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Opticky cisté analogy kamptothecinu, opticky Gisté
meziprodukty syntézy a zplisob jejich pXipravy

Oblast techniky

Vynalez se tykd novych kamptothecinovych analogt, jejich
pouziti jako 1lé&iv, farmaceutickych kompozic s jejich
obsahem a jejich pouZiti pro pfipravu protinddorovych,
antivirdlnich a antiparazitdrnich 1é&iv. Vynalez se také
tykd novych meziproduktli syntézy uvedenych produktd a

zplsobu p¥ipravy uvedenych meziproduktt.

Dosavadni stav techniky

Kamptothecin Jje pfirodni sloudenina, kteri byla poprvé
izolovéna z 1listd a kary &inské rostliny nazyvané
camptotheca acuminata (viz Wall a kol., J. Amer. Chem. Soc.
88:3888 (1966)). Kamptothecin Ije pentacyklické slouc¢enina,
predstavované fragmentem indolizino[1,2-b]chinoleinu

kondenzovanym s o-hydroxylaktonem s &esti fetézci. Atom

uhliku v poloze 20, ktery nese skupinu oa-hydroxy, je
asymetricky propGj¢uje molekule schopnost rotace. P¥irozeni
forma kamptothecinu m& absolutni konfiguraci "S" atomu

uhliku v poloze 20 m& ndsledujici vzorec:




Kamptothecin vykazuje anti-proliferativni aktivitu u fady
rakovinnych bun&&nych 1linii, zahrnujici bun&&né linie
lidského né&doru traké&niku, plic a prsu (Suffness, M. a kol.:
, ed.,

Vol. 25, str. 73 (Academic Press, 1985)). Bylo navrZeno, 3Ze

The Alkaloids Chemistry and Pharmacology, Bross, A.

anti~proliferativni aktivita kamptothecinu souvisi s jeho

inhibi&ni aktivitou topoisomeridzy I DNA.

Bylo indikovénc, Ze oa-hydroxylakton je bezpodmine&né& nutny
jak pro aktivitu in vivo, tak i pro aktivitu in wvitro
kamptothecinu (Camptothecins : New Anticancer Agents,
Putmesil, M. a kol., ed., str. 27 (CRC Press, 1995) ; Wall,
M. a kol., Cancer Res. 55:753 (1995); Hertzberg a kol., J.
Med. Chem. 32:715 (1982) a Crow a kol., J. Med. Chen.
35:4160 (1992)). pozd&ji prihladovatelé nalezli novou t#idu
analogt kamptothecinu, u kterych B-hydroxylakton nahrazuje
prirodni a~-hydroxylakton kamptothecinu (viz p¥ihlaska

vynalezu WO 97/00876).
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Podstata vynalezu

Vynalez se tykd nového zplsobu pfipravy enantiomericky
Cistého meziproduktu syntézy, stejné tak Jjako novych

enantiomericky &istych analogl kamptothecinu.

PfedloZeny vyndlez se tedy ptedeviim tykéd novych analogl
kamptothecinu, které se odli%uji od v3ech dosud znémych

sloucCenin a které maji nédsledujici obecné vzorce (I) a (II)

CH,

D (In

nebo novych soli sloudenin obecného vzorce (II) jako isou

napfiklad soli obecného vzorce (III)




seece

CH,

(I11)

Klic¢ovy meziprodukt syntézy tohoto typu opticky <&istych

sloucenina je produkt obecného vzorce M:

ve kterém R predstavuje pfimy nebo rozvétveny alkylovy
zbytek obsahujici od 1 do 10 atomd uhliku. Vyhodné& R
pfedstavuje ethylovy zbytek.

