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Nazev vynalezu:
Linkosamidy, jejich p¥iprava a pouziti

Anotace:

Predkladané feseni poskytuje linkosamidy obecného
vzorce 1, kde

R1 je vybran z C2-C8 alkyl. C2-C8 alkenyl: R3 je
vybran z OH, O(C'1-C4 alkyl). SH, S(C1-C4 alkyl)
nebo halogen; R4 je H nebo C1-C3 alkyl: kazdy z
R21, R22. R23, R24, R25 je nezédvisle vybran ze
skupiny zahrujici H, OH, C1-C4 alkyl, C1-C4
alkenyl, C1-C4 alkynyl, halogen, O(C1-C4 alkyl),
O(C1-C4 alkenyl), O(C1-C4 alkynyl), NHz. N(C1-
C4 alkyl); N(C1-C4 alkeny!),. N(C1-C4 alkynyl),: a
jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

Poskytnut je i zpiisob jejich pipravy, zejména
biosynteticky zplisob vyuzivajici nové zjidténych
funkei celesticetinovych biosyntetickych proteint
Ccbl1 a/nebo Ceb2.

Linkosamidy obecného vzorce I jsou vhodné pro
pouiti jako antibakteridini a antiprotozoalni latky.



15

20

25

30

35

CZ 307305 Bé6

Linkosamidy, jejich pFiprava a pouziti
Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka novych hybridnich linkosamidd, jejich ptipravy vyuzivajici

enzymovych aktivit z biosyntézy celesticetinu, a jejich pouziti jako antimikrobialnich latek.

Dosavadni stav techniky

Linkosamidy jsou mala skupina pfirodnich latek. Pomineme-li vedlejsi kultivaéni produkty, byly
dosud popsany pouze tfi piirodni linkosamidové latky. Strukturni jadro linkosamidi tvofi
aminokyselinova jednotka, derivat prolinu, a jednotka cukernd, neobvyklid aminooktosa,
vzajemné propojené amidovou vazbou. Obecny vzorec a substituenty odpovidajici tiem
piirodnim linkosamidovym latkdm jsou uvedeny nize. Strukturné nejjednodusdim p¥irodnim

latkou je linkomycin s propylovym bo¢nim fetézcem v pozici 4' prolinové jednotky (R,=C;Hy;
R,=CHj;; Rs=OH). Tteti ptirodni linkosamidova latka, celesticetin, naopak bo&ni alkylovy fetézec
prolinové jednotky postradd (R,=H), oproti linkomycinu v3ak obsahuje navic dvé modifikace
aminocukerné jednotky, jednak O-methylaci v pozici 7, shodné s Bu-2545, a predeviim
salicylatovou jednotku vazanou dvouuhlikatym linkerem k atomu siry (R,=CH,—CH,—salicylat;
R;=0-CHj3).

Bu-2545: Ry=H, Ry=CHg3, R3=OCHj5 (R konfigurace)
Linkomycin: Ry=C3H; (R konfigurace), R,=CH,, R3=0OH (R konfigurace)
(0}

Ao

Celesticetin: Ry=H, Ry= , R3=OCHjs (R konfigurace)
HO

Pfirodni linkosamidy maji antibakterialni aktivitu. AvSak pouze nejucinngjii z nich, linkomycin,
Je primyslové vyrdbén a medicinsky pfimo vyuZivan jako antibiotikum. Navic se jeho chloraci
vyrabi semisynteticky derivat, klindamycin (R;=Cl, S konfigurace), neju¢inn&jsi vyrab&éna
linkosamidova latka. Vyuzivd se pfedevsim jako antibakterialni agens, diky antiprotozoalni
aktivité n€kdy i jako antimalarikum.

Bylo testovano mnoho derivati linkomycinu chemicky modifikovanych jak na aminokyselinové,
tak na cukerné jednotce, nékteré i (&inn&j$i neZ linkomycin, a dokonce i nez klindamycin.
V zékladni struktufe linkomycinu tak byly dosud identifikovany tfi pozice, jejichz modifikace
ovliviiuje aktivitu: Vedle pozice 7 cukerné jednotky, jejiz chloraci vznika klindamycin, je to
pozice 4' prolinové jednotky, kde delsi alkylové bocéni fetézce nez propyl piitomny
v linkomycinu, zejména 4-6 uhlikaté, vyznamn& zvy3uji antibakterialni aktivitu pfisluinych
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latek. V kombinaci s chloraci v pozici 7 tyto latky navic vykazuji vyznamné ulinky
antiplazmodialni. Antibakterialni i antimalarické u¢inky derivati klindamycinu dale potencuje
absence N—-methylové skupiny v pozici 1'. Dosud neji¢innéjsimi derivaty linkomycinu jsou 1'-
demethyl-4'-depropyl—4'—pentylklindamycin a 1'-demethyl-4'-depropy}-4'—hexylklindamycin,
jejich priprava chemickou syntézou je viak velmi komplikovand a jejich vyroba tak neni realna.

Naopak celesticetin jevi nizkou antimikrobialni aktivitu, proto jeho derivaty unikaly pozornosti
vyzkumu. Podobné& nebyly pfipraveny ani testovany zadné hybridni latky kombinujici zaroven
vyde zminéné specifické modifikace linkomycinu (R;=alkyl) a celesticetinu (Ry=2C-salicylat):
Logicky bylo povazovano za neperspektivni modifikovat aktivngjsi linkomycin na atomu siry
navazaného v pozici 1 cukerné jednotky pravé substituentem R, specifickym pro méné€ aCinny
celesticetin, mj. i s prihlédnutim ke znaéné naro€nosti piipravy takové hybridni latky chemickou
syntézou.

Stale pretrvava potieba hledat nové linkosamidové latky, které budou kombinovat vysokou
antimikrobialni aktivitu s malo komplikovanou a ekonomicky pfijatelnou pfipravou.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje nové linkosamidy kombinujici zaroveri substituci alkylem
v poloze 4' prolinové jednotky a ornamentaci glykosidicky vazaného atomu siry dvouuhlikatym
alkylem s esterové vazanou kyselinou benzoovou nebo jejim derivatem. Z4adné hybridni
linkosamidové latky kombinujici modifikace specifické pro celesticetin (CH,~CH,—salicylat jako
R.) a linkomycin (propylovy boéni fetézec jako R;) nebyly dosud ptipraveny, tedy ani testovany.
Piekvapivé a v rozporu s dosavadnim obecnym ndzorem tato kombinace substituci vede ke
zvySeni antimikrobidlni aktivity. Vyroba hybridnich latek modifikovanych soucasné v pozicich 4'
i 1 chemickou syntézou by byla extrémné narotna. Predkladany vynalez navrhuje cestu
enzymatickou. Pfiprava téchto latek je tedy umoznéna vyuZitim enzymové katalyzovanych
procesii na zékladé novych poznatkii o mechanismu funkce enzymi podilejicich se na ptirozené
biosyntéze celesticetinu, které byly ziskany piivodci v ramci prace na tomto vynalezu.

Piedmétem predkladaného vynalezu jsou latky obecného vzorce 1

R21

R25 R23
R24 M.
kde
R1 je vybran z C2-C8 alkyli nebo C2-C8 alkenyli;

R3 je vybran z OH, O(C1-C4 alkyl), SH, S(C1-C4 alkyl) nebo halogen; s vyhodou OH, O(C1-
C2 alkyl), SH, S(C1-C2 alky!) nebo halogen;
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R4 je H nebo C1-C3 alkyl; s vyhodou H nebo C1-C2 alkyl;

kazdy z R21, R22, R23, R24, R25 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici H, OH, C1-C4
alkyl, C1-C4 alkenyl, C1-C4 alkynyl, halogen, O(C1-C4 alkyl), O(C1-C4 alkenyl), O(C1-C4
alkynyl), NH,, N(C1-C4 alkyl),, N(C1-C4 alkenyl),, N(C1-C4 alkynyl),; s vyhodou H, OH, C1-
C2 alkyl, halogen, O(C1-C2 alkyl), NH,, N(C1-C2 alkyl),;

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

Halogeny zahrnuji F, Cl, Br, 1. Nejvyhodnéji je halogenem CI.

R1 je linearni nebo rozvétveny C2—-C8 alkyl nebo C2-C8 alkenyl. S vyhodou je R1 linearni nebo
rozvétveny C2-C8 alkyl. Vyhodnéji je R1 linearni C2~C8 alkyl. Vyhodngji je R1 C3—C6 alkyl.
Vyhodngji je R1 vybran ze skupiny zahrnujici propyl, butyl, pentyl, hexyl.

R3 je s vyhodou OH, OCH;,0CH,CH; nebo Cl.

R4 je s vyhodou H nebo CHs.

Kazdy z R21, R22, R23, R24, R25 je s vyhodou nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici H, OH,
CH;, CH,CH;, CI, Br, I, OCH;, OCH,CH;, NH,.

S vyhodou je R21 vybran ze skupiny zahrnujici OH, CHs, CH,CHs, Cl, Br, I, OCH;, OCH,CHj;,
NH,, H.

S vyhodou je R22 vybran ze skupiny zahrnujici H, OH, NH,, CI.

S vyhodou je R23 vybran ze skupiny zahrnujici OH, CH;, CH,CHs, Cl, Br, I, OCHj;, OCH,CHs;,
NH,, H.

S vyhodou je R24 vybran ze skupiny zahrnujici H, OH, NH,, Cl.

S vyhodou je R25 vybran ze skupiny zahrnujici OH, CHs;, CH,CHs, Cl, Br, I, OCHs, OCH,CHj,
NH,, H.

Nejvyhodnéji je R25 skupina OH a R21, R22, R23, R24 jsou H.

