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Nazev pfihlagky vynalezu:
Zpisob vyroby azacykloheptapeptidi

Anotace:

Zptisob. viroby azacyklohexapeptidl obecné-
ho vzorce I, v ném# jednotlivé symboly maji
vyznam, uvedeny v hlavnim naroku, Tyto
latky je mo2no vyuZit zejména k 1é¢enf houbo-
vich infekci. Podstatu fedeni tvofi také nové
meziprodukty k provadéni zplisobu podle vy-
nilezu. Novy postup je stereoselektivni a pfi
jeho poutziti je moZno dosahnout vysokych vy-
tézki, '

HO
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Zpuisob vyroby azacyklohexapeptidl

Oblast techniky

Vynélez se tyka zplsobu vyroby azacyklohexapeptidd,
kterym je moZno ziskat uvedené latky snadndji a ve vyESim

vytézku.

Dosavadni stav techniky

Vynalez se tyka zlepSeného postupu pro vyrobu cyklo-
hexapeptidd typu, popsaného v US patentovém spisu &.
5 378 804 z 3. ledna 1995. Postup, pGvodné navrhovany pro
vyrobu téchto létek vy#adoval provedeni v p&ti stupnich,
nebyl dostate&né Sterepselektivni a nebylo meoZno dosédhnout
vy&8ich vytdZkh. Znamé postupy pro redukci primarnich ami-
at, jako jsou hydrogenace, plsobeni hydridu kovu a elektro-
chemicka redukce vyZaduji podminky, které jsou inkompatibil-
ni s dalidimi funk&nimi skupinami uvedenych latek, zejména
sloudenin typu pneumocandinu. Tyto typy redukce nejsou se-
lektivni pro ruzn& substituované amidy. Zlep3eny postup,
provadény ve t¥ech stupnich, byl popséan v soulasné projed-
nivané patentové piihlasce &. 08/386 618, maximalni vyteZek
pPi tomto postupu je vSak 23 a? 25 %. Je tedy zapotiebi

ziskat vyhodnéjsi postupy pro ptipravu uvedenych sloulenin.

Podstata vynélezu

Podstatu vynalezu tvori zpusob vyroby azacyklohexapeptidd

obecného vzorce T
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(sekvence &. 1)

znamena CH2C-H2NH2 nebo CHchNHE,

snamenéd alkyl o ¢ az 21 atomech uhliku,

alkenyl o 9 aZ 21 atomech uhliku,

alkoxyfenyl o 1 aZ 10 atomech uhliku,

alkoxynaftyl o 1 az 10 atomech uhliku nebo
alkoxyterfenyl o 1 aZ 10 atomech uhliku v alkoxylové

gasti,

znamené atom vodiku, alkyl o 1 aZz 4 atomech uhliku,
alkenyl o 3 aZ 4 atomech uhliku,

(CH.) OH nebo
(CH2 2=4  1y_V

2)p_gNR R

snamend vodik, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, alkenyl

. . V.V
o 3 a? 4 atomech uhliku, (CH2)2_4OH, (CH2)2_4NR R nebo
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R™" a R spoleiné tvori (CH2)4, (CH2)5, (CH2)20(CH2)2 nebo

(CH2)2NH(CH2)2,
RIV znamena vodik nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
Rv snamend vodik nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
Q znamenad atom dusiku nebo kysliku,

jako? i farmaceuticky piijatelné adicni soli téchto latek s

‘kyselinami.

Sloudeniny, které je mozno pPfipravit zplUsobem podle
vyndlezu, je mozno vyuZit k 1léZeni houbovych infekci, zejmé-
na infekci, vyvolanych Candida, Aspergillus, Histoplasma,
Coccidioides a Blastomyces. TytéZ latky je moZno pouZit také
k 1é%eni a prevenci infekci, vyvolanych Pneumocystis carinii,
které je mozZno Zasto pozorovat u nemocnych s poruchami imu-

nitniho systému, napfiklad u nemocnych, trpicich AIDS.

Souléast podstaty vyndlezu tvoPi také nové meziproduk-

ty pro vyrobu uvedenych latek.

Zpasob podle vynédlezu je stereoselektivni a pfi Jjeho

pouZiti je moZno dosihnout vysokych vytézkd.

V prib&hu popisu p¥ihlaSky i narok( zahrnuje urcity che-
micky vzorec nebo nazev sloudeniny vSechny optické isomery,
stereoisomery i jejich racemické smési v pripad&, Ze takové

isomery mohou existovat.

Pod pojem alkyl spadaji uhlovodikové zbytky s pFimym,
rozv&tvenym nebo cyklickym Fetézcem, napfiklad methyl, ethyl,
n-propyl, isopropyl, n-butyl, pentyl, hexyl, heptyl, cyklo-
pentyl, cyklohexyl, cyklohexylmethyl a podobné.
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Cykloalkyl miZe obsahovat 3 a¥ 15 atomd uhliku, pFidemZ
neobsahuje alternatni nebo resonujici dvojné vazby mezi atomy
uhliku.

Alkenyl znamena uhlovodikové zbytky s obsahem dvojné
vazby, napfiklad vinyl, l-propen-2-yl, i-buten-4-yl, 2-buten-
-4-yl, l-penten-5-yl a podobné.

Alkoxyskupina muze mit rovné# prim§ nebo rozvétveny re-
tézec, jako priklad je mozno uvést methoxy-, ethoxy-, butoxy-

heptoxy- a dodecyloxyskupinu a podobné.

