proteoayntézy Je antibiotlkun puromycin, ktery je che~
micky analogem aninoacyladenoaznu. P¥i studiu vlivu chloramfenikolu na tvorbu acetyl-fe-.
nylalanylpuromycinu bylo zjist&no, ¥e chloremfenikol pdsobf jako kompetmtivni inhibitor
purcnycinu. '

Vhodny derivdt chloramfenikolu nesoucf ve vhodné. konfiguraci volnou Emihoékupinu'
a prfipominajfef co neavérnéai koncové uapofidéni aminoacyladenosinu (reup. aminoacyl-
eytosinu) by mohl byt dW¢innym akceptoren v peptidyltransferédsové reakcl. Vychézejicc
z t&chto strukturnich pfedpokladd, bylo moZno se pf1b1121t struktude aminoacyladenosinu,
resp, aminoacylcytosinu vazénim vhodn¥® volend aminokyseliny. Proto byly pi#ipraveny
estery cﬁloramfenikolu 8 aminokyaqlinami'cbou sterickych representact (tedy D- i L-).
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- Jak ukuujo vykru, Je podobn struktury nogvétli u orythroilolorﬁ chlorafonikolu.
Proto byly pi‘ipravcny estery nejen 3-throoehlormﬂnikolu, ale i flrl‘kologicw ne-
’ﬂéinnych L-threo & rnmiclr.‘ho erythro iu-oru.

Bylo pripraveno étmtct esterd uinolqrnlin s chlorsafenikolem, u kteryeh byln
zkouména akceptorové aktivita v systému, ktery obsahoval 70 S ribolony a N-ueotyl-L—leu—
cinylhoxmukloot:.d s 14 C ozns¥enym leucinem jako donor. Akceptorové aktivita byla srov-
néna s aktivitou puromycinu ve stejném systému. Byla zjiéténa vyznamné sktivita u este- '
rd D, L~erythrochloramfenikolu, ptitem¥ noni' velky rozdil mezi estery D~ a 1- aminoky-
éelip,tjak ukizujo tabulka: : |

ester D,l-chloremfenikolu akceptorové aktivita ve srovnéni
' s purqiyéinem (%)

l-leucindt ' k 57
I-fenylalandét = 30
L-0?-methyl-thyrosiniét - 45

D—va_lintt ' 65




Problém ddle spofival v nalezenf vhodné metody pro esterifikaci chloramfenikein
aminokyselinami, V chemii chloramfeﬁikolu jé pobséno'nékolik pfiprav analogického t&m
pu, Jjeko je glyeindt, sukcindt, palmitdt, kdy se pﬁaobi chloridem pfiaiuéné kyseliny
na chloramfenikol za soufasného pFideviu alkdlie k neutralisaci od¥t¥pujfctho se
chlorovodiku. V p¥{pad& aminokyselin se vdak tato metoda neuplatnila vzhledem k mald
stélostl pouZityeh chloridd eminokyselin s chrénZnou aminoskupinou. Bez dspéchu byla
i metoda vyu¥fwajfctf kondenzace sminokyseliny s éhloramfenikolem‘za p¥L{tomnosti '

N, N-dimethylformemid-dineopentylacetalu. Wsp¥chu bylo dosaeno pomoct dicyklohexyl-
karbodiimidu (DCCI), kdy probihé reakee aminokyseliny s chrén¥nou aminoakupin?u 8 chlo~

renfenikolem v prostiedf pyridinu podle rovnice:

NHCOCHC1,

OéNu— -—?H-CH-QHQOH + R-TH-COOH + —N*C=N—-<i::::>> —_—p

OH - NH-NPS

NH-COCHC1,

' OpN- -clm-cu-cuz-o-co- H-R + Qm—co-m—Q
' . OH NH-NPS

Eesterifikace probfhd na primérnf alkoholické skupin& chloramfenikolu, jak bylo do=
kézéno z vysledkd elementdrnf anelyzy. ' '

K odatrandni b¥%nd pouZfvané benzyloxykarbonylové chrénfcf skupiny nebylo mozno po=
u¥ft b¥%né hydrogensin{ metody vzhledem k pif{tomnosti nitroskupiny a dlchlgpacetylového
zﬁytku. Rovn&% pd¥i pouZitf bromovodiku v kyselin& octové, resp. trifluoroctové, co¥ h
jeou &inidla, kterych se k tomuto udelu &Zivé, dochdz{ k destrukei molekuly. Proto byla
k chrédndnt Volné‘aminoekupiny v aminokyselindch zvolena o-nitrosulfenylov4 skupina; kte-
rou je moZno odatraﬁit za velmi‘ﬁirnth podminek. Reakcf takto chrén¥nych aminokyselin
8 chloramfenikolem v pi{tomnosti dicyklohexylkarbodiimidu se podalfilo ziskat 'Padu ésterﬁ»

Vynélez ge tedy tyké hydrochloridﬂ esterd aminokyselln 8 chloramfenikolem obecného

vaorce I, kde R zna¥f skupinu

OH

R-YH-CO—O—CHZ-(I}H-CH @ NO,, ' | (1)

NH, .HC1  NHCOCHC1,

isopropylovou, 2-methylpropylovou, benzylovou a 4-methoxybenzylovou.



