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Priprava derivatu 3—pyrrolin-?-karboxy10vé kyseliny

Oblast techniky

- Vynalez se tyka nového zplsobu pfipravy derivatl pyrrolin-2-

. karboxylové kyseliny.

Dosavadni stav techniky

‘Nahrazeni prolinu 3,4—dehydroprolinem v biologicky aktivnich

‘peptidech nebo peptidovych mimetikdch jen z¥idka zplsobuje
ztratu aktivity (A.M. Felix a kol. Int. J. Pept. Prot. Res.
10, (1977) 299; C.R. Botos a kol. J. Med. Chem. 22, (1979)
926; G.H. Fisher, W. Ryan, FEBS Lett. 107, (1979) 273);
maopak v nékterych pfipadech se G&inek zvydi, zatimco
dochazi k souéasnému omezeni toxicity (G.H. Fisher, W. Ryan
FEBS Lett. 107, (1979) 273; S. Natarajan a kol., v Peptide,
‘Structure and Biological Function, E. Gross, J. Meienhofer,

Ed., Pierce Chemical Company, 1979, str. 463).

Syntéza N-chranénych 3,4—dehydroprolinﬁ v pr&myslovém
méfitku zplsoby, které jsou popsdny v literatute, je velmi
pracné; jak je ukd&zéno napf¥iklad tepelnou cis eliminaci S-
methyixanthétu z hydroxyprolinu =zpusobem, ktery popsal
Tchugaéff. Nevyhodou tohoto =zplsobu je, Ze je nutné pouZit
velkd mnoZstvi methyljodidu a vytvari se methylmerkaptan a
karbohylsulfid (J.-R. Dormay a kol., Angew. Chen. 92, (1980)

761; Houben-Weil, Methoden K der Organischen Chemie, Vol.




5/1b, 126 (1972)).

Redukce pyrrol-2-karboxylové kyseliny fosfonium-jodidem v
dymavé kyselin& jodovodikové je také problematické, protozZe
~je potfeba pouZit velkého pfebytku plynného jodovodiku a
dale protoZe dochdzi k znatelnému sniZeni vyté&Zku a zadatku
polymerace u velkych reakci (J.W. Scott a kol., Synth.
Commun. 10(7), (1980) 529). Na druhé strané& eliminace Boc-
chranéného methylesteru 4-fenylseleninylprolinu nastava za
vyrazné mirn€jSich podminek (J.-R. Dormay, Synthesis 9,
(1982) 753. Eliminace nastdvad p#i probiha p#i teploté okoli
a vede k vzniku A*-olefinu s vysokou selektivitou. Tepelna
cis' eliminace poskytuje vyznamnd mno?stvi isomerického . A*
olefinu. '‘Nicméné eliminace oxidu seleni&itého je také
nevyhodné v ddsledku vytvareni toxickych residui,
obsahujicich selen, coZ vede k nutnosti provadét nakladné
ukladani v pripad& reakci ve velkém m&ritku a pridani drive
eliminované .selenogenni. kyseliny k dvojité wvazbé Je
nevyhodné obzvl1asté v pripadé farmaceuticky aktivnhich
- slozek, u nichZ dokonce 1 nepatrnd mnoZstvi sloudenin

obsahujicich selen vedou k toxickym vlastnostem.

Mald mnoZstvi 3-pyrrolinu byla ziskdna z N-substituovaného
3—methylsﬁlfonyloxypyrrolidinu (T. Uno a kol., J.
Heterocycl. Chem. 24, (1987) 1025). Eliminace sulfonéatu,
napfiklad methylsulfondtu, pro pfipravu derivata 3-pyrrolin-

2—karbbxylové kyseliny dosud nebylo popsano.

Zpisoby popsané v literatufe pro pripravu derivata 3-
pyrrolin-2-karboxylové kyseliny nejsou vhodné pro

primyslovou syntézu.



.Podstata vynalezu

t

.Vynalez se tyka zplUsobu pFipravy derivatd 3;pyrrplin;2—

karboxylové kyseliny obecnéhQ vzorce I

(o]
O
: T R2 (I)l
) SU

ve kterém

R? pfedstavuje H, C;-C¢-alkyl, benzyl, benzyl substituovany
na fenyl, 'alileXYkarbonyl, C1-C¢-alkyloxykarbonyl,
benzyloxykarbonyl, kde benzylovy zbytek maze byt
Sﬁbstituovén OCHs; radikély, nebo C1-Cs-alkylkarbonyl nebo -

“;Rl pfedstaVuje aminokyselinovy zbytek, ktery Jje vazan
jprostfednictvim'c konce a miZe byt alkylovan nebo acylovan
'na dusiku, ”

a

R? pfedstaVuje OH, Ci—C4—alkyloxy, benzyloxy nebo NR3Rﬂ

kde, R® a Rﬂ pfedstavuji nezavisle na sobé& H, Cl—Cé—alkyl,

Hen;yl, fenyl nebo pyridyl, pricemZ je mozné, aby aromatické

systémy v R® a R® byly substituovany aZ tfemi stejnymi nebo



riznymi substituenty zvolenymi ze souboru, zahrnujiciho
methyl, methoxy, hydroxyl, kyano nebo atom halogenu, ktery
zahrnuje eliminaci zbytku kyseliny sulfonové pomoci 'béze

sulfonatu obecného vzorce II

SO,— RS
(o
b /0 (1II),
o '
Rl .

ve kterém

R! a R? maji vyse definovany vyznam a R® pfedspavuje C,-Ce-
alkyl, benzyl, trifluormethyl, 'naftyl” nebo fenyl, které’
mohou byt nesubstituované nebo substituované " radikaly
zvolenymi ze éouboru, zahrnujiciho methyl, nitro nebovétom

halogenu.