Slouceniny obecnych vzorct (I) a (II) mohou byt p#ipraveny
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zplsobem, ktery zahrnuje nasledujici kroky:

- kopulace slouleniny obecného vzorce

(+)-EHHOPD

s jednou nebo s druhou ze sloudenin obecnych vzorcl N; nebo

N2:

CP&
N

OH A OH

= Z

F N Cl Cl N Cl
N1 N3

pro ziskdni sloucdeniny obecného vzorce 01 respektive

slouceniny obecného vzorce 0,
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- néaslednd cyklizace slouCeniny O; pro ziskéani sloueniny
obecného vzorce (1) ; cyklizace sloueniny 0, dava
slouceninu obecného vzorce (I1), ktera mhZe byt po

salifikaci pfemé&né&na na sloudeninu obecného vzorce (III).

Vytvareni sloudenin 0O; nebo O2 se slouCeniny obecného vzorce
M ve které R predstavuje ethylovy zbytek a N; nebo N, se
provadi zpracovénim znamym odbornikovi v oboru pod Jjménem
Mitsunobu reakce (s odvolanim na préaci Mitsunobu, 0 a kol.,
Synthesis, str.l (1981)). Jednd se o nahradu hydroxylové
funkéni skupiny sloueniny N nukleofilem jako je slou&enina
M nebo deprotonovanym derivatem této sloueniny, zpracovani
fosfinem, napriklad trifenylfosfinem a deriﬁétem
azodikarboxyldtem, naptiklad diethyl-azodikarboxylatem nebo
diisopropylem, v aprotickém rozpoudté&dle jako je napriklad,

tetrahydrofuran nebo N,N- dimethylformamid. Cyklizace
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slouCenin O; a 0, pro ziskdni sloudenin obecnych vzorct (I) a
(I1) se provadi vyhodné v pritomnosti paladiového
katalyzatoru (napfiklad octanu paladnatého) za bazickych
podminek (ziskanych nap¥iklad pouZitim alkalické&ho octanu
popripad& kombinovaného s &inidlem fézového pfenosu jako je
naptiklad tetrabutylammoniumbromid), v aprotickém
rozpousté&dle jako je acetonitril nebo N,N-dimethylformamid,
pri teploté& v rozmezi mezi 50 °C a 120 °C (R. Grigg a kol.,
Tetrahedron 46, str. 4003 (1990)).

PredloZeny vynédlez se také tykd jakoito nového primyslového
produktu slouCeniny obecného vzorce M, tak jak byla
definovana vy3e. Tento produkt mife byt pouZit pro vyrobu
léc¢iv.

Sloucenina obecného vzorce M se syntetizuje novym zpdsobem,
ktery je soucdsti pfedmé&tu p¥edloZeného vynadlezu a sestiva z

posloupnosti nésledujicich kroku:

- racemicky t-butylester obecného vzorce

(pro jeho ptipravu, viz zejména pfihlaska wvyndlezu WO

97/00876) se zpracovavad kyselinou trifluoroctovou po dobu 18
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hodin p¥i teploté okoli pro ziskdni odpovidajici karboxylové

kyseliny;

- chinidinova sul kyseliny ziskané v predchozim kroku se
potom zahfivd v isopropylalkoholu p¥i teploté vy38i neZ 30
°C, s vyhodou okolo 50 °C, pted ochlazenim reakdni smdsi a3
na teplotu okoli, takZie jeden z enantiomerd vyZe uvedené
kyseliny krystalizuje, =zatimco sl druhého enantiomeru,

jehoZ aniont mé& obecny vzorec

zustadvad v roztoku

- koncentruje se isopropylalkoholovy roztoku soli
enantiomeru, ktery nekrystalizoval, a Zpracovavé se
kyselinou chlorovodikovou a michd, cof vede k vytvoFfeni

sloueniny obecného vzorce A




- nasledné se uvede sloucenina obecného vzorce A do kontaktu
s vlhkym palddiem na uhli, potom se do sm&si pfid4d mravencan
amonny nebo kyselina mravendi pro ziskani debenzylovaného

