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CAVELIER ABOGADOS COLO-16885-841-001-7 ID-143027

(T PETITORIO |
Industria y COmel'éiO SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO |

]
SUPERINTENDENC A RO

Fecha: 2009 01 28 17 07 ’&4 Dep 2020 NUECREACION[

i Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONALI ',
_ Act. 411 PRESENTACICN Folios: 200 ;
e e e e e -
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
'ENTRADA EN FASE NACIONAL 78 £\, 2aost
SOLICITUD DE:
X Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.
X capitulo |. . ] capitulo 1.
Nombre: INTERVET INTERNATIONAL B.V.
y MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH
FOUNDATION
SOLICITANTE sociedades constituidas y existentes bajo
(71) las leyes de Holanda vy Japén,
respectivamente.
Direccion: Wim de Koérverstraat 35,
5831 AN Boxmeer,
Holanda
y IDENTIFICACION
C.C. ] NIT N
3-14-23, Kamiosaki,
Shinagawa-ku, CE. D Otro I:I
Tokyo, 141-0021 Cual
Japon )
Ndmero
Domicilio: AN Boxmeer,
Holanda
y
Shinagawa-ku,
Tokyo,
Japén
Respectivamente :
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42. No. 72-35 C.C. NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE|__ . C.E. ] Otro ]
O APODERADO Fax: 211 86 50
‘ E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Nimero 438.019 T.P 31.929
) 1. Fritz BLATTER 2. Meinrad BRENNER
Klyeckstrasse 191, Minchensteinerstrasse 38,
CH-4002 Basel, CH-4002 Basel
INVENTOR (ES) | Suiza Suiza
(72)
3. Monika BRINK 4. Kerstin FLEISCHHAUER
Zur Propstei 1, Zur Propstei 1,
55720 Schwabenheim, 55720 Schwabenheim,
Alemania Alemania
5. Guixian HU 6. Hans Peter NIEDERMANN
Munchensteinerstrasse 38, Zur Propstei 1,
Ch-4002 Basel 55270 Schwabenheim,
Suiza Alemania
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7. Timo RAGER
Klyeckstrasse 191,
CH-4002 Basel,
Suiza

. Stephan VEIT
Zur Propstei 1,
55270 Schwabenheim
Alemania

11. Heinz Jorg WENNESHEIMER
Zur Propstei 1,
55270 Schwabenheim
Alemania .

8. Tanja SCHWEISEL
Zur Propstei 1,
55270 Schwabenheim
Alemania

10.Ralf WARRASS
Zur Propstei 1,
55270 Schwabenheim
Alemania

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2007/057710
Publicacion Internacional No. WO 2008/012343 A3

Fecha: 26 de julio de 2007
Fecha: 31 de enero de 2008

Titulo (54)

PROCESO DE SINTESIS DE MACROLIDA

Clasificacion Internacional (51) CO7H 017/008

O OO ©

S

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
X ~nold us 28 de julio de 2006 60/834,067
EP 31 de julio de 2006 60118159.0

Fecha: 14 de enero de 2009

Comprobante de pago No.: 09-3,080

Comprobante de pago No.: 09-2,967 Fecha: 14 de enero de 2009

K OO0 OO0O00 NO0 K X xxe| @

Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 540.000.00.
Comprobante de pago por 4 reivindicaciones adicionales después de la decimoquinta
reivindicacion por $100.000.00

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes de las sociedades INTERVET INTERNATIONAL B.V. y MICROBIAL CHEMISTRY
RESEARCH FOUNDATION.

Documento de cesidn del inventor al solicitante 0 a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material biologico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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FIGURA CARACTERISTICA

@

5

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO

FIRMA : é@, é,w\\_,

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

SCT




CAVELIER ABOGADOS COLO-16885-841-001-7 ID-143027

DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2008/012343 A3
Descripcion:
Paginas 59 en el idioma original
Paginas 84 en espafiol
Reivindicaciones: Nimero (s) 19

Figuras: Nimero (s)
2. X} Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. [X] Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL

7
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REPRESENTACION Y PODER

————

Para patentes, modelos y dibujos; marcas de fabrica

y de servicios; nombres comerciales y ensefias.

i seii: Warenzeichen
i te, Modelle und Zeichnungen; Wi .
?nuc.i P;et:\lrlic%zeichen; Handelsnamen-und-zexchen.

44975
VERTRETUNG UND VOLLMACHT 049

’

r el presente nombramos a GERMAN CAVELIER,
Ega. 83-2? GONZALO PERDOMO, tpa. 831; ERNESTO
CAVELIER, tpa. 11519; ¥ EMILIO FERRERO, tpa.
31929; domiciliados en la Carrera 4* N° 72-35, Bogota,
Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el para-
grafo 19 del Articulo 543 del Cé(’iigo de Comercio, el
primero como principal y los demas como suplentes, en
su orden, como nuestros representantes en todos _lqs
asuntos de propiedad industrial con facu}tac_l para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o ex-
trajudiciales. El primer representante suplente _reem-
plazara al principal en caso de ausencia 0 1mped1mentp
temporal o definitivo de aquél. La misma regla se apli-
cara cuando el segundo representante suplente haya de
reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales
casos, el representante principal, o el primero, o segun-
do suplente, en su caso, O ambos, declararan su
intenciéon de no ejercer la representaciéon mediante
declaracién autenticada por Notario Publico en Colom-
bia, o por Notario u otro Funcionario Pablico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de im-
pedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de
los nombrados faltare definitivamente, el siguiente to-
maréa su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedi-
mento del representante principal, o de su primero o
segundo suplente, en su caso, podréan ejercer la repre-
sentaci6n, en su orden, uno u otros gsegln el caso, asu-
miéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en
ese momento el ejercicio de la representacién por el
primero, segundo o tercer suplente en su caso.
Ademas, y bajo las mismas reglas, conferimos poder a
los abogados arriba nombrados, para obtener la pro-
teccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos)
a los dichos apoderados para que me (nos) representen
ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no
jurisdiccién, especialmente ante las del orden adminis-
trativo, contencioso-administrativo y judicial, en todo lo
concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién de
patentes de invencién, modelos y dibujos industriales;
el registro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas
y de servicios; el depésito de nombres comerciales y
ensefias; su renovacion, traspaso, cambio de nombre o
domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de li-
cencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
opo_s,icién, cancelaci6én, nulidad, medidas cautelares, con-
cesién de licencias y en general los juicios civiles, pe-
nales, administrativos o contencioso-administrativos
relacionados con estos derechos; acciones y juicios que
promovamos O se nos promuevan. Y para que en todos
los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este
mandato, transigir, desistir, cancelar, recibir, renunciar,
y ratificar los actos hechos por agentes oficiosos.

nterzeichnet heute am / Dado 3

JEBRS-A43. 008

verleihen durch dieses Schreiben an GERMAN CAVE-
LIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; ER-
NESTO CAVELIER, tpa. 11518; und EMILIO FERRERO,
tpa. 31929; wohnhaft in der Carrera 4?2 N9 72-35, Bogoté,
Kolumbien, um die Verfiigung des Absatzes 1 im Ar-
tikel 543 des Handelsgesetzbuch zu beachten, der erste
als Hauptvertreter und die iibrigen als Stellvertreter,

beziehungsweise, als unsere Vertreter in allen was sich

auf das industrielle Eigentum bezieht, berechtigt Mel-
dungen zu empfangen und gerichtilche und ausserge-
richtilche Bevollmigtigie zu ernennen. Der erste Stell-
vertreter wird den Hauptvertreter ersetzen wegen
zeitweiligen oder definitiven Abwesenheit oder Hinder-
nisses des ersten. Dieselbe Regel wird angewandt wer-
den wenn der zweite Stellvertreter den ersten ersetzen
muss, oder der dritte den zweiten. In solchen Fille der.
Hauptvertreter, oder der erste oder der zweite Stell-
vertreter, beziehungsweise, oder beide, werden ihre
Absicht aussprechen um nicht die Vertretung auszulii-
ben mittelst Aussage notariell beglaubigt in Kolumbien,
oder vor Notar oder vor einem anderen offentlichen
Beamter, oder Kolumbianischen Konsul im Auslande;
und wenn es ein Hinderniss sei, mittels der betreffenden
Beglaubigung. Wenn einer der Gennanten immerfort
abwesend wire, der Folgende wird ihn ersetzen. Im
Falle dass die Abwesenheit oder das Hindernis des
Hauptvertreters, oder diejenigen seines ersten, zweiten
oder dritten Vertreters, beziehungsweise, beendeten,
einer oder anderen, ordnungsweise werden die Vertre-
tung ausiiben und sie zu sich nehmen nur auf Grund
gie auszuiiben, mit Aufhdren zur Zeit der Ausiibung der
Vertretung durch den ersten, den zweiten oder den
dritten Stellvertreter beziehungsweise.

Ausserdem, und unter dieselben Regeln, wir verleihen
den genannten Rechtsanwaelte die Vollmacht, und um
den Schutz meines (unseres) industriellen Eigentum
zuerhalten, und gegen den unlauteren Wettbewerb; zu
dessem Zweck ich (wir) die genannten Bevollméch-
tigten ernenne (n), damit sie uns vor beliebigen Institu-
tionen oder Personen, die die Rechtssprechung ausiiben
oder nicht, vor allem vor denen mit Verwaltungs,
1s_;treitiger_n Verwaltungs, und juristischem Charakter,
in allen was sich auf folgende Angelegenheiten bezieht,
zu vertreten: a) Erlangung von Patenten, Modellen,
und Zeichnungen; Registrierung von Waren-, Sammel-
Defensive- und Service-zeichen; Aufbewahrung von
Handelsnamen- und zeichen; ihre Erneurerung und
Ubertx:agung, Names und Wohnsitzinderung, freiwillige
Annulierung und die Registrierung von Vertragslizenz;
b) Die Oppositionsklagen, Annulierung, Ungiiltigkeit,
Yprs;chtsmassnahmen, Lizenzen und im allgemeinen
Qg

<

tungsprozesse, dig‘ mit diesen Rechten verbunden sind,
Aktxonfan und Verhandlungen, die wir vorantreiben
oder die man uns verantreibt und; ¢) damit sie in allen

. oben bestimmten Angelegénheiten dieses Mandat erset-

zen, regel_n, davon Abstand nehmen, annulieren, empfan-
gen, verz1chte13, Meldungen annehmen und gerichtliche
upd aussergerichtliche Bevollmigtigte ernennen, und
die Handlungen der halbamtlich £
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LEGALISIERUNG

KINGDOM OF THE NETHERLANDS

Legalization inter alia ex Section 69 Code of Commerce

I, Petrus Charles HENDRIKS, "Makelaar” in Trademarks and Designs to the District Court (Gazetted 10

March 1976, No. 49), do hereby certify: ’

1. thatMr. Joseph Bernardus Hendrikus AARNTZEN and Ms. Linda LENTJES, née SISSING, who
signed this document on behalf of intervet International B.V., are jointly duly competent to

execute the aforegoing document by virtue of a General Power of Attorney legally issued by the
Board of Directors of Intervet International B.V. on 20 February 2002, which | have seen;

2, that Intervet International B.V. is domicile

the Netherlands, which company presently exists and is organized under the laws of the

» @s evidenced by an abstract issued by the Chamber of Commerce and Industry for
Eastern Brabant (No. 16028015 dated 28 January 2002), which | have seen;

i

Given at Bussum, this 4 day of Jure 200

"‘ENDQ (L
O |
>
|
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) { i X
Pais: Los Paises Bajos g
wzbLpresente documento piblico ha sido 0
1 firmado por
. P.Ch‘}ﬂéﬁgriks
‘yactuando cri\.;cmalidad de
nakelaar in nerken en modellen
¢ halla sellado/timbrado con
h. Hendriks
éﬂiﬁeédo por el Secretario Judicial del Tribunal de Distrito con el nuimero:

07 b a7 e

o fD.CHE A,GD.
COINCIDE CO
N 808

i

Die konsularische Legz.ﬂ-isierug;t Ist notwendig.
NOTA PARA EL SENOR CONSUL C

Co., si el boderdante es una sociedad, el sefir Consul debe certifi
Su existencia, que, ejerce su objeto social, que quien confiere e]
el poder, y seguidamente autenticar la firma de éste._h

OLOMBIANO: Segtin los articulos 65 del C. de P. C. y 480 del C. de

car que tuvo a la vista Ias pruebas de
poder es su representante y puede otorgar
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. TRADUCCION OFICIAL No. 13.08/02 preparada Por Maria Elvira

Martelo, ‘traductora oficial aprobada por %l Ministerio de
' !

Justicia mediante Resolucién No. 2879 de 1995;y reconocida por

el Ministerio de Relaciones Exteriores.

|
i
!
|
!

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
4

1

{ .
documento por el cual INTERVET INTERNATIONAL P.V. otorga poder

]
a GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO, ERNESTO ?AVELIER Y EMILIO

FERRERO.
Dado y firmado el 28 de mayo de 2002.

| . . .
(Firmas ilegibles), J.B.H. Aarntzen y | Lentjes-Sissing

(Apoderados) .

REINO DE LOS PAISES BAJOS

Legalizacidn, entre otras, ex Seccidn 69 del deigo de Comercio

Yo, Petrus Charles HENDRIKS, “Makelaar” (sic) en Marcas vy

Disefios de la Corte de Distrito (Publicado en la Gaceta de 10

|
de marzo de 1976, No. 49) por el presente certﬁfico:

|
i

l. que el Sr. Joseph Bernardus, Hendrikus AARNTZEN y la Sra.
1
Linda LENTJES, née SISSING, quienes firmarg

l
f

a nombre de la Intervet International B.V. son co

M este documento

conjuntamente para ejecutar dicho docume;

Poder General legalmente expedido por

|
Paises Bajos, es una
!
|
ganizada bajo las

Boxmeer at Wim de Kbéverstraat No. 35,

compariia que existe actualmernte y estéd or

|
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leyes de los Paises Bajos, como 1lo evid?ncia el extracto
expedido por la Camara de Industria Yy Comercio de Eastern
Brabant (No. 16028015 de fecha 28 de enero de 2002), el cual
he visto.

Dado en Bussum hoy 4 de junio de 2002. (Firma ilegible). Sello

de P.CH HENDRIKS.

APOSTILLA i

Horst.

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacidn.

£ Cu“\@%o
ION. No| 3 O’&»/C’Z,
MAaRIA ELVIRA MaRTELO:
Traductora € lnterp‘rete Oficial
Inglés - Espano - Inglés
Res. No.: 2879“!\4];5 Justicia

COLO 04975-704-001-6

WPCL 4975 1D 17

AGO 22/02
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R AR CAVELIER
\ e, ABOGADOS
. o, EDIFICIO SiSK
WEBSITE: wwa.caveIier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57) (1) 310-4995

Sefiora Jefe de la
DIVISION DE SIGNOS DISTINTIVOS

Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.
Poderdante: INTERVET INTERNATIONAL B.V.

Poder conferido e1:28-05-2902

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en .mi célidad de apoderado

priﬁcipal del poderdante arriba mencionado, atentamente

manifiesto a Usted qué sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO“FERRERO, Abbgédo con
Tarjeta Profesional N° 31.929, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del Cédigo

de Procedimiento Civil ya que’ 1os otros sustltutos faltan en este
momento. \ ‘ A

Sefiora Jefe,

T P COMO NE
LC@?NCH’?&
o R clo)f

EMILIO FERRERO .
T.P.A. N° 31.929 '

C.C. No. 438.019 de Usaguén

2e-780

N1 T. 860.041.367-3
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que ol contenino nel mismo es-Ciorto, En Constan.
% cia se firma estan ditigencia,
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CAVELIER 179

ABOGADOS

" EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 72-35
BOGOTA. 8 - COLOMBIA

e

Representacion y Poder con autenticacidn notarial vy
Apostille para patentes, modelos de utilidad,
diseiios 1i1dus[rnles, marcas de fabrica, nombres
comerciales, enseiias, nombres dc dominio, lemas
comerciales, licencias.

Representation and Power-of- Attor ney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility
models, industrial designs, trademarks, commercial
names, trade cmblems, domain names, slogans,
licenses. ' )

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER- OF- ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/I (we), the undersigned -7

MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDATION
domiciliado (s) en/of 3-14-23, Kamiosaki,

Shinagawa-ku, Tokyoc 141~-0021 JAPAN

el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929,
%ZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa.

22555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la Carrera 4°

2 35, Bogotd, Colombia, en obedecimicnto a lo dispuesto en cl
parigrafo lo del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como
principal y los demis como suplentes, en su orden, como mis (nuestros):
representantes en todos los-asuntos de propiedad industrial con facultad
para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazard al principal
en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente haya
de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, c!

. . . i
representante principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o

ambos, declarardn su intencién de no ejercer 1a representacion mediante

declaracién autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario

u otro Funcionario Piblico, o Consul de Colombia, en cl extranjero; y si
sc tratare de impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando

‘e la ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primero o segundo suplentes, en su caso, podrin cjercer Ia
r. entacién, en su orden, uno u otros segtin el caso, asumiéndola por
eﬁo hecho de ejercerla, cesando en ese momento ¢l ejercicio de Ia

represcntacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados,
para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra la
competencia desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los
tribunales dec arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: ) Obtencién de patentes de invencién, modelos de utilidad, y
diseios industriales; cl registro de marcas de  fabrica, COlLCtIVdS,
defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres comerciales,
ensciias, nombres de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre o domicilio,
cancelacion voluntaria; y el registro de licencias de uso de esos derechos:
b) Las acciones de competencia desleal, proteccién del consumidor,
oposiciones u- observaciones, cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccion de secretos industriales, y en general los juicios civiles,

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)

in due compliance with the terms of paragraph 1Ist. of article 543 of the
Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa. 31929:
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ. tpir.
23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4° N"
72 35, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their appointment, as our representatives for alf
industrial property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace the
principal in case of his absence or of temporal or definitive impediment.
The same rule will apply when the second alternate representative is to
replace the first one, or when the third is to replace the first or second
alternates in their turn, or both of them, sccond. In such cases, the
principal representative, or the first or sccond alternates in their turn, or
both of them, shall state their intention not to act as representatives
through a declaration given before a Notary Public in Colombia, or before
a Notary or another Public Official or a Colembian Consul abroad: and in
case of impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were to be definitely absent, the following alternate shal! tuke
his place. When the absence or impediment  of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn ccascs, the
representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
first or second alternate depending on case, and the mere fact or its
exercise will suffice. The exercise of the representation by the first,

sccond or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power 1, of Attorney in favor of the above named
attorneys at law ‘so Jhat they may obtain the protection of my (our)
industrial property and ag’nnst the unfair competition, for which purposc |
(we) authorize the said attomcys to represent me (us) beforc any
authorities or persons, with or without jurisdiction, specially those

'\dminisn"]tive 'ldministrative contentious and judicinl as well as bc(’orc

names, tmde cmblcm< clom‘\i\\\
- denominations ol origin; its 1c11civaf\\\
domicile, volunt’ny anccllauon an"sl T

consumer, oppositions or observg

m'lndamus the plotectlon oftladc secrets, and in general lhc civil, penal,
and administrative - suits relating to those rights: actions and suits



penales, administrativos o contencioso administrativos relacionados con

instituted by me (us) or against me (us). And that in all the above matters
estos derechos; acciones y procesos que promovamos o se nos

they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit

promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan the facts of the case, desist, cancel, receive, resign, and ratify acts done by
sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, representatives without a power of attorney.
desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los, actos de agentes

. i
oficiosos. |
]

" Dadoy firmado hoy/Given and signed this_ NOVember 20, 2008

en/in_ Tokyo, Japan
por/by

ra

4

o vwpmule —

Firma oshiaki NONOMURA,
Chairman of the Board of
Directors :

Signature

* &

A FERNANb A ¢
NbTARlA ENC?

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-179 (MINUTA 12.1.1.2.5)
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NOTARIAL CERTIFICATE
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This islto certify that Kazuhiko YAZAKI an

-attorney-in-fact of Yoshiaki NONOMURA who 'is

Chairman of the Board of Directors of MICROBIAL CHEMISTRY
RESEARCH FOUNDATION

and who is authorized to sign to the attached document on
behalf of the said company organized and existing according
to the laws of Japan, located at 3-14-23, Kamiosaki,
Shinagawa-ku, Tokyo 141-0021,

Japan, has stated in My very presence that said

Yoshiaki NONOMURA acknowledges himself to have sign to the
said document.

Dated this 8th day of December, 2008.

Macadongss: Wil

Masakazu Watanabe

Notary, attached to

The Tokyo Legal Affairs Bureau.
No.1-10, Nihombashi, Kabuto-cho,
Chuo-ku, Tokyo, Japan.
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

d 1. Country: JAPAN

This public document

2. hasbeensignedby  Masakazu Watanabe
3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau

4. bears the seal/stamp of Masakazu Watanabe, Notarfgouo NOTARM éxsm ﬁ’ DELCR ULo OE BOGOTA”
}\\ it tou a gq f-. s INRARITINE
. Certified \\%\ 800 . E n A :
T o
5. at Tokyo 6. DEC. 8 20083 }D\} i
-
7. by the Ministry of Foreign Affairs W’l g
8. 08-NO 0268305
9. Seal/stamp: 10. Signature

sadZinticy g Y AR

For the Minister for Foreign Affairs




DECLARATTION

I, Kazuhiko YAZAKI, of Kyowa Patent and Law Office,

2-3, Marunouchi 3-Chome, Chiyoda-Ku, Tokyo-To, Japan, declare
and say:

That I am thoroughly conversant with both the Japanese
and English languages; and,

That the attached document represents a true English

translation of the Certificate of Partial Closed Records.

Dated this 8th day of December, 2008

Kazuhikz/&A;ZkI |

: Before me .

MasakazuVWatanabe

Notary, attached to

The Tokyo Legal Affairs Bureau.
- JE No. 1-10, Nihombashi, Kabuto-cho,
N I LS, TG . = Chuo~ku. Tokyo, Japan.

MY Vi
. SR TORTY JAPAN
— —

- »

{COMo, NGTARIA SE¥TA (F) DEL GIRBUVAAE B0
125 ?of‘\?o% §L% gfs?ﬁffa@u%%s :
ksgqggocoTADC:RFPUBUCADQ:",‘
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CERTIFICATE OF PARTIAL CURRENT COMMERCIAL REGISTER

14-23, Kamiosaki 3-Chome, Shinagawa-Ku, Tokyo-To, Japan
MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDATION
Company number 0107-05-000078

Trade name

MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDATION

Location of head office | 14-23, Kamiosaki 3-Chome, Shinagawa-Ku, Tokyo-To, Japan

Date of Incorporation | December 1, 1958

1
Subject of Business g

4

We conduct microbial and microbiological research to discover new
substances widely beneficial, especially for sake of the prevention and
treatment of disease. And by promoting the development and the
utilization of these substances, we contribute to public health and welfare

and support advanced academic research. We engage in the following
businesses to achieve our goal.

To investigate microbe and microbial products

‘To promote investigations of microbe and microbial products

To establish research institutes for research of microbe and microbial
products

To promote the diffusion of knowledge about microbiological
products beneficial for the prevention and treatment of disease

To make a connection and cooperation between both domestic and
foreign organizations related to a microbial chemical field of study

To undertake projects necessary to accomplish of our goal other than
the above mentioned categories

This is to certify that the above are partial matters recorded on the current commercial register.

File number % 153881

September 12, 2008
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: JAPAN
This public document
2. hasbeensignedby  Masakazu Watanabe

3. acting in the capacity of Notary of the Tokyo Legal Affairs Bureau
4. bears the seal/stamp of Masakazu Watanabe, Notary

Certified

at Tokyo couo Nmﬁ\& % mg ﬂ% 3

i
by the Ministry of Fo cmmaoa gﬂ ] ngg Wal cie g

08-N 026304 \\\
il ﬁ&;

L ® N9

Seal/stamp:

saratoye OYARE

For the Minister for Foreign Affairs
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TRADUCCION OFiClAL NO. 1115/2008.-

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGL ES. LLEVA
LA FIRMA Y EL SELLO DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL, SEGUN
RESOLUCION NO, 3618 DEL MINISTERIO DE JUSTICIA DE COLOMBIA, DE FECHA 6 DE SEPTIEMBRE DE 1972

TRADUCCION DE LOS SELLOS QUE SE ENCUENTRAN EN EL DOCUMENTO
DE REPRESENTACION Y PODER OTORGADO POR MICROBIAL CHEMISTRY
RESEARCH FOUNDATION » DOMICILIADA 3-14-23, KAMIOSAKI, SHINAGAWA-
KU TOKIO 141 0021 JAPON, A LOS DOCTORES EMILIO FERRERO, GONZALO
PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER.

DADOY FIRMADO EL 20 DE NOV]EMBRE DE 2008 EN TOKIO, JAPON

POR: YOSHIAKI NONOMURA .

PRESIDENTE DE LA JUNTA DIRECTIVA

CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUAL)
Por medio del presente certifico que KANUHIKO YAZAKI, APODERADO DE
YOSHIAKI NONOMURA quien es el Presidente de la Junta Directiva de
MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDATION vy quien esta autorizado
para firmar el documento adjunto a nombre de dicha compaiiia, organizada y que

existe de conformidad con las leyes de Japon, localizada en 3-14-23 Kamiosaki,

Shinagawa-Ku, Tpklo 141-0021, Japén, declar6 en mi presencia que el

mencionado Yoshiakl NONOMURA reconocno personalmente haber firmado el
documento en cuestlon

Fechado este dia 8 de Diciembre de 2008

FIRMADO MASAKAZU WATANABE, NOTARIO ADJUNTO A LA OFICINA DE
ASUNTOS LEGALES DE TOKIO

NO.1-10 NIHOMBASHI KABUTO- CHO CHUO-KU TOKIO, JAPON.
HAY SELLO DEL NOTARIO

Ao, mm swﬂ GE
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TRADUCCION OFiClAL NO. 1115/2008.-

| APOSTILLA
i f

CONV{ENIO DE LA HAYA DEL 5 DE OCTUBRE DE 1961

1. PAIS: JAPO'N
; EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICQ’“

C‘l-‘"

]
o

i

2. HASIDO FIRMADO POR: MASAKAZU WATANABE =S 3 o ®
Fadon >erm 3
3. ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO DE L&«@Fi@A—DE s
ASUNTOS LEGALES DE TOKIO ;‘é;?,; Eiﬁfu\*; §§§
e
" _ 4. LLEVAEL SELLO DE: MASAKAZU WATANABE - NO%@WZ -
° | CERTIFICADO
i |
5. EN:TOKIO |
6. EL:6 DICIEMBRE DE 2008 .
Loy <=2
. . - ™ b p]
7. POR: EL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES =8 8 &
| j e o P
: = .--g
8. BAJOELNO! 026305 /§ o
| B> a5
ID§

i IS ON

9. SELLO: MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE JAPON =
35 ,

i

10.  POREL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES

FIRMADO: K;‘AZUTOYO OYABE

®

LA TRADUCTJZZ/
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TRADUCCION OF;ICIAL NO. 1119/2008-.

!

DECLARACION
YO, KAZUHIKO YEAZAKI DE LA OFICINA LEGAL DE PATENTES DE KYOWA | 2.
3 MARUNOUCHI! 3-CHOME, CHIYODA-KU, TOKIO-TO, JAPON DECLARO Y
DIGO: , '
QUE SOY TOTALMENTE IDONEO EN LOS IDIOMAS JAPONES E INGLES Y
QUE EL DOCUliVIENTO ADJUNTO REPRESENTA pNA TRADUCCION AL
INGLES DEL CERTIFICADO DE REGISTROS PARCIALMENTE CERRADOS.
FECHADO EL 8 DE DICIEMBRE DE 2008 |

FIRMADO: KAZUHIKO YAZAKI

|

LEGALIZADO AN;TE MI, MASAKAZU WATANABE, NOTARIO ADJUNTO A LA

OFICIAN DE ASUNTOS LEGALES DE TOKIO NO. 1-10 NIHOMBASH] KBUTO-
CHO, CHUO-KU, 'fOKIO, JAPON.

HAY SELLO DEL NOTARIO.

3513 5%
SEPT 6§ 1972 &1
MINISTERID

Q0.
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TRADUCCION OFICIAL NO. 1119/2008-.

EL TEXTO QUE SIGUE ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN FRANCES. LLEVA
LA FIRMA Y EL SELLO DE HELENA URIBE DE LEMOINE, TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL POR
RESOLUCION NO. 3618 DEL MINISTERIO DE JUSTICIA DE COLOMBIA, DE FECHA 6 DE SEPTIEMBRE, 1972.

CERTIFICADO PARCIAL DEL REGISTRO COMERCIAL ACTUAL
14-23 kamiosaki 3-Chome, Shinagawa-Ku, Tokio-To, Japén
MICROBIAL CHEEMISTRY RESEARCH FOUNDATION
Compaiiia No. 0107/05-000078

Nombre Comercia’;I MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDATION
Localizacién de Ia: 14-23 Kamiosaki 3-Chome, Shinagawa-Ku, Tokio-To,
Oficina Principal I | Japén

Nombre de ; 1° de Diciembre de 1958

Constitucion

Llevamos a cabo investigacion  microbiana y
microbiolégica para descubrir nuevas sustancias
ampliamente benéficas, especialmente con miras a la
Objeto Social ' prevencion y el tratamiento de enfermedades. Y al
promover el desarrollo y la utilizacién de estas
sustancias, contribuimos a la salud y al bienestar
publicos y respaldamos la investigacion académica
avanzada. Estamos comprometidos en las siguientes
actividades comerciales para lograr nuestro objetivo:
1. Investigar microbios Y productos microbianos
2. Promover Ia investigacion de microbios y
productos microbianos
3. Establecer institutos de investigacion para
promover la investigacion de microbios y
productos microbianos

4. Promover la difusién del conocimiento acerca de

e

los productos microbiolégicos que son benéficos
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TRADUCCION OI?JICIAL NO. 1119/2008-.
,‘ . H

para la prevencion y el tratamiento de
\ enfermedades.

5. Establecer la conexién y la cooperacién entre las
! organizaciones  tanto  domésticas  como

; extranjeras relacionadas con el campo de estudio

quimico microbiano.

§ 6. Emprender los proyectos necesarios para lograr
nuestro objetivo, distintos a las categorias
mencionadas anteriormente.

Por medio del presente certifico que Ios mencionados arriba son asuntos parciales
registrados en el registro comercial actual.

o ¥

12 de Septiembre de 2008
Oficina de Asuntos Legales de Tokio, Japén,
Registrador: Teruyoshi SAJI (Sello Oficial)

Archivo Numero 153881.
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TRADUCCION OFICIAL NO. 1119/2008-. RELACIONES RESPONSABILIDAD
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A CUYAFIREA AP ,‘ELEE EH B JEFE DE LEGANZAEIoN
CONVENIO DE LA HAYA DEL 5 DEE hIAEE, Eﬁﬁ 1961 BoGoTA D,

PAIS: JAPON

EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLIGG ©*

NI
)L_- v.\.» \ l‘ 3
2. HA SIDO FIRMADO POR: MASAKAZU‘WATANABEJK P LEOAL -
ACTUANDO EN SU CAPACIDAD DE: NOTARIO DE LA omanA@EQ% o
ASUNTOS LEGALES DE TOKIO e
4. LLEVAEL SELLO DE: MASAKAZU WATANABE NOTARIO
CERTIFICADO
5. EN: TOKIO
6. EL8 DICIEMBRE DE 2008
7. POR: EL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES
8. BAJOELNO.: 026304
9. SELLO: MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES DE JAPON
10.  POR EL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES
FIRMADO: KAZUTOYO OYABE
LA TRADUCTORA OFICIAL
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woO 2008/012343 A3 I} AL 00 0 O A0 000

(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization f Z1b;

International Bureau

(43) International Publication Date
31 January 2008 (31.01.2008)

PN 0000 0 00O RO

(10) International Publication Number

WO 2008/012343 A3

(51) International Patent Classification:
CO7H 17/08 (2006.01)

(21) International Application Number:
PCT/EP2007/057710
(22) International Filing Date: 26 July 2007 (26.07.2007)
(25) Filing Language: English
(26) Publication Language: English

(30) Priority Data:

60/834,067 28 July 2006 (28.07.2006) US
06118159.0 31 July 2006 (31.07.2006)  EP
(71) Applicants: INTERVET INTERNATIONAL B.V.