Sloudeniny podle vynélezu se obvykle ziskaji jako smés
stereoisomernich forem, v nichZ jedna z téchto forem preva-
Yuje. Podminky reakce je mo¥no upravit bdinym zpusobem tak,
aby byl ziskén prevéainé poZadovany isomer. Sloudeniny s Vvy-
hodnou stereoisomerni formou, ktera bude dale oznafovana ja-
ko "normdlni forma" jsou ty latky, v nichZ skupina v poloze
no-5-orn" se nechazi pod rovinou. Oznaleni "epi! se uZiva
pro ty latky, v nich? se tato skupina nachézi nad rovinou.
Poloha "C-5-orn" je definovéna jako uhlikovy atom v poloze 5

na 4-hydroxyorhnithinové gasti molekuly.

Sloudeniny, ziskané zplsobem podle vyndlezu je moZno
pouzit ve form& jejich farmaceuticky pPijatelnych soli. Ten-
to pojem zahrnuje vSechny pirijatelné soli. Jako priklady
adi¥nich soli s kyselinami je mo¥no uvést soli s Kyselinou
chlorovodikovou, dusi&nou, sirovou, fosforeénou, mravenci,
octovou, trifluoroctovou, propionovou, maleinovou, jantaro-
vou, jablelnou, methansulfonovou a podobné, tyto soli jJe
mo¥no pouzit v lékovych formach pro modifikaci rozpustnosti
nebo k usnadnéni hydrolyzy nebo je mozno tyto soli pouZit ke
zpomalenému uvolngni latek nebo ke tvorbd prekursord. V za-
vislosti na funkénich skupinach, obsatenych v uvedenych lat-

k&ch je moZno mezi farmaceuticky prijatelné soli zahrnout




také soli,

selné, hlinité, vapenaté, lithné,

soli s baz
N-methylgl

N,N - dibenzylethylendiaminem, chlorprokainem,

aminem, pr

piperazinem, tris(hydroxymethyl)

amoniumhydroxidem.

stupy, nap
nebo anorg

nou organi

vytvotené s kationty, napriklad soli sodné, dra-—
hotednaté, zine&naté a
emi, napPiklad soli amonné, soll s ethylendiamiﬁém,
lysinem, argininem, ornithinem, cholinem,
diethanol-

N-benzylfenethylaminem, diethylaminem,

utaminem,

okainem,
aminomethanem a tetramethyl-
Tyto soli je moZno pPipravit b&Znymi po-
1ad reakci volné kyseliny s vhodnou organickou
od-

rik
anickou bazi nebo naopak reakci volné baze s Vh

ckou nebo anorganickou kyselinou.

-COOH nebo

mohou byt vytvofeny také farmaceuticky

V ptipadé ptitomnosti karboxylové skupiny
alkoholové skupiny,
piijatelné estery, napiiklad methylester, ethylester, botuyl-

ester, acetat, maledt, pivaloyloxymethylester a podobné,

ze jména takové estery, které jsou b&sné uzivany k modifika-

ci rozpustnosti nebo chovani pri hydrolyze, tyto estery Je

mozno pouzit v prostifedcich s prodlouzenym uvolifiovanim G€in-

né latky nebo ke tvorbé prekursord G¢innych latek.

Ve vyhodném provedeni se zplisob podle vynalezu provadi

tak, ze se nechéa reagovat sloucenina vzorce 1I

(1N

(Ppetézec &. 1)




s kyselinou fenylboritou za vzniku sloudeniny obecného

vzorce JII

{1y

e (sekvence &. 1)

kters se redukuje na amin a pak hydrolyzuje za ziskédni slou-

geniny obecného vzorce IV



kterd se stereos
pres sloueninu obecného vzorce V

(sekvence €. 1)

elektivnd pPevede na slouleninu vzorce I

(sekvence &. 1)
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odstranénim fenylthioskupiny.

Vv dal$im moZném provedeni se postupuje tak, ze se ne-

cha reagovat sloufenina obecného vzorce II

(sekvence &. 1)

lem za vzniku slouleniny obecného vzorce VI

s, N

NS

s thiofeno

Q

(sekvence €. 1)



a pak reakci slouéeniny obecného vzorce VI s Kyselinou fenyl-

boritou, &im%Z se ziska sloudenina obecnéno vzorce IIIa

(llla)

(sekvence &. 1)

kters se pak redukuje na amin a nhydrolyzuje, €imZ se ziskéd

sloulenina obecného vzorce Vv
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(sekvence &. 1)

tato latka se pak prevede na s

nim fenylthioskupiny.

S1oudenina obecného vzorce 11,
methyltridecyl, pyla popséana v US &.
obecného vz
ricola ATCC 20868 Vv 3ivném prostiedi,
jako primérnim zdrojem uhliku,

tovém spisu &. 5 021 34l.