Dalsi vyhodné kombinace skupin R21 az R25 jsou uvedeny v tabulce:

R21 | R22 | R23 | R24 | R25
H |H H H NH,
H H H H CH;
H H H H Cl

H H H H Br

H H H H I

H H H H OCH,
H H H H H

H H H OH (H

H H H NH; | H
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H |H |H Cl |H
H |H |OH |H H
H |H |[NH,|H H
H |H {CH; | H H
H |H |[Cl |H H
OH|H |H H OH
H (H |OH | H OH
H |[H |NH;|H OH
H |H [NH;|H Cl
H |H |CI |H Cl
H |H |OH |OH |H
H (H |Cl {Cl |H
H |OH |H OH | H
H |Cl |H Ct |H
H |OH |H H OH
H |OH |OH {OH | H
H |[H |CI |[OH |H
H |H |OH |CI |H
H {Cl |H OH | H

Farmaceuticky prijatelné kyseliny, které mohou tvofit farmaceuticky piijatelné adi¢ni soli latek
obecného vzorce I, jsou zejména 1-hydroxynaftalen—2—karboxylova kyselina, 2,2—dichloroctova
kyselina, 2-hydroxyethansulfonova kyselina, 2-oxoglutarova kyselina, 4-acetamidobenzoova
kyselina, 4—aminosalicylova kyselina, octova kyselina, adipova kyselina, askorbova kyselina,
asparagova kyselina, benzensulfonova kyselina, benzoova kyselina, kyselina chlorovodikova,
kafrova kyselina, kafr—10-sulfonova kyselina, dekanova kyselina, hexanova kyselina, oktanova
kyselina, kyselina uhli¢ita, skoficova kyselina, citronova kyselina, cyklamova kyselina,
dodecylsirova kyselina, ethan—1,2-disulfonova kyselina, ethansulfonova kyselina, Kyselina
mravenéi, fumarova kyselina, galaktarova kyselina, gentisova kyselina, glukoheptanova kyselina,
glukonova kyselina, glukuronova kyselina, glutamova kyselina, glutarova kyselina,
glycerofosforeéna acidglykolova kyselina, hippurovd kyselina, kyselina bromovodikova,
isobutanova kyselina, kyselina mlé¢nd, kyselina laktobionova, kyselina laurova, kyselina
maleinova, kyselina malonova, kyselina jable¢nd, kyselina mandlova, methansulfonova kyselina,
naftalen—1,5—disulfonova kyselina, naftalen—2—sulfonova kyselina, nikotinova kyselina, kyselina
dusi¢na, kyselina olejova, kyselina §tavelova, kyselina palmitova, kyselina pamoova, kyselina
fosfore¢na, kyselina propanova, kyselina pyroglutamova, kyselina salicylova, kyselina sebakova,
kyselina stearova, kyselina jantarové, kyselina sirové, kyselina tartarova, kyselina thiokyanova,
toluensulfonova kyselina, undecylenové kyselina (P. H. Stahl and C. G. Wermuth, editors,
Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection and Use, Weinheim/Ziirich:Wiley—
VCH/VHCA, 2002).

S vyhodou ma obecny vzorec 1 konfiguraci na chiralnich centrech uvedenou nize:
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R3
Rs ©
P
o
e \N
S ; H
R; o Ry
Ra2
Rzs )
Ra4

Chiralni centra s navazanymi skupinami R1 a R3 mohou mit konfigurace R i S (viechny &tyfi
mozné kombinace). Vyhodné&ji ma ovSem chiralni centrum se skupinou R1 konfiguraci R.
Vyhodnéji ma chiralni centrum se skupinou R3 konfiguraci R, pokud R3=OH, OCH;, OCH,CH;,
a naopak konfiguraci S, pokud R3=halogen. Nejvyhodné&ji mé chiralni centrum se skupinou R3
konfiguraci S, pokud R3=chlor.

Nejvyhodnéji maji nové linkosamidy strukturu:

HO

*

kde RI=propyl nebo butyl nebo pentyl nebo hexyl, R3=OH (konfigurace R) nebo OCH,
(konfigurace R) nebo Cl (konfigurace S), R4=H nebo CHs.

Pfedkladany vynélez déle poskytuje zpiisob piipravy latek dle obecného vzorce I, ktery zahrnuje
krok enzymaticky katalyzované aktivace derivatu kyseliny benzoové substituované substituenty
R21, R22, R23, R24, R25 navazanim koenzymu A a krok enzymaticky katalyzované esterifikace

prekurzoru vzorce 11
9 OH
N OH
NH
o]
OH

S
\/\OH

konjugatem derivatu kyseliny benzoové substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25
a koenzymu A.

(D

Ve vzorci I mohou byt substituenty R1, R3, R4 jak je uvedeno pro vzorec I.
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Latky, kde R3 je halogen, se ziskavaji z produkti enzymaticky katalyzované reakce naslednou
syntetickou halogenaci zndmymi postupy, napt. latky s R3=Cl lze ziskat postupy chlorace
pouzivanymi pfi vyrobé klindamycinu.

Latky, kde Rl je alkyl delsi nez C;H,, lze ziskat analogii postupu publikovaného (Ulanova D.,
etal. (2010) Antimicrob. Agents Chemother. 54(2), 927) a patentovaného (WO2010127645)
diive pro ptipravu 4—butyl-4'-depropy!linkomycinu a 4'~depropyl-4'—pentyllinkomycinu.

Jako enzym pro enzymaticky katalyzovanou aktivaci derivatu kyseliny benzoové substituovane
substituenty R21, R22, R23, R24, R25 navéazanim koenzymu A lze pouzit s vyhodou protein
obsahujici celesticetinovy biosynteticky protein Ccb2, jehoz aminokyselinova sekvence je
zvefejnéna v databazi GenBank pod pfistupovym &islem ADB92576, nebo obsahujici Ceb2—
podobny protein vykazujici alespofi 95% identitu s aminokyselinovou sekvenci Ccb2 (5%
rozdilnost miize obecné zahrnovat prodlouzeni nebo zkraceni fetézce, nebo bodovou zaménu
aminokyselin). Protein mize krom& Ccb2 nebo Ccb2—podobného proteinu obsahovat navic
napiiklad tzv. kotvu nebo jinou sekvenci, ktera neni nezbytna pro enzymatickou aktivitu.

Jako enzym pro esterifikaci prekurzoru vzorce Il lze pouzit s vyhodou protein obsahujici
celesticetinovy biosynteticky protein Ccbl, jehoz aminokyselinova sekvence je zvefejnéna
v databazi GenBank pod pfistupovym &islem ADB92559, nebo obsahujici Ccbl-podobny protein
s alespoii 95% identitou s aminokyselinovou sekvenci Ccbl (5% rozdilnost miize obecné
zahrnovat prodlouzeni nebo zkraceni fetézce, nebo bodovou zdménu aminokyselin). Protein
mbze krom& Ccbl nebo Cebl podobného proteinu obsahovat napiiklad tzv. kotvu nebo jinou
sekvenci, ktera neni nezbytna pro enzymatickou aktivitu.

Ptiprava novych litek dle obecného vzorce I je tedy umoznéna vyuzitim enzymove
katalyzovanych procesti na zdkladé novych poznatki o vlastnostech enzymi podilejicich se na
pfirozené biosyntéze celesticetinu, konkrétn& o dvojici enzymil pfipojujicich salicylatovou
jednotku: o Ccb2, ktery aktivuje salicylat pfipojenim koenzymu A, a zejména o Ccbl,
acyltransferase katalyzujici vlastni pfipojeni (esterifikaci) aktivovaného salicylatu k cukerne
jednotce antibiotika pres S-CH,~CH,—~OH linker (odpovidajici esterifikaci aktivovaného derivatu
kyseliny benzoové a prekurzoru vzorce II). Tyto nové poznatky o dvojici enzymi Ceb2 a Cebl
byly ziskany pivodci v ramci prace na tomto vynalezu a zjisténa Siroka substratova specifita
enzymil k obéma substratim esterifikadni reakce (aktivovanych derivati kyseliny benzoové
i prekurzoru dle obecného vzorce 11) je dokumentovana v &asti Piiklady provedeni vynalezu, tj.
vyuzita pro enzymatickou p¥ipravou linkosamidii 1-120 obecného vzorce I.

S vyhodou reakéni sm&s obsahuje Ccb2, Cebl, derivat benzoové kyseliny nesouci substituenty
R21 az R25, adenosintrifosfat, koenzym A, MgCl, a pufr s pH v rozmezi 6 az 9 (s vyhodou Tris
pufr, pH 7,5). Reakéni smés je preinkubovana pfi teploté v rozmezi 20 az 40 °C, s vyhodou 24 az
34 °C, po dobu 15 az 60 minut, s vyhodou 25 az 40 minut, poté se pfida prekurzor dle obecného
vzorce 11 a smés se inkubuje pii teploté ve stejném rozmezi po dobu 1 az 3 hodin. Linkosamidy
obecného vzorce 1 lze ze smési izolovat precipitaci proteinii (s vyhodou Ize pouZit kyselinu
mravendi), centrifugaci, extrakei supernatantu a izolaci z extraktu chromatografickou separaci.
Vhodna je chromatograficka kolona s reversni stacionarni fazi (s vyhodou CI18 ligand)
a gradientova separace s mobilni fazi, jejiz vodna slozka mé kyselé nebo neutralni pH (s vyhodou
roztok kyseliny mravenéi v kombinaci s organickym modifikatorem — napf. methanol nebo
acetonitril).

Prekurzor dle obecného vzorce Il lze ziskat znamymi postupy, napiiklad enzymatickou
transformaci prekurzoru dle obecného vzorce Il1.
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R3 CH

RE o

OH
N CH

NH
o]
OH
S OH
o my

K této enzymatické transformaci lze pouzit s vyhodou proteiny obsahujici celesticetinové
biosyntetické proteiny: CcbF, jehoz aminokyselinova sekvence je uvefejnéna v databazi
GenBank pod pfistupovym ¢islem ADB92565, nebo CcbF-podobny protein s alespori 95%
identitou s aminokyselinovou sekvenci CcbF (5% rozdilnost miize obecné zahrnovat prodlouzeni
nebo zkraceni fetézce, nebo bodovou zaménu aminokyselin); Ccb5, jehoz aminokyselinova
sekvence je uvefejnéna v databazi GenBank pod pfistupovym &islem ADB92579, nebo Ccb5—
podobny protein s alespofi 95% identitou s aminokyselinovou sekvenci CcbS (5% rozdilnost
miZe obecné zahrnovat prodlouZeni nebo zkraceni fetézce, nebo bodovou zaménu
aminokyselin); a popfipadé Ccb4, jehoz aminokyselinova sekvence je uveiejnéna v databazi
GenBank pod pfistupovym ¢islem ADB92578, nebo obsahujici Ccb4—podobny protein s alespoii
95% identitou s aminokyselinovou sekvenci Ccb4 (5% rozdilnost mize obecné zahrnovat
prodlouZeni nebo zkraceni fetézce, nebo bodovou zaménu aminokyselin). CcbF, Ceb5 a Cebd
byly popsany v Kamenik, Z., et al. (2016) Chem. Sci., 7(1), 430-435; Wang, M., etal. (2016)
J. Am. Chem. Soc., 138(20), 6348-6351.