[NL/NL]; P.O. Box 31, NL-5831 AN Boxmeer (NL).
MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDA-
TION [JP/JP]; 3-14-23 Kamiosaki Shinagawa-ku, Tokyo,
141-0021 (JP).
(72) Inventors: BLATTER, Fritz; Klyeckstrasse 191,
CH-4002 Basel (CH). BRENNER, Meinrad; Miinchen-
steinerstrasse 38, CH-4002 Basel (CH). BRINK, Monika;
Zur Propstei 1, 55720 Schwabenheim (DE). FLEIS-
CHHAUER, Kerstin; Zur Propstei 1, 55270 Schwaben-
heim (DE). HU, Guixian; Miinchensleinerstrasse 38,
CH-4002 Basel (CH). NNIEDERMANN, Hans Peter; Zur
Propstei 1, 55270 Schwabenheim (DE). RAGER, Timo;
Klyeckstrasse 191, CH-4002 Basel (CH). SCHWEISEL,
Tanja; Zur Propstei 1, 55270 Schwabenheim (DE). VEIT,
Stephan; Zur Propstei 1, 55270 Schwabenheim (DE).
WARRASS, Ralf; Zur Propstei 1, 55270 Schwabenheim
(DE). WENNESHEIMER, Heinz-Jorg; Zur Propstei 1,
55270 Schwabenheim (DE).

(74) Agents: STUMM, K. et al; PO. Box 31, NL-5830 AA
Boxmeer (NL).

(81) Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AT, A , BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,
CN@, CU, CZ,DE, DK, DM, DO, DZ, EC, EE, EG,
ES, ¥, GB, GD, GE, GH, GM, GT, HN, HR, HU, ID, 1L,
IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK,
LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME, MG, MK, MN, MW,
MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL,
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MACROLIDE SYNTHESIS PROCESS

CROSS-REFERENCE TO RELATED PATENT APPLICATIONS
(1] This patent claims priority to U.S. Provisional Patent Application No.
60/834,067 (filed July 28, 2006); and European Patent Application No. 06118159.0 (filed
July 31, 2006). The entire text of both those patent applications is incorporated by

reference into this patent.

FIELD OF THE INVENTION
[2] This invention relates to a method for making macrolides, and, in
particular, to a method for making optionally substituted 20,23-dipiperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide and derivatives thereof, as well as methods of treatment using
such macrolides, uses of such macrolides to make medicaments, and methods for making

intermediates that, infer alia, may be used to make macrolides.

BACKGROUND OF THE INVENTION
[3] Macrolides have long been known to be effective for treating infectious
diseases in humans, livestock, poultry, and other animals. Early macrolides included 16-

membered macrolides such as, for example, tylosin A:

HO OH
CH;
H;C—¢ O
' CH; OH

See, e.g., U.S. Patent No. 4,920,103 (col. 5, lines 12-38). See also, U.S. Patent No.
4,820,695 (col. 7, lines 1-32) and EP 0103465B1 (page 5, line 3). Over the years, various
tylosin derivatives have been developed with the goal of enhancing antibacterial activity
and selectivity.

[4] Tylosin derivatives include, for example, compounds discussed in U.S.

Patent No. 6,514,946 that correspond in structure to Formula (I):



I/

o9

e

WO 2008/012343 : PCT/EP2007/057710

Here:
R' and R are each methyl, and R? is hydrogen; R' and R are each
hydrogen, and R? is methyl; or R', R?, and R? are each hydrogen; and
5 R* and R® are each methyl, and R’ is hydrogen; R* and R are each
hydrogen, and R’ is methyl; or R*, R®, and R® are each hydrogen.
Such compounds include, for example, 20,23-dipiperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide,

which has the following structure:

CH;

10 These compounds, and particularly 20,23-dipiperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide, are
believed to have pharmacokinetic and pharmacodynamic attributes for safe and effective
treatment of, for example, pasteurellosis, bovine respiratory disease, and swine respiratory
disease. A discussion relating to the use of these compounds to treat livestock and poultry
diseases is included in U.S. Patent No. 6,514,946. That discussion is incorporated by

15  reference into this patent.

[5] Various approaches for making macrolides have been reported.
[6] In EP 0103465B1, for example, Debono et al. discuss various process steps
for making compounds within their recited genus. These processes include, for example,

the following reduction:
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i

4/‘\ /
. + HR s R /‘—<\ CH3
2 \
OR! \M\ CH

CH 3
3 3C R

Here, R, R!, R%, R?, and R* are defined as various substituents. R, in particular, is defined
as a nitrogen-containing ring system that has up to 3 unsaturated or saturated rings that are
optionally substituted. Debono et al. report that the preferred reducing agent is a
5  cyanoborohydride, and that sodium cyanoborohydride is “the reducing agent of choice.”

Debono et al. also state that the solvent for this reaction will normally be an inert polar
solvent, such as a C;-C; alkanol. See page 6, lines 7-14. In a later-filed patent in the same
patent family, Debono et al. further discuss reductive amination of various aldehyde
compounds (including tylosin) with an amine. Sodium cyanoborohydride and sodium

10 borohydride are cited as suitable reducing agents, and anhydrous methanol is cited as a
suitable solvent. See U.S. Patent No. 4,820,695, col. 7, lines 60-68.

[7] In U.S. Patent No. 6,664,240, Phan et al. also discuss a reductive

amination:

[¢]

CHO C
j/ 3 ch J/ “\L ’/ K8

k Hs( HO..
o

. ORP R7
He-0" Y /\L 05—1 + BN > OR?,
.0 jo RS
HsC 0T Y, / N\ H3C o /\L / \__ ACH;
(|:H OH ) s O & N
s mC Ora CH;
H,C OR4

15  Here, R%, R4, R7 and R8 are defined as various substituents, R7 and R8, in particular, are
each defined as being independent substituents, or, alternatively, as together forming a 3-
to 7-member heterocyclic ring. Phan et al. discuss conducting this reaction with a
borohydride reagent in an alcohol or acetonitrile solvent. Sodium borohydride and sodium

cyanoborohydride are listed as example borohydride reagents; and methanol, ethanol, and

L L

20  isopropanol are listed as example alcohol solvents. See, e.g., col. 15, line 64 to col. 16,
line 42; and col. 22, lines 41-49,
[8] In EP 0240264B1, Tao et al. also discuss a reductive amination:
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7 cu ‘?3
A 3 ”
Hsc i1
_R? ~ HC
O
HN‘R“ R‘ o] 5_/ CH3
OH >—/
\ Hy
CH3 He R

Here, R', R%, R?, and R* are defined as various substituents. R* and R®, in particular, are
defined as each being independent substituents, or, alternatively, as together forming a
heterocyclic rihg system having up to 3 optionally substituted rings. Tao et al. report that
this reduction may be achieved using formic acid as the reducing agent. Tao et al. further
report that the solvent will ordinarily be an inert polar organic solvent. Amyl acetate and
acetonitrile are cited as examples of such a solvent. See page 4, line 57 to page 5, line 10.
See also, U.S. Patent No. 4,921,947, col. 3, line 62 to col. 4, line 16.

[9] In EP 0103465B1, Debono et al. discuss the following hydrolysis reaction:

H,C OH

Here, R, R!, R% and R* are defined as various substituents. Debono et al. report that this
“hydrolysis can be effected using a strong aqueous mineral acid as hydrochloric or sulfuric
acid, or a strong organic acid such as p-toluenesulfonic acid.” See page 7, lines 3-8. In a
later-filed patent of the same patent family, Debono et al. further discuss mycarose
hydrolysis of C-20-modified derivatives of tylosin, macrocin, and DOMM using “well
known” procedures for acidic hydrolysis. See U.S. Patent No. 4,820,695, Col. 8, lines 35-
43,

[10] In view of the importance of macrolides in the treatment of a plethora of
pathological conditions, there continues to be a need for cost-effective, high-yield

processes for making macrolides. The following disclosure addresses this need.

SUMMARY OF THE INVENTION
[11]  This invention relates to processes for making macrolides, and, in.

particular, optionally substituted 20,23-dipiperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide and

L3
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derivatives thereof. Such processes include processes for making the macrolides
themselves, as well as processes for making compounds that, inter alia, may be used as
intermediates for making various macrolides.
[12] Briefly, this invention is directed, in part, to a process for making a

macrolide and salts thereof. The macrolide corresponds in structure to Formula (I):

Here:
AstoR', R% and R*:
R' and R® are each methyl, and R? is hydrogen,
R' and R? are each hydrogen, and R? is methyl, or
R', R% and R are each hydrogen.
AstoR*,R’, and RS
R* and R’ are each methyl, and R’ is hydrogen,
R’ and R® are each hydrogen, and R’ is methyl, or
RY, R’, and R° are each hydrogen.
[13] In some embodiments, the process comprises reacting tylosin (e.g., tylosin
A or a salt thereof), a piperidinyl compound of Formula (II), and formic acid in the
presence of a non-polar solvent. In these embodiments, the piperidinyl compound of
Formula (IT) corresponds in structure to:
R2
R! R?

N
H an.
[14] In some embodiments, the process comprises reacting a 20-piperidinyl-
tylosin compound with an acid. In these embodiments, the 20-piperidinyl-tylosin

compound corresponds in structure to Formula (I11):
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6
Rl
R2
N
HO N—CHs OH
O
e} CH;
H,C—
3 (0] N CH, O

CH, OH

1.
[15] In some embodiments, the process comprises reacting a 23-O-mycinosyl-

20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound with an acid. In these

embodiments, the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide

5 compound corresponds in structure to Formula (IV):

(V).

[16] In some embodiments, the process comprises activating a 23-hydroxyl-20-

piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound with an activating agent to form an
activated compound. In these embodiments, the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-

10 mycaminosyl-tylonolide compound corresponds in structure to Formula (V):

(V).
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The activated compound (also referred to as a “23-L-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-

tylonolide compound”) corresponds in structure to Formula (VI):

(VD).
And L is a leaving group.

5 [17]  In other embodiments, the process comprises reacting an activated
compound of Formula (VI) with a piperidinyl compound of Formula (VII). In these
embodiments, the piperidinyl compound of Formula (VII) corresponds in structure to:

%
RS R*
R’ (VID).
[18] In some embodiments, the process comprises a combination of the above
10 embodiments to make a macrolide of Formula (I) or salt thereof.

{19] In some embodiments, the process comprises one or more of the above
embodiments to make, for example, an amorphous, crystalline, co-crystalline, or solvate
form of the macrolide of Formula (I) or a salt thereof.

[20] This invention also is directed, in part, to a process for making the 20-

15  piperidinyl-tylosin compound of Formula (IIT) or a salt thereof. In these embodiments, the
process comprises reacting tylosin (e.g., tylosin A), the piperidinyl compound of Formula
(I1), and formic acid in the presence of a non-polar solvent.
[21]  This invention also is directed, in part, to a process for making the 23-O-

mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound of Formula (IV) or a

20  salt thereof. In these embodiments, the process comprises reacting the 20-piperidinyl-

tylosin compound of Formula (IIT) with HBr.
[22] This invention also is directed, in part, to a process for making a 23-

hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound of Formula (V) or a salt
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thereof. In these embodiments, the process comprises reacting the 23-O-mycinosyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound of Formula (IV) with an acid.

[23] This invention also is directed, in part, to a process for making an activated
compound of Formula (VI) or a salt thereof. In these embodiments, the process comprises
activating a 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound of
Formula (V) with an activating agent.

[24] This invention also relates to using compounds of Formula (D (and
pharmaceutically acceptable salts thereof) prepared in accordance with this invention in
methods for treating a disease, such as pasteurellosis, swine respiratory disease, or bovine
respiratory disease. More specifically, this invention is directed, in part, to a method that
comprises preparing a compound of Formula (1) (or a pharmaceutically acceptable salt
thereof) in accordance with one or more of the above cited methods, and then
administering a therapeutically effective amount of the compound or salt to an animal in
need of the treatment. This invention also is directed, in part, to using a compound of
Formula (I) (or a pharmaceutically acceptable salt thereof) prepared in accordance with
this invention to prepare a medicament, particularly a medicament for use in the above
treatments.

[25]  Further aspects and benefits of Applicants’ invention will be apparent to

one skilled in the art from reading this specification.

DETAILED DESCRIPTION OF PREFERRED EMBODIMENTS

[26]  This detailed description of preferred embodiments is intended only to
acquaint others skilled in the art with Applicants’ invention, its principlés, and its practical
application so that others skilled in the art may adapt and apply the invention in its
numerous forms, as they may be best suited to the requirements of a particular use. This
detailed description and its specific examples, while indicating preferred embodiments of
this invention, are intended for purposes of illustration only. This invention, therefore, is
not limited to the preferred embodiments described in this specification, and may be

variously modified.

A. Macrolides That May Be Prepared By This Invention
[27] Compounds that may be prepared by the process of this invention include

compounds corresponding in structure to Formula (1):
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R4

M.
Here:
R' and R? are each methyl, and R? is hydrogen; R' and R* are cach
hydrogen, and R is methyl; or R', R?, and R? are each hydrogen; and
5 R* and R® are each methyl, and R is hydrogen; R* and R° are each
hydrogen, and R’ is methyl; or R*, R’, and R® are each hydrogen.

In some embodiments, the piperidinyl substituents of Formula (1) are identical, i.e.:

IS THE SAME AS
N

wlm wvar

In some such embodiments, for example, both piperidinyl substituents are piperidine (i.e.,
10  RYR%L R RY R’ and R® are each hydrogen), such that the compound is 20,23-
dipiperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide:

Such compounds include, for example:

35,
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Other compounds having identical piperidinyl substituents include:

o CH, CH,4
J)L CHy N o} (
CH;4
[ . 3N .
N
HzC\N’CHs H;C H \( J/ o
H.,C 3 — H;C

HO~. /[ ,—on and d SN CHy
o040/ ¢y, | e, | HO~— L —on

HyC
|

T we

N (e} H.C ),
ol KA \N/’ 0 O_l,’O\\LCHS
HiC o ) I
N - - ~n N OH
CH,4 \[ i 0
CH; CH,

[28]  In some embodiments, the piperidinyl substituents of Formula (I) are not

1dentical, i.e.:

R2 R®
Rl R} R4 RS
IS DIFFERENT THAN
N
wlm “"I"’

Compounds having different piperidinyl substituents include:

o (/\ /CH3
A
HaC | ) f HAC

“N—CHz
H3C\[/\'N o~/ . £
J P

HO~, —i——0OH

i
o—49~L _cy,

“OH
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H;C
3 \N-/CH:; CH3
/ H;C.
j —L—7—0OH 3. __CH
/'\\ /"\\/ O"“/O\LCH }\I 3
| N k77— OH
N 0—4"0~L ¢y
3

“N—CH; i
‘ HyC H07\//,—0H H; C\N/CH;,
N /’\/ o \ OA_z/O‘\L_CH3 HO~ \‘L//—OH
[ J J )I 0—40—~{—cq,
S ( ~o OH ’
CH; ,and

B. Macrolide Synthesis
[29]  This invention may be used to synthesize macrolides from materials

generally available in the art.

B-1. Preparation of 20-Piperidinyl-Tylosin Compound
[30] In some embodiments, the macrolide synthesis begins by or includes
preparing a 20-piperidinyl-tylosin compound, and particularly a compound corresponding

in structure to Formula (I11):

H;,C—( O

10 ).
In some embodiments, R' and R’ are each methyl, and R? is hydrogen; or R' and R® are
cach hydrogen, and R%is methyl. In other embodiments, R', R? and R? are each

hydrogen, such that the compound corresponds in structure to:

4%
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N
N/CHS

H;C—
3 0] CH I on
3

[31] The 20-piperidinyl-tylosin compound may be prepared from tylosin A and
a piperidinyl compound via a reductive amination reaction using a reducing agent

comprising formic acid (or “HCOOH”):

0]
l\ CHs
] CHO
HaC H,C HiC _CH R
HO—~ 1 0 | HO N2 OH
N { N/ 0 1 3
\ HaC R R
T /) O*Lo? CH,
o b I e e T
s o oH Pocm od N
CH,
. iperidinyl
tylosin A P l?eagenty
‘ formic acid
OH
CH,
O
CH; OH

CH,

20-piperidinyl-tylosin compound

Where R', R?, and R are each hydrogen, this reaction is as follows:

YA
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0
CHy
‘ CHO
H,C.
H;C 3 . H;C,
HO\\\\iL/’O T HO. \}\I/CHJ
\ J HC -

Tz

HO- HO_ ! OH
\/\\/T\o\\ - «Z\\Ln—o\[\/ o
0 3
HiC— 0 0 0 \< |
3 (¢} O\CH CH, 0/]\\.\ .
N OH CH, OH

Tylosin A, piperidinyl compounds, and formic acid are commercially available.

[32] ' The tylosin A reagent may, for example, be pure (or at least essentially
pure) tylosin A. Alternatively, as noted below in Section B-7, the tylosin A reagent may
be part of a mixture, such as, for example, a mixture comprising tylosin A as well as one
or more tylosin A derivatives, such as tylosin B, tylosin C, and/or tylosin D.

[33] The tylosin A may be in the form of its free base, or, alternativély, in the
form of a salt. The tylosin A derivatives likewise are optionally in the form of one or
more salts. It is contemplated that a variety of salts may be suitable. In some
embodiments, for example, the salt comprises a phosphate salt. In other embodiments, the
salt comprises a tartrate salt. In still other embodiments, the salt comprises a citrate or
sulfate salt. Further discussion relating to salts may be found below in Section C.

[34] The solvent may comprise one or more solvents. Although the solvent may
comprise one or more polar solvents in some embodiments, the solvent preferably instead
comprises one or more non-polar solvents. A “non-polar solvent” is a solvent that does
not ionize sufficiently to be electrically conductive, and cannot (or at least essentially
cannot) dissolve polar compounds (e.g., various inorganic salts), but can dissolve nonpolar
compounds (e.g., hydrocarbons and resins). In general, the solvent preferably is non-
reactive with the reagents, products, and any other ingredients in the reaction mixture. The
solvent may comprise, for example, chloroform (or “CHCL:”); tetrahydrofuran (or "THF"),
dichloromethane (or “CH,Cl” or “DCM” or “methylene chloride”); carbon tetrachloride

(or “CCLy™); ethyl acetate (or “CH3COOQC,Hs”); diethyl ether (or “CH3;CH,OCH,CH3”);
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cyclohexane (or “CgHj,”); or aromatic hydrocarbon solvents, such as benzene (or “CsHs”),
toluene (or “C¢HsCHs”), xylene (or “C¢Ha(CHs),” or “dimethylbenzene” (including 1,3-
dimethylbenzene (or “m-xylene™), 1,2-dimethylbenzene (or “o-xylene”), or 1,4-
dimethylbenzene (or “p-xylene”)), ethylbenzene, or mixtures thereof (e.g., mixtures of m-
xylene, o-xylene, p-xylene, and/or ethylbenzene). In some embodiments, the solvent
comprises dichloromethane, chloroform, or ethyl acetate. In other embodiments, the
solvent comprises xylene. In still other embodiments, the solvent comprises toluene. In
some such embodiments, toluene is particularly preferred because of its ease of use at
typical reaction temperatures.

[35] In some embodiments, the solvent comprises a mixture of solvents. In
some such embodiments, for example, the solvent comprises a mixture of toluene and
DCM. Here, the toluene/DCM ratio may be, for example, from about 1:1 to about 100:1,
or from about 5:1 to about 8:1 (v/v). In some of these embodiments, the ratio is, for
example, about 8:1 (v/v). In others, the ratio is, for example, about 5.3:1 (v/v).

{36]  To perform the amination, the tylosin A reagent, piperidinyl compound,
formic acid (or a source of formic acid), and solvent normally are charged to a reactor and
mixed. These ingredients may generally be charged to the reactor in any sequence.

[37]  The reactor may comprise various reactor types. In some embodiments, for
example, the reactor is a stirred-tank reactor. Glass and glass-lined reactors are often
preferred, although any composition stable when exposed to the reaction mixture may be
used. For example, stainless steel reactors generally may be used as well.

[38] Typically, equimolar amounts of the tylosin A reagent, piperidinyl
compound, and formic acid may be used. Normally, however, excess amounts of the
piperidinyl compound and formic acid are used, relative to the molar amount of tylosin A
reagent.

[39] Insome embodiments, from 1 to about 3 equivalents (or from 1.05 to about
3 equivalents) of the piperidinyl compound are charged to the reactor. In some such
embodiments, for example, from 1.05 to about 1.2 equivalents of piperidinyl compound
are charged to the reactor. In other such embodiments, from about 1.07 to about 1.5
equivalents of piperidinyl compound are charged to the reactor. Here, for example, about
1.3 equivalents of the piperidinyl compound may be charged to the reactor. In some
embodiments, the piperidinyl compound is charged to the reactor in two or more separate
charges over time, preferably with the subsequent charge(s) being less than the first

charge. In some embodiments, for example, the piperidinyl compound is charged to the
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reactor in two charges, with the amount of the second charge being about 10% of the first
charge. Applicants have discovered that this can be beneficial for increasing conversion.

[40] In some embodiments, from 1 to about 10 equivalents (or from 1.05 to
about 10 equivalents, from about 2 to about 5 equivalents, or from about 2.5 to about 4.5
equivalents) of formic acid are used. In some such embodiments, for example, about 4.5
equivalents of formic acid are used. In other such embodiments, from about 2.5 to about 4
equivalents of formic acid are used. For example, in some such embodiments, about 3.0
equivalents of formic acid are used.

[41] Typically, the amount of solvent is sufficient to, for example, prevent (or
essentially prevent) the reagents, products, and other ingredients in the reaction mixture
from sticking to the reactor, and promote homogenous distribution of the reagents. In
some embodiments, the amount of solvent is at least about 1 L per kg tylosin A reagent
(or, where the tylosin A reagent is part of a mixture of tylosin A reagent and derivates
thereof, per kg of the total tylosin mixture). The amount of solvent generally is less than
aBout 40 L per kg tylosin A reagent (or tylosin mixture). In some embodiments, the
amount of solvent is from about 2 to about 15 L (or from about 5 to about 15 L, from
about 5 to about 12 L, from about 5 to about 10 L, or from about 8 to about 10 L) per kg
tylosin A reagent (or tylosin mixture). To illustrate, in some such embodiments, the
solvent comprises toluene or a mixture of toluene and DCM, and the amount of solvent is
from about 8 to about 10 L per kg tylosin A reagent (or tylosin mixture). Here, for
example, the amount of solvent may be about 8 L per kg tylosin A reagent (or tylosin
mixture).

[42] At least a portion of the reaction (or the entire reaction) is typically
conducted at greater than about 20°C, greater than about 25°C, or greater than about 60°C.
In general, at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted at a
temperature that is not greater than the boiling point of the solvent, and, more typically, is
less than the boiling point. When, for example, the solvent is toluene, at least a portion of
the reaction (or the entire reaction) is typically conducted at less than about 110°C.
Illustrating further, when the solvent is xylene, at least a portion of the reaction (or the
entire reaction) is normally conducted at less than about 165°C. In general, at least a
portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted at from about 60 to about 95°C,
from about 70 to about 85°C, from about 70 to about 80°C, or from about 75 to about
80°C. In some embodiments, for example, the reaction temperature for at least a portion

of the reaction (or the entire reaction) is about 80°C. In other embodiments, for example,
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the reaction temperature for at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is
about 76°C. Although lesser temperatures than the above ranges may be used, such
temperatures tend to coincide with slower reaction rates. And, although greater
temperatures than the above ranges may be used, such temperatures tend to coincide with
greater production of undesirable byproducts.

[43] This reaction may be conducted over a wide range of pressures, including
atmospheric pressure, less than atmospheric pressure, and greater than atmospheric
pressure. It is typically preferred, however, to conduct the reaction at about atmospheric
pressure. In preferred embodiments, this reaction is conducted under an inert atmosphere
(e.g., Np). _

[44] The reaction time may depend on various factors including, for example,
the reaction temperature, characteristics of the solvent, relative amounts of the ingredients,
and the desired conversion. In a batch reactor, the reaction time is generally at least about
1 minute, typically at least about 5 minutes, and more typically at least about 1 hour, The
reaction time is generally less than about 24 hours. In some embodiments, for example,
the reaction time is from about 0.5 to about 12 hours, or from about 1 to about 4 hours. In
some such embodiments, the reaction time is about 3.5 hours. In other such embodiments,
the reaction time is from about 1 to about 3 hours. In these embodiments, the reaction
time may be, for example, about 2 hours. Although lesser reaction times than these ranges
may be used, such reaction times tend to coincide with lesser conversions. And, although
greater reaction times may be used, such reaction times tend to coincide with greater
production of impurities and inefficient use of equipment and manpower.

[45] Purification or isolation of the product may be achieved using, for example,
various methods known in the art. Alternatively, the product may be used in the next step

without further purification or isolation.

B-2. Preparation of 23-O-Mycinosyl-20-Piperidinyl-5-O-Mycaminosyl-Tylonolide
Compound
(Hydrolysis of Mycarosyloxy Substituent)
[46] In some embodiments, the macrolide synthesis begins by or includes
preparing a 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound, and

particularly a compound corresponding in structure to Formula (IV):

40,
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CHs av).
In some embodiments, R! and R? are each methyl, and R?is hydrogen; or R' and R* are
each hydrogen, and R? is methyl. In other embodiments, R', R?, and R® are each hydrogen

such that the compound corresponds in structure to:

H;C—0

5 CH;,

[47] The 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide

compound may be prepared via acid hydrolysis of a 20-piperidinyl-tylosin compound:
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20-piperidinyl-tylosin compound

i acid

OH

23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

When R, R%, and R? are each hydrogen, this reaction is as follows:

CH;

[48]  The 20-piperidinyl-tylosin compound used in the above reaction may be
prepared using a process discussed above in Section B-1, prepared using a different

process (e.g., a process using a borohydride as a reducing agent), or obtained from a
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commercial vendor. In some preferred embodiments, the 20-piperidinyl-tylosin
compound is prepared using a process discussed above in Section B-1.

[49] The acid may, for example, be a strong mineral acid, such as hydrochloric
acid (or “HCI”), nitric acid (or “HNO5”), fluoroboric acid (or “HBF4”), sulfuric acid (or
“H,S04”), phosphoric acid (or “H3;P0O4”), polyphosphonic acid (or “PPA”), or
hydrobromic acid (or “HBr”); or a strong organic acid, such as p-toluenesulfonic acid or
trifluoroacetic acid (“CF;COOH”). In some embodiments, the acid comprises HCI. In
other embodiments, the acid comprises HBr. Use of HBr tends to coincide with a less
amount of impurities in the product mixture relative to the product obtained using, for
example, HCL. In some embodiments, a mixture of acids (particularly a strong acid with
another acid) is used.

[S0] In general, sufficient acid is mixed with the 20-piperidinyl-tylosin
compound to hydrolyze (i.e., cleave) the mycarosyloxy substituent to form a hydroxyl
group. Typically, the amount of acid will be at least about one equivalent, based on the
amount of 20-piperidinyl-tylosin compound. In general, the acid is added to the reaction
mixture in the form of a concentrated composition. The concentration typically is not
greater than about 50% (mass/vol), not greater than about 48% (mass/vol), from about 1 to
about 30% (mass/vol), or from about 1 to about 24% (mass/vol). In some embodiments,
for example, the acid is HBr, and the concentration of the acid solution added to the
reaction mixture is about 24% (mass/vol). In some embodiments, the concentrated acid
comprises a mixture of acids, such as, for example, HBr with another acid.

[S1]  The ingredients may generally be charged to the reactor in any sequence.
The reactor may comprise various reactor types. In some embodiments, for example, the
reactor is a stirred-tank reactor. Glass and glass-lined reactors are often preferred,
although any composition stable when exposed to the acidic reaction mixture may be used.

[S2] At least a portion of the hydrolysis (or the entire hydrolysis) normally is
conducted at a temperature that is greater than the freezing point of the mixture, allows the
mixture to be stirred, and allows for the mixture to be homogenous. A temperature of at
least about 10°C (or greater than about 15°C, or greater than about 25°C) is typically
preferred. In general, the reaction temperature is not greater than the boiling point of the
solvent (e.g., water), and typically is less than the boiling point. In some embodiments, at
least a portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted at a temperature that is
not greater than about 100°C (or not greater than about 65°C). In some embodiments

where the acid is HCI or HBr, the reaction temperature over at least a portion of the
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reaction (or the entire reaction) is from about 20 to about 60°C. In some such
embodiments, the reaction temperature over at least a portion of the reaction (or the entire
reaction) is not greater than about 40°C. In such instances, the reaction temperature over
at least a portion of the reaction (or the entire reaction) may be, for example, from about
20 to about 40°C, from about 25 to about 40°C, or from about 30 to about 40°C. In other
embodiments where the acid is HC! or HBr, the reaction temperature over at least a
portion of the reaction (or the entire reaction) is from about 45 to about 60°C, or from
about 50 to about 56°C. To illustrate, in such embodiments, the reaction temperature over
at least a portion of the reaction (or the entire reaction) may be, for example, about 56°C.
Although greater temperatures than these ranges may be used, such temperatures tend to
coincide with greater production of undesirable byproducts. And, although lesser
temperatures than these ranges may be used, such temperatures tend to coincide with
slower reaction rates. Such rates, however, mayv still be suitable, given the ease with
which this hydrolysis occurs.

[S3] The reaction mixture may be maintained at a temperature that is slightly
less than the desired reaction temperature while the acid is being charged to the reactor. In
such embodiments, the temperature tends to increase once the acid has been charged to the
reactor.

[54] This reaction may be conducted over a wide range of pressures, including
atmospheric pressure, less than atmospheric pressure, and greater than atmospheric
pressure. It is typically preferred, however, to conduct the reaction at about atmospheric
pressure.

[S5]  The reaction time will depend on various factors including, for exampile,
the reaction temperature, relative amounts of the ingredients, and the desired conversion.
In a batch reactor, the reaction time may be less than a minute, essentially spontancous, or
spontaneous. Generally, however, the reaction time is at least about 1 minute, more
typically at least about 5 minutes, and still more typically at least about 15 minutes.
Normally, the reaction time is less than about 3 hours. In some embodiments, for
example, the reaction time is from about 0.25 to about 2 hours, from about 0.25 to about
1.5 hours, or from about 0.25 to about 1.1 hours. Although lesser reaction times may be
used, such reaction times may coincide with lesser conversions. And, although greater
reaction times may be used, such reaction times tend to coincide with greater production

of impurities and inefficient use of equipment and manpower.
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[56] Purification or isolation of the product may be achieved using, for example,
various methods known in the art. Alternatively, the product may be used in the next step

without further purification or isolation.

B-3. Preparation of 23-Hydroxyl-20-Piperidinyl-5-O-Mycaminosyl-Tylonolide Compound
(Hydrolysis of Mycinosyloxy Substituent)
[57] In some embodiments, the macrolide synthesis begins by or includes
preparing a 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound, and

particularly a compound corresponding in structure for Formula (V):

V).
In some embodiments, R' and R? are each methyl, and R?is hydrogen; or R! and R? are
each hydrogen, and R? is methyl. In other embodiments, R!, R?, and R? are each

hydrogen:

[S8]  The 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound
may be prepared via an acid hydrolysis reaction from a 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-

O-mycaminosyl-tylonolide compound:
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C
23-O-mycinosyl-20-piperidinyl- 23-hy.dr0xy-20-pipe.ridinyl-
5-O-mycaminosyl-tylonodide compound 5-0-mycaminosyl-tylonodide compound

Where R', R?, and R® are each hydrogen, this reaction is as follows:

CH, CH,

[59] The 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide
compound used in the above reaction may be prepared using a process discussed above in
Section B-2, prepared using a different process, or obtained from a commercial vendor. In
some preferred embodiments, the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound is prepared using a process discussed above in Section B-2.

[60] The acid may, for example, be a strong mineral acid, such as hydrochloric
acid, nitric acid, fluoroboric acid, sulfuric acid, phosphoric acid, polyphosphonic acid, or
hydrobromic acid; or a strong organic acid, such as p-toluenesulfonic acid or
trifluoroacetic acid. In some embodiments, the acid comprises HCL. In some preferred
embodiments, the acid comprises HBr. As with the hydrolysis discussed above in Section
B-2, this preference stems from the tendency of HBr to coincide with a less amount of
impurities in the product mixture relative to, for example, HCL. In some embodiments, a
mixture of acids (particularly a mixture of a strong acid with another acid) is used.