V{hodnou slouCeninou,

podle vynélezu je sloufenina obecného vzo

loufeninu.vzorce I odstrané-

- -~ l z :
v ném? R~ znamena di-

5 202 309. Sloueninu

orce II je moZno ziskat péstovanim Zalerion arbo-

obohaceném mannitolem

postup byl popséan v US paten-

kterou lze pPipravit zplsobem

rce la




- 11 -

(sekvence &. 1)

DalZi vyhodnou sloudeninou, kterou 1ze timto zpusobem

piipravit je sloufenina obecného vzorce Ib
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H,N
O HN OH
H H
HO NH O CH,
0 H H N
HO ! '
H g OH
OH
HO (Ib)

(sekvence &. 1)

Zpusob podle vynalezu je moZno ilustrovat na nasledu-
jicich reak&nich schematech, Vv nich? byly uZity vyhodné re-
ak&ni sloky, aby bylo moZno zplsob podle vynalezu lépe vy-
jadtit. V nésledujicich reakénich schematech znamené rT

dimethyltridecylovou skupinu.
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stupen 1

2 PhB(OH)/THF -
(-Ho0)

(sekvence &, 1)

stupenn 2
H, N
A {1} BH,*SMe, ' nebo
O Xy BH,THF
HO Ny © CHs  (2)h,0°
0 H H, N |
NW
HO / o “OH
O 0 |

(sekvence &. 1)
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stupen 3

1) HSPh/TFA/MeCN
2) H,NC H,CH,NHy/MeOH

(sekvence &. 1)

(sekvence &. 1)
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Jak je uvedeno svrchu, ve stupni 1 se tvofi bis-fenyl-
boritanova sloufenina obecného vzorce ITI reakci sloudeniny
obecného vzorce II a bezvodého THF s kyselinou fenylboritou,
p-methoxyfenylboritou nebo methanboritou. PFi reakeci je moZno
pouzil 1 aZ 10 molérnich ekvivalentl kyseliny, s vyhodou 1 aZ

3 molirnich ekvivalenta.

Ve stupni 2 se slouCenina obecného vzorce III redukuje
na amin obecného vzorce IV pPi pouZiti boranového komplexu,
napriklad boranu s tetrahydrofuranem THF, dimethylsulfidem,
difenylsulfidem, dibenzylsulfidem, 1,4~oxathiahem nebo pri
pouziti BH2C1 s dimethylsulfidem nebo hydroboratem kovu, je
4 hebo TiClA/NaBH4
THF nebo jiném vhodném rozpou&tédle. Redukci je také moZno

nap¥iklad moZno pouZit smés ZrCl4/NaBH v
uskuteénit pii pouZiti komplexu boranu s amoniakem, dimethyl-
aminem, pyridinem nebo piperazinem. Vyhodnymi redukénimi &i-
nidly jsou komplexy boranu s tetrahydrofuranem, dimethyl-
sulfidem, difenylsulfidem, dibenzylsulfidem nebo 1,4-oxathia-
nem nebo BHBCl s dimethylsulfidem, nebo hydroborét,‘napfiklad
ZrCl4/NaBH4 nebo TiCl4/NaBH4 v THF nebo jiném vhodném roz-
pouStédle. Jakékoliv zbytky amidd, ktery nebyl pfeméndn prFi
této redukci se pak odd8li pfi pou?iti chromatografie v re-
verzni fazi. Po ukonleni redukce zahrnuje stupeii 2 také od-
stranéni fenylboritanovych skupin v prib&hu zpracovéni re-
akéni smési pusobenim vodného roztoku kyseliny. ‘

Stupennt 3 m4 dvé Casti. Nejprve se uskutedni reakce slou-
¢eniny obecného vzorce IV s thiofenolem v acetonitrilu a ky-
seliné trifluoroctové TFA, &¢imZ vznikne meziprodukt, obsahu-
jici fenylsulfid. Phsobenim jakékoliv st¥edn& silné kyseliny
je moZno takovy meziprodukt ziskat v dobrém vytdZku. Jako
priklad vhodné stfedné silné kyseliny je mo¥no uvést napPiklad
kyselinu trifluoroctovou, fosforefnou nebo trichloroctovou.
Pouzit je moZno také jiné sulfidy, jako 4-methoxythiofenol,
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2-merkapto-l-methylimidazol a 2-merkaptobenzimidazol. Slou-
denina vzorce III se extrahuje tak, Ze se ziedény reakini
roztok nanese na sloupec C-18 v reverzni fazi a eluce se

provadi pfi pouziti methanolu.

Mnozstvi pouZité TFA mi z&sadni vyznam pro rychlost re-
akce a také na néaslednou tvorbu nezidouciho sulfidu v homo-
tyrosinové 84sti cyklického peptidu. Bylo prokazano, zZe pri
pouziti 5 aZ 25 % TFA v acetonitrilu je moZno dosahnout nej-

lep8ich vytéZkli. Vyhodné rozmezi TFA je 7 az 15 %.

MnoZzstvi thiofenu, pouZitého v tomto stupni je rovnez
kritické pro vytéZek vysledného produktu. NejvyhodnéjSich
vyt&Zki je moZno dosédhnout pFi pouZiti 3 aZ 5 evkvivalentu

thiofenolu.

Bylo prokazéano, Ze jako nejvyhodnéjsi podminky pro
tvorbu sulfidu je moZno uvést pouZiti 5 ekvivalentl thiofe-
nolu v 10% TFA v acetonitrilu pri teplotd 0 °C. Za tdchto
podminek je po extrakci pevné féze moZno dosahnout vytéiku
65 aZz 70 %.