R 'vyhodhé pfedstavuje C,-Cq-alkylkarbonyl, benzyl, benzyl
substituovany » na fényl, C;-Ce-alkyloxykarbonyl a
benzyloxykarbonyl. Jestlize benzyloxykarbonylovy radikal Je
substituovany skupinou OCH3, nese vyhodné Jjednu methoxy
skupinu v p- poloze. Obzvlasté  vyhodny je  Ci-Ce-
alkyloxykarbonylovy .radikal.

Vyhodné R? radikdly jsou OH a C;-Cs-alkoxy.




.Vyhodné R’ radikaly jsou Cljcgralkyl a benzyl, 6bzvléété Cy1-
Cs~alkyl. - " '

Slouééniny I maji jeden asymetricky atém.uhlikh‘a sloﬁéeniny
~II maji dva asymetrické atomy uhliku v 5-Clenném kruhu.
Slouéeniﬁy obecného vzorce II mohou byt ~pouzivany jako
racematy, smési diastereomerl a jako diastereomericky &isté
a enantiomericky c&isté sloueniny. Sloudeniny I mohou proto
bbYt . ziskény, v zavislosti. na stereochemické .struktufe
slouCenin II, pouZitych jako prekursory a v zavislosti na
 reakéni¢h podﬁinkéch,_jako racematy nebo v opticky aktivni

formé.

'Slouéeniny obécného vzorce II mohou byt pfipraveny zpUsoby,
. popsanymi v literatu¥e (napf¥iklad D.J. Abraham, M. Mokotoff,
. L. Sheh, J. E. Simmons, J. Med. Chem. 26(4), (1983) 549).

Eliminaée zbytku kyseliny sulfonové, to jesf skupiny -0-S0,-
.{RS, z 6pticky aktivni slouéeniny'obecnéhé vzorce II probihé
s racemizaci, pokud R? pEedstavuje Ci~Cs-alkoxy nebo
ﬁbenzyloxy. To wvede ke wvzniku racemickych esterl 3,4-
dehydroprolinu, coZ umoZfiuje ziskat nasledujici enzymatickym
rozdeélenim racemdtu ijak D-, tak i L-3,4-dehydroprolinové

derivaty (zplsob A):



Zptisob A:
(R°=CH;, R® = OCHj)

-
i

Obzvl1adtd vyhodné provedeni zpGsobu spo&iva v .p'ouii'ti
slougeniny obecného vzorce II, kde R’ predstavuje ,OH a
absolutni :konfig’u_race zbytku . karboxylové - kyseliny - je
_ fixovédna, . to . jést odpowvida - . bud .',-konfiguj:aci R nebo
.konfiguraéi' S, coz umoZni =ziskat <;dpoi(idajici - karboxylové

kyseliny obecného vzorce ', I bez racemizace. (Zpisob B) s

Zpusob B:.

(R5=CH;, R® = OH) '
JorCH, ) :
o, . :
l ] 1.) baze ‘—l
. N D
N” Scom 2)H,00 N7 ScoH
- R . - - Rt ..

Pro eliminaéni reakce A a B Jsou vhodnd aproticka

rozpoUétédla, obzvlasté DMF, dioxan, THF, DME, DMSO, CHs;CN,




pticemZ je moZné, aby rozpoustédlo obsahovalo mald mnoZstvi

vody nebo alkoholu.

VV zéviélosti na zpusobu se pouZziji 1,0-1,5 ekvivalenty‘béze
(zpusob A) nebo 2,0-3,0 ekvivalenty baze (zpusob B),,pfiéemi
"Vhédné badze jsou hydridy, amidy a ‘alkoholédty .lithia, sodiku,
drasliku, rubidia, cesia, vapniku nebo ho#&iku, ale vyhodné
uvedené slouleniny sodiku a drasliku. Sodikoyé alkoholéaty
'jsou'vyhodné pouiivany jako béaze, jejich vhodné alkoholatové
zbytky jsou p¥itom odvozeny od primarnich,. sekundarnich a
terciélnich alkoholﬁ.jJe také mozZné pouzit dioly, trioly,
etherové élkoholy tri-, di- nebo mondethylenglykolﬁ
’monoetheroVéﬁo typu nebo aminoalkoholy. Obzvlasté vyhodné

jsou:  triethylenglykol monomethylether, diethylenglykol

monomethylether nebo ethyleneglykol monomethylether,
dimethylamino-ethanol nebo 2-[2-(dimethylamino)ethoxy] -
ethanol.

Eiiminace sulfonatovych skupin probihd dokonce i pfi teploté
-20 °c. Reakce‘mﬁ2e obecné‘bYt-proVédéﬁa pfi teplotach od -
20 °¢'do +100 °C. Reakce je §Yhodné provadéna pri teplotéach
od -10 °C do 60 °C. Eliminace sulfonatové skupiny z
odpovidajicich esterG ~zpusobem A probihd s racemizaci
dokonce i pfri téploté -20 °C na o atomu uhliku takto

vytvafeného esteru 3,4-dehydroprolinu.

Je prekvapivé, Ze zpisob v obzvlasteé vyhodné varianté:

zpusobu B mlZe byt provadén s prekursory obecného vzorce II,
kde R? pfedstavuje OH a kde zbytky karboxylové kyseliny maji

bud konfiguraci R nebo konfiguraci S, takfka bez racemizace.