[61] In embodiments where the mycinosyloxy hydrolysis occurs after the acid
hydrolysis of mycarosyloxy discussed above in Section B-2, the acids used in the
mycinosyloxy and mycarosyloxy hydrolysis reactions may be different, although it is
generally more preferred for the acids to be the same. In some embodiments, for example,

HCl is used in both reactions. In other embodiments, HBr is used in both reactions.
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[62] In general, sufficient acid is mixed with the 23-O-mycinosyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound to hydrolyze the mycinosyloxy ‘
substituent to form a hydroxyl group. Typically, the amount of acid will be greater than
about one equivalent, based on the molar amount of 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide compound. In general, the acid is added to the reaction mixture
in the form of a concentrated composition. The concentration typically is not greater than
about 50% (mass/vol), not greater than about 48% (mass/vol), from about 1 to about 30%
(mass/vol), or from about 1 to about 24% (mass/vol). In some embodiments, for example,
the acid is HBr, and concentration of the acid solution added to the reaction mixture is
about 24% (mass/vol). In some embodiments, the concentrated acid comprises a mixture
of acids, such as, for example, HBr with another acid.

[63] The ingredients may generally be charged to the reactor in any sequence.
The reactor may comprise various reactor types. In some embodiments, for example, the

reactor is a stirred-tank reactor. Glass and glass-lined reactors are often preferred,

although any composition stable when exposed to the acidic reaction mixture may be used.

[64] The mixture normally is maintained at a temperature that is greater than the
freezing point of the mixture, allows the mixture to be stirred, and allows for the mixture
to be homogenous. The reaction temperature over at least a portion of the reaction (or the
entire reaction) preferably is not greater than the boiling point of the solvent (e.g., water),
and typically is less than the boiling point. In general, at least a portion of the reaction (or
the entire reaction) is conducted at a temperature of at least about 10°C, greater than about
25°C, or at least about 48°C. The reaction temperature over at least a portion of the
reaction (or the entire reaction) typically is not greater than about 100°C, or not greater
than about 65°C. In some embodiments, for example, the reaction temperature over at
least a portion of the reaction (or the entire reaction) is from about 10 to about 100°C. In
some embodiments when the acid is HCI or HBr, the reaction temperature over at least a
portion of the reaction (or the entire reaction) preferably is from about 48 to about 60°C.
In some such embodiments, for example, the temperature over at least a portion of the
reaction (or the entire reaction) is from about 55 to about 60°C. In other such
embodiments, the temperature over at least a portion of the reaction (or the entire reaction)
is from about 51 to about 57°C (e.g., about 54°C). In still other such embodiments, the
temperature over at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is from about 50
to about 56°C. Although lesser temperatures than these ranges may be used, such

temperatures tend to coincide with slower reaction rates. And, although greater

bt



o9

10

15

20

25

30

WO 2008/012343 PCT/EP2007/057710
24

temperatures than these ranges may be used, such temperatures tend to coincide with
greater production of undesirable byproducts.

[65] As with the mycarosyloxy hydrolysis discussed above in Section B-2, the
mycinosyloxy hydrolysis reaction mixture may be maintained at a temperature that is
slightly less than the desired reaction temperature while at least a portion of the acid (or all
the acid) is being charged to the reactor.

[66] This reaction may be conducted over a wide range of pressures, including
atmospheric pressure, less than atmospheric pressure, and greater than atmospheric
pressure. It is typically preferred, however, to conduct the reaction at about atmospheric
pressure.

[67] The reaction time depends on various factors including, for example, the
reaction temperature, relative amounts of the ingredients, and the desired conversion. In a
batch reactor, the reaction time is generally at least about 1 minute, and more typically at
least about 15 minutes. Typically, the reaction time is less than about 7 hours. In some
embodiments, for example, the reaction time 1s from about .5 to about 7 hours. In some
such embodiments, for example, the reaction time is from about 1 to about 5 hours, or
from about 3 to about 5 hours. Although lesser reaction times than these ranges may be
used, such reaction times tend to coincide with lesser conversions. And, although greater
reaction times may be used, such reaction times tend to coincide with greater production
of impurities and inefficient use of equipment and manpower.

[68] When the mycinosyloxy hydrolysis occurs after the mycarosyloxy
hydrolysis discussed above in Section B-2, the two reactions (i.e., those described above
in Section B-2 and this Section B-3) may be carried out as two discrete steps or as a single
reaction. When the reactions are carried out as a single reaction, the reaction mixture may
be maintained at the same temperature or changed (typically increased) over time. If the
reaction mixture is maintained at the same temperature, the mixture normally is
maintained at a temperature of at least about 10°C, typically greater than about 25°C, more
typically at least about 30°C, and still more typically at least about 45°C. In some
embodiments, the temperature is maintained at from about 10 to about 100°C. In some
such embodiments, for example, the temperature is from about 48 to about 70°C. In other
such embodiments, for example, the temperature is from about 50 to about 56°C. In other
such embodiments, for example, the temperature is from about 55 to about 60°C. In still
other such embodiments, the temperature is from about 65 to about 70°C. If the

temperature of the mixture is increased over time, the temperature of the mixture at the
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beginning of the hydrolysis normally is at least about 15°C, or at least about 25°C. As the
reaction progresses from the mycarosyloxy hydrolysis to the mycinosyloxy hydrolysis, the
temperature preferably is increased to at least about 30°C, at least about 45°C, or from
about 48 to about 70°C. In some such embodiments, the increased temperature is from
about 50 to about 56°C. In other such embodiments, the increased temperature is from
about 55 to about 60°C. In still other such embodiments, the increased temperature is
from about 65 to about 70°C. In some embodiments, the reaction mixture is maintained at
a temperature that is slightly less than the desired reaction temperature while the acid is
being charged to the reactor. In those embodiments, the temperature tends to increase
once the acid has been charged to the reactor.

[69] The total reaction time when the two hydrolysis reactions are combined
depends on various factors including, for example, reaction temperature, relative amounts
of the ingredients, and the desired conversion. Generally, however, the reaction time for
the combined hydrolysis reactions in a batch reactor is at least about 4 hours. In some
embodiments, the combined reaction time is from about 4 to about 6 hours. In some such
embodiments, for example, the combined reaction time is about 4 hours. Such a reaction
time may be particularly suitable where, for example, the reaction temperature is from
about 65 to about 70°C. In other embodiments, the reaction time is about 5 hours. Such a
reaction time may be particularly suitable where, for example, the reaction temperature is
from about 55 to about 60°C.

[70]  Purification or isolation of the product may be achieved using, for example,
various methods known in the art. Alternatively, the product may be used in the next step

without further purification or isolation.

B-4. Preparation of the Activated Compound
[71]  In some embodiments, the macrolide synthesis begins by or includes
preparing an activated compound, and particularly a compound that corresponds in

structure to Formula (VI):
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CHy (VD).
[72] In some embodiments, R' and R? are each methyl, and R? is hydrogen; or
R' and R® are each hydrogen, and R%is methyl. In other embodiments, R! R% and R® are

each hydrogen, such that the compound corresponds in structure to:

[73] Lisaleaving group. In general, the leaving group is a group that may be
replaced with a piperidinyl group (normally via nucleophilic displacement) using
piperidine in an amination reaction, such as the amination reaction discussed below in
Section B-5. In some embodiments, for example, L is iodo (-1}, bromo (-Br), .
alkylsulfonate, and arylsulfonate. The alkylsulfonate and arylsulfonate are optionally
substituted with one or more substituents independently selected from the group consisting
of halo, alkyl, and haloalkyl. In some such embodiments, for example, L is iodo, bromo,
methylsulfonate (or “~OS(0),CHs” or “mesylate”), trifluoromethylsulfonate (or
“-08(0),CF5” or “triflate”), or 4-methylphenylsulfonate (or “p-toluenesulfonate™ or
“tosylate”). In some embodiments, L is iodo, and the activated compound corresponds in

structure to:
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In some embodiments, L is mesylate, and the activated compound corresponds in structure

5 to:
H;C
O\sS//O
H3C/ \O/\\
CH,
H

. or, when R, R?, and R? each are hydrogen, corresponds in structure to:
Y

HiC

In some embodiments, L is tosylate, and the activated compound corresponds in structure
10 to:



o9

%

WO 2008/012343 PCT/EP2007/057710
28
Rl
L wr
t oo LT
| CHy N o
HiC H:C,
: HO. N-CHs
Q\ /9 | HiC. _——OH
N7 3 /
S\O 7 o O_;/O\I\
o
HC o OH
CH,

HyC
Qf \ﬂ/ HC
[ AN S\O/"
,/’
HyC
CH,

In some embodiments, L is triflate, and the activated compound corresponds in structure

5 to:
Rl
ﬁRZ
N R
H;C /(
3 H3C\N/CH3
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\S// N 3 7/ o 7
RS0 00~

CH,

3

or, when Rl, RZ, and R* each are hydrogen, corresponds in structure to:

[74]  The activated compound may be prepared via an activation reaction from a
10 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound and an activating

agent (i.e., a compound comprising an electron withdrawing group):
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23-hydroxyl-20-piperidinyl-

= s 3 activated compound
5-0-mycaminosyl-tylonolide compound

Where R!, R?, and R® are each hydrogen, this reaction is as follows:
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[75] The 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound
5  used in the above reaction may be prepared using a process discussed above in Section B-
3, prepared using a different process, or obtained from a commercial vendor. In some
preferred embodiments, the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide
compound is prepared using a process discussed above in Section B-3.
[76] In some embodiments, L is iodo, and the activating agent is formed by

10 mixing I; and triphenylphosphine:
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[771 Typically, this reaction is conducted in the presence of one or more
solvents. In general, the solvent is non-reactive with the reagents, products, and any other
ingredients in the reaction mixture (although, as noted below, the solvent may, for

15+ example, act as a helping base). The solvent may be, for example, one or more of
dichloromethane ("DCM"), acetone, acetonitrile (““ACN”), tert-butyl methyl ether (or

“tBME”), toluene, and pyridine. In some embodiments, for example, the solvent
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comprises tetrahydrofuran (“THF”). In other embodiments, the solvent comprises
pyridine, which also may act as a helping base. In still other embodiments, the solvent
comprises dichloromethane. In some such embodiments, for example, the solvent
comprises both dichloromethane and toluene. In some embodiments, the ratio of
dichloromethane to toluene is, for example, be at least about 1:1, from about 3:1 to about
10:1, or from about 3:1 to about 5:1. In some embodiments, at least a portion of the
solvent comprises solvent from a process step used during the preparation and/or
purification of the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound.

[78] In general, the amount of solvent is sufficient to, for example, prevent (or
essentially prevent) the reagents, products, and other ingredients in the reaction mixture
from sticking to the reactor, dissolve the reagents (particularly the 23-hydroxyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound), and promote homogenous
distribution of the reagents. The amount of solvent typically is at least about 1 L per
kilogram of the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound.

The amount of solvent typically is not greater than about 100 L per kilogram of the 23-
hydroxyi-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound. In some embodiments,
the amount of solvent is from about 5 to about 20 L (or from about 5 to about 15 L, or
from about 10 to about 12 L) per kilogram of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide compound. To illustrate, in some embodiments, the amount of
solvent is about 10 L DCM per kilogram. In other embodiments, the amount of solvent is
about 12 L DCM per kilogram. In still other embodiments, the solvent is a mixture of
DCM and toluene (about 4:1 vol/vol), and the amount of solvent is about 10 L per
kilogram.

[79] As indicated above, this reaction may be conducted in the presence of a
base (or “helping base™). The base may be a single base, or a combination of bases. This
base may comprise, for example, triethylamine, pyridine, imidazole, potassium carbonate,
and/or 4-dimethylaminopyridine (or “DMAP”). The presence of the base may increase the
reaction rate. In some embodiments, the base comprises pyridine. In some such
embodiments, for example, the activating agent comprises I; and triphenylphosphine. In
other embodiments, the base comprises imidazole. In other embodiments, the base
comprises a combination of potassium carbonate and 4-dimethylaminopyridine. In some
such embodiments, for example, the activating agent comprises p-toluenesulfonyl
chloride. In some embodiments, the helping base is attached to a solid support (e.g., a

resin).
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[80]  When a base is used, the molar amount of the base is typically at least
equivalent to the molar amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound. In some embodiments, the amount of the base is at least 1.05
equivalents. For example, in some embodiments, the molar amount of the base is from
about 1.1 to about 10 equivalents, from about 1.1 to about 5 equivalents, or from about 1.1
to about 3 equivalents. In some such embodiments, the molar amount of base is from
about 1.1 to about 1.4 equivalents (e.g., about 1.15 or about 1.3 equivalents). In other
such embodiments, the molar amount of the base is about 2.8 equivalents. When a
combination of bases is used, the total molar amount of base preferably falls within the
ranges described above. For example, when the source of the activating agent comprises
p-toluenesulfonyl chloride, an example of a contemplated amount of base is about 1.5
equivalents of potassium carbonate and about 1.0 equivalents of 4-dimethylaminopyridine,
based on the amount of the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide
compound.

[81] When the source of the activating agent is I, and triphenylphosphine, the I,
triphenylphosphine, and base (if present) are typically first combined in the presence of
solvent to form the activating agent before they are combined with the 23-hydroxyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound. The reactor in which the activating
agent is formed may be the same reactor in which the activating agent is combined with
the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound. Altematively,
the activating agent may be formed in a different reactor, and then charged to the reactor
to which the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound is
charged. The I; may be added in one or more doses to the triphenylphosphine or vice
versa. In some embodiments, the I, is added to the triphenylphosphine in two or more
portions (e.g., 5 portions) or vice versa. The portions may be equal or different amounts.
Generally, the combination of the I, and triphenylphosphine takes place in the presence of
a solvent, which may, for example, comprise the solvent(s) that is used in the substitution
reaction. If a base (e.g., pyridine) is present, it is typically combined with the
triphenylphosphine before the I, is added. The mixture preferably is maintained at from
about 15 to about 35°C (or from about 20 to about 30°C, e.g., about 25°C) during the
addition of I, to the triphenylphosphine, and then maintained at a temperature of from
about 15 to about 35°C (or from about 20 to about 30°C, e.g., about 25°C) after the
addition for at least about one minute (e.g., about 2 minutes), or for at least about 5

minutes, from about 5 to about 60 minutes, or from about 30 to about 60 minutes (e.g.,
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about 40 minutes). Afterward, the temperature preferably is adjusted to a temperature that
is approximately equal to the temperature at which the substitution reaction is to be
initiated.

[82] To perform the substitution reaction, equimolar amounts of the 23-
hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound and activating agent
generally may be used. Normally, however, an excess of the activating agent is used, and
typically at least 1.05 equivalents are used, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound.

[83] Insome embodiments when the activating agent is formed from I, and
triphenylphosphine, the molar amounts of I, and triphenylphosphine are each at least 1.05
equivalents, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound. For example, in some such embodiments, the molar amounts of I,
and triphenylphosphine are each from 1.05 to about 10 equivalents, from 1.05 to about 5
equivalents, or from 1.05 to about 3 equivalents. Although the equivalents of each of I
and triphenylphosphine may be the same, the equivalents of triphenylphosphine typically
exceeds the equivalents of I,. To illustrate, suitable molar amounts of I, and
triphenylphosphine may be about 2.5 and 2.6 equivalents, respectively, based on the molar
amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound. In other
embodiments, suitable molar amounts of I, and triphenylphosphine are about 1.9 and 2.0
equivalents, respectively, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide compound. In still other embodiments, a suitable molar amount
of I is from 1.05 to about 1.2 equivalents, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound; and a suitable amount of
triphenylphosphine is from about 1.09 to about 1.25 equivalents, based on the molar
amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound. For
example, suitable molar amounts of I; and triphenylphosphine may be about 1.06 and
about 1.13 equivalents, respectively, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound. Exemplifying further, suitable molar
amounts of I, and triphenylphosphine may alternatively be about 1.2 and about 1.25
equivalents, respectively, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide compound.

[84] In some embodiments when the activating agent is p-toluenesulfonyl
chloride, the molar amount of p-toluenesulfonyl chloride is from about 1.1 to about 10

equivalents, from about 1.2 to about 5 equivalents, or from about 1.2 to about 3
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equivalents, based on the molar amount of 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound. A suitable molar amount of p-toluenesulfonyl chloride may be, for
example, 1.2 equivalents.

[85] The substitution reaction may be conducted over a wide range of pressures,
including atmospheric pressure, less than atmospheric pressure, and greater than
atmospheric pressure. It is typically preferred, however, to conduct the reaction at about
atmospheric pressure.

[86] The reaction temperature for at least a portion of the substitution reaction
(or the entire substitution reaction) typically is greater than the freezing point of the
solvent. In general, the reaction temperature over at least a portion of the substitution (or
the entire substitution) is not greater than the boiling point of the solvent, and typically is
less than the boiling point. In some embodiments, for example, the solvent is
dichloromethane, and at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted
at a temperature that is not greater than about 45°C. In some embodiments, at least a
portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted at a temperature that is not
greater than about 32°C, or not greater than about 25°C. In some such embodiments, for
example, at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted at from
about -10°C to about 25°C. For example, in some embodiments, at least a portion of the
reaction (or the entire reaction) is conducted at from about zero to about 20°C, or from
about 12 to about 18°C (e.g., about 13°C). In other embodiments, at least a portion of the
reaction (or the entire reaction) is conducted at from about -10°C to about 45°C, or from
about 25 to about 45°C. In still other embodiments, at least a portion of the reaction (or
the entire reaction) is conducted at from about -10 to about 0°C, or from about -6 to about
-5°C. Although lesser temperatures than these ranges may be used, such temperatures tend
to coincide with slower reaction rates. And, although greater temperatures than these
ranges may be used, such temperatures tend to coincide with greater production of
undesirable byproducts. Use of some sources of the activating agent (e.g., toluenesulfonyl
chloride), however, may allow for greater temperatures to be used (e.g., from about 25 to
about 45°C). When the activating agent is iodine, it is typically preferred to conduct the
substitution reaction within a temperature range that does not produce an unacceptable
level of impurities resulting from di-iodination of the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide compound.

[87]1 The reaction time depends on various factors including, for example, the

reaction temperature, characteristics of the solvent, relative amounts of the ingredients,
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and the desired conversion. In a batch reactor, the total reaction time is typically at least
about 1 minute, and more typically at least about 45 minutes. In general, the total reaction
time is less than about 24 hours. In some embodiments, for example, the total reaction
time is less than about 5 hours. To illustrate, in some embodiments, the reaction time is
from about 45 minutes to about 5 hours, or from about 1 to about 3 hours. In some such
embodiments, for example, the reaction time is from about 2 to about 3 hours, or from
about 2 to about 2.5 hours (e.g., about 2 or about 2.2 hours). In other embodiments, the
reaction time is from about 5 to about 10 hours, from about 6 to about 10 hours, from
about 7 to about 10 hours, or from about 7 to about 8 hours. Although lesser reaction
times than these ranges may be used, such reaction times tend to coincide with lesser
conversions. And, although greater reaction times may be used, such reaction times tend
to coincide with greater production of impurities and inefficient use of equipment and
manpower.

| [88] Due to the exothermic nature of the substitution reaction, in some
embodiments (particularly those using a batch reactor), the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-
O-mycaminosyl-tylonolide compound is combined with the activating agent over time (or
in multiple separate doses) rather than all at once. In some embodiments, this occurs over
a period of at least one minute, at least 5 minutes, from about 5 to about 60 minutes, or
from about 30 to about 60 minutes (e.g., about 50 minutes). To illustrate, in some
embodiments, the substitution reaction is conducted at a maximum temperature of about
25°C, and the dosing of the activating agent occurs over from about 0.5 to about 1 hour,
followed by an additional reaction time of about 1 hour. In other embodiments, the
substitution reaction is conducted at a maximum temperature of about -5°C, and the dosing
of the activating agent occurs over from about 0.7 to about 1 hour, followed by an
additional reaction time of about 7 hours.

[89] Insome embodiments, the substitution reaction is quenched to inactivate
any residual iodine, and, therefore, reduce (and preferably prevent) by-product formation
due to such residual iodine. For example, in some such embodiments, the reaction is
quenched with aqueous sodium sulfite (i.e., Na,SQOs). Purification or isolation of the
product may be achieved using, for example, various m%thods known in the art.
Alternatively, the product may be used in the next step without further purification or
isolation.

[90] Both the activating agent formation reaction and the substitution reaction

may be conducted in various reactor types. In some embodiments, for example, the
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reactor is a stirred-tank reactor. The reactor may be made of any composition that remains
stable when exposed to the reaction mixture. Such materials include, for example, various

materials, such as glass (including glass-lining) or stainless steel.

B-5. Preparation of the Macrolide
[91]  Asnoted above, the macrolides prepared in accordance with this invention

correspond in structure to Formula (I):

Here:

Asto R/, R2, and R*:
R' and R’ are each methyl, and R? is hydrogen,
R' and R? are cach hydrogen, and R? is methyl; or
R', R?, and R? are each hydrogen.

Asto R* R, and R®:
R* and R° are each methyl, and R is hydrogen;
R* and R°® are each hydrogen, and R® is methyl; or
R*, R?, and R are each hydrogen.

In some embodiments, R!, R4 R®, R, R?, and R® are each hydrogen:

(1-A).
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In some such embodiments, for example, the compound corresponds in structure to the

following formula:

CH;

o o

CHs (I-B).
[92] Insome embodiments, the preparation of the macrolide begins by or
5 includes an amination reaction of an activated compound with a piperidinyl compound:

R! R!

~._-R? R?
’/‘ 0 |/ ~
J/I \( N\/\ e RS J/ﬂ\\ [CH3 N\//L\ R3
\I N—CH; R4\L/J‘j/R6 HC | . /J/ H,C, cH
Hi N7V
H}C /\M_OH + N — . ]/ H;C \/\l//—OH
)L \<CH " N o 00
3 | CHy
( Q OH RS O/l\ \OH
CH; RS CH,
activated piperidinyl macrolide
reagent

compound

Where R', R%, R?, R*, R?, and R® are each hydrogen, this reaction is as follows:

o |

"~ j

3 j) H3C, N—CH;
) — | v )t —on
g /’\N,/\ 0 O_//O\<
GPS
0 OH

CH;

[93] The activated compound used in the above reaction may be prepared using
10 aprocess discussed above in Section B-4, prepared using a different process, or obtained
from a commercial vendor. In some preferred embodiments, the activated compound is
prepared using a process discussed above in Section B-4.
[94] Typically, this reaction is conducted in the presence of one or more
solvents. In general, the solvent is non-reactive with the reagents (e.g., the activated
15 compound), products, and any other ingredients in the reaction mixture. The solvent may

be, for example, acetonitrile (or “CH3CN”); chloroform; dichloromethane;
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tetrahydrofuran; a ketone solvent, such as acetone (or “CH3COCH3”); a hydrocarbon
solvent, such as an aromatic hydrocarbon solvent (e.g., toluene or xylene); or a base, such
as pyridine or piperidine. In some embodiments, the solvent comprises acetonitrile. In
some embodiments, the solvent comprises tetrahydrofuran. In some embodiments, the
solvent comprises dichloromethane. In some embodiments, the solvent comprises xylene.
In some embodiments, at least a portion of the solvent comprises solvent from a process
step used during the preparation and/or purification of the activated compound.

[95] The amount of solvent can vary widely, from no solvent at all to amounts
that create diluted reaction mixtures. Typically, the amount of solvent is sufficient to, for
example, prevent (or essentially prevent) the reagents, products, and other ingredients in
the reaction mixture from sticking to the reactor, and promote homogenous distribution of
the reagents. In some embodiments, sufficient solvent is present such that the combined
amount of activating reagent and macrolide is from about 5 to about 50% (mass/volume)
of the reaction mixture. In some embodiments, the amount of solvent is at least about 1 L
per kilogram activated compound. In some such embodiments, for example, the amount
of solvent is from about 1 to about 100 L (or from about 1 to about 20 L) per kilogram of
activated compound. To illustrate, in some embodiments, about 5 L of solvent (e.g.,
xylene or tetrahydrofuran) are used per kilogram of activated compound. Illustrating
further, in other embodiments, about 10 L of solvent (e.g., acetonitrile) are used per

kilogram of activated compound.

[96] In some embodiments, the amination is conducted in the presence of a base.

In some embodiments, the base comprises an un-hydrated base. The base may be, for
example, potassium carbonate (or “K,CQO;3”), sodium carbonate (or “Na,COs™), or a
tertiary amine. The presence of such a base tends to coincide with a greater reaction rate
and less production of impurities. It is believed that such advantages may stem from the
base deprotonating protonated piperidinyl compound. The base preferably is not so strong
as to cause hydrolysis of the lactone in the macrolide core. Generally, equimolar amounts
of the activated compound and base may be used. Normally, however, an excess of base
is used. In some embodiments, at least 1.05 (or from about 1.1 to about 50, from about 2
to about 30, from about 2 to about 20, or from about 2 to about 10) equivalents of base are
used, based on the molar amount of activated compound charged to the reactor. In some
such embodiments, about 6.2 equivalents of base are used. In other some such
embodiments, about 10 equivalents of base are used. In still other such embodiments,

from about 1.1 to about 10 (or from about 2 to about &, or from about 4 to about 6)
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équivalents of base are used, based on the molar amount of activated compound charged to
the reactor. To illustrate, a suitable amount of base may be, for example, about 5
equivalents.

[97] To perform the amination, the activated compound, piperidinyl compound,
and solvent, as well as any base (to the extent present), are normally charged to a reactor
and mixed. These ingredients generally may be charged to the reactor in any sequence.
The reactor may comprise various reactor types. In some embodiments, for example, the
reactor is a stirred-tank reactor. Glass, glass-lined, and stainless steel reactors are often
preferred, although any composition stable when exposed to the reaction mixture may be
used.

[98] Generally, equimolar amounts of the activated compound and piperidinyl
compound may be used. Normally, however, an excess of the piperidinyl compound is
used. In some embodiments, at least 1.05 (or from about 1.1 to about 50, from about 2 to
about 30, from about 2 to about 20, or from about 2 to about 10) equivalents of the
piperidinyl compound are used, based on the molar amount of activated compound
charged to the reactor. In some such embodiments, about 10 equivalents of the piperidinyl
compound are used. In other such embodiments, from about 2 to about 8 (or from about 4
to about 6) equivalents are used, based on the molar amount of activated compound
charged to the reactor. To illustrate, a suitable amount of piperidinyl compound may be,
for example, about 4.7 equivalents. A contemplated suitable amount of piperidinyl
compound also may be, for example, about 5.7-5.8 equivalents.

[99] At least a portion of the reaction (or the entire reaction) normally is
conducted at greater than about 20°C, or greater than about 25°C. The optimal reaction
temperature depends on, for example, the solvent. Typically, at least a portion of the
reaction (or the entire reaction) is conducted at a temperature that is not greater than the
boiling point of the solvent, and typically is less than the boiling point. In general, at least
a portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted at from about 50 to about
110°C. In some embodiments, for example, at least a portion of the reaction (or the entire
reaction) is conducted at from about 60 to about 110°C, or from about 75 to about 110°C.
To illustrate, when the solvent comprises acetonitrile or toluene, a suitable contemplated
reaction temperature for at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is from
about 78°C to about 110°C (e.g., about 78°C). To illustrate further, when the solvent
comprises xylene, a suitable contemplated reaction temperature for at least a portion of the

reaction (or the entire reaction) is from about 95 to about 105°C, and a suitable reaction
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time for the reaction is about 15 hours. In other embodiments, the solvent comprises
tetrahydrofuran, and at least a portion of the reaction (or the entire reaction) is conducted
at from about 55 to about 75°C. Although lesser temperatures than these ranges may be
used, such temperatures tend to coincide with slower reaction rates. And, although greater
temperatures than these ranges may be used, such temperatures tend to coincide with
greater production of undesirable byproducts. Typically, lesser temperatures may be used
with solvents having greater polarities. The temperature can be adapted accordingly by
one skilled in the art.

[100] In some embodiments, the amination reaction is conducted at more than
one temperature. For example, the reaction may be conducted at one temperature initially,
and then slowly increased to another temperature as the reaction progresses.

[101] The amination may be conducted over a wide range of pressures, including
atmospheric pressure, less than atmospheric pressure, and greater than atmospheric
pressure. It is typically preferred, however, to conduct the reaction at about atrnospheric
pressure.

[102] The reaction time depends on various factors including, for example, the
reaction temperature, characteristics of the solvent, relative amounts of the ingredients,
and the desired conversion. In a batch reactor, the reaction time is generally at least about
1 minute, at least about 5 minutes, or at least about 45 minutes. The reaction time is
generally no greater than about 24 hours. In some embodiments, the reaction time is from
about 2 to about 15 hours. In other embodiments, the reaction time is from about 1 to
about 5 hours, from about 2 to about 4 hours, or from about 2 to about 3 hours (e.g., about
2.5 hours). In other such embodiments, the reaction time is from about 6 to about 15
hours. Although lesser reaction times than these ranges may be used, such reaction times
tend to coincide with lesser conversions.

[103] Further purification or isolation of the product may be achieved using, for

example, various methods known in the art.
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B-6. Examples of Contemplated Reaction Schemes
[104] This invention contemplates any processes that use any of the above
reactions. In some embodiments, the process will comprise one of the above reactions. In
other embodiments, the process will comprise two, three, four, or all the above reactions.

5  The following Scheme I generically illustrates a scenario where all the above reactions are

used:
Scheme 1
Rl
FJI HTRI
/[ 0
R! W;LR3 J)L € N
HsC ) H,C, R? H,C HsC, ,,| J/ HC, oy
HO—_1 o HO N-CHs OH HCOOH HO— | o ) HO>\E’_ S OH
_ A o 3C / \Q»O\l\-/‘_ms non-polar solvent ~ )/'\ko gac 57 \[\—/{—CH;
H:C~0 O o cr, 0T HiC~0 O CcH, 0Tk
CH; ‘O)i OH *  (H, OH CH, \O)L OH *  (H, OH
CH; CHy
1 .
o4
CH.
T
H Hz(’: HiC HSC\\]/CH3
HO,
O\y/"/\?\ AN ‘ HC Jot7oH
HC~0 o © j\ o CHL
CH; o OH i
&
: activating
agent
R]
R2
. CHJ/N‘ g3
HoiBC\N’CHo}H
/O\A/I_
) e
- OH
RG
Here:
1 p2 3,
10 Asto R, R, and R”:
R' and R’ are each methyl, and R? is hydrogen;
R' and R? are each hydrogen, and R? is methyl; or
R', R?, and R® are each hydrogen.
Asto R4, RS, and R®:
15 R’ and R® are cach methyl, and R’ is hydrogen;

R* and R® are each hydrogen, and R is methyl; or
R*, R’, and R are each hydrogen.

L is a leaving group.
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[105] The following Scheme II generically illustrates the above scenario where
the non-polar solvent in the reductive amination comprises toluene; the acids in the
hydrolysis reactions comprise HBr; the source of the activating agent comprises I,
triphenylphosphine, and pyridine; and the final amination reaction mixture comprises

potassium carbonate:

Scheme 11

E\ (%
J\U i R,J/\rJ\RB e AL
Rr? H.C HC
\I’CH3 *

—CH.
H0~\L, OH HCOOH j/ N 3 OH
)\/T\\ H,C, ~L7_ O\OEj\' cHy _olene toluene ‘\\ H3C >\f0\f“
H,C—-0d O o HyC~¢f
\ CH N CH
CH}O/;LO “OH ?  cH OH )K/\OH > cm, OH
CH; CHj

L
triphenylphosphine
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[106] The following Scheme III generically illustrates the scenario of Scheme I
where the two hydrolysis reactions are conducted without stopping the first hydrolysis or

isolating product from the first hydrolysis before conducting the second hydrolysis:

5 Scheme II1

' H
. N
o o,
|’ CHO R! R?