S vyhodou jsou v reakéni smési ptitomny CcbF, Ccb3, prekurzor dle vzorce 111 a pyridoxal-5—
fosfat, v pufru o pH 6 az 9 (vyhodn&ji Tris pufr, pH 7,5). Pokud R3 méa byt OCH, pak je
v reakéni smési pfitomen také Ccb4 a S-adenosylmethionin. Reakéni smés je inkubovana pri
teploté v rozmezi 20 az 40 °C, s vyhodou 24 az 34 °C, po dobu 1 az 4 hodin, s vyhodou 90 az
150 minut.

Ve vzorci Il mohou byt substituenty R1, R3, R4 jak je uvedeno pro vzorec 1.

V jednom vyhodném provedeni se enzymaticky katalyzovana aktivace derivatu kyseliny
benzooveé substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25 navazanim koenzymu A
a enzymaticky katalyzovana esterifikace prekurzoru vzorce II konjugitem derivatu kyseliny
benzoové substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25 a koenzymu A provadéji
biosynteticky s pouzitim mikroorganismu nesouciho kodujici sekvence celesticetinovych
biosyntetickych proteini Ccb1 a/nebo Ccb2 nebo biosyntetickych proteini majicich 95% identitu
s aminokyselinovymi sekvencemi Ccb1 a Ccb2.

S vyhodou je takovym mikroorganismem mikroorganismus t¥idy Actinobacteria, s vyhodou rodu
Streptomyces.

Ve vyhodném provedeni tento mikroorganismus nese kodujici sekvence celesticetinovych
biosyntetickych proteini Ccbl, Ccb2, CcbS, CcbF, a pro pfipad, kdy R3 je OCH;, také Ccb4,
nebo biosyntetickych proteini majicich alespot 95% identitu aminokyselinové sekvence s Cebl,
Ccb2, Cebs, CebF, piipadné Ceb4, a postup vychazi z prekurzoru vzorce II1.

Vyhodngji tento mikroorganismus spolu s vySe uvedenymi kodujicimi sekvencemi dale nese
i kédujici sekvence proteind Fidicich biosyntézu prekurzoru vzorce I, tj. prislusné geny
linkomycinového a/nebo celesticetinového biosyntetického shiuku genl. Biosyntetické genové
shluky jsou popsiny v odborné literatufe a jejich nukleotidové sekvence jsou zvefejnény
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v databazi GenBank, konkrétng pro linkomycin (Kobérska, M., et al. (2008) Folia Microbiol,
53(5), 395-401; GenBank EU124663) a pro celesticetin (Janata, J., et al. (2015) PloS One, 10(3),
e0118850; GenBank GQ844764). Z literatury je pro odbornika zfejma i biosynteticka relevance
jednotlivych gend pro vznik konkrétnich variant prekurzoru il lidicich se v R1, R3 a R4 (kromé
vyse uvedenych zdroji dale Kamenik, Z., et al. (2016) Chem. Sci., 7(1), 430-435; J iraskova P.,
et al. (2016) Front. Microbiol., 7, 276; Najmanova, L., et al. (2013) ChemBioChem, 14(7), 2259).

Zpusob piipravy linkosamidovych latek vzorce I s R1 alkylem delSim nez CsHy vyplyvé
z dostupné odborné literatury, a mize vychazet z prekurzoru vzorce Ill, v némz na pozici R1 se
jiz nachazi prodlouzeny alkyl. Takovy prekurzor lze ve vyhodném provedeni ziskat tak, Ze
kultivaéni médium mikroorganismu produkujiciho prekurzor dle vzorce IIl, kde R1=C;H5, se
obohati o synteticky p¥ipraveny 4—alkyl-L—prolin, pfi¢emz délka tohoto 4-alkylu odpovida delce
alkylu na pozici R1 vzniklého prekurzoru vzorce III. Priprava syntetickych 4-alkyl-L—prolini
a jejich pouziti pro piipravu derivati linkomycinu s R1 del$im nez C;H; je popsana v odborné
literatufe (Ulanova D., et al. (2010) Antimicrob. Agents Chemother. 54(2), 927); dokument
W02010127645).

Viechny latky ziskané vy3e uvedenymi postupy mohou byt dale dle potfeby modifikovany
syntetickymi postupy, které jsou odbornikovi v oboru dobie znamy, napf. chloraci v poloze 7
cukerného zbytku (za vytvofeni R3=Cl).

Predmétem predkladaného vyndlezu jsou dale geneticky —modifikované produkéni
mikroorganismy tiidy Actinobacteria, s vyhodou rodu Streptomyces, nesouci kodujici sekvence
celesticetinovych biosyntetickych proteind Ccbl a/nebo Ccb2, nebo biosyntetickych proteini
majicich alespofi 95% identitu aminokyselinové sekvence s Ccbl, resp. Ccb2, a s vyhodou dale
nesouci i kodujici sekvence proteini Fidicich biosyntézu prekurzoru vzorce II, tj. pfislusne geny
linkomycinového a/nebo celesticetinového biosyntetického shluku gent. Biosyntetické genové
shluky jsou popsany v odborné literatufe a jejich nukleotidové sekvence jsou zvefejnény
v databazi GenBank, konkrétné pro linkomycin (Kobé&rska, M., et al. (2008) Folia Microbiol,
53(5), 395-401; GenBank EU124663) a pro celesticetin (Janata, J., et al. (2015) PloS One, 10(3),
e0118850; GenBank GQ844764). Z literatury je odbornikovi v oboru ziejma i biosynteticka
relevance jednotlivych geni pro vznik konkrétnich variant prekurzoru II lisicich se v R1, R3 a R4
(krom& vy3e uvedenych zdroji dale Kamenik, Z., et al. (2016) Chem. Sci., 7(1), 430-435;
Jiraskova P., et al. (2016) Front. Microbiol., 7, 276; Najmanova, L., et al. (2013) ChemBioChem,
14 (7), 2259).

Predmétem predkladaného vynalezu jsou i geneticky modifikované produkéni mikroorganismy
t¥idy Actinobacteria, s vyhodou rodu Streptomyces, nesouci kodujici sekvence celesticetinovych
biosyntetickych proteinii Ccbl, Ccb2, Ceb5, CebF, a pro pfipad, kdy produkované linkosamidy
maji R3=OCHj, také Ccb4, nebo biosyntetickych proteini majicich alespori 95% identitu sCcbl,
Ccb2, Ccb5, CcbF, piipadné Ccb4, a dale nesouci i kodujici sekvence proteini fidicich
biosyntézu prekurzoru vzorce 111, tj. piislusné geny linkomycinového a/nebo celesticetinového
biosyntetického shluku gend. Nukleotidové sekvence biosyntetickych shluk jsou popsany
v odborné literatufe a jejich nukleotidové sekvence jsou zvefejnény v databazi GenBank,
konkrétng pro linkomycin (Kobérska, M., et al. (2008) Folia Microbiol, 53(5), 395-401;
GenBank EU 124663), pro celesticetin (Janata, J., et al. (2015) PloS One, 10(3), e0118850;
GenBank GQ844764). Z literatury je odbornikovi v oboru ziejma i biosyntetickd relevance
jednotlivych genii pro vznik konkrétnich variant prekurzoru I lisicich se v R1, R3 a R4 (kromé
vyse uvedenych zdrojii ddle Kamenik, Z., et al. (2016) Chem. Sci., 7(1), 430-435; Jiraskova P.,
et al. (2016) Front. Microbiol, 7, 276; Najmanova, L., et al. (2013) ChemBioChem, 14 (7), 2259).

V piipadé proteinii majicich alespoii 95% identitu s celesticetinovymi biosyntetickymi proteiny
se rozumi, ze mutace jsou takové, aby zlistala zachovana jejich enzymaticka aktivita, tj. aby mély
alespoti 50 % enzymatické aktivity prislusného celesticetinového biosyntetického proteinu. Toto
lze ovétovat metodami znamymi odbornikovi v oboru.
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Dale jsou pfedmétem predkladaného vynalezu latky obecného vzorce I pro pouziti jako Ié&iva,
zejména jako antimikrobidlni é¢iva. Pod pojmem "antimikrobilni lé¢iva" se zde rozumi 1é&iva
s u€inky na jednobunécné mikroorganismy, jako jsou bakterie a jednobunéiné eukaryotické
parazitické mikroorganismy, zejména na Gram—pozitivni bakterie a parazity kmene Apicomplexa
obsahujici cilové organely, apikoplasty, zejména se jedna o organismy rodu Plasmodium,
Toxoplasma, Babesia, Theileria a t¥idy Coccidia.

Pro lé€ebné pouziti mohou byt latky formulovany do farmaceutickych kompozic, které obsahuji
smési aktivnich latek obecného vzorce I nebo jejich farmaceuticky prijatelnych soli s pomocnymi
latkami. Pomocné latky zahrnuji zejména rozpoustédla, jako jsou voda, ethanol, propylenglykol,
butylenglykol, glycerol, makrogoly, oleje, isopropylmyristat, benzylalkohol, ethyloleat, tekuty
parafin, decyloleat, isopropylpalmitat, ethyloleat; mastové a krémové zaklady jako jsou parafin,
vazelina, silikony, tuky, vosky, vy3si alifatické alkoholy a kyseliny, celuléza, ethery a estery
celulozy, skrob, tragant, alginan sodny, mastek, oxidy zinku, hof¢iku, titanu, uhli¢itan vapenaty,
uhli¢itan hore¢naty, koloidni oxid kfemidity, stearaty hliniku, hoi¢iku, zinku, laktéza; plniva jako
je laktéza, nativni nebo modifikované skroby, mikrokrystalicka celuloza, manitol, fosforednan
vapenaty, siran vapenaty, sachardza; pojiva jako je Skrob, Zelatina, celuléza a jejich derivaty,
napi.  methylceluldza, sodna  sil  karboxymethylceluldzy,  hydroxypropylceluloza,
hydroxypropylmethylceluléza, arabska guma, tragant, sacharéza, glukéza, kyselina alginova
a alginaty, guarova guma, polyvinylpyrrolidon; kluzné latky jako jsou mastek, kukufi¢ny $krob,
stearan horeCnaty, koloidni oxid kfemigity. Dale mohou pomocné latky zahrnovat stabilizatory,
latky podporujici rozpad, antioxidanty a konzervanty. Farmaceutické kompozice mohou byt
zejména ve formé tablet, kapsli, &ipkd, masti, krémd, mlék, roztoki, nebo suspenzi.
Farmaceutické kompozice mohou dale obsahovat kromé& aktivnich latek dle obecného vzorce |
i dalsi u¢inné latky, zejména antibiotika a antimalarika.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Pfiklad 1: Pfiprava prekurzoru vzorce III, kde R1 je C3 alkyl, R3 je OH, R4 je H nebo CH;
Kultivace kmeni streptomycet v tekutém médiu

Kultura bakteridlniho kmene Streptomyces lincolnensis AlmbIH (konstrukce tohoto kmene
z 8. lincolnensis ATCC 25466 byla popséana dfive — Janata, J., et al. (2008) PLoS One, 2015, 10,
¢0118850) byla pripravena inokulaci spor z kultiva¢ni misky s MS agarem do 50 mL YEME
(Kieser, T., et al. (2000) Practical Streptomyces Genetics. Norwich, UK, p. 613) média bez
sachar6zy a byla inkubovana v 500mL barikdch s plochym dnem p#i 28 °C po dobu 120 h. Poté
bylo kultivaéni médium oddéleno centrifugaci (4000xg, 20 °C, 15 min) a supernatant byl pouzit
pro izolaci linkosamidovych prekurzori dle obecného vzorce Il ve vyhodné kombinaci
substituentl (R1 je C3 alkyl, R3 je OH, R4 je H nebo CHs).