Bdze vyhodné pouZité v této varianté jsou hydridy, primarni -

f




élkoholéty,  primarni _etheralkoholéty nebo primarni
aminoalkoholéty. 2-Methoxyethanoléat, ' 2-(2-
methoxyethoxy)ethanolat nebo  2-[2-(dimethylamino)-

ethoxylethanolat jsou obzvlasté vyhodné& pouZivané. Na .

ekvivalent prekursoru jsou  vyhodné pouzity 2,0 to 2,5

ekvivalenty Dbaze. VYhodné  teplotni ‘rozmezi pro reakci
zplsobu B je od -10 °C do +25 °C.

Biaze pouZitd pro eliminaci miZe byt reakini smési pridéna v
pevné fazi, ale miZe také byt pfipravena in situ pred

reakci. JestlizZe napfiklad baze pouzita pro eliminaci je 2-

- methoxyethanolat sodny, tato Dbéaze miZe byt vyhodné

pripravena in situ pfidénimypo kapkdch vhodného alkoholu do
_ roztoku nebo suspenée sodné éoli §11né&j81i Dbaze jako Jje
hydrid sodny, terc.-butoXid sodny nebo
bis(trimethylsilyl)amid sodny. Reakce miZe byt provadéna
polodavkové bud privadénim roztoku baze do rozpudténého
‘prekursoru obecného vzorce II nebo, vyhodné, privadénim

roztoku prekursoru II do roztoku nebo suspénze baze.

Reak&ni smés maZe byt potom zpracovéna destilaci, extrakci,

krystalizaci, chromatografii nebo jejich kombinaci.

Pozadovany enantiomer miZe byt isolovan z racemického 3,4-
~dehydroprolinu bud (+)- nebo (-)-vinnou kyselinou (viz J.W.
Scott a kol., Synthetic Communications 10 (1980) 529 a U.S.
patent 4,111,951) nebo racemdtové oddéleni mdZe - byt
provédéno\»oéticky aktivnim 1-(4-nitrofenyl)-ethylaminem po
pfipravé Boc-chrdnéné aminokyseliny (U.S. patent 4,066,658,

J.-U. Kahl, T. Wieland, Liebigs Ann. Chem. 8, (1981) 1445).




N-chranéné 3,4-dehydroproliny, pripravené bez racemizace

vyhodnym zplisobem B, mohou byt vyhodn& &istény krystalizaci
jako amonné soli s achirdlnimi aminy. Obzvla3té je moZné
ziskat L-boc-3,4-dehydroprolin v Cisté formé jako

diethYlamonnou sul.

Vynalez se proto tykd& sloulenin obecného vzorce IV

(IV),

o < >——-COOH X amin
R
. 6

ve kterém

_R6 pfedstavuje aminovou ochranou skupinu a amin je mono-,
di- nebo trialkylamin, kde alkylové ‘zbytkyv obsahuji 1-4
atomy uhliku a mohou. byt nahraieny C5—C7—cyk£oalkyiOVYmi
zbytky ~a jejich opticky aktivnimi D a L formami. R®.
pfedstavuje vyhodn& boc ochrahnou skupinu a ,amin® je

vyhodné diethylamin nebo dicyklohexylamin.

Estery ziskané zplsobem A mohou byt velmi uU&inné &astednd
Stépeny pouZitim enzymd jako jsou lipazy, esterazy a
proteazy, coZz vede k jednomu antipédu volné kyseliny,

zatimco druhy antipéd z8stava ve formé& esteru.

Jako hydrolazy v uvedeném zptsobu A miZe byt pouZito velké
mnozstvi enzyml. Vyhodné& jsou pouzivany proteazy, esteréazy a
obzvlasté lipazy. Mikrobidlni lipazy jsou obzvlasté vhodné
lipazy a mohou byt isolovany nap¥iklad z kvasinek nebo

bakterii. Dal3i obzvla3té& vhodné hydrolézy jsou enzymy,



které je mozZno komerén& ziskat od spolednosti Novo Nordisk -

(Enzyme Toolbox), obzvlasté& lipazy SP 523, SP 524; SP 525,

SP 526 a ®Novozym 435.

Je dale mozné vyhodné pouZit ve zpusobu podle pfedloZeného
vynélezu‘lipézy "Chirazyme L1 aZ L8", .které jsou komer&né

dostupné (Boehringer Mannheim).

Mohou byt také ©pouZity esterazy (jako Jje esterdza z

veprovych jater)._

Enzymy mohou' byt pouZity v pfirodni nebo v imobilizované

formé.

Stépeni esteru se provadi provadén v pufru pfi pH 6-8 a

- vyhodné& pf¥i teploté& okoli.

Novy zplsob umoiﬁuje pfipravit slouceniny I velmi
jednoduchym zplsobem. To jé‘obzvléété dilezité pro pfipravu
dehydroprolinovych derivétﬁ, které bYlo dosud moénb
pfipravbvaf:jen obtiZné a v nékterych pfipadech s nevalnym

vytéZkem.

Opticky aktivni N-chré&néné derivaty 3-pyrrolin-2-karboxylové
kyseliny se ziskaji novym zplisobem obzvla3té vyhodn& jako
volné kyseliny nebo ve formé& esteru, ze kterého mize byt

volna kyselina uvoiﬁéna, vyhodné enzymaticky.