HiC HC o R? HyC
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.
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HyC—(f ﬁg\ o™ o 0 \<CH w i > 1,0~0 ?)\\K
ey A L Aoy 3 Ca, OH CHy
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j, HOHSC\N’ i, agent H,C. jj
Hy OH |
H O/\ o g 0_23\77 H,C,
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[107] The following Scheme IV generically illustrates the scenario of Scheme 1
where the non-polar solvent in the reductive amination comprises toluene; the acids in the
hydrolysis.reactions comprise HBr; the first hydrolysis is not stopped and the product of
the first hydrolysis is not isolated before conducting the second hydrolysis; the source of

5  the activating agent comprises I, triphenylphosphine, and pyridine; and the final

amination reaction mixture comprises potassium carbonate:

Scheme IV

H
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{108] The following Scheme V generically illustrates a 2-stage scenario of
Scheme I where the non-polar solvent in the reductive amination comprises toluene; the
acids in the hydrolysis reactions comprise HBr; the reductive amination and first
hydrolysis are not stopped and the products of the reductive amination and first hydrolysis
are not isolated before conducting the second hydrolysis; the source of the activating agent
comprises I, triphenylphosphine, and pyridine; the final amination reaction mixture
comprises potassium carbonate; and the activation reaction is not stopped and the product

of the activation reaction is not isolated before conducting the final amination reaction:

Scheme V
Rl
|
H 2
N 0 qk
ﬁ CH; CH; AN ~R3
/ CHO R} R He I [ HC
e, J R2 : S CH
H,C 3 N ‘ HO N“s
HO— '\ o T HO_ N3 OH HCOOH H;C =L —0H
)/r\‘g HyC o CH toluene HO 0 o— O\<
~ / | ) e cH
Be-o o © I cH, O] :
CH; . “on 3 (‘:HJ OH HBr (6] OH
L CHs
3
I,
triphenylphosphine
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R! RS
2
H@/N v
H,C, /[
: WG e,
| Ho N
R4 HC >Tf OH
N o o—to \<
CH,
RS o OH
R¢ CH;

B-7. Tylosin Reagent
[109] In general, the tylosin reagent used in the processes of this invention

comprises tylosin A (or a salt thereof):

Tylosin A.

6Y
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Although this invention contemplates the use of pure (or at least essentially pure) tylosin
A (or a salt thereof), various commercially available tylosin compositions additionally or

alternatively may comprise one or more derivatives of tylosin A, including:

CH
3 CH, OH

H3C_O

CH,

tylosin D (also known as relomycin).
In general, these derivatives, if present, are present in only small amounts. In some
embodiments, the weight ratio of tylosin A to the total combined amount of tylosin A
derivatives in the composition is at least about 1:1. In some such embodiments, for
example, the ratio is at least about 4:1, at least about 10:1, at least about 95:5, at least
about 98:2, or at least about 99:1. In other such embodiments, about 100% (by weight) of
the tylosin compounds (i.e., tylosin A and tylosin A derivatives) in the composition

consists of tylosin A. Other embodiments are contemplated wherein the tylosin A makes
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up less than 50% (by weight) of the tylosin compounds in the composition. To illustrate,
in some such embodiments, the weight ratio of tylosin D to the total combined amounts of
tylosin A and other tylosin A derivatives is at least about 1:1, at least about 4:1, at least
about 9:1, at least about 95:5, at least about 98:2, or at least about 99:1. In other such
embodiments, about 100% (by weight) of the tylosin compounds in the composition
consists of tylosin D.

[110] The methods discussed above for making 20,23-dipiperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide from tylosin A generally can be used (and, to the extent desirable,
modified) for making 20,23-dipiperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide from tylosin B, C,
and/or D in addition to (or instead of) tylosin A.

[111] Tylosin B, for example, has a hydroxyl instead of a mycarosyl substituent
on the 5-mycanimosyl. Thus, a 20-piperidinyl intermediate derived from tylosin B does
not require the first hydrolysis reaction discussed above in Section B-2. To the extent
such an intermediate is exposed to the hydrolysis method discussed in Section B-2, the
intermediate will generally remain non-reactive or begin hydrolyzing at the 23-
mycinosyloxy substituent.

{112] Tylosin C has a hydroxyl rather than a methoxy at the 3-position of the 23-
mycinosyloxy substituent. This difference generally has no effect with respect to the
above-described methods. The sugar normally will cleave (i.e., hydrolyze) in the same
manner and under the same conditions as the 23-mycinosyloxy of tylosin A during the
hydrolysis described above in Section B-3. '

[113] Tylosin D has a hydroxyl rather than a carbonyl at the 20-position. This
hydroxyl is generally not transformed into a piperidinyl using the reductive amination
method described above in Section B-1. Depending on the reaction conditions, however,
it may become activated during the activation reaction described above in Section B-4,
and then aminated with piperidine along with the 23-position during the amination method

described above in Section B-5.

C. Salts of Intermediates and Macrolides
[114] This invention may be used to prepare macrolide compounds or
intermediates both in the form of free compounds and in the form of salts. In addition, the
reagents used in this invention may be in the form of salts. Salts may be, for example,
acid addition salts. In general, an acid addition salt can be prepared using any inorganic or

organic acid. Depending on the particular compound (and/or its crystalline structure), a
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salt of a compound may be advantageous due to one or more of the salt’s chemical or
physical properties, such as stability in differing temperatures and humidities, or a
desirable solubility in water, oil, or other solvent. In some instances, a salt of a compound
also may be used as an aid in the isolation or purification of a compound. In some
embodiments (particularly where the salt is intended to be administered to an animal, as
opposed to, for example, being used in an in vitro context), the salt is pharmaceutically
acceptable.

[115] Salts can typically be formed by, for example, mixing the free macrolide or

intermediate compound with an acid using various known methods in the art. Examples of

often suitable inorganic acids include hydrochloric, hydrobromic, hydroiodic, nitric,
carbonic, sulfuric, and phosphoric acid. Examples of often suitable organic acids include,
for example, aliphatic, cycloaliphatic, aromatic, araliphatic, heterocyclic, carboxylic, and
sulfonic classes of organic acids. Specific examples of often suitable organic salts include
cholate, sorbate, laurate, acetate, trifluoroacetate (or “CF3COOH” or "TFA"), formate,
propionate, succinate, glycolate, gluconate, digluconate, lactate, malate, tartrate (and
derivatives thereof, such as dibenzoyltartrate), citrate, ascorbate, glucuronate, maleate,
fumarate, pyruvate, aspartate, glutamate, benzoate, anthranilic acid, mesylate, stearate,
salicylate, p-hydroxybenzoate, phenylacetate, mandelate (and derivatives thereof),
embonate (pamoate), cthanesulfonate, benzenesulfonate, pantothenaté, 2-
hydroxyethanesulfonate, sulfanilate, cyclohexylaminosulfonate, B-hydroxybutyric acid, .
galactarate, galacturonate, adipate, alginate, butyrate, camphorate, camphorsulfonate,
cyclopentanepropionate, dodecylsulfate, glycoheptanoate, glycerophosphate, heptanoate,
hexanoate, nicotinate, 2-naphthalesulfonate, oxalate, palmoate, pectinate, 3-
phenylpropionate, picrate, pivalate, thiocyanate, tosylate, and undecanoate. In some
embodiments, the salt comprises a hydrochlorate, trifluoroacetate, mesylate, tosylate,

tartrate, or citrate salt.

D . Preparation of Medicaments and Methods of Treatment Using Macrolides
[116] The macrolides prepared by the above-described processes may generally
be used, for example, to treat pasteurellosis in animals, particularly livestock and poultry.
In some embodiments, such a macrolide(s) is used to treat bovine animals having bovine
respiratory disease (BRD) associated with Mannheimia haemolytica, Pasteurella

multocida and Histophilus somni. In other embodiments, such a macrolide(s) is used to
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treat swine animals having swine respiratory discase associated with Actinobacillus
pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, and Bordetella bronchiseptica.

[117] In general, a therapeutically-effective amount of one or more of such
macrolides is administered to the recipient animal. As used in this patent, the term
"therapeutically effective amount” constitutes an amount that is sufficient to prevent,
reduce the risk of, delay the onset of, ameliorate, suppress, or eradicate a target
pathogen(s) infection. Generally, the therapeutically effective amount is defined as the
amount necessary to achieve a concentration efficacious to control the target pathogen(s)
at the site of infection (or, when used to prevent, reduce the risk of, or delay the onset of
infection, at a site susceptible to infection). The concentration at the site of infection (or at
a site susceptible to infection) is preferably at least equal to the MICy level (minimum
inhibitory concentration, 7.e., the concentration that inhibits the growth of 90% of the
target pathogen) of the macrolide for the target pathogen. Such an amount may be
administered to the animal recipient in two or more separate doses, although preferably is
administered in a single dose. To the extent the macrolide(s) is administered with another
active ingredient(s), the term "therapeutically effective amount"” refers to the total amount
of the macrolide(s) combined with the other active ingredient(s) that is sufficient to
prevent, reduce the risk of, delay the onset of, ameliorate, suppress, or eradicate a target
pathogen(s) infection.

[118] Factors affecting the preferred dosage regimen include the type (e.g.,
species and breed), age, weight, sex, diet, activity, and condition of the animal recipient;
the severity of the pathological condition; the apparatus used to administer the
composition, as well as the type of administration used; pharmacological considerations,
such as the activity, efficacy, pharmacokinetic, and toxicology profiles of the particular
composition administered; the existence of an additional active ingredient(s) in the
composition; and whether the composition is being administered as part of a drug and/or
vaccine combination. Thus, the dosage actually employed can vary for specific animal
patients, and, therefore, can deviate from the typical dosages set forth above. Determining
such dosage adjustments is generally within the skill of those in the art using conventional
means.

[119] In general, the macrolide(s) may be administered once to an animal,
although it is contemplated that it may instead be administered multiple times.

[120] For cattle, the total amount of administered macrolide(s) is typically from

about 0.1 to about 40 mg per kg body weight, and more typically from about 1 to about 10
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mg per kg body weight. For example, in some embodiments, the amount administered to
cattle is about 4 mg per kg body weight. Although the macrolide(s) may be given to cattle
at any age, in some embodiments, the macrolide(s) is administered to cattle that are from
about 1 months to about 1.5 years old, or from about 6 months to about ! year old. In
some embodiments, the macrolide(s) is administered to weaned calves entering the
feedlots (often at about 6 months old). In still other embodiments, the cattle are calves at
from about 2 to about 12 weeks old, and the macrolide(s) is administered for prophylaxis
at a dosage of from about ! to about 10 mg per kg of the body weight; or for treating an
existing infection at a dosage of from about 2 to about 20 mg per kg of the body weight.

{121] For swine, the total amount of administered macrolide(s) is typically from
about 0.1 to about 50 mg per kg body weight, and more typically from about 1 to about 10
mg per kg body weight. For example, in some embodiments, the amount administered to
swine is about 4 mg per kg body weight. In other embodiments, the amount administered
to swine is about 5 mg per kg body weight. Although the macrolide(s) may be given to
swine at any age, in some embodiments, the macrolide(s) is administered to grower-
finisher pigs.

[122] The method of administration can be varied depending on animals, but in
the case of large mammals such as cattle, swine, and horses, it is preferably administered
orally or parenterally. "Parenteral administration” includes, for example, subcutaneous
injections, intravenous injections, intramuscular injections, intrasternal injections,
submucosal injections, and infusion. In some embodiments, for example, the animal
recipient is a bovine animal, and the macrolide composition is administered
subcutaneously, such as in the neck. In other embodiments, for example, the animal
recipient is a swine animal, and the macrolide composition is administered
intramuscularly.

[123] The macrolide(s) may be used to form a pharmaceutical composition (or
"medicament”). It is contemplated that such a composition may entirely comprise one or
more macrolides. Normally, however, the composition comprises other ingredients as
well.

[124] Other ingredients in the composition may comprise, for example, other
active ingredients. Alternatively (or in addition), such other ingredients may comprise one
or more pharmaceutically acceptable carriers, vehicles, and/or adjuvants (collectively
referred to as "excipients"). The selection of such excipients will depend on various

factors, such as the mode of administration; the apparatus used to administer the
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composition; pharmacological considerations, such as the activity, efficacy,
pharmacokinetic, and toxicology profiles of the particular composition; the existence of an
additional active ingredient(s) in the composition; and whether the composition is being
administered as part of a drug and/or vaccine combination.

[125] Solid macrolide compositions may comprise, for example, s_accharides such
as lactose, glucose, and sucrose; starches, such as corn starch and potato starch; cellulose
derivatives, such as carboxymethylcellulose sodium, ethylcellulose, and cellulose acetate;
etc.

[126] Liquid macrolide compositions may comprise for example, water, isotonic
physiological saline, Ringer's solution, ethyl alcohol, and/or phosphate buffer solution
may be present. Such compositions also may comprise oils, such as peanut oil, cotton
seed oil, safflower oil, sesame oil, olive oil, corn oil and soybean oil and/or polyhydric
alcohols such as glycerol, propylene glycol, sorbitol, mannitol, polyethylene glycol, and
poly(ethylene glycol-2-propylene glycol-2-polyethylene glycol). It also, for example, may
be desirable in some instances for the composition to comprise one or more preservatives.
The presence of a preservative may, for example, provide a benefit for compositions or
solvents that may be stored over lengthy periods of time, e.g., days, weeks, months, or
years. When selecting a suitable preservative, factors to consider include, for example, its
antimicrobial activity, the pH range at which it has the desired antimicrobial activity; the
minimum concentration at which it has the desired antimicrobial activity; its aqueous
solubility and other physical characteristics (e.g., potential to cause foaming); its
suitability for parenteral use; its possible interactions with the active ingredient(s) (e.g., its
effect on the solubility of an active ingredient); its possible interactions with the non-
active ingredients (e.g., its effect on the stability of the solvent); and any government
regulations that may be applicable where the composition or solvent is being
manufactured, sold, or used. Contemplated preservatives include, for example, parabens,
propylene glycol, benzalkonium chloride, phenylethanol, chlorocresol, metacresol,
ethanol, phenoxyethanol, and benzy! alcohol.

[127] Further discussion regarding pharmaceutically acceptable excipients that
may be suitable for the macrolide composition may be found in, for example, “Gennaro,
Remington: The Science and Practice of Pharmady” (20th Edition, 2000) (incorporated by
reference into this patent). To illustrate, other suitable excipients may include, for
example, coloring agents; flavoring agents; and thickening agents, such as povidone

carboxymethylcellulose, and/or hydroxypropyl methylcellulose.
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[128] Normally, the macrolide(s) occupies at least about 0.5% by weight of the
pharmaceutical composition. For example, in some embodiments for swine use, suitable
macrolide concentrations for parenteral administration may be, for example, from about 5
to about 500 mg/ml, from about 10 to about 100 mg/ml, or from about 20 to about 60
mg/ml (e.g., about 40 mg/ml). Exemplifying further, in some embodiments for bovine
use, suitable macrolide concentrations for parenteral administration may be, for example,
from about 5 mg/ml to about 2.0 g/ml, from about 10 mg/ml to about 1.0 g/ml, 50 to about
500 mg/ml, or from about 100 to about 300 mg/ml (e.g., 180 mg/ml).

[129] It should be recognized that the macrolide concentration can be varied
depending on the dosage form. Where, for example, the macrolide(s) is administered
parenterally, the macrolide concentration preferably is sufficient to provide the desired
therapeutically effective amount of the macrolide(s) in a volume that is acceptable for
parenteral administration. The maximum acceptable volume may vary, depending on, for
example, the apparatus being used for the administration, type of parenteral
administration, size of the recipient animal, and subjective desires of the user.

[130] Further discussion relating to the use of 20,23-dipiperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide and derivatives thereof to treat livestock and poultry disease may
be found in, for example, U.S. Patent No. 6,514,946. As indicated earlier, that discussion
is incorporated by reference into this patent.

[131] This invention also is directed to kits that are, for example, suitable for use
in performing the methods of treatment described above. The kit comprises a
therapeutically effective amount of at least one of the above-described macrolides, and
instructions for combining the macrolide(s) with at least one excipient, such as, for
example, instructions for dissolving or suspending the macrolide(s) in a liquid excipient.
The kit may further (or alternatively) comprise additional components, such as, for
example, one or more apparatuses (e.g., a syringe) for administering a composition
comprising (or derived from) the macrolide(s), one or more additional pharmaceutical or

biological materials, one or more excipients, and/or one or more diagnostic tools.
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EXAMPLES
[132] The following examples are merely illustrative of embodiments of the

invention, and not limiting to the remainder of this disclosure in any way.

[133] Example 1. Preparation of 20,23-dipiperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide from tylosin A.

H
N.

[o]
CH; CH; N
R
H.
HO\Iv{zcl/o 3 | HO, HW\VCH H HCOOH HO\J/o OH

O\(—O\ toluene Hz 5 "’”— O \/‘—CHN
Hic~0” ¢ O Hsc‘O L

3 \L\
(o OH CH, OH CH; OH

CH; /I\\/

H
HBr N’(‘H3
HO\ _ \I/CHS ——
1\1 o \u—OH /\ Hs 5\7—0}1
Ho~G o—4 HO
OH

mphenylphosphme
pyridine

[134] Part A. Reductive amination. Preparation of 23-O-Mycinosyl-20-
Piperidinyl-5-O-Mycaminosyl-Tylonolide Compound (2).

o o, § 0 - :L/\
/h CHO O | J’ \)

H,C HC N HyC BC HC,
HO\\L\‘ o j O CH HCOOH HO~_} o \D HO. N“CHO
O~ toluene i \K H,C \L//

/ CH +CH
Ha L\or (l)\ W F P H3C~o/\/(g o o) 3

“CH; CH; “CH, CH,

O O ‘OH
CH;, H;
a @

Toluene (19.2 kg), tylosin A (1) (3.68 kg; >80% tylosin A; >95% tylosin A, B, C, & D),
piperidine (0.40 kg), and formic acid (0.55 kg) were charged to a reactor. The mixture
was heated to 70-80°C, while being stirred. Stirring was then continued at that

temperature for 1-2 more hours. The formation of the 20-piperidinyl-tylosin compound
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(2) was monitored by HPLC. After reaction completion (< 2% tylosin A (1)), the product
mixture was cooled to ambient temperature.

[135] Part B. Acid hydrolysis of mycarosyloxy substituent. Preparation of
23-0O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound (3).

™~
0]
J/k(cag \Q HL CH,
H;C H3C | H3C J/

~. N HBr /CH
H@T\\/o a CHs OH HO\‘\_ 0 C\I - \\/,—0314
3 x
HZC\O)T\ Py O—VO\< ﬁti HSC\O//([)\ o \§
)I\ CH, CH. OH \CHz < Ch
O OH 3 ( O OH
CH; Hs
() 3)

HBr (48% HBr diluted to 24%) was added to the product mixture of Part A while stirring
and maintaining the mixture af less than 40°C. Afterward, the phases in the product
mixture were separated using a 20-minute phase separation period. The product mixture
was at 20-25°C during this phase separation. HPLC of the lower phase was used to
confirm reaction completion (< 2% 20-piperidinyl-tylosin compound (2)).

[136] Part C. Acid hydrolysis of mycinosyloxy substituent. Preparation of
23-Hydroxyl-20-Piperidinyl-5-O-Mycaminosyl-Tylonolide (4).

0]
CH O 1 cHs /O
3 N e ‘/ J e

H | . HiC
H.C 3 Hy HBr - CH
--CH, H N 3
HO | HO N 3 —
\‘\/Xl/\o* | Hy 0 Jol7on ~ N x\/g,//ﬂ_ OH
e P J
HCc—-0 o O 0 % HO 0 . \\CH3
3 ~0 OH ( ~0 OH
CH; CH;
3) @)

Twenty-four percent HBr (18.4 L) was added at ambient temperature to the aqueous phase
obtained from Part B, followed by heating to 54 + 3°C within about 1 hour while stirring.
Stirring was continued at this temperature for 2-4 more hours, while the reaction was
monitored using HPLC. After completion of the reaction (< 2% 23-O-mycinosyl-20-
piperidinyi-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound (3)), the mixture was cooled to
ambient temperature using a -10°C cooling jacket. After cooling, the mixture was
extracted with dichloromethane three times (9.8 kg each time). The aqueous product was
cooled to 4-8°C, and then 6 N NaOH (33.6 kg) was slowly added to adjust the pH to >10.
The resulting mixture was extracted with dichloromethane three times (with 32.6 kg, 29.3
kg, and 24.5 kg) at ambient temperature. The combined organic phases were charged to a

separate reactor. Sodium sulfate (2.9 kg; Na,SO,) was added and filtered off.
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Dichloromethane (4.9 kg) was then added and removed via distillation. The resulting
crude product was dissolved and re-crystallized twice in fert-butyl methyl ether (6.1 kg
each time) at ambient temperature. Afterward, the product was isolated on a Nutsch filter,
washed twice with zert-butyl methyl ether (1.0 kg each time), and dried in a tray dryer
under vacuum overnight at 40°C. The final product was analyzed using HPLC.

[137] Part D. Iodination. Preparation of activated compound (5).

(0] .
e I\E j ‘
P ) f
H,; J H,C. triphenylphosphine N’CH3
Cﬁ/ Ho NCTh o pwdne HyC \k\//r—OH
o\<

3

H;
oL \ ci
\ N
P O : o OH

CH;
4 (5)
Triphenylphosphine (0.9 kg) and pyridine (0.3 kg; free of water) were dissolved into
dichloromethane (11.7 kg) at ambient temperature. Iodine (0.8 kg) was then added. The
resulting mixture was then stirred until all the iodine dissolved. The mixture was then
cooled to 13°C. The cooled mixture was added to the product from Part C in
dichloromethane (11.7 kg) while stirring at 15 + 3°C. The reaction was monitored by
HPLC, and was determined to be completed in 2-2.5 hours (< 2% 23-hydroxyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound).

[138] Part E. Amination. Preparation of 20,23-dipiperidinyl-5-O-

mycaminosvl—tylonolide (6).

5) (6)
Potassium carbonate (1.8 kg), acetonitrile (16.7 kg), and piperidine (1.1 kg) were added to
the product of Part D. The resulting mixture was then heated to 78°C while distilling off
dichloromethane. After solvent exchange to acetonitrile, the mixture was stirred at 2-2.5
hours at reflux, and then cooled to ambient temperature. Afterward, the residual
potassium carbonate was filtered off, the filter cake was washed with acetonitrile (2.8 kg),
and the solvent was distilled off under vacuum at a 50°C jacket temperature. The resulting

residue was dissolved in ethyl acetate (15.8 kg), and mixed with 0.5 N HC1 (35.6 kg). The
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phases were separated at ambient temperature, and the lower aqueous phase was extracted
three times with ethyl acetate (15.8 kg were used each time). The resulting aqueous phase
was set to a pH of 11 by addition of 6 N NaOH (6.4 kg) and extracted three times with
dichloromethane (18.7 kg each time) at ambient temperature. The combined lower
organic phases were recharged to the reactor with sodium sulfate (5.3 kg). The mixture
was then filtered to form a cake, which, in turn, was washed with dichloromethane (4.9
kg) and dried under vacuum at a jacket temperature of 50°C to form a macrolide product.
This product, in turn, was mixed with acetonitrile (21.7 L) and re-crystallized. The
resulting crystals were isolated on a Nutsch filter, washed twice with cold acetonitrile (3.5
L cach time), and dried under vacuum at 40°C overnight to form macrolide (5) product.

The composition of the product was confirmed using HPLC.

[139] Example 2. Alternative Amination. Preparation of 20,23-
Dipiperidinyl-5-O-Mycaminosyl-Tylonolide (2).

o .
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WJ oo D on ka0 C\lf Ho ¥

HyC
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v 5 { B —— NAf‘d 0406
K\LO/JL‘ OH o Q M om s

CH; CH.

ey @
Potassium carbonate (0.94 kg), xylene (5 L), and piperidine (0.55 kg) are added to 1.0 kg
of activated compound (1) made in accordance with the procedure in Part D. The
resulting mixture is then heated to 95-105°C for 15 hours. Work-up includes dissolving
the K;CO; in water; removing excess piperidine; extracting into diluted HCI; extracting
into terz-butyl methyl ether at a pH of 11; conducting a solvent switch to ethanol; and
precipitating, isolating, and drying of the crude product. The product is then re-
crystallized from methyl acetate or ethyl acetate. The composition of the product is

confirmed using HPLC.



'Y 4

10

15

20

25

WO 2008/012343 PCT/EP2007/057710
56

[140] Example 3. Another illustrative preparation of 20,23-dipiperidinyl-5-
O-mycaminosyl-tylonolide.

[141] Part A. Reductive amination. Preparation of 23-O-mycinosyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound (2).

H

(e}
CH,
e 9
HsQ
HO~ ] _ N’CH3 HCOOH HO I nCH; OH
\‘\ ? H3 toluene \\\l, H \ﬁ\Lﬂ_ O\
CHJ —_— 0)/[ CH3
HC~() HyC~ Q 0
CH, OH CH;,
H,Po,,
1) ()

Tylosin phosphate (1) and dichloromethane (1.3 L per kg tylosin phosphate) were charged
to a reactor. The resulting mixture was stirred to produce a clear solution. Next,
piperidine (1.2 eq, based on the tylosin phosphate), formic acid (4.5 eq, based on the
tylosin phosphate), and toluene (6.7 L per kg tylosin phosphate) were sequentially charged
to the reactor. The resulting mixture was heated to 76°C while being stirred. Stirring was
then continued at that temperature for 2.5 hours. Additional piperidine (0.1 eq, based on
the tylosin phosphate) was then charged, and the resulting mixture was stirred at 76°C for
an additional hour. The product mixture was cooled to 50°C.

[142] Part B. Acid hydrolysis of mycarosyloxy substituent. Preparation of
23-hydroxyl—20-piperidinyl—5-0-mycaminosyl—tylonolide 4).

,CH; \1\/ J)‘\/CHB N\
H;C,
HC 3 Hzc
HO\T:/O I\’CH3 = | N
H3 o H;C Mo, on
ch\o o ‘ o] o \ﬂ.\CH
-~ 3

O O “OH
CH; CH;

@ @

[143] Aqueous HBr (23.3 eq, based on the tylosin phosphate used in Part A) was
added to the product mixture of Part A at 50°C. The resulting mixture was stirred at 56°C
for 5 hours. HPLC was used to monitor the reaction. |

[144] Once the desired conversion was obtained, the product mixture was cooled.
The aqueous phase was extracted twice with dichloromethane at 25-30°C. The aqueous
phase was then cooled to 0°C, and the pH was adjusted to 10-10.5 with NaOH at <5°C.
Afterward, the aqueous phase was extracted twice with dichloromethane at 20°C. The
resulting combined organic phases were extracted twice with aqueous NaHCOs. The

dichloromethane was then removed from the combined organic phases via distillation, and
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replaced with isopropyl alcohol. Afterward, heptane at 45°C was added to initiate
precipitation. The mixture was then stirred at 0°C. Afterward, the crystalline product was
isolated by filtration. The isolated crystals were washed with heptane and isopropyl
alcohol, dried, and analyzed using HPLC.

[145] The above procedure made 0.23 kg of product per kilogram of tylosin
phosphate used in Part A. This product may contain isopropyl alcohol. To remove the
isopropyl alcohol, the product may be dissolved in toluene and dichloromethane, followed
by distillation.

[146] Part C. lodination. Preparation of activated compound (5).

LH3 N
r L
(w/ triphenylphosphine /CHg
N'C 3 pvndme
H3 VOH H3‘f O o

“) )

[147] Triphenylphosphine (0.41 kg per kg of product of Part B) was dissolved in
dichloromethane (12 L per kg of triphenylphosphine, <100 ppm H,0) at 25°C. Pyridine
(0.3 kg per kg triphenylphosphine) was then added. Next, iodine (0.9 kg per kg of
triphenylphosphine) was added in 5 portions at 25°C. The resulting mixture was stirred
for 40 minutes at 25°C, and then cooled to -6°C. The mixture was then added to the
product from Part B over 50 minutes while stirring at -6°C. Afterward, stirring was
continued for 7 hours while maintaining the mixture at -5°C. The reaction was monitored
by HPLC (if sufficient conversion is not reached, the mixture may be stirred at -5°C for an
additional amount of time, e.g., 1.5 hours).

[148] When the desired conversion was reached, the product mixture was washed
with aqueous Na,SOs5 solution at -5°C. Dichloromethane was then removed from the

organic phase by distillation, and replaced with tetrahydrofuran.
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[149] Part D. Amination. Preparation of 20,23-dipiperidinyl-5-O-
mycaminosyl-tylonolide (6).

i CH, \[,\) g
| H«C\Jf‘\{j H;:C, \ O

©) C®
[150] Piperidine (0.55 kg per kg of product from Part B) was added to the
product from Part C, followed by potassium carbonate (0.94 kg per kg of product from
Part B). The resulting mixture was heated to 55°C, and then maintained at that
temperature for 3 hours while stirring. Afterward, the mixture was heated to 72°C over 1
hour, and then stirred at that temperature for 6 hours. The composition of the product was

analyzed using HPLC.
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[151] The words "comprise,” "comprises,” and “comprising” in this patent
(including the claims) are to be interpreted inclusively rather than exclusively. This
interpretation is intended to be the same as the interpretation that these words are given
under United States patent law.

[152] The term “pharmaceutically acceptable” is used adjectivally in this patent
to mean that the modified noun is appropriate for use in a pharmaceutical product. When
it is used, for example, to describe an excipient or a salt, it characterizes the excipient or
salt as having a benefit(s) that outweighs any deleterious effect(s) that the excipient or salt
may have to the intended recipient animal.

[153] Unless otherwise characterized by this patent, the term "ambient
temperature” means a temperature of from about 20 to about 25°C.

[154] All references cited in this patent are incorporated by reference into this
patent.

[155] The above detailed description of preferred embodiments is intended only
to acquaint others skilled in the art with the invention, its principles, and its practical
application so that others skilled in the art may adapt and apply the invention in its

numerous forms, as they may be best suited to the requirements of a particular use. This
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invention, therefore, is not limited to the above embodiments, and may be variously

modified.
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WE CLAIM:

1. A process for making a macrolide or a salt thereof, wherein:

the macrolide corresponds in structure to Formula (I):

the process comprises:
reacting tylosin A (or a salt thereof), a piperidinyl compound of
Formuia (II), and formic acid in the presence of a non-polar solvent to form
a 20-piperidinyl-tylosin compound,
reacting a 20-piperidinyl-tylosin compound with an acid to form a
23-0O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound,
reacting a 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound with an acid to form a 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-
O-mycaminosyl-tylonolide compound,
activating a 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound with an activating agent to form an activated
compound, or
reacting an activated compound with a piperidinyl compound of
Formula (VII);
the piperidinyl compound of Formula (II) corresponds in structure to:
RZ
Rl R3

N
H (1),

the 20-piperidinyl-tylosin compound corresponds in structure to Formula (I1I):
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H;C—0

CH; (110);
the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

corresponds in structure to Formula (IV):

H3C\O

s avy;
the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound
corresponds in structure to Formula (V):

Rl

3

CH,

V),

the activated compound corresponds in structure to Formula (VI):
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s (VI);
the piperidinyl compound of Formula (VII) corresponds in structure to:
N
RS R
R vy

L is a leaving group;

as to Rl, Rz, and R*:
R' and R’ are each methyl, and R? is hydrogen,
R' and R’ are each hydrogen, and R? is methyl, or
R', R? and R® are each hydrogen; and

as to R*, R®, and R®:
R’ and R® are each methyl, and R’ is hydrogen,
R* and R°® are each hydrogen, and R’ is methyl, or
R*, R, and R® are each hydrogen.

2. A process of claim 1, wherein the process comprises reacting tylosin A (or a
salt thereof), the piperidinyl compound of Formula (I), and formic acid in the presence of

a non-polar solvent to form the 20-piperidinyl-tylosin compound.

3. A process of claim 1, wherein the process comprises reacting the 20-
piperidinyl-tylosin compound with an acid to form the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-

O-mycaminosyl-tylonolide compbund.

4. A process of claim 1, wherein the process comprises reacting the 23-0O-
mycinosyl-20-piperidinyl-53-O-mycaminosyl-tylonolide compound with an acid to form

the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound.



5
10
e
15
®
20
25

o9

b}

WO 2008/012343 PCT/EP2007/057710
63

5. A process of claim 4, wherein the process further comprises preparing the 23-
O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide-compound by a process

comprising reacting the 20-piperidinyl-tylosin compound with an acid.

6. A process of claim 5, wherein at least a portion of the 23-O-mycinosyl-20-
piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound and at least a portion of the 20-

piperidinyl-tylosin compound are reacted with HBr.

7. A process of claim 1, wherein the process comprises activating the 23-
hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound with an activating agent

to form the activated compound.

8. A process of claim 1, wherein the process comprises reacting the activated

compound with the piperidinyl compound of Formula (VII).