Izolace linkosamidovych prekurzoru vzorce I11

Supernatant kultivatniho média byl pregistén pomoci Oasis HLB 6cc extrakénich kolonek
(Waters, USA): Supernatant (50 mL) byl nanesen na kolonku pfedem kondicionovanou
a ekvilibrovanou methanolem (5 mL) a vodou (5 mL) a &st matrice vzorku byla vymyta vodou
(5mL). Frakce obsahujici linkosamidové prekurzory byly eluovany methanolem (15 mL),
odpafeny do sucha a rekonstutituovany ve 200 pl methanolu. Takto ziskany extrakt byl
rekonstituovan ve 2 mL methanolu a davkovan do vysokoacinného kapalinového chromatografu
(HPLC, firma Waters, USA) vybaveného gradientovou pumpou 600, autosamplerem 717 a UV
detektorem 2487 monitorujiciho UV zéteni pti 194 nm. Data byla zpracovana pomoci software
Empower 2 (Waters, USA). Linkosamidové prekurzory byly separovany na Luna CI8
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chromatografické koloné (250 x 15 mm, velikost Castic 5 um, Phenomenex, USA) pomoci
dvouslozkové mobilni faze, A a B, kde jako fize A byl pouzit 0,1% vodny roztok kyseliny
mravendi (v/v) a jako faze B methanol. Pro chromatografické analyzy byl vyuzit linearni
gradientovy program pfi pritoku 3 mL min" (min/%B): 0/5, 31/27,5 s naslednym promytim
kolony (100% B, 9 min) a ekvilibraci pred dalsi analyzou (5% B, 9 min). Frakce obsahujici
linkosamidové prekurzory byly odpateny dosucha, rekonstituovany v methanolu a podrobeny
dalsi HPLC separaci na chromatografické koloné XTerra Prep RP18 (150 x 7,8 mm, velikost
astic 5,0 pm, Waters, USA) s vyuzitim isokratického elu¢niho programu pfi pritoku 1,5 mL
min~' s mobilni fazi 1mM mraven¢an amonny (pH 9,0):acetonitril (90:10 v/v). Linkosamidové
prekurzory izolované timto zpiisobem byly dale pouzity pro in vitro enzymatické reakce.

P¥iklad 2: Priprava prekurzoru vzorce I1, kde R1=C3 alkyl, R3=OH nebo OCH;, R4=H nebo CHj
Heterologni produkce a purifikace proteint CcbF, Cebl, Ceb2, Ceb4 a Cebs

Proteiny CcbF (GenBank ADB92565), Ccbl (GenBank ADB92559), Ccb2 (GenBank
ADB92576), Ccb4 (GenBank ADB92578) a Ccb5 (GenBank ADB92579) pro pfipravu novych
linkosamidovych latek byly produkovany heterologné v buiikach E. coli. Geny cchF, ccbl, ccb2,
cch4 a ccbS byly s pouzitim primerd dle tabulky 1 amplifikovany metodou PCR z genomove
DNA kmene Streptomyces caelestis ATCC 15084, produkujiciho celesticetin. PCR produkty byly
opracovany restrikénimi enzymy (dle tabulky 1) a vlozeny do vektori pET28b (Novagen) pro
ccbl, cch4 nebo cchS, nebo pET42b (Novagen) pro cchF nebo ccb2. Proteiny Cebl, Ceb4 a Ceb5
tak byly produkovany s N-terminalni histidinovou kotvou a proteiny CcbF a Ccb2 byly
produkovany s C—terminalni histidinovou kotvou. K produkci proteinii byl pouzit kmen E. coli
BL21 (DE3) nesouci konstrukt pro expresi GroES a GroEL chaperonini. Pro vSechny
rekombinantni proteiny byla nadprodukce indukovana pfi OD (600 nm) kultury 0,6 az 0,8
isopropyl B—D—I—thiogalaktopyranosidem (0.4 mM). Kultura byla po indukci inkubovéna pfi
17 °C pii 200 otadkach za minutu po dobu 20 h. Poté byla kultura centrifugovéna (4000xg,
20 min, 4 °C) a sediment byl pouzit k pfipravé hrubého extraktu pomoci ultrazvukové
homogenizace v pufru 1 (20 mM TRIS pH 8, 100 mM NaCl, 10% glycerol, and 20 mM
imidazol). Homogenat byl nasledné centrifugovan 9000xg, 25 min, 4 °C. Proteiny byly z hrubého
extraktu purifikovany pomoci ImL HiTrap™ Ni*" kolonky dle protokolu vyrobce (GE
Healthcare). Protein Ccb2 byl eluovan pufrem II (20 mM TRIS pH 8, 100 mM NaCl, 10%
glycerol, and 100 mM imidazol), proteiny Ccb4 a Ccb5 byly eluovany pufrem 111 (20 mM TRIS
pH 8, 100 mM NaCl, 10% glycerol, and 200 mM imidazol) a proteiny CcbF a Ccbl byly
eluovany pufrem IV (20 mM TRIS pH 8, 100 mM NaCl, 10% glycerol, and 250 mM imidazol).
Imidazol byl z roztoku purifikovanych proteini eliminovan pomoci Amicon centrifugacnich tub
(Millipore) a pufru V (20 mM TRIS pH 8, 100 mM NaCl, 10% glycerol). Vsechny takto
ptipravené proteiny byly stabilni bez poklesu aktivity pfi 4 °C po dobu alespoit jednoho tydne;
proteiny CcbF, Ccbl, Ccb2, a Ccb5 byly navic stabilni po dobu alespon jednoho mésice pfi
-80 °C.

Tabulka 1. Primery pouZité pro amplifikaci gent S. caelestis. Restrikéni mista uréena pro viozeni
do vektoru jsou podtrzena

Gen Primer I Primer 11

ccbF  CCGCATATGTCCGACTTAGCTGCCG CCGCTCGAGGCGGGGCTGCCAGGCG

ccbl  CTGCATATGCATCTTGATCCAACCAC ATAGAATTCTCATCGGTGGTCGTCGC

cch?  AACCCCATATGAAGCGACGTGGCATGG AACCCCTCGAGTAAGGTCATGAACTCCGCACG
cchd  CTACATATGAAGACGCCCGGTACATC CTAGAATTCTCAGCACGGAGTGGCCT

ccb5  ATAGCTAGCGCGACCGTCCCCGCC CTGGAATTCTCATGAGTCCGCGCGCC

-10 -
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In vitro enzymaticka ptiprava linkosamidovych prekurzoru vzorce I

Reakéni smés 1 obsahovala: 20 uM CcbF, 20 pM Ccb5, 200 pM linkosamidovy prekurzor dle
obecného vzorce 111, kde R1 je C3 alkyl, R3 je OH, R4 je H nebo CH;, 200 UM pyridoxal—-5—
fostat, 100 mM Tris pH 7,5. V piipadé pripravy prekurzoru vzorce II, kde R3=OCH;, reakéni
smés navic obsahovala 20 uM Ccb4 a 4 mM S-adenosylmethionin. Reakéni smés 1 byla
inkubovana pii 30 °C po dobu 2h.

Priklad 3: In vitro enzymatick pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce 1, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CH;,R21-R24 jsou H a R25 je OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 pM Ccbl, 2 mM kyselina salicylova, 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla
inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési 1
(piprava dle pfikladu 2) obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II v poméru 1:1a byla
inkubovana pfi 30 °C po dobu dalsich 2h.

Izolace novych linkosamidovych latek vzorce 1 z enzymatické reakéni smési

Proteiny byly z reakéni smési precipitovany 98% kyselinou mravenéi (30 pL na 1 mL vzorku)
a smes byla centrifugovana (13500 otatek za minutu, 5 min). Supernatant byl extrahovan pomoci
Oasis HLB 6cc kolonek dle protokolu popsaného vySe v odstavci Izolace linkosamidovych
prekurzoru. Extrakt byl dale podroben separaci pomoci HPLC ptistroje definovaného vyse
v odstavci. Izolace linkosamidovych prekurzoru. Nové linkosamidové latky byly separovany na
Luna C18 chromatografické koloné (250 x 15 mm, velikost ¢astic 5 um, Phenomenex, USA)
pomoci dvouslozkové mobilni faze, A a B, kde jako faze A byl pouzit 0,1 % vodny roztok
kyseliny mraven¢i (v/v) a jako faze B acetonitril. Pro chromatografické analyzy byl vyuzit
linearni gradientovy program p#i pritoku 3 mL min' (min/%B): 0/30, 40/65 s néslednym
promytim kolony (100% B, 9 min) a ekvilibraci pted dalsi analyzou (30% B, 9 min).