Ve druhé Céasti stupné 3 se odstrani fenylthioskupina.
Fenylsulfid se nechd reagovat v &istém ethylendiaminu (1:3)
pFi teploté mistnosti, ¢imZ se ziskéd sloulenina vzorce Ia
ve vytéZku 95 %. Reakci je moZno uskutelnit pfi teploté 10
az 40 °C a trva 0,5 aZ 6,0 hodin. S vyhodou se reakce pro-
vadi pri teplot® mistnosti po dobu 1,5 hodin. Reakci je
rovnédZz mozZno uskutecnit pri pouziti ethylendiaminu, rozpus-
tdného ve vhHodném rozpoustédle, jako je voda, methanol,
ethanol, isopropancl, tetrahydrofuran, trifluorethanol,

dichlorethan nebo acetonitril.
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REAKCNI SCHEMA II

stupen 1
Rl
HSPh/TFA/MeCN

(sekvence &. 1)




OH
SR stupen 2
' 0
I
5 N RI
;O
N OH
NS PhB(OH),/THF
-H,0
CH, (-H20)
N .
%OH
(Vi)
(sekvence &. 1)
stupeil 3

1) BH, « SMe, ; BH,« THF

2} HaO+

(sekvence &, 1)
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stupen 4
gthylenediamin

HO (sekvence &. 1)
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(sekvence &. 1)

Jak je ze schematu II zFejmé, stupefl 1 zahrnuje reakci
sioueniny obecného vzorce II s thiofenolem v acetonitrilu
a kyselin& trifluoroctové TFA, &imZ vznikne meziprodukt, ob-
sahujici fenylsulfidovou skupinu. Tento meziprodukt se v
dobrém vytdzku ziska pFi pouZiti jakékoliv st¥edné silné
kyseliny. Jako piiklad stfedné silnych kyselin je moZno
uvést kyselinu trifluoroctovou, fosforelnou a trichlor-
octovou., Je také moZno uZit jiné sulfidy, jako 4-methoxy-
thiofenol, 2-merkapto-l-methylimidazol a 2-merkaptobenz-
imidazol. Sloudenina obecného vzorce VI se vysraZi pirida-

nim vody a oddéli filtraci.

Uzité mnoZstvi TFA ma zAsadni vyznam pro rychlost reak-
ce i pro naslednou tvorbu neZadouciho sulfidu v homotyrosi-

nové &asti cyklického peptidu. Bylo prokazéno, Ze nejlepSiho




vytédZku je moZno dosdhnout pFi pouZiti 5 aZ 25% TFA v aceto-
nitrilu, s vyhodou pfi pouZiti 7 az 15% TFA.

MnoZzstvi thiofenolu, pouZitého v tomto stupni je rov-
nd%Z kritické pro vytéZek vysledného produktu. NejlepZiho
vytdiku je moZno dosihnout p#i pouZiti 3 aZ 5 ekvivalentu
thiofenolu.

Vyhodnymi podminkami pro tvorbu sulfidi jsou pouZiti
5 ekvivalentd thiofenolu v 10% TFA v acetonitrilu pfi teplo-
td8 0 °¢. Za tdchto podminek je po extrakci pevné féaze moZno
dosahnout vytéZku 65 aZ 70 %.

Ve stupni 2 se provadi derivatizace meziproduktu s
obsahem fenylsulfidové skupiny tak, Ze se tento meziprodukt
nechéa reagovat s kyselinou fenylboritou, p-methoxyfenylbori-
tou nebo methanboritou v THF. Obvykle se uzije 1 az 10, s
vyhodou 1 aZ 3 molarni ekvivalenty nékteré z uvedenych Kyselin.

Ve stupni 3 se provadi redukce sloufeniny vzorce IIIa
na amin obecného vzorce V pfi pouziti boranového komplexu,
napriklad boranu s tetrahydrofuranem THF, dimethylsulfidem,
difenylsulfidem, dibenzylsulfidem, 1,4-oxathianem nebo p?*i
pouziti BHZCl s dimethylsulfidem nebo p¥i pouziti hydrobo-

ratu kovu, jako ZrCl4/NaBH4 nebo TiCl4/NaBH v THF nebo ji-

ném vhodném rozpouStédle., Redukci je moZno 3skuteénit také
pii pouZiti boranovych komplexl s amoniakem, dimethylaminem,
pyridinem nebo piperazinem. Vyhodna redukéni Cinidla zahr-
nuji boranové komplexy s tetrahydrofuranem THF, dimethylsul-
fidem, difenylsulfidem, dibenzylsulfidem, 1,4-oxathianem
nebho BH201 s dimethylsulfidem nebo hydroborat kovu, napiri-
klad ZrCl4/NaBH4 nebo TiC14/NaBH4'v THF nebo jiném vhodném
rozpousStédle. Jakykoliv zbytek amidu, ktery prfi této reduk-
ci nebyl preménén se oddéli pri pouZiti chromatografie v

reverzni fazi.




] *
L]

. T . )
seve o0 AN TTY .e e

- 22 -

Stupefl 3 také zahrnuje odstran&ni fenylboritanové sku-

piny v prub&hu zpracovani pusobenim vodného roztoku kyseliny.

Stupefli 4 zahrnuje odstranéni fenylthioskupiny. Postu-
puje se tak, %e se fenylsulfid nechd reagovat v &istém ethy-
lendiaminu 1 : 3 pPfi teploté mistnosti, ¢imZ se ziski slou-
&enina vzorce Ia ve vytéZku 95 %. Reakci je moZno provadét
pri teplotd v rozmezi 10 a¥ 40 °C po dobu 0,5 aZ 6,0 hodin.
S vyhodou se reakce provadi pfi teploté mistnosti po dobu
1,5 hodiny. Reakci je rovnéZ moZno uskutelnit pfi pouZiti
ethylendiaminu, rozpu$téného ve vhodném rozpouStédle, napfi-
klad ve vodé, methanolu, ethanolu, isopropanolu, tetrahyd-
rofuranu, trifluorethanolu, dichlorethanu nebo acetonitrilu.