9. A process of claim 8, wherein:
the process further comprises:
reacting tylosin A (or a salt thereof), piperidine, and formic acid in
the presence of toluene;
reacting the 20-piperidinyl-tylosin compound with HBr;
reacting the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound with HBr; and
activating the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound with an activating agent;

the 20-piperidinyl-tylosin compound corresponds in structure to Formula (IT[-A):

H;C—0Q

Ch (I11-A);
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the 23-0O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

corresponds in structure to Formula (IV-A):

CHs (IV-A);
the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

5  corresponds in structure to Formula (V-A):

“\\—CH;

(V-A),

the activated compound corresponds in structure to Formula (VI-A):

(VI-A);
the activating agent is prepared by a process comprising mixing I,

10  triphenylphosphine, and pyridine;
the piperidinyl compound of Formula (VII) comprises piperidine; and

the macrolide corresponds in structure to Formula (I-A):

1Y%
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(I-A).

10. A method for treating a disease, wherein
the disease is selected from the group consisting of pasteurellosis, swine
5  respiratory disease, and bovine respiratory disease; and
the method comprises:
preparing a macrolide or pharmaceutically acceptable salt thereof in
accordance with any one of claims 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, and 9; and
administering a therapeutically effective amount of the macrolide or

10 salt to an animal in need of such treatment.

11. A process for making a 20-piperidinyl-tylosin compound or a salt thereof,
wherein:

the 20-piperidinyl-tylosin compound corresponds in structure to Formula (I1I):

Rl
RZ
R3
“y—CH
N7 OH
O
‘Zﬁ‘ \IEiCﬂs
c, ©

15 (111);
the process comprises reacting tylosin A (or a salt thereof), a piperidinyl compound
of Formula (1I), and formic acid in the presence of a non-polar solvent;

the piperidiny]l compound of Formula (IT) corresponds in structure to:
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g (II); and
as to Rl, RZ, and R>:
R! and R are each methyl, and R? is hydrogen,
R' and R? are each hydrogen, and R? is methyl, or
5 R, R?, and R are each hydrogen.

12. A process for making a 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosy!-
tylonolide compound or a salt thereof, wherein:
the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

10 corresponds in structure to Formula (IV):

avy
the process comprises reacting a 20-piperidinyl-tylosin compound with HBr;

the 20-pipeﬁdinyl-tylosin compound corresponds in structure to Formula (I11):

2>

(11I); and
15 as to R!, R% and R*:
R' and R® are each methyl, and R? is hydrogen,
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R’ and R® are each hydrogen, and R? is methyl, or
R', R%, and R® are each hydrogen.

13. A process for making a 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
5  tylonolide compound or a salt thereof, wherein:
the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

corresponds in structure to Formula (V):

s V;
the process comprises reacting a 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-
10 mycaminosyl-tylonolide compound with an acid;
the 23-O-mycinosyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide compound

corresponds in structure to Formula (IV):

(V); and
as to R', R% and R>:
15 R' and R? are each methyl, and R? is hydrogen,
R’ and R? are each hydrogen, and R? is methyl, or
R, Rz, and R® are each hydrogen.

14. A process for making an activated compound or a salt thereof, wherein:
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the activated compound corresponds in structure to Formula (VI):

(V)
the process comprises activating a 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-
tylonolide compound with an activating agent;
5 the 23-hydroxyl-20-piperidinyl-5-O-mycaminosyl-tylonolide corresponds in

structure to Formula (V):

s (V)
L is a leaving group; and
as to R', R% and R*:
10 R' and R? are each methyl, and R? is hydrogen,
R' and R? are each hydrogen, and R? is methyl, or
“R!, R% and R® are each hydrogen.

15. A process of claims 1, 2, and 11, wherein the non-polar solvent comprises

15  toluene.

16. A process of claims 1, 7, 8, and 14, wherein L is iodo.
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17. A process of any one of claims 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,11, 12, 13, 14, and 15,
wherein R, R?, and R’ are each hydrogen.

18. A process of any one of claims 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8, wherein R R’, and R®

are each hydrogen.

19. A process of any one of claims 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, and 8, wherein R' R%L R RY,
R®, and R® are each hydrogen.
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PROCESO DE SiNTESIS DE MACROLIDA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES DE PATENTE

RELACIONADAS

[1] Esta patente reivindica la prioridad para la Solicitud de Patente

Provisional U.S. No. 60/834,067 (presentada en Julio 28, 2006); y la Solicitud de

‘Patente Europea No. 06118159.0 (presentada en Julio 31, 2006). EL texto

completo de aquellas solicitudes de patente se incorpora como referencia en esta

patente.
CAMPO DE LA INVENCION

[2] Esta invencion se relaciona con un método para elaborar macrolidas,
y, en particular, a un método para elaborar opcionalmente 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida suétituida y sus derivados, asi como también métodos de
tratamiento utilizando tales macrolidas, usos de tales macrolidas para elaborar
medicamentos, y métodos para elaborar intermedios que, entre ofros, se pueden

utilizar para elaborar macrolidas.
ANTECEDENTE DE LA INVENCION

[3] Las macrolidas se han conocido grandemente por ser efectivas para
tratar enfermedades infecciosas en humanos, ganado, aves de corral, y otros
animales. Las Macrolidas anteriores incluyen macrolidas de 16 miembros tal

como, por ejemplo, tilosina A:
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CH,

Ver, por ejemplo, la Patente U.S: No. 4,920,103 (col. 5, lineas 12-38). Ver
también, la Patente U.S: No. 4,820,695 (col. 7, lineas 1-32) y EP 0103465B1
(pagina 5, linea 3). Con los afos, varios derivados tilosina se han desarrollado con

la meta de mejorar la actividad y selectividad bacteriana.

[4] Derivados tilosina incluyen, por ejemplo, compuestos discutidos en la

Patente U.S: No. 6,514,946 que corresponde en estructura a la Férmula (1):

(D).

Aqui:
R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno;

R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo; o

Q.
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R', R?, y R® son cada uno hidrégeno; y
R*y R® son cada uno metilo, y R® es hidrogeno;
R*y R® son cada uno hidrégeno, y R® es metilo; o

R* R®, y R® son cada uno hidrégeno.

Tales compuestos incluyen, por ejemplo, 20,23-dipiperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida, que tienen la siguiente estructura:

Estos compuestos, y particularmente 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida, se consideran que tienen atributos farmacocinéticos y farmacodinamicos
para la seguridad y el tratamiento efectivo de, por ejemplo, pasteurelosis,
enfermedad respiratoria bovina, y enfermedad respiratoria porcina. Una discusion
relacionada con el uso de estos compuestos para tratar enfermedades del ganado
y aves de corral se incluye en la Patente U.S: No. 6,514,946, cuya discusion se

incorpora como referencia en esta patente.
[5] Varias investigaciones para elaborar macrolidas se han reportado.
[6] En la EP 0103465B1, por ejemplo, Debono et al. discute varias

etapas de proceso para elaborar compuestos dentro de su género citado. Estos

procesos incluyen, por ejemplo, la siguiente reduccion:

Y
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Aqui, R, R', R?, R® y R* se definen como varios sustituyentes. R, en
particular, se define como un sistema de anillo que contiene nitrégeno que tiene
hasta 3 anillos saturados o no saturados que son opcionalmente sustituidos.
Debono et al. reporta que el agente de reduccion preferido es un cianoborohidruro,
y que cianoborohidruro de sodio es “el agente de reduccién de eleccién.” Debono
et al. también establece que el disolvente para esta reaccién sera normalmente un
disolvente polar inerte, tal como un alcanol C4-C4. Ver pagina 6, lineas 7-14. En
una patente presentada después en la misma familia de patente, Debono et al.
Discute adicionalmente la aminacion reductiva de varios compuestos aldehido
(incluyendo tilosina) con una amina. Se citan cianoborohidruro de sodio y
borohidruro de sodio como agentes de reduccién adecuados, y metanol anhidro se
cita como un disolvente adecuado. Ver la Patente U.S: No. 4,820,695, col. 7,

lineas 60-68.

[71 En la Patente U.S: No. 6,664,240, Phan et al. también discute una

aminacioén reductiva:

0
Sy |
| CHO
= me | o
HO., “
0 ) mc | HO,. )
3 K ORPz R7 —
0 o) + HN

HC-O ] CH; \
¥ / RS

93
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Aqui, RP,, R4, R7 y R8 se definen como varios sustituyentes. R7 y R8, en
particular, cada uno se define por ser sustituyentes independientes, o
alternativamente, juntos forman un anillo heterociclico de 3 a 7 miembros. Phan et
al. discute conducir esta reaccién con un reactivo borohidruro en un alcohol o
disolvente acetonitrilo. Se listan borohidruro de sodio y cianoborohidruro de sodio
como ejemplo de reactivos borohidruro; y metanol, etanol, e isopropanol se listan
como ejemplo de disolventes alcohol. Ver, por ejemplo, col. 15, linea 64 a col. 16,

linea 42; y col. 22, lineas 41-49.

[8] Enla EP 0240264B1, Tao ef al. ta mbién discute un a aminacion

reductiva:

Aqui, R', R?, R%, y R* se definen como varios sustituyentes. R® y R*, en
particular, se definen como cada uno sustituyentes independientes, o,
alternativamente, juntos forman un sistema de anillo heterociclico que tiene hasta
3 anillos opcionalmente sustituidos. Tao et al. reporta que esta reduccion se puede
alcanzar utilizando acido férmico como el agente de reduccion. Tao et al. reporta
adicionalmente que el disolvente sera ordinariamente un disolvente organico polar
inerte. Se citan Acetato de amilo y acetonitrilo como ejemplos de tal un disolvente.

Ver pagina 4, linea 57 apagina 5,linea 10. Ver también, Patente U.S: No.
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4,921,947, col. 3, linea 62 a col. 4, linea 16.

[9] En la EP 0103465B1, Debono et al. discute la siguiente reaccion de

hidrélisis:

CH,

Aqui, R, R", R? y R* se definen como varios sustituyentes. Debono et al.
reporta que esta “hidrélisis se puede efectuar utilizando un acido mineral acuoso
fuerte como acido clorhidrico o sulfurico, o un acido organico fuerte tal como acido
p-toluenosulfénico.” Ver pagina 7, lineas 3-8. En una patente presentada después
de la misma familia de patente, Debono ef al. discute adicionalmente hidrélisis de
micarosa de derivados de tilosina modificados C-20, macrocina, y DOMM
utilizando procedimientos “bien conocidos” para hidrélisis acidica. Ver la Patente

U.S: No. 4,820,695, Col. 8, lineas 35- 43.

[10] En vista de la importancia de macrolidas en el tratamiento de una
plétora de afecciones patologicas, continia siendo una necesidad para procesos
efectivos en costos, de alto rendimiento para elaborar macrolidas. La siguiente

descripcion superas esta necesidad.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[11] Esta invencién se relaciona con procesos para elaborar macrolidas,
y, en particular, opcionalmente 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-1tilonolida
sustituida y sus derivados. Tales procesos incluyen procesos para elaborar sus
propias macrolidas, asi como también procesos para elaborar compuestos que,

entre otros, se pueden utilizar como intermedios para elaborar varias macrolidas.

[12] Brevemente, esta invencidn se dirige, en la parte, a un proceso para
elaborar una macrolida y sus sales. La macrolida corresponde en estructura a la

Férmula (1):

®.

Aqui:

ComoaR, R yR®:

R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrogeno,

R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo, o

R', R? y R® son cada uno hidrogeno.
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Como aR* R® yR%

R*y R® son cada uno metilo, y R® es hidrogeno,
R*y R® son cada uno hidrogeno, y R® es metilo, o

5 R* R® y R® son cada uno hidrégeno.

[13] En algunas modalidades, el proceso comprende hacer reaccionar

tilosina (por ejemplo tilosina A o su sal), un compuesto piperidinilo de la Formula

‘/ (I, y acido férmico en la presencia de un disolvente no polar. En estas
10 modalidades, el compuesto piperidinilo de la Férmula (ll) corresponde en la

estructura a:

R2
R! R3
N
H D).
z [14] En algunas modalidades, el proceso comprende hacer reaccionar un
\
15 compuesto 20-piperidinil-tilosina con un acido. En estas modalidades, el

compuesto 20-piperidinil-tilosina corresponde en estructura a la Férmula (lil):
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[15] En algunas modalidades, el proceso comprende hacer reaccionar un
compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida con un acido.
En estas modalidades, el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida corresponde en estructura a la Férmula (1V):

o®

av).

[16] En algunas modalidades, el proceso que comprende un compuesto
23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida activante con un agente de

10 activacion para formar un compuesto activado. En estas modalidades, el
compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida corresponde en

estructura a la Formula (V):

e

V).

15
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El compuesto activado ( también referido como un “ compuesto 23-L-20-

piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida”) corresponde en estructura a la Férmula (V1):

(VD).

Y L es un grupo saliente.

[17] En otras modalidades, el proceso comprende hacer reaccionar un
compuesto activado de la Férmula (VI) con un compuesto piperidinilo de la
Férmula (VII). En estas modalidades, el compuesto piperidinilo de la Férmula (VII)

corresponde en la estructura a:

ZT

RS R*
R’ (VID).

[18] En algunas modalidades, el proceso comprende una combinacion de

las modalidades anteriores para elaborar una macrolida de la Férmula (i) o su sal.

[19] En algunas modalidades, el proceso comprende uno o mas de las
modalidades anteriores para elaborar, por ejemplo, una forma solvato cristalina o

cocristalina, amorfa de la macrolida de la Férmula (I) o su sal.

105
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[20] Esta invencion también se dirige, en la parte, a un proceso para
elaborar el compuesto 20- piperidinil-tilosina de la Férmula (lil) o su sal. En estas
modalidades, el proceso comprende hacer reaccionar tilosina (por ejemplo tilosina
A), el compuesto piperidinilo de la Férmula (Il), y acido férmico en la presencia de

un disolvente no polar.

[21] Esta invencién también se dirige, en la parte, a un proceso para

elaborar el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de .

la Formula (IV) o su sal. En estas modalidades, el proceso comprende hacer

reaccionar el compuesto 20-piperidinil- tilosina de la Formula (Iif) con HBr.

[22] Esta invencion también se dirige, en la parte, a un proceso para
elaborar un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de la
Formula (V) o su sal. En estas modalidades, el proceso comprende hacer
reaccionar el compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de la

Foérmula (V) con un acido.

[23] Esta invencién también se dirige, en la parte, a un proceso para
elaborar un compuesto activado de la Férmula (VI) o su sal. En estas
modalidades, el proceso comprende un compuesto activante 23-hidroxil-20-
piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida de la Férmula (V) con un agente de

activacion.

[24] Esta invencién también se relaciona con compuestos utilizados de la
Férmula (1) (y sus sales farmacéuticamente aceptables) preparadas de acuerdo
con esta invencion en métodos para tratar una enfermedad, tal como

pasteurelosis, enfermedad respiratoria porcina, o enfermedad respiratoria bovina.

m
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Mas especificamente, esta invencién se dirige, en la parte, a un método que
comprende preparar un compuesto de la Formula () (o su sal farmacéuticamente
aceptable) de acuerdo con uno o mas de los métodos citados anteriormente, y
luego administrar una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto o sal
para un animal en necesidad del tratamiento. Esta invencién también se dirige, en
la parte, a utilizar un compuesto de la Férmula (I) (o0 su sal farmacéuticamente
aceptable) preparada de acuerdo con esta invencion para preparar un
medicamento, particularmente un médicamento para uso en los tratamientos

anteriores.

[25] Aspectos y beneficios adicionales de la invenciéon del solicitante
seran evidentes p ara un experto en la técnica a partir de la lectura de esta

especificacion.
DESCRIPCION DETALLADA DE MODALIDADES PREFERIDAS

[26] Esta descripcién detallada de modalidades preferidas esta destinada
solo a familiarizar a otros expertos en la técnica con la invencion del la solicitante,
sus principios, y su solicitud practica de tal manera que otros expertos en la
técnica puede adaptar y aplicar la invenciéon en sus numerosas formas, como ya
que ellas se pueden adecuar mejor a los requerimientos de un uso particular. Esta
descripcion detallada y sus ejemplos especificos, mientras se indican modalidades
preferidas de esta invencion, solo estan destinadas para propésitos de ilustracion.
Esta invencion, por lo tanto, no se limita a las modalidades preferidas descritas en

esta especificacion, y se pueden modificar variablemente.

A. Macrolidas que se pueden preparar mediante esta invencion
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[27] Los compuestos que se pueden preparar mediante el proceso de

esta invencion incluyen compuestos que corresponden en estructura a la Férmula

():

5 D.

Aqui:

R' y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno; R' y R® son cada uno

hidrégeno, y R? es metilo; o R', R?, y R® son cada uno hidrégeno; y

10
R* y R® son cada uno metilo, y R® es hidrégeno; R* y R® son cada uno
hidrégeno, y R® es metilo; o R*, R®, y R® son cada uno hidrégeno. En algunas
modalidades, los sustituyentes piperidinilo de la Formula () son idénticos, es decir
R2 R’
N N
15 b ES EL MISMO COMO -

En algunas tales modalidades, por ejemplo, los sustituyentes piperidinilo
son piperidina (es decir, R', R?, R®, R*, R® y R® son cada uno hidrogeno), tal que

el compuesto es 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida:

LO6
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_CH,

1{3c

H‘;C

[28] En algunas modalidades, los sustituyentes piperidinilo de la Formula

(I) no son idénticos, es decir:

DRt
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R? R
Rl R RS R

LY aTAF A Vel

s ES DIFERENTE DE

Compuestos que tienen diferentes sustituyentes piperidinilo incluyen:

B. Sintesis de macrolida

[29] Esta invencion se puede utilizar para sintetizar macrolidas de

materiales generalmente disponibles en la técnica.

MY
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B-1. Preparacion del compuesto 20-Piperidinil-Tilosina

[30] En algunas modalidades, la sintesis de macrolida empieza a o
5 incluye preparar un compuesto 20-piperidinil-tilosina, y particularmente un

compuesto que corresponde en estructura a la Formula (111):

En algunas modalidades, R' y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno; o
10 R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo. En otras modalidades, R, R? y

R® son cada uno hidroégeno, tal que el compuesto corresponde en la estructura a:

H;C—0

[31] El compuesto 20-piperidinil-tilosina se puede prepara a partir de
tilosina A y un compuesto piperidinilo via una reaccién de aminacién reductiva

15  utilizando un agente de reduccién que comprende acido férmico (o “HCOOH"):
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1O HiC o N\~ CHy o R2
oo O\CH;O - s OQEKOH * \N]/
’ 0 OH 3 H
CH,
Tilosina A reactivo piperidinilo

l acido férmico

CHs

Compuesto 20-piperidinil-tilosina

En donde R', R?, y R® son cada uno hidrégeno, su reaccién es como sigue:

"N CHs oH
L5 e )
o) 3
ci, © oy
‘ CH, OH H

H3C\O
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Tilosina A, compuestos piperidinilo, y acido férmico son comercialmente

disponibles.

[32] El reactivo tilosina A puede, por ejemplo, ser tilosina A pura (o por lo
menos esencialmente puro). Alternativamente, como se nota adelante en la
Seccion B-7, el reactivo tilosina A puede ser parte de una mezcla, tal como, por
ejemplo, una mezcla que comprende tilosina A asi como también uno o mas

derivados tilosina A, tales como tilosina B, tilosina C, y/o tilosina D.

[33] La tilosina A puede estar en la forma de su base libre, o,
alternativamente, en la forma de una sal. Los derivados tilosina A de esta forma
estan opcionalmente en la forma de una o mas sales. Esto contempla que una
variedad de sales pueden ser adecuadas. En algunas modalidades, por ejemplo,
la sal comprende una sal fosfato. En otras modalidades, la sal comprende una sal
tartrato. En todavia otras modalidades, la sal comprende una sal de citrato o
sulfato. La discusion adicional se relaciona con sales que se pueden encontrar

adelante en la Seccion C.

[34] EI disolvente_puede comprender uno o mas disolventes. Aunque el
disolvente puede comprender uno o mas disolventes polares en algunas
modalidades, el disolvente preferiblemente en lugar comprende uno o mas
disolventes no polares. Un “disolvente no polar” es un disolvente que no ioniza
suficientemente por ser eléctricamente conductor, y no puede (o por lo menos
esenciaimente no puede) disolver compuestos polares (por ejemplo varias sales
inorganicas), pero puede disolver compuestos no polares (por ejémplo

hidrocarburos y resinas). En general, el disolvente preferiblemente no es reactivo
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con los reactivos, productos, y cualesquier otros ingredientes en la mezcla de
reaccion. El disolvente puede comprender, por ejemplo, cloroformo (o “CHCI3");
tetrahidrofurano (o “THF”); diclorometano (o “CH,Cl,” o “DCM” o “cloruro de
metileno”); tetracloruro de carbono (o “CCl,"); acetato de etilo (0 “CH3COOC,H5");
éter de dietilo (o “CH3CH2,CH,CH3"); ciclohexano (o “CgH+2"); o disolventes de
hidrocarburo aromaticos, tales como benceno (o “CgHs"), tolueno (o “CgHsCH3”),
xileno (0 “CgH4(CH3)2" o “dimetilbenceno” (incluyendo 1,3-dimetilbenceno (o0 “m-
xileno”), 1,2-dimetilbenceno (o “o-xileno”), o 1,4-dimetilbenceno (o “p-xileno”)),
etilbenceno, o mezclas de estos (por ejemplo mezclas de m- xileno, o-xileno, p-
xileno, y/o etilbenceno). En algunas modalidades, el disolvente comprende
diclorometano, cloroformo, o acetato de etilo. En otras modalidades, el disolvente
comprende xileno. En todavia otras modalidades, el disolvente comprende
tolueno. En algunas tales modalidades, el tolueno es particularmente preferido

debido a su caso de uso en las temperaturas de reaccion tipicas.

[35] En algunas modalidades, el disolvente comprende una mezcla de
disolventes. En algunas tales modalidades, por ejemplo, el disolvente comprende
una mezcla de tolueno y DCM. Aqui, la proporcién de tolueno/DCM puede ser, por
ejemplo, de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 100:1, o de
aproximadamente 5:1 a aproximadamente 8:1 (v/v). En algunas de estas
modalidades, la proporcion es, por ejemplo, aproximadamente 8:1 (v/v). En otros,

la proporcién es, por ejemplo, aproximadamente 5.3:1 (v/v).

[36] Para desarrollar la aminacion, el reactivo tilosina A, compuesto
piperidinilo, acido formico (o una fuente de é&cido férmico), y el disolvente
normalmente se cargan a un reactor y se mezcla. Estos ingredientes

generalmente se pueden cargar al reactor en cualquier secuencia.
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[37] EI reactor puede comprender varios tipos de reactor. En algunas
modalidades, por ejemplo, el reactor es un reactor de tanque de agitacion.
Reactores de vidrio y recubierto con vidrio son a menudo preferidos, aunque se
puede utilizar cualquier composicion estable cuando se expone a la mezcla de
reaccion. Por ejemplo, también se puede utilizar generalmente reactores de acero

inoxidable.

[38] Tipicamente, cantidades equimolares del reactivo tilosina A,
compuesto piperidinilo, y acido férmico se puede utilizar. Normalmente, sin
embargo, se utilizan exceso de cantidades del compuesto piperidinilo y acido

férmico, relacionados con la cantidad molar del reactivo tilosina A.

[39] En algunas modalidades, se carga el reactor con de 1 a
aproximadamente 3 equivalentes (o de 1.05 a aproximadamente 3 equivalentes)
del compuesto piperidinilo. En algunas tales modalidades, se carga el reactor con
por ejemplo, de 1.05 a aproximadamente 1.2 equivalentes de compuesto

piperidinilo. En otras tales modalidades, se carga el reactor con aproximadamente

1.07 a aproximadamente 1.5 equivalentes de compuesto piperidinilo. Aqui, por

ejemplo, se puede cargar el reactor con aproximadamente 1.3 equivalentes del
compuesto piperidinilo. En algunas modalidades, se carga el reactor con el
compuesto piperidinilo en dos o mas cargas separadas durante el tiempo,
preferiblemente con las cargas posteriores siendo menores que la primera carga.
En algunas modalidades, por ejemplo, se cargae | reactor conel compuesto
piperidinilo en dos cargas, con la cantidad de la segunda carga que es
aproximadamente 10% de la primera carga. Los solicitantes han descubierto que

esto puede ser benéfico para incrementar la conversion.
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[40] En algunas modalidades, se utilizan de 1 a aproximadamente 10
equivalentes (o de 1.05 a aproximadamente 10 equivalentes, de aproximadamente
2 a aproximadamente 5 equivalentes, o de aproximadamente 2.5 a
aproximadamente 4.5 equivalentes) de acido férmico. En algunas tales
modalidades, por ejemplo, se utilizan aproximadamente 4.5 equivalentes de acido
formico. En otras tales modalidades, se utilizan de aproximadamente 2.5 a
aproximadamente 4 equivalentes de acido férmico. Por ejemplo, en algunas tales

modalidades, se utilizan aproximadamente 3.0 equivalentes de acido formico.

[41] Tipicamente, la cantidad del disolvente es suficiente para, por
ejemplo, evitar (0 esencialmente evitar) que los reactivos, productos, y otros
ingredientes en la mezcla de reaccion se peguen al reactor, y promuevan la
distribucion homogénea de los reactivos. En algunas modalidades, la cantidad del
disolvente es por lo menos aproximadamente 1 L por kg del reactivo tilosina A (o,
en donde el reactivo tilosina A es parte de una mezcla del reactivo tilosina A y sus
derivados, por kg de la mezcla de tilosina total). La cantidad del disolvente
generalmente es menos de aproximadamente 40 L por kg del reactivo tilosina A (o
mezcla de tilosina). En algunas modalidades, la cantidad del disolvente es de
aproximadamente 2 a aproximadamente 15 L (o de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 L, de aproximadamente 5 a aproximadamente 12 L, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 L, o de aproximadamente 8 a
aproximadamente 10 L) por kg del reactivo tilosina A (o mezcla de tilosina). Para
ilustrar, en algunas tales modalidades, el disolvente comprende tolueno o una
mezcla de tolueno y DCM, y la cantidad del disolvente es de aproximadamente 8 a
aproxifnadamente 10 L por kg del reactivo tilosina A (o mezcla de tilosina). Aqui,

por ejemplo, la cantidad del disolvente puede ser aproximadamente 8 L por kg del
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reactivo tilosina A (o0 mezcla de tilosina).

[42] Por lo menos una porcién de ia reaccién (o la reaccién completa) se
conduce tipicamente a mas de aproximadamente 20° C, mas de aproximadamente
25° C, o mas de aproximadamente 60°C. En general, por lo menos una porcién de
la reaccién (o la reaccion completa) se conduce a una temperatura que no es
mayor del punto de ebullicion del disolvente, y, mas tipicamente, es menor del
punto de ebullicion. Cuando, por ejemplo, el disolvente es tQIueno, por lo menos
una porciéon de la reaccién (o la reaccién completa) se conduce tipicamente en
menos de aproximadamente 110" C. llustrar adicionalmente, cuando el disolvente
es xileno, por lo menos una porcion de la reaccion (o la reaccién completa) se
conduce. normalmente en menos de aproximadamente 165 C. En general, por lo
menos una porcion de la reaccion (o la reaccién completa) se conduce de
aproximadaménte 60 a aproximadamente 95° C, de aproximadamente 70 a
aproximadamente 85° C, de aproximadame_nte 70 a aproximadamente 80° C, o de
aproximadamente 75 a aproximadamente 80° C. En algunas modalidades, por
ejemplo, la temperatura de reaccion para por lo menos una porcion de la reaccion
(o la reaccion completa) es aproximadamente 80° C. En otras modalidades, por
ejemplo, la temperatura de reaccion para por lo menos una porcion de la reaccion
(o la reaccién completa) es aproximadamente 76° C. Aunque se pueden utilizar
temperaturas menores diferentes a los rangos anteriores, tales temperaturas
tienden a coincidir con proporciones de reaccion mas bajas. Y, aunque se pueden
utilizar temperaturas mayores diferentes a los rangos anteriores, tales
temperaturas tienden a coincidir con la hayor producciéon de subproductos

indeseables.

[43] Esta reaccion se puede conducir sobre un amplio rango de

PCT/EP2007/057710 h && ’
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presiones, incluyendo presion atmosférica, presiéon atmosférica menor, y presion
atmosférica mayor. Esto se prefiere tipicamente, sin embargo, para conducir la
reaccién a aproximadamente presion atmosférica. En modalidades preferidas, esta

reacciéon se conduce bajo una atmésfera inerte (por ejemplo Ny).

[44] El tiempo de reaccion puede depender de varios factores incluyendo,
por ejemplo, la temperatura de reaccion, caracteristicas del disolvente, cantidades
relativas de los ingredientes, y la conversion deseada. En un reactor de tanda, el
tiempo de reaccion es generalmente por lo menos aproximadamente 1 minuto,
tipicamente por lo menos aproximadamente 5 minutos, y mas tipicamente por lo
menos aproximadamente 1 hora. El tiempo de reaccién es generalmente menos
de aproximadamente 24 horas. En algunas modalidades, por ejemplo, el tiempo
de reacciéon es de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 12 horas, o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 horas. En algunas tales modalidades, el
tiempo de reaccién es aproximadamente 3.5 horas. En otras tales modalidades, el
tiempo de reaccién es de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 horas. En
estas modalidades, el tiempo de reaccion puede ser, por ejemplo,
aproximadamente 2 horas. Aunque se pueden utilizar tiempos de reaccion
menores diferentes de estos rangos, tales tiempos de reaccion tienden a coincidir
con conversiones menores. y, aunque se pueden utilizar tiempos de reaccion
mayores, tales tiempos de reaccion tienden a coincidir con produccién mayor de

impurezas y uso ineficiente de equipo y mano de obra.

[45] La purificacion o aislamiento del producto se puede alcanzar
utilizando, por ejemplo, varios métodos conocidos en la técnica. Alternativamente,
el producto se puede utilizar en la siguiente etapa sin purificacion adicional o

aislamiento.
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B-2. Preparacién del compuesto 23-O-Micinosil-20-Piperidinil-5-O-
Micaminosil-tilonolida

(Hidrolisis del sustituyente Micarosiloxi)

5
[46] En algunas modalidades, la sintesis de macrolida empieza a o
incluye preparar un compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida, y particularmente un compuesto que corresponde en estructura a la
Férmula (1V):
H,C
==t
B:C—~0 O
10 (V).
En algunas modalidades, R' y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno; o
R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo. En otras modalidades, R, R?, y
R® son cada uno hidrogeno tal que el compuesto corresponde en la estructura a:
H;C—0O
15

[47] EI compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

se puede preparar via hidrélisis acida de un compuesto 20-piperidinil-tilosina:

RS
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H;C—0
CH, OH

Compuesto 20-piperidinil-tilosina

‘acido

H;C—0O

CH,

Compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

Cuando R', R?, y R® son cada uno hidrégeno, su reaccién es como sigue:

3 ™~
HO o N—CHs OH
O
M %CH.%
H:,C—0 0
cis O L N on

acido
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[48] EIl compuesto 20-piperidinil-tilosina utilizado en la reaccién anterior se
puede preparar utilizando un proceso discutido anteriormente en la Seccion B-1,
preparada utilizando un proceso diferente (por ejemplo un proceso utilizando un
borohidruro como un agente de reduccion), u obtenido a partir de un vendedor
comercial. En algunas modalidades preferidas, el compuesto 20-piperidinil-tilosina

se prepara utilizando un proceso discutido anteriormente en la Seccién B-1.

[49] EI acido puede, por ejemplo, ser un acido mineral fuerte, tal como
acido clorhidrico (o “HCI"), acido nitrico (o “HNO3"), acido fluoroborénico (o
“HBF,"), Acido sulfarico (0 “H,SOy4"), acido fosforico (o “HiPO,"), acido
polifosfénico (o “PPA”), o acido bromhidrico (o “HBr”); o un acido organico fuerte,
tal como acido p-toluenosulfénico o acido trifluoroacético (“CF;COOH”). En
algunas modalidades, el acido comprende HCI. En otras modalidades, el acido
comprende HBr. El uso de HBr tiende a coincidir con una cantidad menor de
impurezas en la mezcla de producto que se relaciona con el producto obtenido
utilizando, por ejemplo, HCIl. En algunas modalidadeé, se utiliza una mezcla de

acidos (particularmente un acido fuerte con otro acido).