JestliZe opticky aktivni kyselina je pfipravena z esteru
enzymaticky, zustdva jeden antipdd esteru nezmé&nén. Ten miZe

byt napfiklad racemizovdn s bazemi a vystaven enzymatickému



Stépeni znovu.

Vyhodou pfedloZeného vynalezu je, Ze umoZnuje poprvé
ptipravovat 3,4-dehydroprolinové derivaty ve stericky &isté
form& jednoduchym zplsobem ‘a za mirnych podminek a soudasnéd
za reakénich podminek, které ijsou pfijatelné z hlediska
ochrany Zivotniho prostfedi dokonce i p#i vyrobé v
prumyslovém mé&ritku. Je prekvapivé, Ze eliminace zbytku
kyseliny sulfonové miZe byt provédéna dokonce i za nizkych

teplot.

Latky, pfipravené‘nonm zpﬁsobem, jsou velmi zajimavé. Jsou
napfiklad cennymi meziprodukty pro pEiipravu péptidévych
derivatu s nizkou molekulbvou hmdtnosti, . které jsou
trombinové inhibitory (viz = WO 94/29336) a ve kterych
prolinovy zbytek je nahrazen dehydroprolinovym zbytkem. Bylo'
dale zjidté&no, Ze 3,4-dehydroprolin miZe byt pouZit bro

inhibici syntézy kolagenu (US 4,066,658).

Pro dal3i zpracovani surovéhobproduktu, ziskaného zplUsobem
podle pfedloZeného vyndlezu, je obzvlasté vyhodné, Ze surovy
produkt, ziskany zpusobem podle predloZeného vynélezu»m&ié
‘reagovat bez = dalsiho cisténi pro pfipravu dalsich
meziproduktd pro pfipravu peptidovych derivatl(, které také
mohu byt velmi snadno ¢iStény. Tyto meziprodukty maji obecny

vzorec



-E—/l—co — NH — CH— X ' ’ 111,

ve kterém R!' ma ‘vyse uvedeny vyznam a X~ predstavuje

R6
: . N N 0
. — — NH;

(R® = H, CH;, OCHs, OH nebofatdm halogenu) .

Tyto latky mohou byt pfipraveﬁy ze sloudenin I jejich
,aktivaci v pEitomnosti baze jako je ’triethylamin nebo
diiéopropylethylémin ‘a kondenzaéniho éinidla  jako dje PPA,
,pivaloyléﬁlo;idt'nebo' dicyklohexylkafbodiimid/hydroxysukcin—
imid é‘ néslethu bvazbou s }bN—CHz—X/ &imZz  se 'ziskaji
slouCeniny obecného vzorce III. Reakce se G&elné& provadi v
rézpouétédle jako je dichloromethan, THF, dioxan, terc.-
1butyl4methylether, DME nebo acetonitril pf¥i teplotéch od -20
do +30 °C.



Priklady provedeni vynalezu

V pfikladech jsou pouZity nasledujici zkratky:

Bns Benzylsulfonyl
Boc = terc.-Butyloxykarbonyl
DIPEA = Diisopropylethylamin
DME = Dimethoxyethan

DMF

Dimethylformamid
KOtBu = Terc.-butoxid draselny
Ms = Methylsulfonyl

PPA =‘Anhydrid kyseliny_propylfosfonové
Pro = Prolin

Pyr = 3,4—Dehydroprolin‘

THE = Tetrahydrofuran

A. Priprava vychozich materidla
a) Boc-(L)-(4-MsO)-Pro-OCH; a Boc- (L)~ (4-BnsO) -Pro-OCH;:

Methylester (4R) -N-Boc-4-hydroxy- (L) -prolinu byl ponechéan
reagovat S methylsulfonylchloridem a tim  se ziskal
- methylester (4R) -N-Boc-4-methyl- sulfonyloxy-(L)-prolinu
(D.J. Abraham, M. Mokotoff, L. Sheh, J.E. Simmons, J. Med.
Chem. 26(4), (1983) 549). Reakci podobnou reakci s Ms
chloridem byl - ziskan methylester (4R) -N-Boc-4-
benzylsulfonyloxy-(L)-prolinu pouzitim. benzylsulfonyl-
chloridu s théZkgm 76 % po krystalizaci z ethanolu. _

1H—NMR>(CDC13 O v ppm): 7,40 a 7,28 (s, S5H, aromaticky), 4,95
a 4,85 (m, 1H, O-CH), 4,40 (s, QH, S0,~-CH,), 4,4 - 4,25 (1H,
N-CH), 3,72 a 3,71 (s, 3H, COCH;3), 3,7 - 3,50 (2H, N-CH,),



2,53 - 1,95 (2H, CHy, 1,45 a 1,42 (s, OH, Bo&); (2.

rotamery) .

b) (4R)-N-Boc- (4-MsO) -Pro-OH:

186 g (575.mmolu) methylesteru Boc- (L)~ (4-MsO)-Pro-OCH; bylo
'hydroiyzovéno' v 500 ml' dioxanu a 1150 ml a 1IN NaOH p¥#i
teplot& 0 °C po dobu 2;5 hodin. Po extrakci etherem bylo pH
vodné faze upraveno na hodnotu 3 pomoci 2N kyseliny
chlorovodikové, :a produkt byl extrahovan ethylacetéatem.
‘SuSeni nad Na2S0; ‘a Uplné odstranéni rozpoudté&dla vedlo k
- ziskani 163 ‘g (92 %)'Zlgtavého oiéje, jehoZz Cistota byla 94

‘o

%.. Produkt pomalu ‘tuhnul.