Testy antibakterialni aktivity

Filtracni papirové disky (geometricky primér 5 mm) nasycené 5 nmol testovanych novych
linkosamidovych latek byly umistény na misky s LB agarem (trypton 10 g; kvasniény extrakt 5 g;
NaCl 10 g; doplnéno destilovanou vodou do objemu 1000 mL; pH 7.5; agar 15 g) souvisle
pokryté kulturou testovaciho kmene Kocuria rhizophila. Misky byly inkubovany p¥i 37 °C pro
dobu 20 h. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly stanoveny na zikladé metody publikované
dfive (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), Clin Microbiol
Infect (2003), 9 (8), ix—xv). 5 uL suspenze (0,5 dle McFarlandovy stupnice) bakterialni kultury
K. rhizophila bylo inokulovano do 1 mL LB média obsahujiciho testované latky o pozadované
koncentraci (testovan byl koncentra¢ni rozsah 25-1600 nM). Kultury byly inkubovany po dobu
24 h pti 37 °C.

- 11 -
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Tabulka 2: Vysledky testii biologické aktivity

Testovana latka Diskovy difusni test: velikost | Minimalni inhibi¢ni
inhibi¢nich z6n [mm)]) koncentrace [nM]

Celesticetin 19 1600

Linkomycin 24 400

Latka vzorce I, kde R1=propyl, R21- 28 100

R24=H, R25=0H, R3=0CHj, R4=CH;

Latka vzorce I, kde R1=propyl, R21- 29 100

R24=H, R25=0H, R3=0H, R4=CH;

Analyza technikou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS analyza)

Celkem byly piipraveny &tyfi linkosamidy: latky 1-4 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 3.

H;C HaC
HyC HsC
HO HO
15 Tabulka 3. Vysledky LC-MS analyzy latek 1-4
Linkosamid Retenéni das | Pseudomolekularni | Majoritni Fragmentace ve
(min) ion - teoreticka | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro | v MS spektru | detekované iony

=1 (m/z) (m/z)
1 7,10 571,2690 571,2703 373,23; 126,13
2 6,25 557,2533 557,2543 359,22; 126,13
3 7,00 557,2533 557,2532 359,22; 112,11
4 6,30 543,2376 543,2358 345,20

-12-
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LC-MS analyzy byly provedeny na ultra vysokotginném kapalinovém chromatografu Acquity
UPLC spojenym s LCT premiér XE hmotnostnim spektrometrem a analyzatorem doby letu
(Waters, USA). Vzorek o objemu 5 ul byl davkovan na Acquity UPLC BEH C18
chromatografickou kolonu (50 mm x 2,1 mm, velikost &astic 1,7 um, Waters, USA), ktera byla
temperovana na 40 °C. Vzorek byl z kolony eluovan dvouslozkovou mobilni fazi, jako slozka A
byl pouzit vodny roztok 0,1% kyseliny mravenéi (v/v) a jako slozka B byl pouzit acetonitril.
K separaci byl pfi pritoku 0,4 mL min' vyuzit nasledujici linearni gradientovy program
(min/% B) 0/5, 1.5/5, 12.5/58. Analyza byla zakon&ena vyplachem kolony (1,5 min, 100% B)
a ekvilibraci pred dalsi analyzou (1,5 min, 5% B). Hmotnostni spektrometr byl nastaven na méd
W s nasledujicimi parametry: napéti na kapilafe, +2800 V; napéti vloZené na vstup do
analyzatoru, +40V; pritok desolvataéniho plynu (dusik), 800 Lh™"; teplota desolvata¢niho plynu,
350 °C; teplota bloku iontového zdroje, 120 °C; pritok desolvata¢niho plynu pii vstupu do
analyzatoru, 50 Lh™'; doba skenu, 0,15 s; prodleva mezi skeny, 0,01 s. Pfesnost hmoty pod 5 ppm
byla udrzovana pomoci referenéni latky leucin-enkefalin (2 ng uL.”', 5 L min™"). Fragmentace
ve zdroji (srazkami vyvolana disociace — CID) byla vyvolana zvyenim hodnoty apertuie I na
+50 V. Data byla zpracovana pomoci software MassLnyx V4,1 (Waters, USA).

Priklad 4: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj (R konfigurace), R4=H nebo CH;, R21-R25 jsou H

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina benzoova, 4,5 mM
adenosintrifosft, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla
inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési 1
(pfiprava dle pfikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1 a byla
inkubovana pfi 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
benzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

Vysledky LC-MS analyzy

Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 5-8 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 4.

HsC HC
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Tabulka 4. Vysledky LC-MS analyzy latek 5-8

Linkosamid Retenéni das | Pseudomolekulamni | Majoritni Fragmentace ve
(min) ion - teoretickd | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro | vMS spektru | detekované iony

=1 (m/z) (m/2)
5 6,85 555,2741 555,2743 373,23; 126,13
6 6,00 541,2584 541,2578 359,22; 126,13
7 7,00 541,2584 541,2584 359,22; 112,11
8 6,10 527,2427 527,2424 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v pfikladu 3.

Priklad 5: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHs, R21-R24 jsou H, R25 je NH»

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 pM Ccbl, 2 mM kyselina anthranilova (2-
aminobenzoova), 4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH
7,5. Reakéni smés 2 byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés
2 smichéna s reakéni smési | (ptiprava dle pfikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle
vzorce II, v poméru 1:1 a byla inkubovana pfi 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid
s inkorporovanou kyselinou anthranilovou (2-aminobenzoovou) byl z reakéni smési izolovan dle
postupu uvedeného v prikiadu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pripraveny &tyfi linkosamidy: latky 9-12 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 5.

0
HsC
H,N
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S
\/\o
HaC
H,N
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Tabulka 5. Vysledky LC-MS analyzy latek 9—12

Linkosamid Retenéni ¢as | Pseudomolekularni | Majoritni Fragmentace ve
(min) ion - teoretickd | detekovany  ion | zdroji - hlavni

hodnota m/z pro | vMS spektru | detekované iony

=1 (m/z) (m/z)
9 6,50 570,2850 570,2842 373,23; 126,13
10 5,70 556,2393 556,2703 359,22; 126,13
11 6,50 556,2393 556,2709 359,22; 112,11
12 5,40 542,2536 542,2548 345,20; 112,11

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v ptikladu 3.

Priklad 6: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CH,;, R21-R24 jsou H, R25 je CH;

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 © M Ccb2, 2+ M Ccbl, 2 mM kyselina 2-methylbenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéna s reakéni smési
1 (pfiprava dle pfikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pti 30 °C po dobu dalSich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
2-methylbenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v prikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny ¢tyfi linkosamidy: latky 13-16 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 6.

o)
HoC HyC
HyC
0
HaC HyC
HsC HsC
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Tabulka 6. Vysledky LC-MS analyzy latek 13-15

Linkosamid Reten¢ni ¢as | Pseudomolekuiarni | Majoritni Fragmentace ve
(min) jon - teoreticka | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro | vMS spektru | detekované iony

. =1 (m/z) (m/z)
13 9,00 569,2897 569,2917 373,23; 126,13
14 7,60 555,2740 555,2742 359,22; 126,13
15 3,00 555,2740 555,2714 359,22
16 5,75 541,2583 541,2570 345,205 112,11

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v pfikladu 3.

10 Piiklad 7: In vitro enzymaticka ptiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CH;, R21-R24 jsou H, R25 je Cl

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Cebl, 2 mM kyselina 2—chlorbenzoova), 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla
15 inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési 1
(ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1 a byla
inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou 2—
chlorbenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v prikladu 3.

20  LC-MS analyza

Celkem byly pFipraveny &tyfi linkosamidy: latky 17-20 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry vedenymi v tabulce 7.

CH,
|

HyC

S
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Tabulka 7. Vysledky LC-MS analyzy latek 17-20

Linkosamid Retenéni ¢as | Pseudomolekuldrni | Majoritni Fragmentace ve
(min) fon - teoreticka | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro| v MS spektru | detekované iony

z=1 (m/z) (m/z)
17 8,63 589,2351 589,2335 373,23; 126,13
18 7,25 575,2194 575,2183 359,22; 126,13
19 6,50 575,2194 575,2169 359,22
20 5,52 561,2037 561,2045 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Pfiklad 8: In vitro enzymatickd pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CH;, R21-R24 jsou H, R25 je Br

Reakeni smés 2 obsahovala: 2 uM Ceb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 2-brombenzoova), 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7.5. Reakéni smés 2 byla
inkubovéna pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési 1
(piiprava dle prikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce 11, v poméru 1:1 a byla
inkubovéana pfi 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou 2—
brombenzoovou byl z reakéni smési izolovéan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly ptipraveny &tyfi linkosamidy: latky 21-24 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 8.

HsC

2T
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Tabulka 8. Vysledky LC-MS analyzy latek 21-24

Linkosamid Retenéni &as | Pseudomolekuldrni | Majoritni Fragmentace ve

(min) ion - teoreticka | detekovany ion | zdroji — hlavni
hodnota m/z pro | v MS spektru | detekované iony
z=1 (A+2 peak) (m/z);, A+2 peak (m/z)

21 8,75 635,1826 635,1833 373,24; 126,13
22 7,50 621,1669 621,1666 359,22; 126,13
23 6,63 621,1669 621,1635 359,22
24 5,63 607,1511 607,1506 345,21

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Piiklad 9: In vitro enzymatickd p¥iprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CHs, R21-R24 jsou H, R25 je I

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 2—jodbenzoova), 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCly, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla
inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési 1
(ptiprava dle ptikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1 a byla
inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou 2—
jodbenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pFipraveny &tyfi linkosamidy: latky 25-28 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 9.

HC H;C

HaC HC
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Tabulka 9. Vysledky LC-MS analyzy latek 25-28

Linkosamid Retencni ¢as | Pseudomolekularni { Majoritni Fragmentace ve
(min) ion - teoretickd | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro | v MS spektru | detekované iony

z=1 (m/z) (m/z)
25 9,13 681,1707 681,1691 373,24; 126,13
26 7,88 667,1550 667,1524 359,22
27 7,00 667,1550 667,1500 359,22
28 5,87 653,1393 653,1382 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v ptikladu 3.

Piiklad 10: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj (R konfigurace), R4=H nebo CH;, R21-R24 jsou H, R25 je OCH;

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccebl, 2 mM kyselina 2-methoxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéna s reakéni smési
1 (pfiprava dle pfikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pti 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
2-methoxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 29-32 s nasledujicimi strukturami a LC—-MS
parametry uvedenymi v tabulce 10.