[50] En general, el acido suficiente se mezcla con el compuesto 20-
piperidinil-tilosina para hidrolizar (es decir, dividir) el sustituyente micarosiloxi para

formar un grupo hidroxilo. Tipicamente, la cantidad de acido sera por lo menos
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aproximadamente un equivalente, con base en la cantidad de compuesto 20-
piperidinil-tilosina. En general, el acido se agrega a la mezcla de reaccién en la
forma de una composicion concentrada. La concentracién tipicamente no es mas
de aproximadamente 50% (masa/vol), no es mas de aproximadamente 48%
(masalvol), de aproximadamente 1 a aproximadamente 30% (masa/vol), o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 24% (masa/vol). En algunas
modalidades, por ejemplo, el acido es HBr, y la concentracion de la solucién del
acido agregada a la mezcla de reaccién es aproximadamente 24% (masa/vol). En
algunas modalidades, el acido concentrado comprende una mezcla de acidos, tal

como, por ejemplo, HBr con otro acido.

[51] Generalmente se puede cargar el reactor con los ingredientes en
cualquier secuencia. El reactor puede comprender varios tipos de reactores. En
algunas modalidades, por ejemplo, el reactor es un reactor de tanque de agitacion.

Reactores de vidrio y recubiertos con vidrio son a menudo preferidos, aunque se

- puede utilizar cualquier composiciéon estable cuando se expone a la mezcla de

reaccion acidica.

[52] Por lo menos una porciéon de la hidrélisis (o la hidrélisis completa)
normalmente se conduce en una temperatura que es mayor del punto de
congelamiento de la mezcla, permite que la mezcla se agite, y permite a la mezcla
ser homogénea. Una temperatura de por lo menos aproximadamente 10° C (o mas
de aproximadamente 15° C, o mas de aproximadamente 25° C) es tipicamente
preferido. En general, la temperatura de reaccién no es mayor del punto de
ebullicion del disolvente (por ejemplo agua), y tipicamente es menor del punto de
ebullicion. En algunas modalidades, por lo menos una porcién de la reaccion (o la

reaccion completa) se conduce a una temperatura que no es mas de
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aproximadamente 100° C (o no es mas de aproximadamente 65° C). En algunas
modalidades en donde el acido es HCI o HBr, la temperatura de reaccion durante
por lo menos una porcion de la reaccidn (o la reaccidbn completa) es de
aproximadamente 20 a aproximadamente 60° C. En algunas tales modalidades, la
temperatura de reaccion durante por lo menos una porcién de la reaccién (o la
reaccidon completa) no es mas de aproximadamente 40° C. En tales casos, la
temperatura de reacciéon durante por lo menos una porcion de la reaccién (o la
reaccion completa) puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 40° C, de aproximadamente 25 a aproximadamente 40° C, o de
aproximadamente 30 a aproximadamente 40° C. En otras modalidades en donde
el acido es HCI o HBr, la temperatura de reacciéon durante por lo menos una
porcion de la reaccién (o la reaccidbn completa) es de aproximadamente 45 a
aproximadamente 60° C, o de aproximadamente 50 a aproximadamente 56° C.
Para ilustrar, en tales modalidades, la temperatura de. reaccién durante por lo
menos una porcién de la reaccién (o la reaccion completa) puede ser, por ejemplo,
aproximadamente 56° C. Aunque temperaturas mayores diferentes de estos
rangos se pueden utilizar, tales temperaturas tienden a coincidir con produccion
mayor de subproductos indeseables, y, aunque temperaturas menores diferentes
de estos rangos se pueden utilizar, tales temperaturas tienden a coincidir con
proporciones de reacciéon menores. Tales proporciones, sin embargo, pueden aun

ser adecuadas, dado el caso de que esta hidrélisis ocurre.

[53] La mezcla de reaccién se puede mantener en una temperatura que
es ligeramente menor de la temperatura de reacciéon deseada mientras el reactor
se sigue cargando con acido. En tales modalidades, la temperatura tiende a

incrementar una vez se ha cargado el reactor con acido.
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-[54] Esta reaccion se puede conducir durante un amplio rango de
presiones, incluyendo presion atmosférica, presion atmosférica menor, y presion
atmosférica mayor. Tipicamente se prefiere, sin embargo, para conducir la

reaccion a aproximadamente presién atmosférica.

[55] El tiempo de reaccidn dependera de varios factores incluyendo, por
ejemplo, la temperatura de reaccion, cantidades relativas de los ingredientes, y la
conversion deseada. En un reactor de tanda, el tiempo de reaccién puede ser
menos de un minuto, esencialmente espon‘iénea, o espontanea. Generalmente,
sin embargo, el tiempo de reacciéon es por lo menos aproximadamente 1 minuto,
mas tipicamente por lo menos aproximadamente 5 minutos, y aiun mas
tipicamente por lo menos aproximadamente 15 minutos. Normalmente, el tiempo
de reaccion es menor de aproximadamente 3 horas. En algunas modalidades, por
ejemplo, el tiempo de reaccidn es de aproximadamente 0.25 a aproximadamente 2
horas, de aproximadamente 0.25 a aproximadamente 1.5 horas, o de
aproximadamente 0.25 a aproximadamente 1.1 horas. Aunque se puede utilizar el
tiempo de reaccibn menor, tales tiempos de reaccion pueden coincidir con
conversiones menores, y, aunque se pueden utilizar tiempos de reaccién mayores,
tales tiempos de reaccion tienden a coincidir con produccién mayor de impurezas

y uso ineficiente de equipo y mano de obra.

[56] Purificacion o aislamiento del producto se puede alcanzar utilizando,
por ejemplo, varios métodos conocidos en la técnica. Alternativamente, el producto

se puede utilizar en la siguiente etapa sin purificacion adicional o aislamiento.

B- 3. Preparacién del compuesto 23-Hidroxil-20-Piperidinil-5-O-Micaminosil-

Tilonolida
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(Hidrdlisis del sustituyente Micinosiloxi)

[57] En algunas modalidades, la sintesis de macrolida empieza a o
incluye preparar un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida,
5 y particularmente un compuesto que corresponde en estructura a la Férmula (V):

Rl

OH

V).

En algunas modalidades, R' y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno; o
R' y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo. En otras modalidades, R', R?, y

10 R®son cada uno hidrégeno:

HO

[58] EI compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se
puede preparar por via de una reaccion de hidrélisis acida de un compuesto 23-O-

15  micinosil-20-piperidinil-5- O-micaminosil-tilonolida:
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o HC H;C. o H3C\\1——CH3
PEaN oy PR el
CH; o “OH 3
| O
—
Acido
Compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil- Compuesto  23-O-micinosil-20-piperidinil-
23-hidroxi-20-piperidini!-5-O-micaminosil 23-hidroxi-20-piperidinil-5-O-micaminosil-
Tilonodida -tilonodida

En donde R, R?, y R® son cada uno hidrégeno, su reaccién es como sigue:

acido

[59] El compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida
utilizado en la reaccién anterior se puede preparar utilizando un proceso discutido
anteriormente en la Seécién B-2, preparado utilizando un proceso diferente, u
obtenido a partir de un vendedor comercial. En algunas modalidades preferidas, el
compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se prepara

utilizando un proceso discutido anteriormente en la Seccioén B-2.

[60] EI acido puede, por ejemplo, ser un acido mineral fuerte, tal como
acido clorhidrico, acido nitrico, acido fluoroborénico, acido sulfarico, acido
fosférico, acido polifosfonico, o acido bromhidrico; o un acido organico fuerte, tal
como acido p-toluenosulfonico o acido trifluoroacético. En algunas modalidades, el

acido comprende HCI. En algunas modalidades preferidas, el 4cido comprende
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HBr. Con la hidrélisis discutido anteriormente en la Seccién B-2, esta preferencia
proviene de la tendencia de hacer coincidir el HBr con una cantidad menor de
impurezas en la mezcla de producto con relacién a, por ejemplo, HCI. En algunas
modalidades, se utiliza una mezcla de acidos (particularmente una mezcla de un

acido fuerte con otro acido).

[61] En modalidades en donde ocurre la hidrélisis micinosiloxi después de
la hidrolisis de micarosiloxi acida discutida anteriormente en la Seccion B-2, el
écidos utilizado en las reacciones de hidrélisis de micinosiloxi y micarosiloxi
pueden ser diferentes, aunque generalmente es mas preferida para los acidos
para ser los mismos. En algunas modalidades, por ejemplo, HCI se utiliza en

ambas reacciones. En otras modalidades, HBr se utiliza en ambas reacciones.

[62] En general, suficiente acido se mezcla con el compuesto 23-hidroxil-
20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida para hidrolizar el sustituyente micinosiloxi
para formar un grupo hidroxilo. Tipicamente, la cantidad de acido sera mas de
aproximadamente un equivalente, con base en la cantidad molar del compuesto
23-0O-micinosil-20-piperidinil-5-O- micaminosil-tilonolida. En general, el acido se
agrega a la mezcla de .reaccic')n en la forma de una composicién concentrada. La
concentracion tipiciamente no es mas de aproximadamente 50% (masal/vol), no es
mas de aproximadamente 48% (masa/vol), de aproximadamente 1 a
aproximadamente 30% (masa/vol), o de aproximadamente 1 a aproximadamente
24% (masa/vol). En algunas modalidades, por ejemplo, el acido es HBr, y la
concentracion de la solucién acida que se agrega a la mezcla de reaccion es
aproximadamente 24% (masa/vol). En algunas modalidades, el acido concentrado

comprende una mezcla de acidos, tal como, por ejemplo, HBr con otro acido.
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[63] Los ingredientes se pueden generalmente cargar al reactor en
cualquier secuencia. El reactor puede comprender varios tipos de reactores. En
algunas modalidades, por ejemplo, el reactor es un reactor de tanque de agitacion.
Se prefieren reactores de vidrio y recubiertos con vidrio a menudo, aunque se
puede utilizar cuaiquier composicién estable cuando se expone a la mezcla de

reaccion acidica.

[64] La mezcla normalmente se mantiene en una temperatura que es
mayor del punto de congelamiento de la mezcla, permite que la mezcla se agite, y
permite que la mezcla sea homogénea. La temperatura de reaccion durante por lo
menos una porcién de la reaccion (o la reaccion completa) preferiblemente no es
mayor del punto de ebullicién del disolvente (por ejemplo agua), y tipicamente es
menor del punto de ebullicién. En general, por lo menos una porcién de la reaccion
(o la reaccién completa) se conduce a una temperatura de por lo menos
aproximadamente 10° C, mas de aproximadamente 25° C, o por lo menos
aproximadainente 48° C. La temperatura de reaccion durante por lo menos una
porcion de la reaccién (o la reaccién completa) tipicamente no es mas de
aproximadamente 100° C, o no es mas de aproximadamente 65° C. En algunas
modalidades, por ejemplo, la temperatura de reaccién durante por lo menos una
porcién de la reaccién (o la reaccion completa) es de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100° C. En algunas modalidades cuando el acido es HCl o HBr,

la temperatura de reaccién durante por lo menos una porcion de la reaccioén (o la

reaccion completa) preferiblemente es de aproximadamente 48 a

aproximadamente 60° C.En algunas tales modalidades, por ejemplo, la
temperatura durante por lo men os un a porciéon de la reaccidén (o la reaccion
completa) es de aproximadamente 55 a aproximadamente 60° C. En otras tales

modalidades, la temperatura durante por lo menos una porcién de la reaccion (o la
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reaccion completa) es de aproximadamente 51 a aproximadamente 57° C (por
ejemplo aproximadamente 54° C). En todavia otras tales modalidades, la
temperatura durante por lo men os un a porcién de la reacciéon (o la reaccion
completa) es de aproximadamente 50 a aproximadamente 56° C. Aunque se
pueden utilizar temperaturas menores diferentes de estos rangos, tales
temperaturas tienden a coincidir con proporciones de reaccidon mas lentas. Y,
aunque se puede utilizar temperaturas mayores diferentes de estos rangos, tales
temperaturas tienden a coincidir con produccibn mayor de subproductos

indeseables.

[65] Como con la hidrélisis de micarosiloxi discutida anteriormente en la
Seccion B-2, la mezcla de reaccién de hidrélisis de micarosiloxi se puede
mantener en una temperatura que es ligeramente menor de la temperatura de
reaccién deseada mientras por lo menos una porcién del acido (o todo el acido) se

sigue cargando al reactor.

[66] Esta reaccién se puede conducir durante un amplio rango de
presiones, incluyendo presién atmosférica, presion atmosférica menor, y presion
atmosférica mayor. Esto tipicamente se prefiere, sin embargo, para conducir la

reaccion a aproximadamente presion atmosférica.

[67] El tiempo de reaccion depende de varios factores incluyendo, por
ejemplo, la temperatura de reaccion, cantidades relativas de los ingredientes, y la
conversion deseada. En un reactor de tanda, el tiempo de reaccion es
generalmente por lo menos aproximadamente 1 minuto, y mas tipicamente por lo
menos aproximadamente 15 minutos. Tipicamente, el tiempo de reaccion es

menor de aproximadamente 7 horas. En algunas modalidades, por ejemplo, el
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tiempo de reaccion es de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 7 horas. En
algunas tales modalidades, por ejemplo, el tiempo de reaccién es de

aproximadamente 1 a aproximadamente 5 horas, o de aproximadamente 3 a

aproximadamente 5 horas. Aunque se pueden utilizar tiempos de reaccion

menores diferentes de estos rangos, tales tiempos de reaccion tienden a coincidir
con conversiones menores. Y, aunque se pueden utilizar tiempos de reaccién
mayores, tales tiempos de reaccién tienden a coincidir con produccién mayor de

impurezas y uso ineficiente de equipo y mano de obra.

[68] Cuando ocurre la hidrolisis de micinosiloxi después de la hidrolisis de
micarosiloxi discutida anteriormente en la Seccion B-2, las dos reacciones (es

decir, aquellas descritas anteriormente en la Seccién B-2 y esta Seccidon B-3) se

puede llevar a cabo como dos etapas dis cretas 0 com o una Unica reaccion.

Cuando las reacciones se llevan a cabo como una unica reaccién, la mezcla de
reaccion se puede mantener en la misma temperatura o cambiar (tipicamente
incrementar) durante el tiempo. Si la mezcla de reaccion se mantiene en la misma
temperatura, la mezcla normalmente se mantiene en una temperatura de por lo
menos aproximadamente 10° C, tipicamente mas de aproximadamente 25° C, mas
tipicamente por lo menos aproximadamente 30° C, y todavia mas tipicamente por
lo menos aproximadamente 45° C. En algunas modalidades, la temperatura se
mantiene en de aproximadamente 10 a aproximadamente 100° C. En algunas
tales modalidades, por ejemplo, la temperatura es de aproximadamente 48 a
aproximadamente 70° C. En otras tales modalidades, por ejemplo, la temperatura
es de aproximadamente 50 a aproximadamente 56° C. En otras tales
modalidades, por ejemplo, la temperatura es de aproximadamente 55 a
aproximadamente 60° C. En todavia otras tales modalidades, la temperatura es de

aproximadamente 65 a aproximadamente 70° C. Si la temperatura de la mezcla se

11X
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incrementa durante el tiempo, la temperatura de la mezcla en el inicio de la
hidrolisis normalmente que es por lo menos aproximadamente 15° C, o por lo
menos aproximadamente 25° C. como el progreso de la reaccion de la hidrélisis de
micarosiloxi a la hidrélisis de micinosiloxi, la temperatura preferiblemente se
incrementa a por lo menos aproximadamente 30° C, por lo menos
aproximadamente 45° C, o de aproximadamente 48 a aproximadamente 70° C. En
algunas tales modalidades, la temperatura incrementada es de aproximadamente
50 a aproximadamente 56° C. En otras tales modalidades, la temperatura
incrementada es de aproximadamente 55 a aproximadamente 60° C. En todavia
otras tales modalidades, la temperatura incrementada es de aproximadamente 65
a aproximadamente 70° C. En algunas modalidades, la mezcla de reaccion se
mantiene en una temperatura que es ligeramente menor de la temperatura de
reaccion deseada mientras se sigue cargando el reactor con acido. En aquellas
modalidades, la temperatura tiende a incrementar una vez se ha cargado el

reactor con acido.

[69] EItiempo de reaccién total cuando las dos reacciones de hidrélisis se
combinan depende de varios factores incluyendo, por ejemplo, la temperatura de
reaccion, cantidades relativas de los ingredientes, y la conversion deseada.
Generalmente, sin embargo, el tiempo de reaccién para las reacciones de
hidrélisis combinadas en un reactor de tanda es por lo menos aproximadamente 4
horas. En algunas modalidades, el tiempo de reaccion combinado es de
aproximadamente 4 a aproximadamente 6 horas. En algunas tales modalidades,
por ejemplo, el tiempo de reaccién combinado es aproximadamente 4 horas. Tal
un tiempo de reaccion puede ser particularmente adecuado en donde, por
ejemplo, la temperatura de reaccion es de aproximadamente 65 a

aproximadamente 70° C. En otras modalidades, el tiempo de reaccion es
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aproximadamente 5 horas. Tal un tiempo de reaccion puede ser particularmente
adecuado en donde, por ejemplo, la temperatura de reaccibn es de

aproximadamente 55 a aproximadamente 60° C.

[70] La purificacion o aislamiento del producto se puede alcanzar
utilizando, por ejemplo, varios métodos conocidos en la técnica. Alternativamente,
el producto se puede utilizar en la siguiente etapa sin purificacién adicional o

aislamiento.
B-4. Preparacion del compuesto activado
[71] En algunas modalidades, la sintesis de macrolida empieza a o

incluye preparar un compuesto activado, y particularmente un compuesto que

corresponde en estructura a la Formula (VI):

(VI).

[72] En algunas modalidades, R' y R® son cada uno metilo, y R® es
hidrégeno; o R' y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo. En otras
modalidades, R', R? y R® son cada uno hidrégeno, tal que el compuesto

corresponde en la estructura a:

]
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[73] L es un grupo saliente. En general, el grupo saliente es un grupo que
se puede reemplazar con un grupo piperidinilo (normalmente via desplazamiento
nucledfilo) utilizando piperidina en una reacciéon de aminacién, tal como la reaccion
de aminacién discutida adelante en la Seccién B-5. En algunas modalidades, por
ejemplo, L es yodo (-1), bromo (-Br), alquilosulfonato, y arilsulfonato. El
alquilosuifonato y arilsulfonato son opcionalmente sustituidos con uno o mas
sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste de halo,
alquilo, y haloalquilo. En algunas tales modalidades, por ejemplo, L es yodo,
bromo, metilsulfonato (o0 “-OS(0),CH3" o “mesilato”), friﬂuorometilsulfonato (o *-
0S(0),CF3” o “triflato”), o 4-metilfenilsulfonato (o p-toluenosulfonato” o “tosilato”).

En algunas modalidades, L es yodo, y el compuesto activado corresponde en la

estructura a:

Rl
RZ
R3
H,C,
*Ny—CH;
OH
O
CH,

o, cuando R', R% y R® son cada uno hidrégeno, corresponde en la

estructura a:
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En algunas modalidades, L es mesilato, y el compuesto activado

corresponde en la estructura a:

o, cuando R' R% y R® cada uno son hidrégeno, corresponde en la

estructura a:

En algunas modalidades, L es tosilato, y el compuesto activado

corresponde en la estructura a:

PNa
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o, cuando R', R?% y R® cada uno son hidrégeno, corresponde en la

estructura a:

o9

En algunas modalidades, L es triflato, y el compuesto activado corresponde

en la estructura a:

e

10
o, cuando R', R? y R® cada uno son hidrégeno, corresponde en la

estructura a:
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[74] El compuesto activado se puede preparar por via de una reaccioén de
activacion de un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida y
5 un agente de activacion (es decir, un compuesto que comprende un grupo de

retiro de electrén):

AGENTE
ACTIVANTE
Compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil- compuesto activado

10 5-O-micaminosil-tilonolida

En donde R', R?, y R® son cada uno hidrégeno, su reaccion es como sigue:

CH,

s AGENTE
ACTIVANTE
15

[75] ElI compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

utilizado en la reaccion anterior se puede preparar utilizando un proceso discutido
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anteriormente en la Seccion B- 3, preparado utilizando un proceso diferente, u
obtenido a partir de un vendedor comercial. En algunas modalidades preferidas, el
compuesto  23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se  prepara

utilizando un proceso discutido anteriormente en la Secciéon B-3.

[76] En algunas modalidades, L es yodo, y el agente de activacion se

forma al mezclar |, y trifenilfosfina:

Y

[77] Tipicamente, esta reacciéon se conduce en la presencia de uno o mas
disolventes. En general, el disolvente no es reactivo con los reactivos, productos, y
cualesquier otros ingredientes en la mezcla de reaccion (aunque, como se nota
adelante, el disolvente puede, por ejemplo, actuar como una base de ayuda). El
disolvente puede ser, por ejemplo, uno o mas de diclorometano (“DCM”), acetona,
acetonitrilo (“ACN”), terc-butil metil éter (o ©BME”), tolueno, y piridina. En algunas
modalidades, por ejemplo, el disolvente comprende tetrahidrofurano (“THF”). En
otras modalidades, el disolvente comprende piridina, que también puede actuar
como una base de ayuda. En todavia otras modalidades, el disolvente comprende
diclorometano. En algunas tales modalidades, por ejemplo, el disolvente
comprende diclorometano y tolueno. En algunas modalidades, la proporcion de
diclorometano a tolueno es, por ejemplo, por lo menos aproximadamente 1:1, de
aproximadamente 3:1 a aproximadamente 10: 1, o de aproximadamente 3: 1 a

aproximadamente 5:1. En algunas modalidades, por lo menos una porcion del
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disolvente comprende el disolvente de una etapa de proceso utilizada durante la
preparacion y/o purificacion del compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida.

[78] En general, la cantidad del disolvente es suficiente para, por ejemplo,
pfevenir (o esencialmente prevenir) que los reactivos, productos, y otros
ingredientes en la mezcla de reaccién se peguen al reactor, disolver los reactivos
(particularmente el compuesto 23-hidroxil-20- piperjdiniI-5-O-micaminosiI-
tilonolida), y promover la distribucién homogénea de los reactivos. La cantidad del
disolvente tipicamente es por lo menos aproximadamente 1 L por kilogramo del
compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. La cantidad del
disolvente tipicamente no es mas de aproximadamente 100 L por kilogramo del
compuesto  23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. En  algunas
modalidades, la cantidad del disolvente es de aproximadamente 5 a
aproximadamente 20 L (o de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 L, o de
aproximadamente 10 a aproximadamente 12 L) por kilogramo del compuesto 23-
hidroxil-20-piperidinil-5-O- micaminosil-tilonolida. Para ilustrar, en algunas
modalidades, la cantidad del disolvente que es aproximadamente 10 L de DCM
por kilogramo. En otras modalidades, la cantidad del disolvente es
aproximadamente 12 L de DCM por kilogramo. En todavia otras modalidades, el
disolvente es una mezcla de DCM vy tolueno (aproximadamente 4:1 vol/vol), y la

cantidad del disolvente es de aproximadamente 10 L por kilogramo.

[79] Como se indic6 anteriormente, esta reaccion se puede conducir en la
presencia de una base (o “base de ayuda”). La base puede ser una base unica, o
una combinacion de bases. Esta base puede comprender, por ejemplo,

trietilamina, piridina, imidazol, carbonato de potasio, y/o 4-dimetilaminopiridina (o

V5%
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“‘DMAP”). La presencia de la base puede incrementar la proporciéon de reaccion.
En algunas modalidades, la base comprende piridina. En algunas tales
modalidades, por ejemplo, el agente de activacion comprende |, y trifenilfosfina.
En otras modalidades, la base comprende imidazol. En otras modalidades, la base
comprende una combinacioén de carbonato de potasio y 4-dimetilaminopiridina. En
algunas tales modalidades, por ejemplo, el agente de activacibn comprende
cloruro de p-toluenosulfonilo. En algunas modalidades, la base de ayuda se

adhiere a un soporte sélido (por ejemplo una resina).

[80] Cuando se utiliza una base, la cantidad molar de la base es
tipicamente por lo menos equivalente a la cantidad molar del compuesto 23-
hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. En algunas modalidades, la
cantidad de la base es por lo menos 1.05 equivalentes. Por ejemplo, en algunas
modalidades, la cantidad molar de la base es de aproximadamente 1.1 a
aproximadamente 10 equivalentes, de aproximadamente 1.1 a aproximadamente
5 equivalentes, o de aproximadamente 1.1 a aproximadamente 3 equivalentes. En
algunas tales modalidades, la cantidad molar de base es de aproximadamente 1.1
a aproximadamente 1.4 equivalentes (por ejemplo aproximadamente 1.15 o
aproximadamente 1.3 equivalentes). En otras tales modalidades, la cantidad molar
de la base es aproximadamente 2.8 equivalentes. Cuando se utiliza una
combinacion de bases, la cantidad molar total de base preferiblemente cabe
dentro de los rangos descritos anteriormente. Por ejemplo, cuando la fuente del
agente de activacion comprende cloruro de p-toluenosulfonilo, un ejemplo de una
cantidad contemplada de base es aproximadamente 1.5 equivalentes de
carbonato de potasio y aproximadamente 1.0 equivalentes de 4-
dimetilaminopiridina, con base en la cantidad del compuesto 23-hidroxil-20-

piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
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[81] Cuando la fuente del agente de activacion es I, y trifenilfosfina, el |,
trifenilfosfina, y base (si esta presente) se combinan primero tipicamente en la
presencia del disolvente para formar el agente de activacién antes que ellos se
combinan con el compuesto 23-hidroxil-20- piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.
El reactor en el cual el agente de activaciéon se forma puede ser el mismo reactor
en el que el agente de activacion se combina con el compuesto 23-hidroxil-20-
piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Alternativamente, el agente de activacién se
puede formar en un reactor diferente, y luego cargar al reactor al cual el
compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida se carga. El I, se
puede agregar en una 0 mas dosis para la trifeniifosfina o viceversa. En algunas
modalidades, el |, se agrega a la trifenilfosfina en dos o mas porciones (por
ejemplo 5 porciones) o viceversa. Las porciones pueden ser cantidades iguales o
diferentes. Generalmente, la combinacion del I; y trifenilfosfina toma lugar en la
presencia de un disolvente, que puede, por ejemplo, comprender los disolventes
que se utilizan en la reaccion de sustitucion. Si una base (por ejemplo piridina)
esta presente, tipicamente se combina con la trifenilfosfina antes que se agregue
l,. La mezcla preferiblemente se mantiene en de aproximédamente 15 a
aproximadamente 35° C (o de aproximadamente 20 a aproximadamente 30° C,
por ejemplo, aproximadamente 25° C) durante la adicion de |, a la trifenilfosfina, y
luego se mantiene en una temperatura de aproximadamente 15 a
aproximadamente 35° C (o de aproximadamente 20 a aproximadamente 30° C,
por ejemplo, aproximadamente 25° C) después de la adicion durante por lo menos
aproximadamente un minuto (por ejemplo aproximadamente 2 minutos), o durante
por lo menos aproximadamente 5 minutos, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 60 minutos, o de aproximadamente 30 a aproximadamente 60

minutos (por ejemplo aproximadamente 40 minutos). Después de esto, la

(PN
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temperatura preferiblemente se ajusta a wuna temperatura que es
aproximadamente igual a la temperatura en la cual la reacciéon de sustitucién se

inicia.

[82] Para desarrollar la reaccién de sustitucion, cantidades equimolares
del compuesto 3-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida y el agente de
activacién generalmente se puede utilizar. Normalmente, sin embargo, un exceso
del agente de activacion se utiliza, y tipicamente por lo menos 1.05 equivalentes
se utilizan, con base en la cantidad molar del compuesto 23-hidroxil-20- piperidinil-

5 -0-micaminosil-tilonolida.

[83] En algunas modalidades cuando el agente de activacién se forma de
I, y trifenilfosfina, las cantidades molares de |, y trifenilfosfina son cada una por lo
menos 1.05 equivalentes, con base en la cantidad molar del compuesto de 23-
hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Por ejemplo, en algunas tales
modalidades, las cantidades molares de |, y trifenilfosfina son cada una de 1.05 a
aproximadamente 10 equivalentes, de 1.05 a aproximadamente 5 equivalentes, o
de 1.05 a aproximadamente 3 equivalentes. Aunque los equivalentes de cada uno
de I, y trifenilfosfina pueden ser los mismos, los equivalentes de trifenilfosfina
tipicamente exceden los equivalentes de |,. Para ilustrar, cantidades molares
adecuadas de 1, y trifenilfosfina pueden ser aproximadamente 2.5 y 2.6
equivalentes, respectivamente, con base en la cantidad molar del compuesto de
23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. = En  otras  modalidades,
cantidades molares adecuadas de |, y trifenilfosfina son aproximadamente 1.9 y
2.0 equivalentes, respectivamente, con base en la cantidad molar del compuesto
de  23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. = En  todavia otras

modalidades, una cantidad molar adecuada de I; es de 1.05 a aproximadamente

|54
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1.2 equivalentes, con base en la cantidad molar del compuesto de 23-hidroxil-20-
piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida; y una cantidad adecuada de trifenilfosfina es
de aproximadamente 1.09 a aproximadamente 1.25 equivalentes, con base en la
cantidad molar del compuesto de 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-
til'o_nolida. Por ejemplo, cantidades molares adecuadas de I, y trifenilfosfina
pueden ser aproximadamente 1.06 y aproximadamente 1.13 equivalentes,
respectivamente, con base en la cantidad molar del compuesto de 23-hidroxil-20-
piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Ejemplificando adicionalmente, cantidades
molares adecuadas de I, y trifenilfosfina pueden ser alternativamente
aproximadamente 1.2 y aproximadamente 1.25 equivalenteé, respectivamente,
con base en la cantidad molar del compuesto de 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida.

[84] En algunas modalidades cuando el agente de activacion es cloruro
P-toluenosulfonilo, la cantidad molar de cloruro de p-toluenosulfonilo es de
aproximadamente 1.1 a aproximadamente 10 equivalentes, de aproximadamente
1.2 a aproximadamente 5 equivalentes, o de aproximadamente 1.2 a
aproximadamente 3 equivalentes, con base en la cantidad molar del compuesto de
23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida. Una cantidad molar adecuada

de cloruro p-toluenosulfonilo puede ser, por ejemplo, 1.2 equivalentes.

[85] La reaccion de sustitucion se puede conducir para un amplio rango
de presiones, incluyendo presién atmosférica, presiébn atmosférica menor, y
presion atmosférica mayor. Esto tipicamente se prefiere, sin embargo, para

conducir la reaccion a aproximadamente presién atmosférica.