Slouleniny obecného vzorce III, IIla, V a VI jsou
nové meziprodukty pro pouZiti pFi provadé&ni zplasobu podle

vynalezu.

Praktické provedeni vynAlezu bude podrobnéji osvétleno
v nésledujicich prikladech, které vSak nemaji slouZit k ome-
zeni rozsahu vyndlezu. V prubdhu pifikladové €&4sti jsou vSech-
ny dily, poméry a procentuadlni mnoZstvi uvedeny jako hmot-
nostni, neni-1i vyslovné& uvedeno jinak. V pouZitych mezipro-

duktech znamené Rl dimethyltridecyl.

P¥iklady provedeni vynalezu

PFiklad 1

a) Syntéza sloufeniny vzorce IV ze slouleniny vzorce II

pres slouleninu vzorce III
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60 g surové slouleniny II (52,6 g podle HPLC, 49,4 mmol)
se prida k 1480 ml bezvodého THF.Ke vzniklé suspenzi se prida
14,56 g, 119 mmol PhB(OH)E. Pak se suspenze nechéa stéat pii
teploté mistnosti, naleZ se zahfeje na teplotu varu pod zpét-
nym chladidem. V prubé&hu stani a varu pod zp&tnym chladi&em
se reakini roztok stane homogennim. Vysledny kondenzat se ne-
cha projit molekulovym sitem 3A v pristroji pro extrakci pev-

né latky kapalinou tak, Ze roztok obsahuje méné& neZ 25 % mo-

larnich vody. Reakdéni smés se zchladi na teplotu mistnosti a
zfedi 490 ml bezvodého THF. Svrchu pPipraveny roztok bisfenyl-
‘boritanu se zchladi na teplotu priblizZné& -7 °c a prida se

33,3 ml 10M roztoku, 6,7 molarnich ekvivalenti BHS.S. Reakini
smés se udrZuje 6,5 hodin p#i teplotd -12 aZ O °c a pak se
pomalu prida 140 ml 2M roztoku, 280 mmol kyseliny chlorovodi-
kové, Pomoci HPLC je moZno prokézat, Ze vytéZek sloudeniny

obecného vzorce IV je 61 %.

Podil uvedeného roztoku se zFedi vodou na vysledny
objemovy pomér THF a vody 1 : 5,7. Tento roztok se pak na-
nese na sloupec C-18 pro strednétlakou kapalinovou chroma-
tografii v reverzni fazi. Po naneseni se eluce sloudeniny
vzorce IV provadi smési acetonitrilu a vedy v objemovém po-
méru 1 : 4 a pozdéji 1 : 3,

Frakce, bohaté na produkt (vice nez 80 % plochy pod
kPivkou pii HPLC) se spoji a zfedi vodou na objemovy pomdr
acetonitrilu a vody 1 : 7,3. Pak se smés nanese na svrchu
popsany sloupec, k eluci se uZije methanol. Frakce, boha-
té na produkt (vice neZ 85 % plochy pod kiivkou pPi HPLC)
se spoji a odpafi do sucha, ¢imZ se ziskd sloufenina obec-
ného vzorce 1V v typickém vytéZku 88 a¥ 92 % pro kombinaci

izolace a chromatografického &iZténi.
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b) Priprava fenylsulfidu, sloudeniny V

5,80 g, 0,00533 mol slouleniny vzorce IV se smisi s
0,23 litry bezvodého acetdnitrilu, smés se zchladi na -5 °cC
a pfi této teploté se pridéd 3,10 g, 0,028 mol thiofenolu.
Pak se v prabdhu 20 minut piida 36 g, 24,5 ml, 0,318 mol TFA
tak, aby teplota byla udrZovana pod O Oc. Pak se reakéni smés
nechd stat pri teplotd -10 a® 0 °C tak dlouho, aZ je pomoci
HPLC moZno prokédzat mnoZstvi vychozi latky méné neZ 3 % plo=-
chy pod kiivkou, co¥ trva pFibliZné 3,75 hodin. Po této dobé
se pomalu v prubdhu 1 hodiny prida 0,56 litrh zchlazené vo-
dy a soufasnd se reak&ni smés chladi tak, aby teplota byla
udr¥ovana na hodnotd nizsi nez 5 °C. VytéZek adifniho pro-
duktu alfa- -a beta-fenylsulfidu ve formé trifluoracetatu byl
71 %, celkem bylo ziskano 4,82 g produktu.