[a]p?? = -50,5° (c = 1,01; MeOH) po krystalizaci z
diisopropyletheru.

'H-NMR (CDci; 8 v ppm): pfiblizné 9 - 8 (COOH), 5,35 - 5,20
(m; 1H, O-CH), 4,60 - 4,40 (1H, N-CH), 3,95 - 3,65 (2H, N;
CHy), 3,08 (s, 3H, sox}g),;z;ssjk- 2,25 (2H, CHp), 1,56 a
1,40'(S,A9H,“Boc); (2 rotamery)

B. Pfiprava kone&nych produktu
Pfiklad 1

Ptiprava Boc-(D/L)-Pyr-OCHs:

*

a) 100 g /(309 mmol) Boc-(L)-(4-MsO)-Pro-OCH; bylo rozpudténo
v 600 ml bezvodého DMF. PF¥i teplot& 0 - 5 °C byl pfidan po
kapkécﬁ roztok 36,45 g (325 mmol) KOtBu v 300 ml bezvodého

DMF v pr@bé&hu 1 hodiny a michani pokra&ovalo pii’ teploté 0 -

A



5 °C po dobu 30 minut a p¥i teplotégokoli po dobu 2 hodin.

Smés bylé potom vlita do ledové vody a extrahovdna t¥ikrat
‘smési 'ether/ethylacetét 5:1 a organickad faze byla. znovu
promyvana vodou. Po suSeni nad NaZSO4, bylo rozpoustédlo
uplné odstranéno pfi teploté 35 °C. Bylo ziskédno: 68 g .
surového esteru, ktery byl destilovan pti teploﬁé 100 - 102
°C za tlaku 1,7 mbar. Vznikly bezbarvy blej tuhnul (56 %
vytézek) .

1H—NMR (CDC1l3; & v ppm): 6,05 - 5,95 (m, 1H, -CH=CH-), 5,80 -
5,67 (m, 1H, -CH=CH-), 5,05 a 4,98 (m, 1H, N-CH), 4,35 -
4,15 (m, 2H, N-CH), 3,75 a 3,74 (s, 3H, CO,CH3), 1,47 a 1,43

(s, 9H, Boc); (2 rotaméry)

b) TatéaZ sloucenina (Boc-(D/L)-Pyr-OCHi3) byla také ziskdna z
benzylsulfondtu Boc-(L)-(4-BnsO)-Pro-OCH;. Z 5 g (12,5 mmol)
‘uvedeného benzylsulfondtu v 50 ml bezvodého DMF, které byly
pfidavany kapkach do suspenze 0,5 g (12,5 mmol) NaH v 10 ml
bezvodého DMF p¥i teploté& -10 °C a potom michany pfi teploté
okoli pfes noc bylo =ziskdno po zpracovani  podobnému
eliminaci mesylatu v a) 2,2 g surového esteru. Produkt byl
Cistén sloupcovou chromatografii na silikagel (mobilni faze:
ethylacetat/hexan 2:3). Nicméné& vyhodnd je destilace,

protoZe chromofor je slaby.
Priklad 2.
Pfiprava Boc-(L)-~Pyr-OH:

a) 50,0 g (161,6 mmol) Boc-(L)-(4-MsQO)~-Pro-0OH rozpusténého v
650 ml DME (do kterého bylo pfidédno 25 ‘mmolu vody) bylo



pfidano po kapkadch v pribé&hu 45 minut do 14,5 g 55-65 % NaH

(pfibliZné& 364 mmol) v 400 ml DME p¥i teploté& okoli, teplota
stoupla bez dodatecného chlazeni na pfibliZné& 30 °C. Smés
byla michdna pfi teploté okqli po .dobu dal3ich 15 hodin a
potom pri teplot& 50 °C po dobu 1 hodiny, nasledné& vlita do
ledové vody a promyvana t¥ikrat smési ether/ethylacetat 2:1.
Vodna faze byla okyselena na pH 2 pomoci 2N ‘kyseliny
chlorovodikové a produkt byl extrahovdn ethylacetatem.
Suseni nad Na2SO, a uplné odstrané&ni rozpoudtédla vedlo k
ziskani 36 g surové latky ve form& Zlutavého oleje, ktery
obsahoval 70 % produktu. Pomé&r produkt/prekursor byl urc&en
jako 97:3 (HPLC: ‘voda/acetonitril 8:2 + 0,1 % TFA; Merck
®Purdspher RP-18e; detekce vpfi vlnové délce 210,4 nm) a
pomé&r enantiomerd (L):(D) byl 90:10. ‘Proporce enantiomera
"byly urovany pomoci chirdlni HPLC kolony jako Boc-3,4-
dehydro-prolyl-3-pikolylamid po kopulaci acidické skupiny s
3-pikolylaminovym derivdtem. D¥ivéjsi vyzkumy ukédzaly, zZe

sama kopulace probihd virtudlné& bez racemizace.’

Podobna reakce, ale s 3 ekvivalenty NaH a mich&nim pri
teploté okoli po dobu 4 hodin vedla k ziskdni 65 % produktu
(produkt:prekursor = 94:6; (L): (D) = 96:4).