[86] La temperatura de reaccion para por lo menos una porcion de la
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reaccion de sustitucion (o la reaccién de sustitucion completa) tipicamente es
mayor del punto de congelamiento del disolvente. En general, la temperatura de
reaccion durante por lo menos una porcién de la sustitucién (o la sustitucion
completa) no es mayor del punto de ebullicion del disolvente, y tipicamente es
menor del punto de ebullicion. En algunas modalidades, por ejemplo, el disolvente
es diclorometano, y por lo menos una porcién de la reaccién (o la reaccién
completa) se conduce a una temperatura que no es mas de aproximadamente 45°
C. En algunas modalidades, por lo menos una porcién de la reaccion (o la
reaccion completa) se conduce a una temperatura que no es mas de
aproximadamente 32° C, o no Ies mas de aproximadamente 25° C. En algunas
tales modalidades, por ejemplo, por lo menos una porcién de la reaccién (o la
reaccion completa) se conduce de aproximadamente -10° C a aproximadamente
25° C. Por ejemplo, en algunas modalidades, por lo menos una porcién de la
reaccion (o la reacciébn completa) se conduce de aproximadamente cero a
aproximadamente 20° C, o de aproximadamente 12 a aproximadamente 18° C
(por ejemplo aproximadamente 13° C). En otras modalidades, por lo menos una
porcién de la reaccion (o la reaccién completa) se conduce de aproximadamente -
10° C a aproximadamente 45° C, o de aproXimadamente 25 a aproximadamente
45° C. En todavia otras modalidades, por lo menos una porcion de la reaccion (o la
reaccion completa) se conduce de aproximadamente -10 a aproximadamente 0° C,
o de aproximadamente -6 a aproximadamente -5° C. Aunque temperaturas
menores diferentes de estos rangos se pueden utilizar, tales temperaturas tienden
a coincidir con proporciones de reaccion mas lentas. y, aunque se pueden utilizar
temperaturas mayores diferentes de estos rangos, tales temperaturas tienden a
coincidir con produccion mayor de subproductos indeseables. El uso de algunas
fuentes del agente de activacion (por ejemplo cloruro de toluenosulfonilo), sin

embargo, puede permitir para temperaturas mayores a ser utilizadas (por ejemplo

[JNE
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de aproximadamente 25 a aproximadamente 45° C). Cuando el agente de
activacion es yodo, esto tipicamente se prefiere para conducir la reacciéon de
sustitucion dentro de un rango de temperatura que no produce un nivel
inaceptable de impurezas que resultan de di-yodinacion del compuesto 23-hidroxil-

20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

[87] EIl tiempo de reaccién depende de varios factores incluyendo, por
ejemplo, la temperatura de reaccién, caracteristicas del disolvente, cantidades
relativas de los ingredientes, y la conversién deseada. En un reactor de tanda, el
tiempo de reaccion total es tipicamente por lo menos aproximadamente 1 minuto,
y mas tipicamente por lo menos aproximadamente 45 minutos. En general, el
tiempo de reaccion total es menor de aproximadamente 24 horas. En algunas
modalidades, por ejemplo, el tiempo de reaccion total es menor de
aprbximadamente 5 horas. Para ilustrar, en algunas modalidades, el tiempo de
reaccion es de aproximadamente 45 minutos a aproximadamente 5 horas, o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 horas. En algunas tales modalidades,
por ejemplo, el tiempo de reaccion es de aproximadamente 2 a aproximadamente
3 horas, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 2.5 horas (por ejemplo
aproximadamente 2 o aproximadamente 2.2 horas). En otras modalidades, el
tiempo de reaccion es de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 horas, de
aproximadamente 6 a aproximadamente 10 horas, de aproximadamente 7 a
aproximadamente 10 horas, o de aproximadamente 7 a aproximadamente 8 horas.
Aunque se pueden utilizar tiempos de reaccion menores diferentes de estos
rangos, tales tiempos de reaccién tienden a coincidir con conversiones menores.
Y, aunque se pueden utilizar tiempos de reaccién mayores, tales tiempos de
reaccion tienden a coincidir con produccién mayor de impurezas y uso ineficiente

de equipo y mano de obra.

PAL
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[88] Debido a la naturaleza exotérmica de la reaccidén de sustitucién, en
algunas modalidades (particularmente aquellas utilizando un reactor de tanda), el
compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5- O-micaminosil-tilonolida se combina con el
agente de activacién durante el tiempo (0 en mt]ltiples dosis separadas) a
diferencia de todo de una vez. En algunas modalidades, esto ocurre durante un
periodo de por lo menos un minuto, por lo menos 5 minutos, de aproximadamente
5 a aproximadamente 60 minutos, o de aproximadamente 30 a aproximadamente
60 minutos (por ejemplo aproximadamente 50 minutos). Para ilustrar, en algunas
modalidades, la reaccion de sustitucidn se conduce en una temperatura maxima
de aproximadamente 25° C, y la dosificacidon del agente de activacion ocurre
durante de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 1 hora, seguido por un
tiempo de reaccion adicional de aproximadamente 1 hora. En otras modalidades,
la reaccion de sustitucion se conduce en una temperatura maxima de
aproximadamente -5° C, y la dosificacion del agente de activacion ocurre durante
de aproximadamente 0.7 a aproximadamente 1 hora, seguido por un tiempo de

reaccion adicional de aproximadamente 7 horas.

[89] En algunas modalidades, la reaccién de sustitucidon se apaga para
inactivar cualquier yodo residual, y, por lo tanto, reducir (y preferiblemente
prevenir) formaciéon de subproducto debido a tal yodo residual. Por ejemplo, en
algunas tales modalidades, la reaccion se apaga con sulfito de sodio acuoso (es
decir, Na,S03). Purificacion o aislamiento del producto se puede alcanzar
utilizando, por ejemplo, varios métodos conocidos en la técnica. Alternativamente,
el producto se puede utilizar en la siguiente etapa sin purificacién adicional o

aislamiento.

A5
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[90] La reaccién de formacion del agente de activaciéon y la reaccién de
sustitucibn se puede conducir en varios tipos de reactores. En algunas
modalidades, por ejemplo, el reactor es un reactor de tanque de agitacién. El
reactor se puede hacer de cualquier composicion que permanece estable cuando
se expone a la mezcla de reaccién. Tales materiales incluyen, por ejemplo, varios
materiales, tales como cristal (incluyendo recubrimiento de vidrio) o acero

inoxidable.

B-5. Preparacién de la macrolida

[91] Como se observd anteriormente, las macrolidas preparadas de

acuerdo con esta invencidn corresponde en estructura a la Férmula (l):

D.

Aqui:

Como un R" R? y R*

R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno;

R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo; o

R' R? y R® son cada uno hidrégeno.
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Como un R* R® y R®:
R*y R® son cada uno metilo, y
5 R® es hidrogeno; R* y R® son cada uno hidrégeno, y R® es metilo; o

R?* R® y R® son cada uno hidrégeno.

En algunas modalidades, R, R? R® R* R® y R® son cada uno hidrégeno:

(I-A).
10
En algunas tales modalidades, por ejemplo, el compuesto corresponde en
_’/ la estructura para la siguiente Férmula:
(I-B).
15 [92] En algunas modalidades, la preparacion de la macrolida empieza a o

incluye una reaccién de aminacién de un compuesto activado con un compuesto
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piperidinilo:

Compuesto reactivo macrolida
Activado piperidinilo

En donde R, R?, R, R* R® y R® son cada uno hidrégeno, su reaccién es

como sigue:

[93] EI compuesto activado utilizado en la reaccién anterior se puede
preparar utilizando un proceso discutido anteriormente en la Seccién B-4,
preparado utilizando un proceso diferente, u obtenido a partir de un vendedor
comercial. En algunas modalidades preferidas, el compuesto activado se prepara

utilizando un proceso discutido anteriormente en la Seccién B-4.

[94] Tipicamente, esta reaccion se conduce en la presencia de uno o mas

disolventes. En general, el disolvente no es reactivo con los reactivos (por ejemplo
el compuesto activado), productos, y cualesquier otros ingredientes en la mezcla

de reaccién. El disolvente puede ser, por ejemplo, acetonitrilo (o “CH3CN);

PAA
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cloroformo; diclorometano; tetrahidrofurano; un disolvente cetona, tal como
acetona (o0 “CH3;COCHS5;"); un disolvente hidrocarburo, tal como un hidrocarburo
aromatico el disolvente (por ejemplo tolueno o xileno); o una base, tal como
piridina o piperidina. En algunas modalidades, el disolvente comprende
acetonitrilo. En algunas modalidades, el disolvente comprende tetrahidrofurano.
En algunas modalidades, el disolvente comprende diclorometano. En algunas
modalidades, el disolvente comprende xileno. En algunas modalidades, por lo
menos una porcion del disolvente comprende el disolvente de una etapa de

proceso utilizada durante la preparacién y/o purificacién del compuesto activado.

[95] La cantidad del disolvente puede variar ampliamente, no del
disolvente en todas las cantidades que crean mezclas de reaccién diluidas.
Tipicamente, la cantidad del disolvente es suficiente para, por ejemplo, evitar (o
esencialmente evitar) que los reacti vos, productos, y otros ingredientes en la
mezcla de reaccion se peguen al reactor, y promover la distribucién homogénea
de los reactivos. En algunas modalidades, disolvente suficiente esta presente tal
que la cantidad combinada del reactivo activante y la macrolida es de
aproximadamente 5 a aproximadamente 50% (masa/volumen) de la mezcla de
reaccién. En algunas modalidades, la cantidad del disolvente es por lo menos
aproximadamente 1 L por kilogramo del compuesto activado. En algunas tales
modalidades, por ejemplo, la cantidad del disolvente es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 100 L (o de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 L) por
kilogramo de compuesto activado. Para ilustrar, en algunas modalidades,
aproximadamente 5 L del disolvente (por ejemplo xileno o tetrahidrofurano) se
utilizan por kilogramo de compuesto activado. llustrando adicionalmente, en otras
modalidades, aproximadamente 10 L del disolvente (por ejemplo acetonitrilo) se

utilizan por kilogramo de compuesto activado.

AT
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[96] En algunas modalidades, la aminacién se conduce en la presencia
de una base. En algunas modalidades, la base comprende una base hidratada. La
base puede ser, por ejemplo, carbonato de potasio (0 “K,CO3"), carbonato de
sodio (0 “Na,CO3"), o una amina terciaria. La presencia de tal una base tiende a
coincidir con una proporcién de reaccion mayor y menor produccion de impurezas.
Se cree que tales ventajas pueden provenir de la base del compuesto piperidinilo
protonado desprotonado. La base preferiblemente no es tan fuerte como para
causar hidrélisis de la lactona en el niucleo macrolida. Generalmente, cantidades
equimolares del compuesto activado y base se puede utilizar. Normalmente, sin
embargo, se utiliza un exceso de base. En algunas modalidades, por lo menos
1.05 (o de aproximadamente 1.1 a aproximadamente 50, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 30, de aproximadamente 2 a aproximadamente 20, o de
aproximadamente 2 a aproximadamente 10) equivalentes de base se utilizan, con
base en la cantidad molar de compuesto activado cargado al reactor. En algunas
tales modalidades, se utilizan aproximadamente 6.2 equivalentes de base. En
otras algunas de tales modalidades, se utilizan aproximadamente 10 equivalentes
de base.v En todavia otras tales modalidades, de aproximadamente 1.1 a

H

aproximafdamente 10 (o de aproximadamente 2 a aproximadamente 8, o se
j

utilizan {je aproximadamente 4 a aproximadamente 6) equivalentes de base, con
H

base en'la cantidad molar de compuesto activado cargado al reactor. Para ilustrar,

una cantidad adecuada de base puede ser, por ejemplo, aproximadamente 5

equivalentes.

[97] Para desarrollar la a minacién, el compuesto activado, compuesto
piperidinilo, y el disolvente, asi como también cualquier base (al grado actual),

normalmente se cargan al reactor y se mezcla. Estos ingredientes generaimente

b4y
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se pueden cargar al reactor en cualquier secuencia. El reactor puede comprender
varios tipos de reactores. En algunas modalidades, por ejemplo, el reactor es un
reactor de tanque de agitacion. A menudo se prefieren reactores de vidrio,
recubiertos con vidrio, y acero inoxidable, aunque se puede utilizar cualquier

composicién estable cuando se expone a la mezcla de reaccion.

[98] Generalmente, se puede utilizar cantidades equimolares . del
compuesto activado y compuesto piperidinilo. Normalmente, sin embargo, un
exceso del compuesto piperidinilo se utiliza. En algunas modalidades, se utilizan
por lo menos 1.05 (o de aproximadamente 1.1 a aproximadamente 50, de
aproximadamente 2 a aproximadamente 30, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 20, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 10)
equivalentes del compuesto piperidinilo, con base en la cantidad molar de
compuesto activado cargado al reactor. En algunas tales modalidades, se utilizan
aproximadamente 10 equivalentes del compuesto piperidinilo. En otras tales
modalidades, se utilizan de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 (o de
aproximadamente 4 a aproximadamente 6) equivalentes, con base en la cantidad
molar de compuesto activado cargado al reactor. Para ilustrar, una cantidad
adecuada de compuesto piperidinilo puede ser, por ejemplo, aproximadamente 4.7
equivalentes. Una cantidad adecuada contemplada del compuesto piperidinilo

también puede ser, por ejemplo, aproximadamente 5.7-5.8 equivalentes.

[99] Por lo menos una porciéon de la reaccion (o la reaccidon completa)
normalmente se conduce en mas de aproximadamente 20° C, o mas de
aproximadamente 25° C La temperatura de reacciéon oOptima depende de, por
ejemplo, el disolvente. Tipicamente, por lo menos una porcién de la reaccién (o la

reaccién completa) se conduce a una temperatura que no es mayor del punto de

PCT/EP2007/057710 L4”OI
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ebullicion del disolvente, y tipicamente es menor del punto de ebullicion. En
general, por lo menos una porciéon de la reaccion (o la reaccidon completa) se
conduce de aproximadamente 50 a aproximadamente 110° C. En algunas
modalidades, por ejemplo, por lo menos una porcién de la reaccion (o la reaccion
completa) se conduce de aproximadamente 60 a aproximadamente 110° C, o de
aproximadamente 75 a aproximadamente 110° C. Para ilustrar, cuando el
disolvente comprende acetonitrilo o tolueno, la temperatura de reaccién
contemplada adecuadamente para por lo menos una porcion de la reaccién (o la
reaccion completa) es de aproximadamente 78° C a aproximadamente 110° C (por
ejemplo aproximadamente 78° C). Para ilustrar adicionalmente, cuando el
disolvente comprende xileno, una temperatura de reaccién contemplada adecuada
para por lo menos una porciéon de la reaccién (o la reaccion completa) es de
aproximadamente 95 a aproximadamente 105° C, y un tiempo de reaccion
adecuado para la reaccion es aproximadamente 15 horas. En otras modalidades,
el disolvente comprende tetrahidrofurano, y por lo menos una porciéon de la
reaccion (o la reaccion completa) se conduce de aproximadamente 55 a
aproximadamente 75° C. Aunque temperaturas menores diferentes de estos
rangos se pueden utilizar, tales temperaturas tienden a coincidir con proporciones
de reaccién mas lentas. Y, aunque se pueden utilizar temperaturas mayores
diferentes de estos rangos, tales temperaturas tienden a coincidir con produccion
mayor de subproductos indeseables. Tipicamente, se pueden utilizar temperaturas
menores con disolventes que tienen polaridades mayores. La temperatura se

puede adaptar de acuerdo con esto por un experto en la técnica.

[100] En algunas modalidades, la reaccién de aminacién se conduce en
mas de una temperatura. Por ejemplo, la reaccién se puede conducir en una

temperatura inicial y, luego lentamente incrementar a otra temperatura cuando
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progresa la reaccion.

[101] La aminacién se puede conducir para un amplio rango de presiones,
incluyendo presién atmosférica, presion atmosférica menor, y presion atmosférica
mayor. Esto tipicamente se prefiere, sin embargo, para conducir la reaccién a

aproximadamente presion atmosférica.

[102] EIl tiempo de reaccién depende de varios factores incluyendo, por
ejemplo, la temperatura de reaccién, caracteristicas del disolvente, cantidades
relativas de los ingredientes, y la conversién deseada. En un reactor de tanda, el
tiempo de reaccién es generalmente por lo menos aproximadamente 1 minuto, por
lo menos aproximadamente 5 minutos, o por lo menos aproximadamente 45
minutos. El tiempo de reaccidén es generalmente no mas de aproximadamente 24
horas. En algunas modalidades, el tiempo de reaccion es de aproximadamente 2 a
aproximadamente 15 horas. En otras modalidades, el tiempo de reaccion es de
aproximadamente 1 a aproximadamente 5 horas, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 4 horas, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 horas
(por ejemplo aproximadamente 2.5 horas). En otras tales modalidades, el tiempo
de reaccién es de aproximadamente 6 a aproximadamente 15 horas. Aunque se
pueden utilizar tiempos de reaccion menores diferentes de estos rangos, tales

tiempos de reaccién tienden a coincidir con conversiones menores.

[103] La purificacion adicional o aislamiento del producto se puede

alcanzar utilizando, por ejemplo, varios métodos conocidos en la técnica.

B-6. Ejemplos de Esquemas de Reaccion Contemplados

PCT/EP2007/057710 Q’ \
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[104] Esta invencién contempla cualesquier procesos que utilizan
cualquiera de las anteriores reacciones. En algunas modalidades, el proceso
comprendera una de las anteriores reacciones. En otras modalidades, el proceso
comprendera dos, tres, cuatro, o todas las anteriores reacciones. El siguiente

5 Esquema | genéricamente ilustra un escenario en donde se utilizan todas las

anteriores reacciones:

Esquema |

o9

HCOOH

dieohusnts ne polar

10
H,C
HO~, "\/
N
H:C~0
—
Fctivante
R! : Rr!
2
o R ﬁ _R?
)\\[Cﬁz N, ‘)1\
R3
H;C, ﬂ HiC, R* “RS \( [ H,c
] Ho_ N"CHs RS ‘N
e O—M o R¢ HyC \\M—g OH
—_—
g o) N o
CH; ) CHs
(o} OH R o OH
CH, R® CH,
Aqui:
15

Como aR' R? yR*

R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrogeno;
R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo;: o

20 R', R? y R® son cada uno hidrégeno.
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Como a R* R® y R®:
R*y R® son cada uno metilo, y R® es hidrégeno:
5 R* y R® son cada uno hidrogeno, y R® es metilo;: o

R* R® y R® son cada uno hidrégeno.

L es un grupo saliente.

o0

10 [105] EIl siguiente Esquema Il ilustra genéricamente el escenario anterior
en donde el disolvente no polar en la aminacién reductiva comprende tolueno; los
acidos en las reacciones de hidrélisis comprenden HBr; la fuente del agente de
activacion co mprende |, trifenilfosfina, y piridina; y la mezcla de reacciéon de
aminacién final comprende carbonato de potasio:

15

Esquemalll

Zm

¢e

o
B CH; N.
3
) HB ch\j -
CH. T HO_ N"CHs
N~ on J HyC Jel7—oH
HO o o ch
3
CH; \0)‘\ “OH
CH,
L

trifenilfosfing
“ ciriding

20
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[106] EIl siguiente Esquema Ill ilustra genéricamente el escenario del
Esquema | en donde las dos reacciones de hidrélisis se conducen sin detener la

primera hidrélisis o el producto de aislamiento de la primera hidrélisis antes de

conducir la segunda hidrélisis:

Esquema lli

HaC HyC,

i

Hic~d" o ©

HCOOH

disslvents nc polar

————

R‘ R!
o IN
c CH; \I
HgC | 2¢ide
T/ HO N CH, / \VCHJ
HO \H ;ﬁc >#0H
(\o A (,H3
CH, H,

1gen te sctivante

[107] El siguiente Esquema IV ilustra genéricamente el escenario de
Esquema | en donde el disoivente no polar en la aminacién reductiva comprende

tolueno; los acidos en las reacciones de hidrélisis que comprenden HBr; la primera
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hidrélisis no se detiene y el producto de la primera hidrélisis no se aisla antes de
conducir la segunda hidrélisis; la fuente del agente de activacién comprende I,
trifenilfosfina, y piridina; y la mezcla de reaccién de aminacion final comprende

carbonato de potasio:

5
Esquema IV
H
N.
Rl
® .
el HCOOH
teluzng
HBr
3
i2
trifznilfosfina
piridins.
10 e CHj

K

K,CO;

[108] El siguiente Esquema V ilustra genéricamente un escenario de 2
15 etapas del Esquema | en donde el disolvente no polar en la aminacion reductiva

comprende tolueno; los acidos en las reacciones de hidrélisis comprenden HBr; la
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aminacion reductiva y la primera hidrolisis no se detiene y los productos de la
aminacion reductivay la primera hidrélisis no se aislan antes de conducirla
segunda hidrélisis; la fuente del agente de activacion comprende |, trifenilfosfina,
y piridina; la mezcla de reaccion de aminacién final comprende carbonato de
5 potasio; y la reaccion de activacién no se detiene y el producto de la reaccién de

activacion no se aisla antes de conducir la reaccién de aminacion final:

EsquemaV

HCOOH CHy

telusnc

HEr

10

2
tritenilfosting
“chidin2

B-7. Reactivo Tilosina
15
[109] En general, el reactivo tilosina se utiliza en los procesos de esta

invencion comprende tilosina A (o su sal):
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HO OH
CH;
H3 C\ O 0
CH; OH

Tilosina A.

Aunque esta invencién contempla el uso de tilosina A pura (o por lo menos
5 esencialmente pura) (o su sal), varias composiciones tilosina disponibles
comercialmente adicionalmente o alternativamente pueden comprender uno o mas

derivados de tilosina A, incluyendo:

\—CHs

OH
‘Z\Q-O CH
O 3
© O

CH
3 CH; OH

10

tilosina C (fambién conocida como macrocina), y

18t
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H,;C
HO 0 OH
CH;
H3C_O O\ O
CH; OH

tilosina D (también conocida como relomicina).

En general, estos derivados, si estan presentes, estan presentes en
‘ 5 solamente cantidades pequefias. En algunas modalidades, la proporcién en peso
de tilosina A para la cantidad combinada total de derivados tilosina A en la
composicién es por lo menos aproximadamente 1:1. En algunas tales
modalidades, por ejemplo, la proporcién es por lo menos aproximadamente 4:1,

por lo menos aproximadamente 10:1, por lo menos aproximadamente 95:5, por lo

10 menos aproximadamente 98:2, o por lo menos aproximadamente 99:1. En otras
tales modalidades, aproximadamente 100% (en peso) de los compuestos tilosina

(es decir, tilosina A y derivados tilosina A) en la composicion que consiste de

- tilosina A. otras modalidades se contemplan en donde la tilosina A hace menos de
: 50% (en peso) de los compuestos tilosina en la composicion. Para ilustrar, en
15 algunas tales modalidades, la proporcién en peso de tilosina D para las cantidades
combinadas totales de tilosina A y otros derivados tilosina A es por lo menos
aproximadamente 1: 1, por lo menos aproximadamente 4. 1, por o menos
aproximadamente 9:1, por lo menos aproximadamente 95:5 por lo menos
aproximadamente 98:2, o por lo menos aproximadamente 99:1. En otras tales

20 modalidades, aproximadamente 100% (en peso) de los compuestos tilosina en la

composiciéon que consiste de tilosina D.

[110] Los métodos discutidos anteriormente para elaborar 20,23-
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dipiperidinil-5-O- micaminosil-tilonolida de tilosina generalmente se pueden utilizar
(y, al grado deseable, modificar) para elaborar 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-

tilonolida de tilosina B, C, y/o D en adicién a (o en lugar de) tilosina A.

[111] La Tilosina B, por ejemplo, tiene un hidroxilo en lugar de un
sustituyente micarosilo en el 5-micanimosilo. Asi, un intermedio 20-piperidinilo
derivado de tilosina B no requiere la primera reaccion de hidrolisis discutida
anteriormente en la Seccion B-2. Se expone a tal grado un intermedio para el
método de hidrélisis discutido enla Seccion B-2, el intermedio per manecera

generalmente no reactivo o empieza a hidrolizar en el sustituyente 23-micinosiloxi.

[112] La Tilosina C tiene un hidroxilo diferente a metoxi en la posicién 3 del
sustituyente 23-micinosiloxi. Esta diferencia generalmente no tiene efecto con
respecto a los métodos descritos anteriormente. El azicar normalmente dividira
(es decir, hidroliza) en la misma forma y bajo las mismas condiciones como el 23-
micinosiloxi de tilosina A durante la hidrélisis descrita anteriormente en la Seccién

B-3.

[113] La Tilosina D tiene un hidroxilo diferente a carbonilo en la posicién
20. Este hidroxilo generalmente no se transforma en un piperidinilo utilizando el
método de aminacion reductiva descrito anteriormente en la Secciéon B-1.
Dependiendo de las condiciones de reaccién, sin embargo, esto puede llegar a
activarse durante la reaccién de activaciéon descrita anteriormente en la Seccién
B-4, y luego se amina con piperidina junto con la posicién 23 durante el método de

afinacion descrito anteriormente en la Seccién B-5.

C. Sales de Intermedios y Macrolidas
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[114] Esta invencion se puede utilizar para preparar compuestos macrolida
o intermedios en la forma de compuestos libres y en la forma de sales. En adicién,
los reactivos utilizados en esta invencién pueden estar en la forma de sales. Las
sales pueden ser, por ejemplo, sales de adicion acida. En general, una sal de
adicién acida se pueden preparar utilizando cualquier acido organico o inorganico.
Dependiendo del compuesto particular (y/o su estructura cristalina), una sal de un
compuesto puede ser ventajosa debido a uno o mas de las propiedades fisicas o
quimicas de la sal, tales como estabilidad en temperaturas y humedades
diferentes, o una solubilidad deseable en agua, aceite, u otro disolvente. En
algunos casos, también se puede utilizar una sal de un compuesto como una
ayuda en el aislamiento o purificacion de un compuesto. En algunas modalidades
(particularmente cuando la sal esta destinada a ser administrada a un animal, en
comparaciéon con, por ejemplo, ser utilizada en un contexto in vitro), la sal es

farmacéuticamente aceptable.

[115] Las sales tipicamente se pueden formar mediante, por ejemplo,
mezclar la macrolida libre o el compuesto intermedio con un acido utilizando varioé
conocidos m étodos en la técnica. Ejemplos de acidos inorgani cos adecuados
incluyen clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico, carbénico, sulfurico, y acido
fosforico. Ejemplos de acidos organicos adecuados incluyen, por ejemplo, alifatico,
cicloalifatico, aromatico, aralifatico, heterociclico, carboxilico, y sulfénico clases de
acidos organicos. Ejemplos especificos de sales organicas adecuadas incluyen
colato, sorbato, laurato, acetato, trifluoroacetato (o “CF;COOH" o “TFA”), formato,
propionato, succinato, glicolato, gluconato, digluconato, lactato, malato, tartrato (y
sus derivados, tal como dibenzoiltartrato), citrato, ascorbato, glucuronato, maleato,

fumarato, piruvato, aspartato, glutamato, benzoato, acido antranilico, mesilato,
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estearato, _salicilato, p-hidroxibenzoato, fenilacetato, mandelato (y sus derivados),
embonato (pamoato), etanosulfonato, bencenosulfonato, pantotenato, 2-
hidroxietanosulfonato, sulfanilato, ciclohexilaminosulfonato, acido B-hidroxibutirico,
galactarato, galacturonato, adipato, alginato, butirato, camforato, camforsulfonato,
ciclopentanopropionato, dodecilsulfato, glicoheptanoato, glicerofosfato,
heptanoato, hexanoato, nicotinato, 2-naftalesuifonato, oxalato, palmoato,
pectinato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, tiocianato, tosilato, y undecanoato.
En algunas modalidades, la sal comprende una sal clorhidrato, trifluoroacetato,

mesilato, tosilato, tartrato, o citrato.

D. Preparacion de Medicamentos y Métodos de Tratamiento utilizando

Macrolidas

[116] Las macrolidas preparadas en los procesos descritos anteriormente
se pueden utilizar genéralmente, por ejemplo, para tratar pasteurelosis en
animales, particularmente ganado y aves de corral. En algunas modalidades, tal
una mac rolida se utiliza para tratar animales bovinos que tienen enfermedad
respiratoria bovina (BRD) asociada con Mannheimia hemolitica, Pasteurella
mulfocida y Histophilus somni. En otras modalidades, tal una macrolida se utiliza
para tratar animales porcinos que tienen enfermedad respiratoria porcina asociada
con Actinbbécillus pleuropneumoniae, Pésteurella multocida, y Bordetella

bronchiseptica.

[117] En general, una cantidad terapéuticamente efectiva de una o mas de
tales macrolidas se administra al animal recetado. Como se utiliza en esta patente,
el término “cantidad terapéuticamente efectiva” constituye una cantidad que es

suficiente para prevenir, reducir el riesgo de, retrasar el inicio de, aliviar, suprimir,
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o erradicar una infeccion patdégena objetivo. Generalmente, la cantidad
terapéuticamente efectiva se define como la cantidad necesaria pafa alcanzar una
concentracién eficaz para el control del patégeno efectivo en el sitio de infecciéon
(o, cuando se utiliza para prevenir, reducir el riesgo de, o retrasar el inicio de
infeccion, en el sitio susceptible a in feccién). La ¢ oncentracion en el sitio de
infeccion (o en el sitio susceptible a infeccién) es preferiblemente por lo menos
igual al nivel MICgy (concentracién inhibidora minima, es decir, la concentracidon
que inhibe el crecimiento de 90% del patégeno objetivo) de la macrolida para el
patégeno objetivo. Tal una cantidad se puede administrar al animal recitado en
dos 0 mas dosis separadas, aunque preferiblemente se administra en una dosis
Unica. Se administra a tal grado las macrolidas con otros ingredientes activos, el
término “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad total de las
macrolidas combinadas con los otros ingredientes activos que es suficiente para
prevenir, reducir el riesgo de, retrasar el inicio de, aliviar, suprimir, o erradicar una

infeccion de patdgenos objetivo.

[118] Factores que afectan el régimen de dosificaciéon preferido incluyen el
tipo (por ejemplo especies y raza), edad, peso, sexo, dieta, actividad, y condicion
del animal recetado; la severidad de la afeccién patoldgica; el aparato utilizado
para administrar la composicién, asi como también el tipo de administracion
utilizado; consideraciones farmacolégicas, tales como la actividad, eficacia,
perfiles farmacocinéticos y toxicolégicos, de Ila composicién particular
administrada; la existencia de un ingrediente activo adicional en la composicion; y
si la composicidon se sigue administrando como parte de un farmaco y/o
combinacion de vacuna. Asi, la dosificacion actualmente empelada puede variar
para pacientes animales especificos, y, por lo tanto, puede desviar de las

dosificaciones tipicas establecidas anteriormente. Determinar tales ajustes de

=
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dosificaciéon esta generalmente dentro de la habilidad de aquellos expertos en la

técnica que utilizan medios convencionales.

[119] En general, las macrolidas se pueden administrar una vez a un

animal, aunque se contempla que esto puede administrarse en multiples veces.

[120] Para el ganado, la cantidad total de la macrolida administrada es
tipicamente de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 40 mg por kg de peso
corporal, y mas tipicamente de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg por
kg de peso corporal. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cantidad
administrada a ganado es aproximadamente 4 mg por kg de peso corporal.
Aunque la macrolida se puede dar al ganado en cualquier edad, en algunas
modalidades, la macrolida se administra al ganado que son de aproximadamente
1 meses a aproximadamente 1.5 afios de edad, o de aproximadamente 6 meses a
aproximadamente 1 afio de edad. En algunas modalidades, la macrolida se
administra a terneros destetados que entran a lotes de alimentacion (a menudo a
aproximadamente 6 meses de edad). En todavia otras modalidades, el ganado
son terneros de aproximadamente 2 a aproximadamente 12 semanas de edad, y
la macrolida se administra para profilaxis en una dosificaciéon de aproximadamente
1 a aproximadamente 10 mg por kg del de peso corporal; o para tratar una
infeccion existente en una dosificacion de aproximadamente 2 a aproximadamente

20 mg por kg del peso corporal.

[121] Para porcinos, la cantidad total de macrolidas administradas es
tipicamente de aproximadamente 0.1 a aproximadamente 50 mg por kg de peso
corporal, y mas tipicamente de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg por

kg de peso corporal. Por ejemplo, en algunas modalidades, la cantidad
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administrada a porcinos es aproximadamente 4 mg por kg de peso corporal. En
otras modalidades, la cantidad administrada a porcinos es aproximadamente 5 mg
por kg de peso corporal. Aunque las macrolidas se pueden dar al porcino en
cualquier edad, en algunas modalidades, las macrolidas se administran a cerdos

en crecimiento.

[122] El método de administracion puede variar dependiendo de los
animales, pero en el caso de mamiferos mas grandes tales como ganado,
porcinos, y caballos, este se administra preferiblemente oralmente o
parenteralmente. “Administracién parenteral” incluye, por ejemplo, inyecciones
subcutaneas, inyecciones intravenosas, inyecciones intramusculares, inyecciones
intradérmicas, inyecciones submucosales, e infusién. En algunas modalidades, por
ejemplo, el animal recitado es un animal bovino, y el compuesto de macrolida se
administra subcutaneamente, tal como en el cuello. En otras modalidades, por
ejemplo, el animal recitado es un animal porcino, y la composicién de macrolida se

administra intramuscularmente.

[123] Las macrolidas se pueden utilizar para formar una composicion
farmacéutica (o “medicamento”). Se contempla que tal una composicién puede
comprender completamente una o0 mas macrolidas. Normalmente, sin embargo, la

composicién comprende otros ingredientes conocidos.