HaC

H3C H3C
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Tabulka 10. Vysledky LC-MS analyzy latek 29-32

Linkosamid Retenéni &as | Pseudomolekularni | Majoritni Fragmentace ve
(min) jon - teoreticka | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro | v MS spektru | detekované iony
=1 (m/2) (m/z)

29 7,52 585,2846 585,2855 373,24, 126,13

30 6,36 571,2689 571,2693 359,22

31 5,83 571,2689 571,2694 359,22

32 4,80 557,2532 557,2521 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v pfikladu 3.

Priklad 11: In vitro enzymaticka piiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHs, R21-R23, R25 jsou H, R24 je OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 3-hydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCL, 100 mM Tris pH 7,5. Reak&ni smés
2 byla inkubovana pii 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéna s reakéni smési
1 (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3-hydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &ty linkosamidy: latky 33-36 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 11.
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Tabulka 11. Vysledky LC-MS analyzy latek 33-36

Linkosamid | Retenéni | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
Cas(min) jion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
33 5,85 571,2690 571,2688 373,24; 126,13
34 5,09 557,2533 557,2531 359,22; 126,13
35 5,92 557,2533 557,2538 359,22
36 5.07 543,2376 543,2355 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v p¥ikladu 3.

Pfiklad 12: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj3 (R konfigurace), R4=H nebo CH3, R21-R23, R25 jsou H, R24 je NH,

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 3—aminobenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reaké¢ni smés
2 byla inkubovana pii 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési
1 (pfiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pfi 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3—aminobenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 37-40 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 12.
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Tabulka 12. Vysledky LC-MS analyzy latek 37-40

Linkosamid | Reten¢ni &as | Pseudomolekularni Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
37 5,35 570,2850 570,2839 373,24; 126,13
38 4,08 556,2393 556,2684 359,20; 126,12
39 5,35 556,2393 556,2696 359,22; 112,11
40 4,13 542,2536 542,2541 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 13: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHs, R21-R23, R25 jsou H, R24 je Cl

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ceb2, 2 uM Ccebl, 2 mM kyselina 3—chlorbenzoova), 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla
inkubovana pf#i 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakeni smési 1
(ptiprava dle ptikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1 a byla
inkubovana pti 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou 3-
chlorbenzoovou byl z reak&ni smési izolovan dle postupu uvedeného v prikladu 3.

L.C-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &tyii linkosamidy: latky 4144 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 13.
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Tabulka 13. Vysledky LC-MS analyzy latek 4144

Linkosamid | Reten¢ni ¢as | Pseudomolekuldrni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoreticka [ ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z proz=1 | (m/z) (m/z)
41 7,20 589,2351 589,2365 373,24; 126,13
42 6,77 575,2194 575,2185 359,22; 126,13
43 7,53 575,2194 575,2209 359,21
44 6,55 561,2037 561,2030 345,21

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v prikladu 3.

Priklad 14: In vitro enzymaticka pFiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R22, R24, R25 jsou H, R23 je
OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 pM Ccbl, 2 mM kyselina 4-hydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reak&ni smés
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési
1 (pfiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pfi 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
4-hydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v p¥ikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 45-48 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 14.
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Tabulka 14. Vysledky LC-MS analyzy latek 45-48

Linkosamid | Retenéni ¢as | Pseudomolekuldrni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoreticka | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 j (m/z) (m/z)
45 5,76 571,2690 571,2706 373,23; 126,13
46 4,91 557,2533 557,2551 359,22; 126,13
47 5,74 557,2533 557,2540 359,21; 112,11
48 4,97 543,2376 543,2467 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v prikladu 3.

Piiklad 15: In vitro enzymaticka piiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R22, R24, R25 jsou H, R23 je
NH,

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 pM Ccbl, 2 mM kyselina 4-aminobenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reak¢ni smés 2 smichana s reakéni smési
1 (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce I, v poméru 1:1
a byla inkubovana pti 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
4-hydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 49-52 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 15.

H5C

H:C

-24 -



20

25

CZ 307305 B6

Tabulka 15. Vysledky LC-MS analyzy latek 4952

Linkosamid | Retenéni ¢as | Pseudomolekuldrni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
49 6,81 570,2850 570,2847 373,23; 126,13
50 5,50 556,2393 556,2692 359,22; 126,13
51 5,71 556,2393 556,2664 359,21; 112,11
52 3,72 5422536 542,2545 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v prikladu 3.

Pfiklad 16: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CH3; R21, R22, R24, R25 Jsou H, R23 je
CH;

Reakeéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccebl, 2 mM kyselina 4—methylbenzoov4),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reak&ni smési
1 (pfiprava dle ptikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pti 30 °C po dobu dal3ich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
4-hydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly ptipraveny &tyfi linkosamidy: latky 53-56 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 16.
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Tabulka 16. Vysledky LC-MS analyzy latek 5356

Linkosamid | Retencni ¢as | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z proz=1 | (m/z) (m/z)
53 8,80 569,2897 569,2879 373,24; 126,13
54 8,08 555,2740 555,2748 359,22; 126,13
55 6,83 555,2740 555,2725 359,22
56 5,67 541,2583 541,2572 345,20

s LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Ptiklad 17: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj (R konfigurace), R4=H nebo CH;; R21, R22, R24, R25 jsou H, R23 je
10 Cl

Reaké&ni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccebl, 2 mM kyselina 4—chlorbenzoova), 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla
inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéna s reakéni smési 1
15 (ptiprava dle prikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce 11, v poméru 1:1 a byla
inkubovéna pti 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou 4-—
hydroxybenzoovou byl z reak&ni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

20
Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 57-60 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 17.
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Tabulka 17. Vysledky LC-MS analyzy latek 57-60

Linkosamid | Retenéni &as | Pseudomolekulamni Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoretickd [ ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/2) (m/z)
57 7,52 589,2351 589,2364 373,23; 126,13
58 7,60 575,2194 575,2183 359,22
59 7,54 575,2194 575,2197 359,22; 112,11
60 6,02 561,2037 561,2037 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 18: In vitro enzymaticka pkiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R25 Jjsou OH; R22-R24 jsou
H

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccebl, 2 mM kyselina 2,6—dihydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7.5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reak&ni smés 2 smichana s reakéni smési
1 (pfiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1a byla
inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou 2,6—
dihydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v prikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny &tyki linkosamidy: latky 61-64 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 18.
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Tabulka 18. Vysledky LC-MS analyzy latek 61-64

Linkosamid Retenéni tas | Pseudomolekulari | Majoritni Fragmentace ve
(min) ion - teoreticka | detekovany ion | zdroji — hlavni

hodnota m/z pro | vMS spektru | detekované iony

z=1 (m/z) (m/2)
61 7,27 587,2639 587,2656 373,24; 126,13
62 5,90 573,2482 573,2484 359,22; 126,13
63 7,03 573,2482 573,2490 359,22
64 4,99 559,2325 559,2310 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Ptiklad 19: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CH;; R21, R22, R24 jsou H; R23, R25
jsou OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 uM Cebl, 2 mM kyselina 2,4—dihydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési
1 (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce I, v poméru 1:1
a byla inkubovana pii 30 °C po dobu dal3ich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
2,4—dihydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly ptipraveny &tyfi linkosamidy: latky 65-68 s nésledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 19.
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Tabulka 19. Vysledky LC-MS analyzy latek 65-68

Linkosamid | Reten¢ni ¢as | Pseudomolekuldrni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoreticka | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
65 7,38 587,2639 587,2648 373,24; 126,13
66 6,05 573,2482 573,2483 359,22; 126,13
67 6,35 573,2482 573,2487 359,21
68 5,11 559,2325 559,2294 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 20: In vitro enzymatick4 p¥iprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHs; R21, R22, R24 jsou H; R23 je NH,;
R25 je OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM Kkyselina 4—-amino—2—
hydroxybenzoova), 4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH
7,5. Reakéni smé&s 2 byla inkubovana pii 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2
smichana s reakéni smési 1 (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle
vzorce II, v poméru 1:1 a byla inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid
s inkorporovanou kyselinou 4-amino-2-hydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle
postupu uvedeného v ptikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pripraveny &tyfi linkosamidy: latky 69-72 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 20.
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Tabulka 20. Vysledky LC-MS analyzy latek 6972

Linkosamid | Reten¢ni ¢as | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
69 5,82 586,2799 586,2789 373,24; 126,13
70 4,97 572,2642 572,2646 359,22; 126,13
71 5,95 572,2642 572,2663 112,11
72 485 558,2485 558,2480 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 21: In vitro enzymaticka piiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R22, R24 jsou H; R23 NH,;
R25 je Cl

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 4-amino—2—
chlorobenzoova, 4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH
7,5. Reakéni smés 2 byla inkubovéana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2
smichana s reakéni smési 1 (ptiprava dle prikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle
vzorce I, v poméru 1:1 a byla inkubovéana pti 30 °C po dobu dal$ich 2h. Novy linkosamid
s inkorporovanou kyselinou 4-amino—2—chlorobenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle
postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly p¥ipraveny étyfi linkosamidy: latky 73-76 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 21.

HaC HaC

HC HaC
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Tabulka 21. Vysledky LC-MS analyzy latek 73—76

Linkosamid | Retenéni &as | Pseudomolekularni Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z2) (m/z)
73 7,05 604.2460 604,2453 373,24; 126,13
74 5,83 590,2303 590,2281 359,22; 126,13
75 5,38 590,2303 590,2286 359,22
76 4,38 576,2146 576,2155 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 22: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHj;; R21, R22, R24 jsou H; R23, R25
jsou Cl

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 2,4—dichlorobenzoova,
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7.5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési
I (pfiprava dle pfikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pfi 30 °C po dobu dalSich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
2,4—dichlorobenzoovou byl z reakéni smési izolovéan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny Ctyfi linkosamidy: latky 77-80 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 22.
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Linkosamid | Retenéni &as | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoreticka | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/2) (m/z)
77 9,78 623,1961 623.1944 373,24; 126,13
78 8,51 609,1804 609,1783 359,22; 126,13
79 8,37 609,1804 609,1724 359,22
80 6,48 595,1647 595,1632 345,20

5 LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v ptikladu 3.

Ptiklad 23: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R22, R25 jsou H; R23, R24
10 jsou OH

Reaké&ni smés 2 obsahovala: 2 pM Ccb2, 2 uM Ccebl, 2 mM kyselina 3,4—dihydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pii 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéna s reak&ni smesi
15 I (ptiprava dle prikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce I, v poméru 1:1
a byla inkubovana pfti 30 °C po dobu dalSich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3,4—dihydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

20
Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 81-84 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 23.
i
HyC HC
OH OH
OH OH
H
S N 7.#
H3C H3C)
OH OH
OH OH
25

-32-




CZ 307305 B6

Tabulka 23. Vysledky LC-MS analyzy latek 81-84

Linkosamid | Reten¢ni ¢as | Pseudomolekuldrni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) lon - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z proz=1 | (m/z) (m/z)
81 6,20 587,2639 587,2625 373,24; 126,13
82 5,00 573,2482 573,2493 359,22; 126,13
83 4,71 573,2482 573,2455 359,21
84 3,86 559,2325 559,2330 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v pfikladu 3.