Déle se vyndlez tykd zplsobu pFipravy hydrochloridl esterd aminokyselin s chlorsme
fenikolem. Jeho podstata spolivéd v tom; e se na aminokyseliny s chrén&nou esminoskupi-

nou obecného vzorce II,

R-CH~-CO00

Ry

kde R1 znaf{ 0'-nitro-sulfenylovou skupinu a chlonémfenikol pisobf dicyklohexylkarbo=-

(11)

diimidem za pfitomnosti rozpoust&dla, s vyhodou pyrimidinu, za teploty od O do 50 °C,
nate’ ze vzniklého meziproduktu odstranf kyselou hydroljzou pisobenim chlorovodfku
v éteru pPi teplotd -10 az 35 °C chrénfcf o-nitrosulfenylovd skupina,

Podle dal3f{ch vyznakl vyndlezu se jako aminokyseliny pouZfvaj{ L-leucin, L-fenyla~
lanin, D-fenylalenin, L-methylthyrosin, D-valin a jake chloramfenikel D«threo~chloram-
fenikol, L-threo~chloramfenikol a D, Leerythro-chloramfenikol v rdznych kombinacich.

Podle vyndlezu tedy byl pfipraven novy typ akceptorového e&batrétu, ktery nebyl
dosud popsédn a ktery vykazuje viraznou akceptorovou aktivitu. Ldtka podle vynédlezu
zasahuje u&inn& do proteosyhtézy mikroorganiami, & mé pfedpoklady uéinného farmakolo=-
gického vyuZitf, zvl4¥t& vzhledem k.vyuziti L~threo a I-erythroisomeru,.

Létka podle vyndlezu a zplsob jej{ pFipravy je ddle bliZe poﬁsén na nékolika
prikladech pfovedeni.

© Piiklad 1

3 mmol dicyklohexylamonné soli aminokyseliny byly jemné& rozet¥eny a roztiepdny
v d¥li%ce v 75 ml ethylacetdtu. Potom bylo pfidéno 20 ml 0,2 N kyseliny sirové a sm¥s
byla intenzivn& prot¥epéna, Pritom se suspenze rozpusti. Vodnd vrastva byla vylitse,
organickéd promyta 50 ml’védy a sufena bezvodym sfranem sodnym, Po odsdt{ susidls byl
ethylacetd4t za vakua odpafen., Po ochlazenf olejovity zbytek obvykle zkrystaloval,
K tekto pripravené N-NPS aminokyselin& byly p¥idény 3 mmol chloramfenikolu a 3,2 mmol
dicyklohexylkarbodiimidu. Ldtky byly rozpu¥tény v 30 ml suchého pyridinu. Takto piie
praveny roztok byl ponechén 20 hodin pPi teplot¥ mfstnosti. Vyloudend dicyklohexylmo-
Zovina byla odséta a promyts chloroformem. Ze spojenfch Filtr&td bylo odpafene roz-
poudtddlo na vakuové odparce pii 50 %, z odparku byly odstran&ny zbytky pyridinu né&-
kolikandsobnym odpafenim s xylenem. Odparek byl zpracovén preparativni chromatografif
na tenké vratvd, Frakce o Br asi 0,5 byla vymyta do éteru. Etericky roztok byl vysu~
%en sirenem sodnym a odpafen do sucha. Odparek byl p¥elit 20 ml suchého &teru. PFitom
se vyloudila bfl4 krystalickd 14tka, zatimco Zluty ester N-NPS-aminokyseliny s chlo~
ramfenikolem preSel do roztoku. Krystalickd bild l4tke byla odsdta a promyta 5 ml su-
chého éteru. Ke spojenym éterickym roztokim byl& prfidény 3 ml 2 N chlorovodiku v bezvo-
dém éteru. Po 3 a¥ 4 minutdch byla srafenina chloridu esteru aminokyseliny 8 chloramfe~-
nikolem odsdta a promyvéna suchym éterem, dokud nébyl filtrdt bezbarvy. Takto ziskany
‘ester byl sufien za vakua., VZechny operace po pFiddnf roztoku chlorovodiku byly prové-