Roztok byl nanesen na sloupec, popsany ve stupni a)
a sloupec byl promyt 0,57 litry vody, naleZ byly adsorbova-
né organické slouleniny vymyvény 0,50 litry methanolu. Frak-
ce, bohaté na vysledny produkt byly odpafeny na rotacnim od-
pabovadi za vysokého podtlaku. Timto zpusobem byl s &istotou
57 % hmotnostnich pifi pritomnosti 5,1 % hmotnostnich vody
ziskdno 7,20 g surového fenylsulfidtrifluoracetatu jako amorf-
ni pénovité pevné latky. PFi dal8im &i3téni bylo ve vyté&zZku
61 % ziskéno 4,10 g fenylsulfidu jako smé&s alfa- a beta-dia-

stereomeru v poméru 93 : 7.

c) Pfem&na fenylsulfidu na slouleninu Ia

8,4 g, 0,00377 mol surového fenylsulfidtrifluormethan-
sulfonatu s &istotou 57 % hmotnostnich bylo pfidéno za michani
pPi teplotd mistnosti ke 24 ml ethylendiaminu, Vysledny roz-
tok se micha 1,5 hodiny k ukonleni reakce a pak se pfida 40 ml
methanolu a pak jeSté 45 ml kyseliny octové, pridemi se teplo-

~ 3 L4 e - P WS ~r O
ta udrZuje lézni s vodou a ledem na hodnoté nizsi nez 25 "C.
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Vytvori se hustéd suspenze, PPid4 se 160 ml vody k rozpusténi
suspenze a vodna vrstva se extrahuje opatrnym protiepavanim

se 75 ml hexanu. Hexanova vrstva se pak zp&tné extrahuje 40 ml
vody, vodné vrstvy se spoji, zfiltruji se pfes stfednd porézni
sintr ve sklenéné nalevce a UGak se produkt &isti preparativni
HPLC pfi pouZiti sloupce C-18 s primérem 50 mm. jako eluéni
¢inidlo se uZije smés 22 % acetonitrilu a 78 % 0,15% vodného
roztoku kyseliny octové. Frakce, bohaté na vysledny produkt

se lyofilizuji, CimZ se ziskd 4,2 g sloudeniny.vzorce I s
Cistotou 85 % hmotnostnich ve formé diacetitu , vytéZek pro

izolaéni stupenn je 78 %.

d) Krystalizace slouCeniny Ia

2,3 g pevné latky se rozpusti ve 25 ml ethanolu a pak
se prida 2,7 ml vody. Roztok se nechd projit sklenénou na-
levkou se sintrem k odstranéni cizorodého materidlu. K fil-
tratu se prida 0,14 ml kyseliny octové a pak v prib&hu 1,75
hodin pomalu je3té 14 ml ethylacetAtu, Pak se roztok naod-
kuje a nechd se 1 hodinu stat. V pribéhu 5 hodin se pFida
jesté zbyvajici mnoZstvi 32 ml ethylacetatu a roztok se zno-
vu nechd 1 hodinu stat. Pak se krystalicky pevny podil oddé-
11 sklen&nou nalevkou se sintrem a promyje se sm&si ethanolu,
ethylacetatu a vody, uzije se 6 ml/9 ml/0,5 ml uvedenych la-
tek., V1hky filtra€ni kolal se vysuBi proudem dusiku, &imZ se
ve vyté&zku 88 % ziskd 1,91 g diacetdtu slouleniny vzorce Ia,
coZ odpovida 1,75 g Cisté latky.

Priklad 2

a) PPiprava fenylsulfidu, sloufenina VI
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2,48 kg , 2,33 mol sloufeniny vzorce II se p¥idé k
78 litrGm bezvodého acetonitrilu a smds se zchladi na -8 °c,
naSeZ se piidd 1,08 kg, 9,8 mol thiofenolu. Pak se v pri-
béhu 30 minut pfidd jeSté 12,8 kg, 8,65 1litrd, 112 mol TFA
tak, aby teplota reakini sm&si byla udrZovana pod 0 °C. Pak
se reakni smés nechad stat pPi teplotd -13 a¥ 0 °C tak dlou-
ho, aZ je pomoci HPLC moZno prokazat vychozi materidl v mnoZ-
stvi men3im neZ odpovidd 3 % plochy pod krivkou, coZ trva
priblizn& 5 hodin. Po této dob& se pomalu prida 35 litra
chlazené vody za chlazeni reakini smdsi k udrZeni jeji tep-

loty na hodnot& niZ3f nez 5 °C. V prib&hu pPidani vody dojde

k vysraZeni produktu vzorce VI. Pak se pPida je3t& dali vo-

da k Upravé poméru acetonitrilu a vody na objemovy pomér 1 ; 3,

Pevny podil se odfiltruje a promyje se sm&si acetonitrilu a

vody v objemovém pom&ru 1 : 3 aZ do dosafeni pH filfrétu vyS- 4
8iho neZ 5, Pak se pevny podil sudi v proudu dusiku. Timto

zpUsobem se ve vytdZku 76 % ziskd 2,03 kg trifluoracetitu

sloudeniny vzorce VI,

b) Syntéza sloufeniny vzorce V ze sloudeniny vzorce VI
pres sloudeninu IIIa

922 g, 0,94 mol slouleniny vzorce VI se piida ke 44 1
bezvodého THF. Ke vzniklé suspenzi se pfidé 119 g, 0,98 mol
PhB(OH)z. Suspenze se neché stat 12 hodin pPi teploté mist-
nosti a pak se zahFeje na teplotu varu pod zp&tnym chladiZem.
Kondenzét se nechéd projit molekulovym sitem 3A v piristroji
pro extrakci pevnych ldtek kapalinou k vysufeni roztoku na
obsah méné neZ 25 % molarnich vody, vztaZeno na mnoZstvi
slouCeniny vzorce VI. Pak se reak&ni smés zchladi a prida se
bezvody THF K dopln&ni sm&si na plvodni objem. Pak se smés
zchladi na teplotu niZ3i nez -4 °C. V prob&hu 15 minut se
prida 494 g, 6,51 mol &istého BH3.SMe2 a reakini smés se pak
udrfuje na teplotd -4 aZ 0 %C. Pribdh reakce se sleduje pomoci




- 27 -

HPLC tak dlouho, aZ mnoZstvi vychozi latky klesne pod 30 %,

coZ trva pfibliZné 9 hodin.