Pfiklad 24: In vitro enzymaticka ptiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CH;; R21, R22, R25 jsou H; R23, R24
jsou Cl
10
Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Cceb2, 2 uM Ccbl, 2 mM kyselina 3,4—dichlorobenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovana pii 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakéni smési
1 (pfiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
15 abyla inkubovéna pfi 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3,4—dichlorobenzoovou byl z reak¢éni smési izolovéan dle postupu uvedeného v ptikladu 3.

LC-MS analyza

20 Celkem byly pfipraveny &tyfi linkosamidy: latky 85-88 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 24.
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Tabulka 24. Vysledky LC-MS analyzy latek 85-88

Linkosamid | Reten¢ni &as | Pseudomolekularni Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoreticka | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
85 10,09 623,1961 623,1955 373,24; 126,13
86 8,77 609,1804 609,1821 359,22; 126,13
87 8,35 609,1804 609,1766 359,21
88 6,77 595,1647 595,1626 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 25: In vitro enzymatick4 piiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R23, R25 jsou H; R22, R24
jsou OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 pM Ccebl, 2 mM kyselina 3,5-dihydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reak¢ni smés
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichana s reakEni smesi
1 (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce I, v poméru 1:1
a byla inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3,5-dihydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pFipraveny &tyfi linkosamidy: latky 89-92 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 25.
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Tabulka 25. Vysledky LC—MS analyzy latek 89-92

Linkosamid | Reten¢ni ¢as | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji -
(min) ion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
89 5,95 587,2639 587,2632 373,24; 126,13
90 4,94 573,2482 573,2468 359,22; 126,13
91 4,40 573,2482 573,2460 359,21
92 3,48 559,2325 559,2320 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 26: In vitro enzymaticka piprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CH;; R21, R23, R25 jsou H; R22, R24
Jsou Cl

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 pM Ccbl, 2 mM kyselina 3,5—-dichlorobenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés
2 byla inkubovéna pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéana s reakéni smési
I (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce 11, v poméru 1:1
a byla inkubovana pfti 30 °C po dobu dal3ich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3,5—dichlorobenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny Ctyfi linkosamidy: latky 93-96 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 26.
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Tabulka 26. Vysledky LC-MS analyzy latek 93-96

Linkosamid | Retenéni &as | Pseudomolekularni Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/2) (m/z)
93 10,37 623,1961 623,1967 373,24; 126,13
94 8,87 609,1804 609,1788 359,22; 126,13
95 8,10 609,1804 609,1755 359,22
96 6,80 595,1647 595,1620 345,20

LC—MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

Priklad 27: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCHj3 (R konfigurace), R4=H nebo CHs; R22, R23, R25 jsou H; R21, R24
jsou OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 pM Ccebl, 2 mM kyselina 2,5-dihydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCI2, 100 mM Tris pH 7.5. Reakéni smes
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéana s reakeni smési
| (ptiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pti 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
2,5-dihydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

L.C-MS analyza

Celkem byly pripraveny &tyfi linkosamidy: latky 97-100 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 27.
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Linkosamid | Retenéni ¢as | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro =1 | (m/z) (m/z)
97 7,46 587,2639 587,2649 373,24; 126,13
98 6,09 573,2482 573,2463 359,22; 126,13
99 6,18 573,2482 573,2466 359,22
100 4,32 559,2325 559,2320 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v prikladu 3.

Piiklad 28: In vitro enzymaticka pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce I, kde R1=C3
alkyl, R3=OH nebo OCH; (R konfigurace), R4=H nebo CHj; R21, R25 jsou H; R22-R24 jsou
OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Cebl, 2 mM kyselina 3,4,5—trihydroxybenzoova),
4,5 mM adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reak&ni smés
2 byla inkubovana pti 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichéna s reakéni smési
1 (pfiprava dle piikladu 2), obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce II, v poméru 1:1
a byla inkubovana pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Novy linkosamid s inkorporovanou kyselinou
3.4,5~trihydroxybenzoovou byl z reakéni smési izolovan dle postupu uvedeného v piikladu 3.

LC-MS analyza

Celkem byly pfipraveny Ctyfi linkosamidy: latky 101-104 s nasledujicimi strukturami a LC-MS
parametry uvedenymi v tabulce 28.
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Tabulka 28. Vysledky LC-MS analyzy latek 101104

Linkosamid | Reten¢ni cas | Pseudomolekularni | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) jon - teoreticka | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/2)
101 4,65 603,2588 603,2582 373,24; 126,13
102 3,77 589,2431 589,2422 359,22, 126,13
103 4,76 589,2431 589,2427 359,21
104 3,08 575,2274 575,2269 345,20

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v piikladu 3.

P¥iklad 29: Piiprava novych linkosamidovych latek vzorce 1, kde R1=C3 alkyl, R3=Cl
(S konfigurace), R4=H nebo CHs; R21-24 jsou H, R25 je OH.

HaC

Piiprava novych linkosamidi, kde R3=Cl vychazi z téch linkosamidi pfipravenych v pfikladu 3,
jejichz R3=OH (R konfigurace). Tyto jsou synteticky chlorovany nasledujicim postupem.
K suspenzi N—chloromethylen)-N-methylmethaniminium chloridu (11 mmol) v dichlormethanu
(3,5 ml) intenzivné michané v inertni atmosféfe (Ar) za chlazeni externi lazni obsahujici vodu
a led byl piidan po &astech bdhem 15 min linkosamid (2 mmol) a 3—ferc—butyl-4-hydroxy—5—
methylfenyl sulfid (9 mg) za vzniku adi¢niho produktu. Chlazeni bylo odstaveno, reakéni smés
byla michana 2 h pfi laboratorni teploté a nasledné zahtivana na 60 °C po dobu 6 h, pak dalsi4 h
na 68 °C. Nasledné byla reakéni smés ochlazena k 0 °C a pomalu pfikapavana do roztoku NaOH
(0,66 g) ve smési vody s ledem (6 g) chlazené externi lazni se smési aceton/suchy led (-78 °C)
tak, aby teplota reakéni smési nepiekrogila 21 °C. B&hem prikapavani reakéni smési bylo pH
udrzovano kolem 6 pipadnym ptidavkem daliho podilu vodného roztoku NaOH. Pot¢ bylo pH
smési zvyseno na 10,5 a michano 2 h, nasledné& upraveno na pH = 7 a michano pies noc. Pak byla
smés ochlazena k 0 °C vodou s ledem, pH bylo snizeno na 1,5 ptidavkem HCI a extrahovano
CH,C1, (5 x 5 ml). Kazda z organickych fazi byla promyta 7,5 ml roztoku zfedéné HCI (pH 1,5).
Vodné faze byly spojeny, alkalizovany zfedénym roztokem NaOH na pH = 10,5 a extrahovany
CH,C1; (5 x 5 ml). Kazda organicka faze byla promyta 2 x 7,5 ml fosfatového pufru (0,5 M, pH
= 62). Organické faze byly spojeny, vysuSeny bezvodym Na,SOq, prefiltrovany
a zakoncentrovany. Ziskany olej byl rozpustén v ethylacetitu (20 ml), odpafen na vakuové
odparce a tato operace byla jesté jednou zopakovéna. Olej byl rozpustén v ethylacettu
a podroben odbarvovani pomoci aktivniho uhli (50 mg) po dobu 30 min. Nasledn¢ prefiltrovano
pies Celit a zakoncentrovano na olej. Nasledné rozpusténo v ethylacetatu (8 ml) a absolutnim
ethanolu (2 ml) a za intenzivniho michani pfidavana koncentrovana HCI do kone¢ného pH = 0,5.
Vznikl4 suspenze byla michana | h pfi laboratorni teploté, poté 30 min pfi 0 °C. Krystaly byly
odfiltrovany, promyty ethylacetitem (1 ml) a suSeny pfes noc pfi 80 °C za vakua. Takto byl
ziskan ethanolovy solvat hydrochlorid linkosamidi vzorce I, kde R3=Cl (S konfigurace)
v celkovém vytézku kolem 80 %.
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Ptiprava hydrochlorid hydratu: Ethanolovy solvat, pfipraveny vySe uvedenym postupem, je
rozpustén ve vodé, odpafen na sirup, rozpustén v horkém acetonu, pak pomalu ochlazen na
laboratorni teplotu po dobu 4 h. Naslednym ochlazenim acetonového roztoku k 0 °C zaénou
vypadavat krystaly hydrochlorid hydrétu linkosamidii. Ty jsou po 30 min michani pfi 0 °C
odfiltrovany a vysuSeny na vzduchu. Vytézek se pohybuje kolem 90 %.

Priklad 30: Ptiprava prekurzoru vzorce 111, kde R1 je C4-C6 alkyl, R3 je OH (R konfigurace), R4
je H nebo CH;

Pfiprava je analogicka postupu pro pfipravu prekurzoru vzorce I1I, kde R1=C3 alkyl tak, jak je
popsano v piikladu | s tim rozdilem, Ze bakterialni kultura inkubovana v médiu YEME je
v Casech kultivace 24h, 48h, a 72h obohacena o 50ul 200mM roztoku 4-butyl-L—prolinu (pro
R1=C4 alkyl) nebo 4—pentyl-L—prolinu (pro R1=C5 alkyl) nebo 4-hexyl-L—prolinu (pro R1=C6
alkyl). Izolace prekurzoru vzorce 111 je pak provedena analogicky postupu uvedenému v piikladu
1.

LC-MS analyza

Byly pfipraveny dva prekurzory, latky 107, 108 s nasledujicimi strukturami a LC-MS parametry
uvedenymi v tabulce 29.