’

&8y s vyloulenim vzdusné vlhkosti,

Pixlad 2

2 2,80 g dicyklohexylamonné soli N-nitrosulfenyl-L-leucipus a 1,00 g L-threo-chlo-
remfenikolu bylo snalogicky podle p¥fkladu 1 ziskéno 0,75 g hydrochloridu I-leucindtu
L-threochloranfenikolu, t.t. 92 a% 97 °C. '

Bifklad J
Z 2,60 g dicyklohexylamonné soli N-NPS-L-leucinu a 1,00 g D-threo-chloramfenikolu

bylo eanalogicky podle p¥ikladu-l ziskéno 0,65 g hydrochloridu L-leucindtu D-threo-chlo-
rufépikolu, t.t. 114 a% 118 °C.

[

Pi{klad 4

Analogicky podle prikladu 1 bylo £ 2 g I~thréo-chloramfenikolu a 1,5 g dlcyklo-
‘ hexwlamonné aoli NEHES-L-fenylalaninu a 0,70 g DCCI ziskdno O, 65 g L-fenylalanétu ‘
L-threo-chloramfenikolu, t.t. 95 a% 100 °C.
Pi{klad 5 ‘

Ahalogicky podle pf{kladu 1 bylo z 1,05 g dicyklohcxylamonné'aoii N-NPS d-methyl-
thyrosinu, 0,65 g chloramfenikolu & 0,70 g DCCI giskdno 0 45 g L—O'-methylthyroainétu
D-threo-chloremfenikolu, t.t.. 165 a¥ 172 %,

~ P¥{klad 6
Analogicky podle postupu v bodu 1 byle 2 0,5 g dicykiohexylamonné soli N-NPS-D-va-
1in, 0 40 g L~chloranrenikolu a 0,40 g DCCI ziekéno 0,30 g hydroehloridu D—valinétu
D-chloranfenikolu t.t. 104 a¥ 111 %, ,
PHEld T B | \
Analogicky podle postupu v bodu 1 a navéfek v bodu 6, ziakéno 0,20 g hydrochlori-
du D-valindtu I~chloremfenikolu, t.t. 168 a% 175 ¢,

PEEDMET VINALEZU

1. Hydrochloridy estexi aminokyselin s chloramfenikolem obecného vzorce I,

OH

' R CH~CO-0-CH,~CH-CH —N0, (1)
NH,.HC1 NHCOCHC1,

kde R lﬂu&i ‘skupinu iaopropylovou, 2-nothylpropylovou, benzylovou a 4-methoxybenzylovou.

J



2, Zplsob pripravy hydrochloridd esterd sminokyselin s chloramfenikolem obecného vsor+

3.

4.

Se

ce I, vyznaleny tim, Ze se na sminokyselinu s chréndnou eminoskupinou obeonéhs

veorew (II),
B~OH-COGH

Ry
kde R, gnedi o-nitro-sulronyiovou ukuplnn, a chloranfoni\:ol plsobl disyklohexylikarbo-
dimidem za p¥{tomnosti rospoudtddls, ¢ vyhodeu pyrimidinu sa teploty od ¢ do 90 %,

nalel ae se veniklého mesiproduktu odltrant ‘kyselou hydrolysou panobonin chlorovo-
a{ku v éteru pri teplotd =10 ak 35 00 chrénfef o-nitre-sulfenylové skupina.

(11)

Zplsob podle bodu 2, vysnaleny tim, ke se jako eminokyselina pou¥ivéd I-leucin Juko
chloramfenikol D-threo-chlorssfenikol. ’

Zplsob podle bodd 2 a 3, vysnaleny tim, Ze se jako chloramfenikol pou%fvé L-threo-
~chlorsmfenikol. ' ' | '

Zpdsob podle bodd 2 a 3, vysnedeny tim, ¥e se Jako sminokyselina poulivé L-fenyla-

v lanin.

6.

Te

8.

9.

Zpisob podle bodd 2 a 3, vyznadeny tim, fe se jako aminokyselina poulfvé D-fenyla-

lanin,

Zplsob podle bodd 2 & 3, vyznafeny tim, Ze se jako sninokyseline pousivé L-o-methyl-
thyrosin,

Zplaoh podle bodd 2 a 3, vyznidony tim, %e se jako Aminokyeelinn pou{v4d D-valin,

Zplsob podle bodu 2, vyznaﬁqny tim,_!e se jeko chloramfenikol poulivd D, L-nrythro-
-chlorsmfenikol.
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