[124] Otros ingredientes en la composiciéon puede comprender, por ejemplo,
otros ingrediente activos. Alternativamente (o en adicién), tales otros ingredientes
pueden comprender uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables,
vehiculos, y/o adyuvantes (referido colectivamente como ‘“excipientes”). La

seleccion de tales excipientes dependera de varios factores, tales como el modo

\0
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de administraciéon; el aparato utilizado para administrar la composicién;
consideraciones farmacolégicas, tales como la actividad, eficacia, perfiles
farmacocinéticas y toxicolégicos de la composicion particular; la existencia de un
ingrediente activo adicional en la composicién; y si la composicidbn se sigue

administrando como parte de un farmaco y/o combinacién de vacuna.

[125] Las composiciones de macrolida sélidas pueden comprender, por
ejemplo, sacaridos tales como lactosa, glucosa, y sacarosa; almidones, tales como
almidén de maiz y almidéon de papa; derivados de celulosa, tales como

carboximetilcelulosa sodio, etilcelulosa, y acetato celulosa; etc.

[126] Las composiciones de macrolida liquidas pueden comprender por
ejemplo, agua, solucién salina fisiolégica isotdnica, solucion de Ringer, alcohol
etilico, y/o solucion de amortiguador de fosfato puede estar presente. Tales
composiciones también pueden comprender aceites, tales como aceite de mani,
aceite de semilla de algodén, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soya y/o alcohole polihidricos tales como glicerol,
propilenglicol, sorbitol, manitol, polietilenglicol, y poli(etilenglicol-2-propilenglicol-2-
polietilenglicol). Esto también, por ejemplo, puede ser deseable en algunos casos
para que la composicién comprenda uno o mas conservantes. La presencia de un
conservante puede, por ejemplo, proporciona un beneficio para composiciones o
disolventes que se pueden almacenar durante largos periodos de tiempo, por
ejemplo, dias, semanas, meses, o afios. Cuando se selecciona un conservante
adecuado, los factores para considerar incluyen, por ejemplo, su actividad
antimicrobiana; el rango de pH en el cual se ha deseado la actividad
antimicrobiana; la concentracion minima en la cual se desea la actividad

antimicrobiana; su solubilidad acuosa y otras caracteristicas fisicas (por ejemplo
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potencial para causar espuma); esta solubilidad para uso parenteral; sus posibles
interacciones con los ingredientes activos (por ejemplo su efecto en la solubilidad
de un ingrediente activo); sus posibles interacciones sin ingrediente activos (por
ejemplo su efecto en la estabilidad del disolvente); y cualesquier regulaciones del

gobierno que pueden ser aplicables en donde la composicion o el disolvente se

sigue fabricando, vendiendo, o utilizando. Los conservantes contemplados

incluyen, por ejemplo, parabenos, propilenglicol, cloruro de benzalconio,

feniletanol, clorocresol, metacresol, etanol, fenoxietanol, y alcohol bencilico.

[127] La discusién adicional con respecto a los excipientes
farmacéuticamente aceptables pueden ser adecuados para la composicién
macrolida se puede encontrar en, por ejemplo, “Gennaro, Remington: The Science
and Practice de Pharmacy” (20th Edicién, 2000) (incorporada como referencia en
esta patente). Para ilustrar, otros excipientes adecuados pueden incluir, por
ejemplo, agentes colorantes; agentes saborizantes; y agentes espesantes, tales

como carboximetilcelulosa povidona, y/o hidroxipropilmetilcelulosa.

[128] Normalmente, la macrolida ocupa por lo menos aproximadamente
0.5% en peso de la composicién farmacéutica. Por ejemplo, en algunas
modalidades para uso en porcinos, concentraciones de macrolida adecuadas para
administracion parenteral puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 500 mg/ml, de aproximadamente 10 a aproximadamente 100
mg/ml, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 mg/ml (por ejemplo
aproximadamente 40 mg/ml). Ejemplificando adicionalmente, en algunas
modalidades para uso bovino, concentraciones de macrolida adecuadas para
administracion parenteral puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 5 mg/ml a

aproximadamente 2.0 g/ml, de aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente
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1.0 g/ml, 50 a aproximadamente 500 mg/ml, o de aproximadamente 100 a

aproximadamente 300 mg/ml (por ejemplo 180 mg/ml).

[129] Se debe reconocer que la concentracion de macrolida puede variar
dependiendo de la forma de dosificaciéon. En donde, por ejemplo, la macrolida se
administra parenteralmente, la concentracién de macrolida preferiblemente es
suficiente para proporcionar la cantidad terapéuticamente deseada efectiva de la
macrolida en un volumen que es aceptable para administracién parenteral. El
volumen aceptable maximo puede variar, dependiendo de, por ejemplo, el aparato
que se esta utilizando para la administracion, el tipo de administracién parenteral,

tamano del animal recetado, y deseos subjetivos de uso.

[130] La discusion adicional se relaciona con el uso de 20,23-dipiperidinil-
5-O- micaminosil-tilonolida y sus derivados para tratar enfermedad de ganado y
aves de corral se puede encontrar en, por ejemplo, la Patente U.S: No. 6,514,946.
Como se indic6é anteriormente, la discusidén se incorpora como referencia en esta

patente.

[131] Esta invencion también se dirige a kits que son, por ejemplo, para
uso adecuado en desarrollar los métodos de tratamiento descritos anteriormente.
El kit comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de por lo menos una de
las macrolidas descritas anteriormente, e instrucciones para combinar la macrolida
con por lo menos un excipiente, tal como, por ejemplo, instrucciones para disolver
o suspender la macrolida en un excipiente liquido. El kit puede adicionalmente (o
alternativamente) comprender componentes adicionales, tal como, por ejemplo,
uno o mas aparatos (por ejemplo una jeringa) para administrar una composicion

que comprende (o se deriva de) la macrolida, uno o mas materiales farmaceuticos

PCT/EP2007/057710 LQ *L
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o biolégicos adicionales, uno o mas excipientes, y/o uno o mas herramientas de

diagnostico.

EJEMPLOS

[132] Los siguientes ejemplos son Unicamente ilustrativos de modalidades

de la invencién, y no limita lo restante de esta descripciéon de ninguna forma.

[133] Ejemplo 1. Preparacion de 20,23-dipiperidinil-5-O-micaminosil-1

tilonolida de tilosina A.

[134] Parte A. Aminacién reductiva. Preparacion del compuesto 23-O-

Micinosil-20- Piperidinil-5-O-Micaminosil-tilonolida (2).
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El tolueno (19.2 kg), tilosina A (1) (3.68 kg; >80% tilosina A; >95% tilosina
A, B, C, & D), piperidina (0.40 kg), y acido férmico (0.55 kg) se cargan al reactor.
La mezcla se calienta a 70-80° C, mientras se sigue agitando. La agitacion luego
se continla en una temperatura durante 1-2 mas horas. La formacién del
compuesto 20-piperidinil-tilosina (2) se monitorea por HPLC. Después que se
completa la reaccion (< 2% tilosina A (I)), la mezcla de producto se enfria a

temperatura ambiente.

[135] Parte B. hidrélisis acida del sustituyente micarosiloxi.

Preparacion del compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-

tilonolida (3).
o )
|
HC H;C -CH
H OK )I H3L HO>\J/ oH
H;,C~0

Se agrega HBr (48% HBr diluido a 24%) a la mezcla de producto de Parte A
mientras se agita y se mantiene la mezcla a menos de 40° C. Después de esto, las
fases en la mezcla de producto se separan utilizando una fase de 20 minutos del
periodo de separacion. La mezcla de producto es 20-25° C durante esta fase de

separacién. El HPLC de la fase inferior se utiliza para confirmar la complecién de
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la reaccién (< 2% de compuesto 20-piperidinil-tilosina (2)).

[136] Parte C. Hidrdlisis acida del sustituyente micinosiloxi.

Preparacion de 23-Hidroxil-20-Piperidinil-5-O-Micaminosil-tilonolida (4).

N
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Se agrega 24 por ciento de HBr (18.4 L) a temperatura ambiente para la

fase acuosa obtenida a partir de Parte B, seguido por calentamiento a 54 + 3° C
dentro de aproximadamente 1 hora mientras se agita. La agitacion se continda en

10 esta temperatura durante 2-4 mas horas, mientras que la reaccidon se monitorea
utilizando HPLC. Después de la complecién de la reaccién (< 2% del compuesto
23-0O-micinosil-20- piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (3)), la mezcla se enfria a
temperatura ambiente utilizando una chaqueta de enfriada a -10° C. Después de
enfriar, la mezcla se extrae con diclorometano tres veces (9.8 kg cada vez). El

15  producto acuoso se enfria a 4-8° C, y luego 6 N de NaOH (33.6 kQ) se agrega
lentamente para ajustar el pH a >10. La mezcla resultante se extrae con
diclorometano tres veces (con 32.6 kg, 29.3 kg, y 24.5 kg) a temperatura
ambiente. Las fases organicas combinadas se cargan en un reactor de
separacion. Se agrega sodio sulfato (2.9 kg; Na>,SO,) y se filtra. E! diclorometano

20 (4.9 kg) luego se agrega y se remueve via destilaciéon. El producto crudo resultante
se disuelve y se recristaliza dos veces en terc-butil metil éter (6.1 kg cada vez) a
temperatura ambiente. Después de esto, el producto se aisla en un filtro Nutsch,

se lava dos veces con ferc-butii metil éter (1.0 kg cada vez), y se seca en una

bandeja para secado bajo vacio durante la noche a 40° C. El producto final se



WO 2008/012343 78 PCT/EP2007/057710 .ﬁ ﬁﬁ—-

analiza utilizando HPLC.

[137] Parte D. Yodinacion. Preparacion de compuestos activados.

trifenilfosfinag
ciriding

El Trifenilfosfina (0.9 kg) y piridina (0.3 kg; libre de agua) se disuelven en
diclorometano (11.7 kg) a temperatura ambiente. Luego se agrega yodo (0.8 kg).

La mezcla resultante luego se agita hasta que el yodo ‘se disuelve. La mezcla
luego se enfria a 13° C. La mezcla enfriada se agrega al producto de Parte C en

10 diclorometano (11.7 kg) mientras se agita a 15 £ 3° C. La reacciéon se monitorea
por HPLC, y se determina para ser completada en 2-2.5 horas (< 2% del

compuesto 23-hidroxil-20- piperidinil-5 -O-micaminosil-tilonolida).

[138] Parte E. Aminacion. Preparacion de 20,23-dipiperidinil-5-O-

15 micaminosil-tilonolida (6).

Se agregan carbonato de potasio (1.8 kg), acetonitrilo (16.7 kg), y piperidina
(1.1 kg) al producto de Parte D. La mezcla resultante luego se calienta a 78° C

20 mientras se destila el diclorometano. Después el disolvente se cambia por
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acetonitrilo, la mezcla se agita a 2-2.5 horas en reflujo, y luego se enfria a
temperatura ambiente. Después de esto, el carbonato de potasio residual se filtra,
la torta de filtro se lava con acetonitrilo (2.8 kg), y el disolvente se destila bajo
vacio en una temperatura de chaqueta de 50° C. El residuo resultante se disuelve
en acetato de etilo (15.8 kg), y se mezcla con 0.5 N de HCI (35.6 kg). Las fases se
separan a temperatura ambiente, y la fase acuosa inferior se extrae tres veces con
acetato de etilo (15.8 kg se utilizan cada vez). La fase acuosa resultante se
establece a pH de 11 mediante la adicién de 6 N de NaOH (6.4 kg) y se extrae tres
veces con diclorometano (18.7 kg cada vez) a temperatura ambiente. Las fases
organicas combinadas inferiores se vuelven a cargar al reactor con sulfato de
sodio (5.3 kg). La mezcla luego se filtra para formar una torta, que, ia su vez, se
lava con diclorometano (4.9 kg) y se seca bajo vacio en una temperatura de
chaqueta de 50° C para formar un producto macrolida. Este producto, a su vez, se
mezcla con acetonitrilo (21.7 L) y se recristaliza. Los cristales resultantes se aislan
en un filtro Nutsch, se lava dos veces con acetonitrilo frio (3.5 L cada vez), y se
seca bajo vacio a 40° C durante la noche para formar el producto macrolida. La

composicion del producto se confirma utilizando HPLC.

[139] Ejemplo 2. Aminacion alternativa. Preparacion de 20,23-

Dipiperidinil-5-O-Micaminosil-tilonolida (2).

Se agregan carbonato de potasio (0.94 kg), xileno (5 L), y piperidina (0.55

kg) a 1.0 kg de compuesto activado (1) hecho de acuerdo con el procedimiento en

PCT/EP2007/057710 L)[ L
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la parte D. La mezcla resultante luego se calienta a 95-105° C durante 15 horas. El
trabajo incluye disolver el K;COj3 en agua; remover el exceso de piperidina; extraer
en HCI diluido; extraer en terc-butii metil éter en un pH de 11; conducir un cambio
de disolvente a etanol; y precipitar, aislar, y secar el producto crudo. El producto
luego se recristaliza de acetato de metilo o acetato de etilo. La composicién del

producto se confirma utilizando HPLC.

[140] Ejemplo 3. Otra ilustracion de preparacion de 20,23-
dipiperidinil-5- O-micaminosil-tilonolida.
[141] Parte A. Afinacion Reductiva. Preparacion del compuesto 23-O-

Micinosil-20- Piperidinil-5-O-Micaminosil-tilonolida (2).

@

O
)L\(C}h N
H.C H;C\)' ,J/ H,C,
H

3 —CH.
HO o H HO~ 1 ¢ | o, N2  oH
[ cH, TN /J He O_/;Eﬁ_o CH,
HyC~J O - HC~0" O 0/1 AN ca,
CHs *  (H, OH E CHy ‘OH °  CH, OH

CH3

O L, °

@ HCOOH @)

Se carga un reactor con tilosina fosfato (1) y diclorometano (1.3 L por kg de
fosfato de tilosina). La mezcla resultante se agita para producir una solucion clara.
Luego, la piperidina (1.2 eq, con base en el fosfato de tilosina), acido formico (4.5
eq, con base en fosfato de tilosina), y tolueno (6.7 L por kg de fosfato de tilosina)
se cargan secuencialmente en el reactor. La mezcla resultante se calienta a 76° C
mientras se sigue agitando. La agitaciéon luego se continda en la temperatura
durante 2.5 horas. Luego se carga piperidina adicional (0.1 eq, con base en fosfato
de tilosina), y la mezcla resultante se agita a 76° C durante una hora adicional. La

mezcla de producto se enfria a 50° C.

RS
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[142] Parte B. Hidrélisis acida del sustituyente micarosiloxi.

Preparacion de 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida (4).

[143] Se agrega HBr acuoso (23.3 eq, con base en fosfato de tilosina
utilizada en la parte A) a la mezcla del producto de la parte A a 50° C. La mezcla
resultante se agita a 56° C durante 5 horas. El HPLC se utiliza para monitorear la

reaccion.

[144] Una vez la conversion deseada se obtiene, la mezcla de producto se
enfria. La fase acuosa se extrae dos veces con diclorometano a 25-30° C. La fase
acuosa luego se enfria a 0° C, y el pH se ajusta a 10-10.5 con NaOH a <5°C.
Después de esto, la fase acuosa se extrae dos veces con diclorometano a 20° C.
Las fases organicas combinadas resultantes se extraen dos veces con NaHCO;
acuoso. El diclorometano luego se remueve de las fases organicas combinadas
via destilacién, y reemplazo con alcohol isopropilico. Después de esto, se agrega
el heptano a 45° C para iniciar la precipitacion. La mezcla luego se agita a 0° C.
Después de esto, el producto cristalino se aisla por filtracion. Los cristales aislados
se lavan con heptano y alcohol isopropilico, se secan, y se analizan utilizando

HPLC.

[145] EIl procedimiento anterior hace 0.23 kg del producto por kilogramo de
¢

fosfato de tilosina utilizado en la parte A. Este producto puede contener alcohol

isopropilico. Para remover el alcohol isopropilico, el producto se puede disolver en
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tolueno y diclorometano, seguido por destilacion.

[146] Parte C. Yodinacion. Preparaciéon de compuesto activado.

Hj
HO s} 040 -
3
OJ\ ~oH 12
&
4

[147] Se disuelve trifenilfosfina (0.41 kg por kg de producto de la parte B)
en diclorometano (12 L por kg de trifenilfosfina, <100 ppm Hyo) a 25° C. Luego se
agrega piridina (0.3 kg por kg de trifenilfosfina). Luego, se agrega yodo (0.9 kg por
kg de trifenilfosfina) en 5 porciones a 25° C. La mezcla resultante se agita durante

10 40 minutos a 25° C, y luego se enfria a -6° C. La mezcla luego se agrega al
producto de la Parte B durante 50 minutos mientras se agita a -6° C. Después de
esto, la agitacién se continlla durante 7 horas mientras se mantiene la mezcla a -
5° C. La reaccion se monitorea por HPLC (si no se alcanza la conversion
suficiente, la mezcla se puede agitar a -5° C durante una cantidad de tiempo

15 adicional, por ejemplo, 1.5 horas).

[148] Cuando la conversion deseada se alcanza, la mezcla de producto se
lava con solucién de Na,SO; acuosa a -5° C. Luego se remueve diclorometano de
la fase organica mediante destilacion, y se coloca con tetrahidrofurano.

20
[149] Parte D. Aminacion. Preparacion de 20,23-dipiperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida (6).



10

15

20

WO 2008/012343 83 PCT/EP2007/057710 J}/ :}/G

K,CO;

[160] Se agrega piperidina (0.55 kg por kg del producto de la Parte B) al
producto de la Parte C, seguido por carbonato de potasio (0.94 kg por kg del
producto de la Parte B). La mezcla resultante se calienta a 55° C, y luego se
mantiene a la temperatura durante 3 horas mientras se agita. Después de esto, la
mezcla se calienta a 72° C durante 1 hora, y luego se agita en una temperatura
durante 6 horas. La composicién del producto se analiza utilizando HPLC.

[151] Las palabras “comprenden,” “comprende,” y “que comprende” en
esta patente (incluyendo las reivindicaciones) son para ser interpretadas
inclusivamente a diferencia de exclusivamente. Esta interpretacion se pretende

que sea la misma como la interpretacion que estas palabras se dan bajo la Ley de

Patente de los Estados Unidos.

[152] El término “farmacéuticamente aceptable” se utiliza adjetivamente en
su patente significa que el sustantivo modificado es apropiado para uso en un
producto farmacéutico. Cuando este se utiliza, por ejemplo, para describir un
excipiente o una sal, caracteriza el excipiente o la sal como que tiene un beneficio
gue pesa mas que cualquier efecto deletéreo que el excipiente o la sal puede

tener el efecto deseado en el animal receptor.

[153] A menos que se caracterice de otra forma por esta patente, el
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término “temperatura ambiente” significa una temperatura de aproximadamente 20

a aproximadamente 25° C.

[154] Todas las referencias citadas en esta patente se incorporan como

referencia en esta patente.

[155] La anterior descripcién detallada de modalidades preferidas se
pretenden solo para familiarizar a otros expertos en la técnica con la invencion,
sus principios, y su aplicacion practica dado que otros expertos en la técnica
pueden adaptar y aplicar la invencién en sus formas numerosas, como ya que
ellos pueden estar mejor adecuados a los requerimientos de un uso particular.
Esta invencion, por lo tanto, no se limita a las modalidades anteriores, y se puede

modificar variablemente.

by &



4 o

10

15

20

WO 2008/012343 85
REIVINDICACIONES
REIVINDICAMOS: ’
1. Un proceso para elaborar una macrolida o su sal, en donde: la macrolida

corresponde en estructura a la Formula (1):

el proceso comprende:

hacer reaccionar tilosina A (0 su sal), un compuesto piperidinilo de la
Formula (), y acido férmico en la presencia de un disolvente no polar para

formar un compuesto 20-piperidinil-tilosina,

hacer reaccionar u n compuesto 2 O-piperidinil-tilosina con un acido p ara
formar un compuesto 23-O-micinosil-120-piperidinil-5 -O-micaminosil-

tilonolida,

hacer reaccionar un compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida con un acido para formar un compuesto 23-O-

micinosil-20-piperidinil-5 -O-micaminosil-tilonolida,

PCT/EP2007/057710 E )f ' %
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“activar un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-1 tilonolida

con un agente de activacion para formar un compuesto activado, o

hacer reaccionar un compuesto activado con un compuesto piperidinilo de

5 la Formula (VII);

el compuesto piperidinilo de la Férmula (1) corresponde en la estructura a:

R2
R. R3
N
H (1);
10 el compuesto 20-piperidinil-tilosina corresponde en estructura a la Férmula

aly:

CH;

El compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida que

15 corresponde en estructura a la Formula (IV):



WO 2008/012343 87 PCT/EP2007/057710 & XQ

vy,

El compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

corresponde en estructura a la Férmula (V):

5 )

el compuesto activado corresponde en estructura a la Férmula (VI):

(VD)

10 el compuesto piperidinilo de la Férmula (VII) corresponde en la estructura a:
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10

20 3.

ZT

RS SR4
R’ (VID);

L es un grupo saliente; como aR’, R? y R*:
R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno,
R'y R® son cada uno hidrégeno, y

R? es metilo, o

R', R? y R® son cada uno hidrégeno; y

como a R* R® y R®:

R*y R® son cada uno metilo, y

R® es hidrogeno,

R*y R® son cada uno hidrogeno, y

R’ es metilo, o

R* R® y R® son cada uno hidrégeno.

Un proceso de la reivindicaciéon 1, en donde el proceso comprende hacer
reaccionar tilosina A (o su sal), el compuesto piperidinilo de la Férmula (Il),
y acido férmico en la presencia de un disolvente no polar para formar el

compuesto 20-piperidinil-tilosina.
Un proceso de la reivindicacion 1, en donde el proceso comprende hacer
reaccionar el compuesto 20-piperidinil-tilosina con un acido para formar el

compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Un proceso de la reivindicacion 1, en donde el proceso comprende hacer



WO 2008/012343 89 | PCT/EP2007/057710

15 7.
8.
20
9.
25

reaccionar el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-
tilonolida con un acido para formar el compuesto 23-O-micinosil-20-

piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida.

Un proceso de la reivindicacién 4, en donde el proceso comprende
adicionalmente preparar el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-
micaminosil-tilonolida mediante un proceso que comprende hacer

reaccionar el compuesto 20-piperidinil-tilosina con un acido.

Un proceso de la reivindicacién 5, en donde por io menos una porcion del
compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida y por lo
menos una porcion del compuesto 20-piperidinil-ti|osina se hacen

reaccionar con HBr.

Un proceso de la reivindicaciéon 1, en donde el proceso comprende activar
el compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida con un
agente de activacion para formar el compuesto activado.

Un proceso de la reivindicaciéon 1, en donde el proceso comprende hacer
reaccionar el compuesto activado con el compuesto piperidinilo de la
Formula (VII).

Un proceso de la reivindicacion 8, en donde:

el proceso comprende adicionalmente:

hacer reaccionar tilosina A (o su sal), piperidina, y acido férmico en la
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presencia de tolueno;

hacer reaccionar el compuesto 20-piperidinil-tilosina con HBr;

hacer reaccionar el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5- O-

micaminosil-tilonolida con HBr; y

activar el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5- O-micaminosil-
tilonolida con un agente de activacion; el compuesto 20-piperidinil-tilosina

corresponde en estructura a la Férmula (l11-A):

(1I1-A);

el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5- O-micaminosil-tilonolida

corresponde en estructura a la Férmula (IV-A):

(AV-A);

el compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-  O-micaminosil-tilonolida

corresponde en estructura a la Férmula (V-A):

L3
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(V-A);

el compuesto activado corresponde en estructura a la Féormula (VI-A):

(VI-A);

el agente de activacion se prepara mediante un proceso que comprende

mezclar |, trifenilfosfina, y piridina;

el compuesto piperidinilo de la Férmula (VII) comprende piperidina; y

la macrolida corresponde en estructura a la Férmula (I -A):

(I-A).
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10.

11.

Un método para tratar una enfermedad, en donde la enfermedad se

selecciona del grupo que consiste de pasteurelosis, enfermedad respiratoria

porcina, y enfermedad respiratoria bovina; y

el método comprende:

preparar una macrolida o su sal farmacéuticamente aceptable de acuerdo

con una cualquiera de reivindicaciones 1,2, 3,4,5,6,7,8,y9;y

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la macrolida o la sal

para un animal en necesidad de tal tratamiento.

Un proceso para elaborar un compuesto 20-piperidinil-tilosina o su sal, en

donde:

el compuesto 20-piperidinil-tilosina corresponde en estructura a la Férmula

(N):

H3C\O

el proceso comprende hacer reaccionar tilosina A (o su sal), un compuesto

piperidinilo de la Férmula (ll), y acido féormico en la presencia de un

PCT/EP2007/057710 L& v
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disolvente no polar;

el compuesto piperidinilo de la Férmula (ll) corresponde en la estructura a:

RZ
R! R3

i
como a R', R? y R
R’y R® son cada uno metilo, y R? es hidrogeno,
R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo, o

10 R', R? y R® son cada uno hidrégeno.

12. Un proceso para elaborar un compuesto 23-O-micinosil-20-piperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida o su sal, en donde:

15 El compuesto 23-0O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

corresponde en estructura a la Férmula (1V):

(Ivy;

el proceso comprende hacer reaccionar un compuesto 20-piperidinil-tilosina

20 con HBr; el compuesto 20-piperidinil-tilosina corresponde en estructura a la

| Y4
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Férmula (111):

H;C
HO ? H
CH;
BC—~0 O 0O

como aR" R? yR*:

R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno,
R'y R? son cada uno hidrégeno, y R? es metilo, o

R', R? y R®son cada uno hidrégeno.

10 13. Un proceso para elaborar un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida o su sal, en donde:

el compuesto 23-0O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

corresponde en estructura a la Formula (V):

15 V)

el proceso comprende hacer reaccionar un compuesto 23-O-micinosil-20-

piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida con un acido;

Y ¥
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el compuesto 23-0O-micinosil-20-piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida

corresponde en estructura a la Formula (IV):

H3C\O

5
como aR' R? yR®:
R’y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno,
R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo, o
10 R', R? y R® son cada uno hidrégeno.

14.  Un proceso para elaborar un compuesto activado o su sal, en donde:

el compuesto activado corresponde en estructura a la Férmula (VI):

15 | (VD)

[RY
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15.

16.

17.

el proceso comprende activar un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-

micaminosil-tilonolida con un agente de activacion;

el 23—hidroxil-20-piperidiniI—5-O-micaminosil-tilonolida‘ corresponde en

estructura a la Féormula (V):

V),

L es un grupo saliente; y

como a R', R? y R

R'y R® son cada uno metilo, y R? es hidrégeno,

R'y R® son cada uno hidrégeno, y R? es metilo, o

R', R? y R® son cada uno hidrégeno.

Un proceso de reivindicaciones 1, 2, y 11, en donde el disolvente no polar

comprende tolueno.

Un proceso de reivindicaciones 1, 7, 8, y 14, en donde L es yodo.

Un proceso de una cualquiera de reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 11,
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18.

19.

12, 13, 14, y 15, en donde R', R? y R® son cada uno hidrogeno.

Un proceso de una cualquiera de reivindicaciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7,y 8, en

donde R*, R®, y R® son cada uno hidrogeno.

Un proceso de una cualquiera de reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,y 8, en

donde R', R? R R* R®, y R® son cada uno hidrégeno.

190
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PROCESO DE SiNTESIS DE MACROLIDA

RESUMEN

Esta invencién se relaciona con un método para elaborar macrolidas, y, en
particular, a un método para elaborar opcionalmente 20,23-dipiperidinil-5-O-
micaminosil-1-tilonolida sustituido y sus derivados, asi como también usos de
macrolidas para elaborar medicamentos, métodos de tratamiento utilizando
macrolidas, y métodos para elaborar intermedios que, entre ofros, se pueden

utilizar para elaborar macrolidas.
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2007/057710
Box No. Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:

because they. relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claim 10 are directed to a method of treatment of the human/animal

body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the

compound/composition.

2. I:l Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D Claims Nos.:
because they are dependsnt claims and are not drafted in accardance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No.ill Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found muitiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

1. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers allsearchable
claims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search reporicovers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:
4. No required additional search fees were timely pald by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:
1-9, 11-19
Remark on Protest The additional search fees were accompanled by the applicant’s protest and, where applicable, the

payment of a protest fee.

DThe additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not pald within the time limit specified in the invitation.

D No protest accompanied the payment of additional search fees,
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA! 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
jnventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-9,11-19

Processes for producing C-20 and C-23 piperidine derivatives
of macrolides.

2. claim: 10

Method for the treatment of pasteurellosis, swine and bovine
respiratory diseases using C-20 and C-23 piperidine
derivatives of macrolides.

\qt



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information an patent family members

International application No

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)

PCT/EP2007/057710
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) date
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AU 4401093 A 14-02-1994
BR 9306741 A 08-12-1998
CA 2140243 Al 03-02-1994
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DE 69315839 D1 29-01-1998
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DK 1216256 T3 21-06-2004
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SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int CI: CO7H 017/008
22) Fecha de solcitud: (71)Solcitante(s)  INTERVET INTERNARIONAL B.V.
Y MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH
(30)Prioidad  (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais FOUNDATION
60/834,067 2810712006 us
06118159.0 31/07/2006 EP |(72) Inventor(es) ~ FRITZ BLATTER
Y OTROS

{74) Apoderado:  EMILIO FERRERO

(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 28/02/2009 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 31/01/2008
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 26/07/2007 N° publicacion: WO 2008/012343 A3

No. de solicitud PCT/EP2007/057710

(54) Titulo: ~ PROCESO DE SINTESIS DE MACROLIDA

% Reivindicacion(es): R?
' 1. Un proceso para elaborar una macrolida o su sal, en | 3
donde: la macrolida corresponde en estructura a la R R
Formula (1):

N
H (ID);

- el proceso comprende:
i hacer reaccionar tilosina A (o su sal), un compuesto

piperidinilo de la Férmula (1), y acido férmico en la
presencia de un disolvente no polar para formar un
compuesto 20-piperidinil-tilosina,

hacer reaccionar un compuesto 20-piperidinil-tilosina
con un acido para formar un compuesto 23-O-
micinosil-120-piperidinil-5 -O-micaminosil-tilonolida,

hacer reaccionar un compuesto 23-O-micinosil-20-
piperidinil-5-O-micaminosil-tilonolida con un acido
para formar un compuesto 23-O-micinosil-20-
piperidinil-5 -O-micaminosil-titonolida,

activar un compuesto 23-hidroxil-20-piperidinil-5-O-
micaminosil-1 tilonolida con un agente de activacion
para formar un compuesto activado, o

hacer reaccionar un compuesto activado con un
compuesto piperidinilo de la Formula (VIi);

el compuesto piperidinilo de la Foérmula (ll)
corresponde en la estructura a:
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Act. 411 PRESENTACION Folios: 200
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- REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
,'PATENT.E. DE INVENCION . ‘.[/]/ MODELO DE_UTILIDAD [ ]
¢ -Ind:cacnén de que se sohcxta la concesion de una patente : [\z/]//
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la sohcn;ud [+ p
¢ Descripcién de ia invencion o , g
¢ Dibujos de ser estos pertinentes : _ /
Q Comprobante de pago de las tasas establecidas (U
COMPLETA [ ] - INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

4 lndlcamén de que se solicita el registro de Disefio Industnal [ ]

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacion grafica y fotogréfsca ‘del Disefio Industnal o muestra del [
material que incorpora el disefic - *‘," .

¢ Comprobante de pago de las tasas establecndas [ ]

COMPLETA [ ] y INCOMPLETA [ ]

_-,'-14( \;,_.:‘

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacion de que se sohc:ta el regnstro de un. Esquema de Trazado SN [ ]
4 Datos de identificacién del solicitante 6 de la persona que presenta’la solicitud [ 1]
R 4 Representacién grafica del esquema trazado _ [ ]
* Comprobante de pago de las tasas establecndas _ [ ]

| COMPLETA (1

o ' INCOMPLETA [
\ @73 .

F:rma Responsable

—
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Bogota,
2020

Doctor (a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
INTERVET INTERNATIONAL B.V.

MICROBIAL CHEMISTRY RESEARCH FOUNDATION

REFERENCIA Radicacidn No. 9 7875
Solicitud internacional PCT/EP2007/057710
Fecha inicio fase nacicnal 28/02/2009
Tramite 11
Evento : 378
Actuacidn 430

Cficio No. ) 377?
. (&)
Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidén de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento <Civil.  Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segin indiguen
claramente wuna cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacidén.

Notifigquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
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