'H NMR (CDCl3 8 v ppm) : 10,5-9,5 (COOH), 6,10-5,90 (1H, -
CH=CH-), 5,88-5,70 (1H, -CH=CH-), 5,12-4,95 (1H, N-CH),
4,30-4,15 (2H, N-CH;), 1,55-1,35 (9H, Boc); (2 rotamery)

Klasickym zplsobem racemdtového odd&lovani byly Boc-3,4-
dehydroprolin a (+)-dehydroabietylamin krystalizovany jako
ddpovidajici amonna sul z acetonu a bez dal3i rekrystalizace

a po eliminaci aminu byl isolovan Boc-(L)-3,4-dehydroprolin
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s &istotou 85 % a enantiomerovym pomé&rem (L): (D) = 96 : 4.

b) 46,2 g terc.—pentoxiau sodného (398,5 mmol) bylo vloZeno
do 150 ml THF. Potom, pfi teploté& 10 °C, byli p¥idéno 32,9 g
_2—methoxyethanolu (429,5 mmolu). Potom byl pfidan po kapkéch
roztok 50 g Boc-(L)-(4-MsO)-Pro-OH (159,4 mmol) v 100 ml THF
takovym zpusobem, aby vnit¥ni teplota  nepfekro&¢ila 8-10 °C.
Smés byla michana pfi teploté 10 °C po dobu daldich 20 hodin
po ukoneni adice. Priddni 300 ml ledové vody pfi teploté 5-
10, °C bylo nésledovano jednou. extrakci 50 ml methyl-terc.-
~ butyletheru a potom  okyselenim na pH 2 . kyselinou
chlorovodikovou. Surovy produkt byl extrahovén
methylenchloridem a po odpafenil rozpduétédla byl izolovéan
7luty olej. Jeho hmotnost byla 40,9 g, ze kterych 18 g byl
Boc- (L) -3, 4-dehydroprolin, Jjak bylo ur&eno HPLC analyzou,
kalibrovanou vnéjsim standafdem (poZatedni gradient voda
(0,1 % HsPO,)/acetonitril 70:30; kolona: Prodigy (ODS3) 100A;
detekce pf¥i vlnové délce 210 nm);‘Pomér‘(L):(D) enantiomert
9971 byl také uren pomoci HPLC analey“(hexan/isoprOpanol
8,75:1,25, 0,1 % HCOOH; kolona: Chiracel OD; detekce ‘pfi
- vlinové délée 230 nm). 70 g BOC-(L)-(4-MsO)-Pro-OH (224 mmol)
bylo ponechdno reagovat za podobnych podminek. Po extrakci
methylenchloridem byl surovy produkt pfrenesen do 220 ml
methyl—terc.—bufyletheru destilaéni _vym&nou rozpoustédla a
potom byl pritomny Boc— (L) -3, 4-dehydroprolin precipitovan
jako diethylamond s0l p¥#idanim 16,5 g diethylaminu (224
mmolu) . Byld ziskdno 23,8 g této soli. (D) enantiomer byl v
prOduktu precipitovaném timto zplsobem nezjistitelny HPLC

analytickymi metodami uvedenymi vySe.
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"H-NMR (DMSO, & v ppm): 5,86-5,67 (2H, -CH=CH-), 4,6-4,5 (N-
CH), 4,1-3,9 (N-CHz), 2,88-2,7 (4H q, NCH,CH3), 1,45-1,25
(9H, Boc 2 rotamery), 1,2-1,05 (6H, NCH,CHj)

[a]p?® = -240,1° (C= 1,08, MeOH)
Teplota téni: 130-133 °C

c) 10,52 g bis(trimethylsilyl)amidu sodného (57,4 mmol) bylo
vlioZeno do 25 ml THF a po pfidani po kapkééh 8,25 g 2-[2-
(dimethylaminoyethoxy]ethanoluv (62 mmol) v 15 ml THF v
pribé&hu 15 minut s chlazenim probihalo miché&ni p?#i teploté
okoli po dobu 30 minut.  Potom, pti teploté& -5 °C, bylo
~pridano 7,1 g Boc—(L)—(4—MsO)¥Pro—OH (23,0 mmol)
rozpusSténého v 15 ml THF po kapkach. v prﬁbéhu'Zd.ﬁinuﬁ a
smés byla michdna pfi teplot& -5 °C po dobu 1 hodiny, pri
teploté 0 °C po dobu 2 hodin a pfi teploté okoli pfes noc.
Smés byla potom vlita do 125 g ledové vody a extrahovana
Ctyrikrat methyl—terc.—butyletherem a Vvodnd faze byla
okyselena na pH 2,2 pfidédnim 60 ml 10 % kyseliny citronové a
‘michéna pri teploté okoli pfes noc. Po extrakci reak&niho
roztoku tfikrat methyl-terc.-butyletherem byly shfbméédéné
6rganické'féze promjvén'postupné vodou, nasycenou solankou a
vodou, suSeny nad siranem hofeénatym a koncentrovany za
sniZeného tlaku. Takto bylo ziskdno 4,1 g Boc-(L)-3,4-
dehydroprolinu "jako surového produktu, ktery byl potom
rozpustén v 20 ml methyl-terc.-butyletheru a byl p#idén po
kapkdch roztok 1,35 g diethylaminu (18,52 mmolu) v 10 ml
methyl-terc.-butyletheru. Potom byl pfridavadn petrolejovy
ether do Uplné precipitace soli. Produkt byl podtlakové
odfiltrovédn a suSen a tim se ziskalo 4,0 g Boc-(L)-3,4-

dehydroprolinu. Druh& davka 0,3 g krystald byla také ziskéana



z matecné tekutiny, takzZe celkovyV’VYtéZek 'poéadovanéhb
produktu byl 66 %. S |

P¥iklad 3
Pf¥iprava Boc-(D,L)-Pyr-OH:

13 g isopropanolu (215 mmolu) bylo p¥idano po kapkéch do 8 g
60 % NaH (200 mmolu) v 150 ml DME s chlazenim. Po ukon&eni
vyvinu H; byl ‘pfi teploté& 0 °C pfidan roztok 25 g Boc-(L)-
(4-MsO) -Pro-OH (80 mmolu) v 100 ml DME. Po uplynuti 1 hodiny
pfi teploté 0 °C nasledovalo zahfivani na teplotu 20 °C po
dobu 20 hodin a potom pfidédni 150 ml vody. Jedna extrakce
methyl-terc.-butyletherem byla nésledovédna okyselenim na pH
2 pomoéi kyseliny chlorovodikové a éxérakci
methylenchloridem. Hmotnost produktu byla 17 g. Pomédr
(L) : (D) enantiomert byl urcen pomoci HPLC analyzy
(hexan/isoprdpanol 8,75:1,25, 0,1 % HCOOH; kolona: Chiracel
OD7 detekce pfi vlnové délce 230 nm) jako 57:43.

Priklad 4
Enzymatiéké Stépeni Boc-(D/L)-Pyr-OCHs na Boc-(L)-Pyr-OH:

5,68 g (25 mmol) Boc—(D/L);Pyr—OCH3 A\ 100 ml
fosforeCnanového pufru (pH 7,0) a 15 ml THF Dylo
’ protfepévénofé 3,12 g ®Novozymu 435 pri teploté& okoli po
dobu 24 hodin. V pribéhu této‘doby bylo pH upraveno zpét na
pivodni hodnotu pfidédnim 1N NaOH. Postup reakce byl
pozorovan na zékladé spotfeby roztoku hydroxidu sodného.

Pevnd latka byla odfiltrovdna a filtrat byl upraven na pH 10



pfidanim 1N NaOH. Nezreagovany antipéd Boc- (D) -Pyr-0OCH; byl

‘extrahovan smési ethylacetatem/ether 1:1. pH vodné faze bylo
upraveno na hodnotu 1 pomoci 1IN kyseliny chlorovodikové a
produkt Boc-(L)-Pyr-OH byl extrahovén t¥ikrat ethylacetatem.
2,14 g produktu bylo' ziskadno. a krystalizovano .ze smé&si
toluen/hexan nebo  ether/hexan. Po krystalizaci mél produkt
optickou rotaci [a]p?® = -273,8° (c = 1,037 methanol). (Lit.:
[alp®® = -272° (c = 1,0; methanol) J.-U. Kahl, T. Wieland,
Liebigs Ann. Chem. 8, (1981) 1445).

'Priklad pouziti 1 _
P¥iprava dihydrochloridu H- (L) -Pyr-(6-karboxamido) -3-
pikolylamidu: | '

5,3 ml (30,3 mmolu) DIPEA bylo pfiddno po kapkach do 1,5 g
surového Boc-Pyr-OH z Pfikladu 2 v 30 ml dichloromethanu pfi
teploté -10 °C a po 5 minutich bylo pfidéno 1,58 g (7,0
mmol) dihydrochloridu (6-karboxamido)-3-pikolylamidu byl
pfidédn a po dalsSich bylo pridédno 5 minutéch 5;7 ml (7,9
mmolu) PPA (50 % roztok v - ethylacetéatu) v 5 ml
dichloromethanu. Reakéni smés byla ponechédna zahfat se z -10
°C na 0 °C béhem 1 hodiny a potom byla zFfedéna
dichloromethanem a promyvadna postupn® nasycenym roztokem
NaHCO;, 5 % kyselinou citronovouz a nasycenou solankou.
SuSeni . organické faze nad Na2SO, a Uplné odstranéni
rozpouétédelIVedlo k ziskéani 1,8 g surového Boc-(L)-Pyr (6-
karbokamido)L3—pikolylamidu, kterf byl michan v 30 ml 0,9
moldrniho isopropanolového chlorovodiku pfi teploté 50 °C po
dobu 50 minut. Precipitat, ktery byl takto ziskan, byl
odebrédn podtlakovou filtraci, rozpudtén v malém mnoistvi

methanolu, precipitovdn s isopropanolem a znovu odebran.
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SuSeni p¥i teplot& 45 °C za sniZeného .tlaku vedlo k ziskani
2,0 g dihydrochloridu H- (L) -Pyr-(6-karboxamido)~3-
pikolylamidu jako bilého prasku (&istota 95 %);

'H-NMR (DMSO-d®, & v ppm)’ : 10,9 a 8,9 (kaZdy 1H, -NH,-®),
9,77 (t, 1H, CO-NH), 8,60, 8,10 a 8,00 (kazZdy 1lH, aromaticky
H), 8,25 a 7,75 (kazdy 1H, CO-NH,), 6,03 (s, 2H, -CH=CH-),
5,10 (1H, N-CH- CO) 4,47 (d, 2H, CHy) 4,00 (2H, CHp).