Smés se zchladi na ~10 °C a reakce se zastavi pirida-
nim 2,98 litrh 2N HCl. Timto zplUsobem se ve vytézku 61 %
ziska 573 g slouleniny obecného vzorce V ve.formé& hydrochlo-

ridu.

Roztok se zredi na objemovy pomér THF a vody 1 : 3,76
a nanese se na sloupec pro stiednétlakou chromatografii, na-
plnén§ 16,8 kg RP-C18. Po naneseni materiilu se sloupec vy-
myva smdsi acetonitrilu a vody v objemovém poméru 1 : 2,64 a
pak v objemovém poméru 1 ; 2,45. Frakce, bohaté na produkt
(vice neZ 80 % plochy pod kiivkou) se spoji, ¢imZ se ziska

sloudenina vzorce V ve vytéZzku 90 %.

Frakce, bohaté na produkt se spoji a zFedi se vodou
a? na objemovy pomér acetonitrilu a vody 1 : 2. Smés se spo-
ji se zPedénymi frakcemi dal3i vsazky a naese na svrchu
uvedeny sloupec. Sloudenina obecného vzorce V se vymyva
methanolem. Frakce, bohaté na tuto latku (vice neZ 85 %
plochy pod kFivkou) se spoji a odpa’i v rotainim odparovali,
&imZ se ziské sloulenina vzorce V ve vytézku 98 %.

Sloudenina obecného vzorce V se pak prevede na sloufe-

ninu vzorce Ia zpusobem podle pfikladd lc a 1d.

Informace o sekvenci 1:
vlastnosti sekvence: A) délka: 6 aminokyselin
B) typ: aminokyselina

D) topologie: cirkularni
jde o peptid se sekvenci &. 1:
Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Xaa

1 S Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

1. Zplsob vyroby azacyklohexapeptidl obecného

vzorce I
R
R
\\d/ QOH
0
OH 0
~NK f
NH-C-R!
o o
R1>—_>Eo HN CHy
HO NH O:2_<OH
0 H N
HQ NM
o OH
OH
)
HC
(sekvence &. 1)
kde
Rl znamena CH2CH2NH2 nebo CHQCONHQ,
RI znamend alkyl o 8 az 21 atomech uhliku,

alkenyl o 9 aZ 21 atomech uhliku,

alkoxyfenyl o 1 aZ 10 atomech uhliku,

alkoxynaftyl o 1 aZ 10 atomech uhliku nebo
alkoxyterfenyl o 1 aZ 10 atomech uhliku v alkoxylové

dasti,




- 29 -
RII znamend atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
alkenyl o 3 aZ 4 atomech uhliku,
(CH2)2_4OHIVn3bo
(CHy),_4,NR™'R',
RIII znamend vodik, alkyl o 1 &% 4 atomech uhliku, alkenyl
- ; IV, V
o0 3 aZ 4 atomech uhliku, (CH2)2_4OH, (CH2)2_4NR R nebo
RIT a RMT spoleng tvori (CH.)., (CH.)., (CH.).O(CH.). nebo
FUEE 2’47 2’57 2'2 2/2
(CH, ) ,NH(CH,) ,,
RTY  Znamen4 vodik nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
RV znamena vodik nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
Q znamena atom dusiku nebo kysliku,

JakoZ i farmaceuticky pPijatelnych adifnich soli t&chto latek
s kyselinami, vyznadu jici se tim Z2e se

a) nechéa reagovat sloufenina obecného vzorce II
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s kyselinou fenylboritou, p-methoxyfenylboritou nebo me than-
boritou za vzniku slouleniny obecného vzorce III

g (sekvence &. 1)

b) tato létka se redukuje na amin a hydrolyzuje, &imi

vznika sloudenina obecného vzorce IV,

(sekvence &. 1)
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¢) tato latka se nechd reagovat s thiofenclem ve vhodném

rozpoudtédle, &imZ vznikne sloulenina obecného vzorce V

(sekvence &. 1)

a tato litka se stereoselektivné prevede na sloufeninu
vzorce I odstépenim fenylthioskupiny.

2, Zphsob podle ndroku 1, vy znadcujici se
t { m, 3¢ se redukce ve stupni b) uskutedni pri pouZiti
boranového komplexu nebo hydroboratu kowvu.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznadujici se
t im, Ze se jako hydroboradt kovu uZije ZrCl4/NaBH4 nebo

TiCl4/NaBH a jako boranovy komplex se uZije komplex boranu

4
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s-dimethylsulfidem, dibenzylsulfidem, difenylsulfidem, THF

nebo 1,4-oxathianem nebo BH,Cl s dimethylsulfidem.

2
4, Zpusob podle naroku 1, vy znadu jici se
tim, Ze se jako rozpouitddlo ve stypni ¢) uZije acetonitril.
5. Zplsob podle naroku 1, vy znadu jici se
t im , Ze se odstran&ni fenylthioskupiny provad{ v &istém
ethylendiaminu nebo ethylendlamlnem, rozpustenym ve vhodném

rozpousStédle pti teploté 10 aZz 40 C

6. Zpusob podle ndroku 5, vy znadu jici se
t im, Ze se uzije rozpouZtddlo ze skupiny voda, methanol,
ethanol, tetrahydrofuran, isopropanol, trifluorethanol,

acetonitril nebo dichlormethan.