HO CH HO,
o n,, 3Q CH; o “n,,,
H I H H | I H
Sy wOH N =Sy
H H

'OH
107 g OH 108

NH,

HyC HsC

Tabulka 29. Vysledky LC-MS analyzy latek 107, 108

Linkosamid | Reten¢ni &as | Pseudomolekuldmi | Majoritni detekovany | Fragmentace ve zdroji —
(min) ion - teoretickd | ion vMS spektru | hlavni detekované iony
hodnota m/z pro z=1 | (m/z) (m/z)
107 4,21 4942536 494,2499 373,23; 140,14
108 5,11 508,2693 508,2666 387,25; 154,16

LC-MS analyzy byly provedeny dle postupu popsaného v ptikladu 3.

Pfiklad 31: Pfiprava prekurzoru vzorce II, kde R1 je C4-C6 alkyl, R3 je OH nebo OCH; (R
konfigurace), R4 je H nebo CH;

Reakeni smés 1 obsahovala: 20 uM CcbF, 20 uM Ccb5, 200 uM linkosamidovy prekurzor dle
obecného vzorce III, kde R1 je C4—C6 alkyl, R3 je OH, R4 je H nebo CH; a RS je H — pfiprava
popsana v pfikladu 31, 200 UM pyridoxal-5—fosfat, 100 mM Tris pH 7,5. V piipadd pfipravy
novych linkosamidovych latek dle obecného vzorce II, kde R3=0OCH;, reakéni smés navic
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obsahovala 20 uM Ccb4 a 4 mM S-adenosylmethionin. Reakéni smés 1 byla inkubovana pii
30 °C po dobu 2h. P¥iprava heterolognich proteinii je popsana v pfikladu 2.

s Priklad 32: In vitro enzymatickéa pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce 1, kde R1=C4-
C6 alkyl, R3=OH nebo OCH, (R konfigurace), R4=H nebo CH, R21-R24 jsou H a R25 je OH

Reakéni smés 2 obsahovala: 2 uM Ccb2, 2 uM Ccbl, 2mM kyselina salicylova, 4,5 mM
adenosintrifosfat, 2 mM koenzym A, 2 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 7,5. Reakéni smés 2 byla

10 inkubovéna pfi 30 °C po dobu 30 min. Poté byla reakéni smés 2 smichdna s reakeni smési
| (priprava dle piikladu 32) obsahujici linkosamidovy prekurzor dle vzorce Il v poméru 1:1
a byla inkubovéna pii 30 °C po dobu dalsich 2h. Izolace linkosamidii byla provedena stejné, jak
je popsano v prikladu 3.

HO,,
IQ4 oo,
| i H
N ,...-\\‘C\N
H

OH O Q
109a:Ry=H 3§
R= ~N 110a: R=H S _~
109b: R4=CHj o 110b: R4=CH, °
CHy HO Chs HO

o) 0
1Ma:R=H 5~ 112a: R&=H  S~_\
111b: R4=CH; OJD 112b: R;=CHj, °
HO HO
HiC HaC
15
Rs
|
N
(o] (o]
113a:R=H S\ 14a:R=H S\,
113b: R4=CH3 114b: R4=CH3
HO HO
CH, CH,
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Priklad 33: Pfiprava novych linkosamidovych latek vzorce 1, kde R1=C4—C6 alkyl, R3=Cl (S
konfigurace), R4=H nebo CH;, R21-R24 jsou H a R25 je OH

CH, CHg HO

HaC HiC

HO HO

GHy CH;

Pfiprava novych linkosamidd, kde R1=C4-C6 alkyl, R3=Cl vychéazi z téch linkosamidii
ptipravenych v pfikladu 32, jejichz R3=OH (R konfigurace). Tyto jsou synteticky chlorovany
stejnym chloraénim postupem jako je uvedeno v ptikladu 29.
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PATENTOVE NAROKY

1. Linkosamidy obecného vzorce |

R3 CH,
R4
Q OH
N OH
NH
o)
R1 OH 2 Ra1
S\/\ R22
o)
R25 R23
R24 M,

kde

R1 je vybran z C2-C8 alkyl nebo C2—C8 alkenyl;

R3 je vybran z OH, O(C1-C4 alkyl), SH, S(C1-C4 alkyl) nebo halogen;

R4 je H nebo C1-C3 alkyl;

kazdy z R21, R22, R23, R24, R25 je nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici H, OH, C1-C4
alkyl, C1-C4 alkenyl, C1-C4 alkynyl, halogen, O(C1-C4 alkyl), O(C1-C4 alkenyl), O(C1-C4
alkynyl), NH,, N(C1-C4 alkyl),, N(C1-C4 alkenyl),, N(C1-C4 alkynyl),;

a jejich farmaceuticky pfijatelné soli.

2. Linkosamidy podle naroku 1, kde R1 je C3-C6 alkyl, s vyhodou vybrany z propyl, butyl,
pentyl, hexyl.

3. Linkosamidy podle kteréhokoliv z piedchézejicich narokd, kde R3 je OH, OCH;, OCH,CHj
nebo Cl.

4. Linkosamidy podle kteréhokoliv z piedchazejicich narokd, kde R4 je H nebo CHs.

5. Linkosamidy podle kteréhokoliv z predchazejicich narokd, kde kazdy z R21, R22, R23, R24,
R25 je s vyhodou nezavisle vybran ze skupiny zahrnujici H, OH, CH;, CH,CHj, Cl, Br, I, OCHs,
OCH,CHj;, NH,.

6. Linkosamidy podle kteréhokoliv z pfedchazejicich narokidi, kde ma obecny vzorec I
konfiguraci na chiralnich centrech uvedenou nize:
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R3 CHy
R o
OH
N OH
NH
0}
R OH O R21
0]
R25 R23
R24 m,

pficemZ R1 a R3 mohou mit konfigurace R i S; s vyhodou ma chiralni centrum nesouci skupinou
R1 konfiguraci R; vyhodn&ji mé chiralni centrum se skupinou R3 konfiguraci R, pokud R3=OH,
OCH3, OCH,CH3, a konfiguraci S, pokud R3=halogen.

7. Zpusob pripravy latek obecného vzorce I podle kteréhokoliv z naroki 1 az 6, vyznadeny
tim, Ze zahrnuje krok enzymaticky katalyzované aktivace derivatu kyseliny benzoové
substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25 navazanim koenzymu A a krok
enzymaticky katalyzované esterifikace prekurzoru vzorce I1

R3 CHj
R4 o
OH
N OH
NH
0]
Ri OH

S
\/\OH

konjugatem derivatu kyseliny benzoové substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25
a koenzymu A, pfi¢emz ve vzorci Il jsou substituenty R1, R3, R4, jak je uvedeno pro vzorec .

(I

8. Zpisob podle naroku 7, vyznaeny tim, Ze jako enzym pro enzymaticky katalyzovanou
aktivaci derivatu kyseliny benzoové substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25
navazanim koenzymu A se pouZije protein obsahujici celesticetinovy biosynteticky protein Ccb2,
nebo obsahujici Ccb2—podobny protein s alesponi 95% identitou s aminokyselinovou sekvenci
Ccb2, a/nebo jako enzym pro esterifikaci prekurzoru vzorce II se pouzije protein obsahujici
celesticetinovy biosynteticky protein Ccbl, nebo obsahujici Cebl—podobny protein s alespori
95% identitou s aminokyselinovou sekvenci Ccb]l.

9. Zpisob podle naroku 7 nebo 8, kde se prekurzor podle obecného vzorce Il ziska
enzymatickou transformaci prekurzoru podle obecného vzorce I
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R3 CH
RE o s
OH
N OH
NH
0
OH
R1 NHa
S OH
0 (1)

piisobenim celesticetinovych biosyntetickych proteinti CcbF, Ccb5, a poptipadé Ccb4, nebo
proteinil s alespofi 95% identitou s CcbF, Ccb5, a poptipadé Ccb4, pficemz ve vzorci III jsou
substituenty R1, R3, R4, jak je uvedeno pro vzorec .

10. Zptisob podle kteréhokoliv z naroka 7 az 9, vyznadeny tim, Ze se enzymaticky katalyzovana
aktivace derivatu kyseliny benzoové substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25
navazanim koenzymu A a/nebo enzymaticky katalyzovana esterifikace prekurzoru vzorce II
konjugatem derivatu kyseliny benzoové substituované substituenty R21, R22, R23, R24, R25
a koenzymu A provadgji biosynteticky s pouzitim mikroorganismu nesouciho kodujici sekvence
celesticetinovych biosyntetickych proteini Ccbl a/nebo Ccb2, nebo biosyntetickych proteint
majicich alespori 95% identitu aminokyselinové sekvence s Ccbl a/nebo Ccb2, piiCemZ
mikroorganismem je s vyhodou mikroorganismus tfidy Actinobacteria, vyhodn&ji rodu
Streptomyces.

11. Zpisob podle naroku 10, vyznaéeny tim, Ze mikroorganismus dale nese kddujici sekvence
celesticetinovych biosyntetickych proteini Ccb3, CcbF, a popiipadé Ccb4 nebo biosyntetickych
proteinii majicich alespofi 95% identitu s Ccb5, CcbF, a popfipadé Ccb4, a postup vychazi
z prekurzoru vzorce III.

12. Zpisob podle naroku 11, vyznaéeny tim, e mikroorganismus déle nese i kédujici sekvence
piislusnych linkomycinovych a/nebo celesticetinovych biosyntetickych proteind, v kombinaci
nezbytnych pro biosyntézu prekurzoru vzorce IlI v buiice.

13. Zpusob podle kteréhokoliv z narokd 10 az 12, vyznadeny tim, Ze biosynteticky ziskana latka
obecného vzorce 1 je dale podrobena syntetické modifikaci, s vyhodou chloraci v poloze 7
cukerného zbytku.

14. Linkosamidy obecného vzorce I podle kteréhokoliv z narokd 1 az 6 pro pouZiti jako lé€iva,
zejména jako antimikrobialni léCiva.

15. Linkosamidy obecného vzorce I podle kteréhokoliv z naroki 1 az 6 pro pouZiti pii inhibici
nebo zabijeni bakterii a jednobunéénych eukaryotickych parazitickych mikroorganismi, zejména
Gram—pozitivnich bakterii a paraziti kmene Apicomplexa obsahujicich cilové organely,
apikoplasty, zejména organismi rodu Plasmodium, Toxoplasma, Babesia, Theileria a tiidy
Coccidia.
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