Priklad pouziti 2

Pfiprava hydrochloridu H-(L)-Pyr 4-CN-benzylamidu:

10,0 g surového Boc-Pyr-OH bylo ponechdno reagovat s 6,2 g
p-kyanobenzylaminu jako v Prikladu pouZiti 1. Zpracovani

vedlo k ziskani 14,7 g surového Boc- (L) -Pyr 4-CN-

benzylamidu, ktery byl michdn v 230 ml 1 molarniho

'isopropanolového chlorovodiku p#i teplot& 50 °C po dobu 2

hodin. Po ochlazeni roztoku na teplotu okoli latka pocala

pomalu precipitovat. Pevna latka byla odstranéna podtlakovou

filtraci. Bylo ziskdno 3,7 g hydrochloridu H-(L)-Pyr 4-CN-

benzylamidu ve formé bilého pradku (Zistota 96 %; (L) : (D)
v&t3i nez 99 : 1).
'H-NMR (DMSO-d® & v ppm) : 10,9 a 8,9 (kazdy 1H, -NH,-®),

. 7,82 a 7,47 (kazdy 2H, aromaticky H), 6,02 (s, 2H, -CH=CH-),

5,10 (1H, N-CH-CO), 4,45 (d, 2H, CHp), 4,02 (2H, CHy).

Zastupuje:

Dr. Otakar Svordik
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PATENTOVE NAROKY
1. Zplsob pfipravy derivata 3-pyrrolin-2-karboxylové

kyseliny'_ obecného vzorce I

.

— o
=4
N 2 (1),
|
Rl '

- ~ye kterém

- R' predstavuje H, Ci-Ce-alkyl, benzyl, ben'zy'l substiturovan".v
ek y

na fenyl, allyloxykarbonyl, . = Ci- C6 alkyloxykarbonyl
benzyloxykarbonyl kde benzylovy . zbytek muze 'byt
substltuovan radlkaly OCH3, nebo C;- C4 alkylkarbonyl nebo |

R p,fedstavujé arlni'nokyselinovy‘ zbytek, ktery je = vazan
‘pr.o_stfednictvim C konce a mbZe byt alkylovan nebo acylovan
.na dusiku, . : ' ‘ |

t

R? predstavuje OH, Ci-Cq-alkyloxy, benzyloxy nebo NRR?,

ve ‘kterém R® a R predstavuji, nezavisle na sob&, H, C1-Cs-

alkyl,' benzyl, fenyl nebo. pyridyl, ptiCemZz Je mozne, aby

aromatické systémy v R® a R! byly substituovany aZz tremi
stejnymi ﬁebo_v raznymi substituenty zvolenymi =ze souboru,

zahrnujiciho methyl, methoxy, hydr'o‘xyl, kyano nebo atom




[2

' &pyrrolln 2- karboxylove kyseliny, ‘vyznaéujici se tim, Ze

halogenu,

vyznadujici se tim, Ze zahrnuje eliminaci zbytku' kyselinyv

sulfonové pomoci béze ze sloueniny obecného vzorce II
¥

SO;— R5

O

Z'—> /° (1II),
T <R2_ |

Rl

ve kterém R! ‘a R maji vySe* .definovany vyznam a R®
pfedstaﬁuje»clfca—alkyl, benzyl, trifluormethyl, naftyl nebo

fenyl, které mohou byt nesubstituované nebo substituované

. radikaly zvolenymi ze souboru, zahrnujiciho methyl, nitro

nebo atom halogenu.

2. Zpﬁsbb{pbdle naroku .1 pro p¥ipravu opticky aktivni 3-

zbytek kysellny sulfonové se eliminuje pomoci baze ze

w leucenlny obecného vzorce II, kde R' a R° maji vyse

definovany vyzham, a R? predstavuje C1-Cy-alkyloxy nebo
benzyloxy a- optlcky aktivni. volné . kyseliny jsou uvolneny
enzymatlcky z racemlckeho esteru, ziskaného timto zpusobem a

jsou 1solovany, pokud je to vhodne, ve formé amonnych soli.

3. ZpUsob podle n&roku 1 pro pfipravu opticky aktivni_3—
pyrrolin—ZFkarboxylové kyseliny, .vyznadujici se tim, 3e
zbytek kyseliny sulfonové se eliminuje -pomoci baze ze

:



slouCeniny obecného vzorce II, kde zbytek karboxylové

kyseliny mé bud'konfiguraci (R) nebo konfiguraci (S) , R! a

R® maji vySe uvedené vyznamy a R? pfedstavuje OH, a pokud je

- to poiadovéno, takto ziskané produkty jsou ptreménény na

amonné soli pro purifikaci-a izolaci.

4.'Pouéiti sloucenin, prlpravenych zplsobem podle naroku 1,

2 nebo 3 pro prlpravu sloucenln obecného vzorce III

e

N
|
Rl

E_/'—co —NE—CH,— X " III,

ve kterém R! méijée uvedeny vyznam a X pfedstavuje

R6
' , N N

: / N\ nebo /, \
(e e S,

(R® = H, CHs;, OCHs;, OH nebo atom halogenu) .

t

5. SlouCenina obecného vzorce IV



L3

ve ktgrém-RG‘pfedstavuje aminovou ochrannou skupinu a amin
je mono-, di- nebo trialkylamin, kde alkylové zbytky
obsahuji 1-4 atomy uhliku a mohou byt 'nahrazeny CS—CT;‘
cykloalkylovymi zb&tky.

6. Slouenina obecného vzorce IV podle naroku 5, ve které . R®
.pfedstavuje Boc ochrannou skupinu a amin je diethylamin nebo
dicyklohexylamin.

7. SloucCenina podle néaroku 5 nebo 6 ve formé& D.

K . 8. SloucCenina podle naroku 5 nebo 6 ve form& L.

“~

Dr. Otakar Svor&ik
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