7. Zpisob vyroby azacyklohexapeptidovych derivatd
obecného vzorce I

O

NH il
NH-C-R!

- 0

cﬁ“‘l

(sekvence &, 1)

HO
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kde
Rl znamena CHZCHzNH2 nebo CHECONH2,
RI znamena alkyl o 9 aZ 21 atomech uhliku,
alkenyl o 9 a# 21 atomech uhliku,
alkoxyfenyl o 1 aZ 10 atomech uhliku,
alkoxynaftyl o 1 aZ 10 atomech uhliku nebo
alkoxyterfenyl o 1 aZ 10 atomech uhliku v alkoxylové
¢asti,
RII znamend atom vodiku, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
alkenyl o 3 az 4 atomech unliku,
(CH2)2_4OHIVn3bO
(CH,),_,NR 'R,
RIII znamend vodik, alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku, alkenyl
v . v,V
o 3 a¥ 4 atomech uhliku, (CH2)2_4OH, (CH2)2_4NR R’ nebo
RIT a RITT spolednd tvori (CH,),, (CH,)., (CH,),0(CH,), nebo
2°4° 2'5° 2°2 2’2
RIV snamenéd vodik nebo alkyl o 1 a% 4 atomech uhliku,
RV znamena vodik nebo alkyl o 1 aZ 4 atomech uhliku,
Q znamena atom dusiku nebo kysliku,

jako¥ i farmaceuticky pfijatelnych adifnich soli téchto latek

s kyselinami, vy znadu jici se tim, ZzZe se

a) nechéa reagovat slouenina obecného vzorce II
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q . OH
. o
N N
H H
N
;O
O HN
Q_\
"H\IAJ
- 0
(i
(Pfetézec €. 1)

s thiofenolem za vzniku sloudeniny obecného vzorce VI

P,

Wiﬂ.

Y@

(V1)

(sekvence &, 1)
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b) sloudeninu obecného vzorce VI se nechd reagovat s
kyselinou fenylboritou, p-methoxyfenylboritou nebo methan-
boritou za vzniku slouleniny obecného vzorce IIIa

Y (sekvence &, 1)

c) sloutenina vzorce IITa se redukuje na amin a hydro-

lyzuje, ¢imZ se ziska sloudenina obecného vzorce V
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(sekvence &. 1)
d) tato litka se odstépenim fenylthioskupiny stereo-

selektivné prevede na sloufeninu obecného vzorce I.

8. Zpusob podle ndroku 7, vy znaddujici se
t {m, e se redukce ve stupni c¢) uskutedni pii pouZiti
boranového komplexu nebo hydroboratu kovu.

9. Zpisob podle naroku 8, vyznadu jici se
t im , Ze se jako hydroborat kovu uzije ZrC14/NaBH4 nebo
TiCl4/NaBH4
s dimethylsulfidem, dibenzylsulfidem, difenylsulfidem, THF

a jako boranovy komplex se uZije komplex boranu

nebo 1l,4-oxathianem nebo BH2C1 s dimethylsulfidem.
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10. ZpGsob podle naroku 7, vy znadu jici se
t im, Ze se slouCenina obecného vzorce II pPfevede na fe-

nylsulfid reakci s thiofenolem ve vhodném rozpoudtédle.

11. Zplsob podle ndroku 10, vy znadujici se
t {m, %e se reakce provadi v acetonitrilu.

12, Zpisob podle ndroku 7, vy znacu jici se
tim , Ze se odStépeni fenylthioskupiny provadi v Cistém
ethylendiaminu nebo plsobenim ethylendiaminu, rozpu$té&ného
ve vhodném rozpoustédle pri teploté 10 aZz 40 .

13. ZpUsob podle ndroku 12, vy znadu jici se
t im, Ze se uzije rozpoustédlo ze skupiny voda, ethanol,
methanol, tetrahydrofuran, isopropanol, trifluorethanol,

acetonitril nebo dichlormethan.

14, Zpisob podle ndroku 1, vy znadujici se

t im, Ze vede k pripravé slouleniny obecného vzorce Ia

(sekvence &. 1)
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nebo jeji farmaceuticky prijatelné soli,

15, Zplsob podle naroku 7, vy znadu jicil se

t i m, Ze vede k pfipravé slouleniny obecného vzorce Ia

(sekvence &, 1)

nebo jejich farmaceuticky prijatelnych soli.

16. Zplsob podle ndroku 1, vy znac¢ujici se

t i m , Ze vede k pripravé slouleniny obecného vzorce Ib
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H,N N
: o HN  OH
i H
HO Nr O CHa
H H N
0 NN
H g OH
- OH
" (Ib)

(sekvence &. 1)

nebo jejich farmaceuticky piijatelnych soli,

17. Sloudenina obecného vzorce ITI1

*e

[
L] * aee® e
. .




(i)

X (sekvence &. 1)

kde RI ma vyznam, uvedeny v hlavnim néaroku.

18. Sloulenina obecného vzorce VI

(v

(sekvence &, 1)




kde RI m4 vyznam, uvedeny v naroku 1.

19. Sloudenina obecného vzorce IIla

(sekvence &. 1)

kde RI ma vyznam, uvedeny v naroku 1.

20. Sloulenina obecného vzorce V
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(sekvence &. 1)

kde RI ma vyznam, uvedeny v néroku l.

Zastupuje:
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