produktu obecného vzorce B

— dale se cyklizuje sloudenina obecného vzorce B plsobenim
dicyklohexylkarbodiimidu pro ziskani laktonové slouceniny

obecného vzorce C
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- nakonec se transformuje skupina -OCH; laktonové slouceniny
obecného vzorce C na karbonyl, plsobenim jodidu sodného a
trimethylsilylchloridu, pro ziskéni slouceniny obecného

vzorce M uvedené vyse

PEi provadéni vySe uvedeného zplisobu se reakce pfeménujici
slouCeninu obecného vzorce A na sloudeninu obecné&ho vzorce B
provadi vyhodn& v methanolu a vyhodn& za zahrivani reakéni
smé&€si na teplotu zhruba 40 °C po pridédni mravendanu
amonného. Cyklizace slouleniny obecného vzorce B pro ziskani
slouceniny C se miZe provadét v tetrahydrofuranu, vyhodné& za

teploty zhruba 50 °C, zatimco se vyhodné& pracuje p¥i teploté




okoli s acetonitrilem jako s rozpoustédlem v reakci vedouci
od  slouleniny obecného vzorce C ke slouCeniné obecného

vzorce M.
V konkrétnim pripad&, kdy R pfedstavuje ethylovou skupinu se
sloucenina obecného vzorce M syntetizuje zplUsobem,

sestdvajicim postupné& z nédsledujicich kroki:

- racemicky t-butylester obecného vzorce

N OMe
S
OCHZPh
CHZCOOtBu
OH

(pro jeho pripravu, viz zejména prihlaska vyndlezu WO
97/00876) se zpracovava kyselinou trifluoroctovou po dobu 18
hodin pfi teploté& okoli pro ziskani odpovidajici karboxylové

kyseliny;

- chinidinovd sGl kyseliny 3—(3—benzyloxymethyl—2—methoxy~
4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanové se potom zahtiva s
isopropylalkoholu p#i teplot& vy33i nez 30 °C, s vyhodou
okolo 50 °C, pred ochlazenim reakéni smési aZ na teplotu
okoli, takZe stl enantiomeru (+) kyseliny
3—(3—benzyloxymethyl—2-methoxy—4—pyridyl)—3—hydroxy—

pentanové krystalizuje, zatimco sQl enantiomeru (=), Jehoz

aniont m& obecny vzorec




zUstdva v roztoku

- koncentruje se isopropylalkoholovy roztok soli enantiomer
(-) kyseliny 3~(3—benzyloxymethyl-Z—methoxy—4—pyridyl)—
3-hydroxy-pentanova a Zpracovava se kyselinou
chlorovodikovou a michd, coZ vede k vytvoreni slouceniny

vzorce A'

- nasledné se uvede slou&enina obecného vzorce 2A' do

kontaktu s vlhkym palddiem na uhli, potom se do smé&si prida
mravencan amonny nebo kyselina mravend&i pro ziskéani

debenzylovaného produktu vzorce B'




- dale se cyklizuje sloudenina obecného vzorce B pisobenim
dicyklohexylkarbodiimidu pro ziskdni laktonové slouceniny

vzorce C!

- nakonec se transformuje skupina -OCH; laktonové slouceniny
obecného vzorce C' na karbonyl, plisobenim jodidu sodného a
trimethylsilylchloridu, pro ziskani (+)=5-ethyl-5-hydroxy-
1,3,4,5,8,9—hexahydrooxepino[3,4—c}pyridin—3,9—dionu (neboli
(+) ~EHHOPD) obecného vzorce




(+)-EHHOPD

Slougenina obecného vzorce N; miZe byt ziskdna 2z anilinu

obecného vzorce P;

P,

nasledujicim  zplsobem: anilin  obecného vzorce P; se
N-acetyluje  zpracovanim acetyladnim &inidlem jako Je
napfiklad acetanhydrid. Acetanilid =ziskany timto zpUsobem,
zpracovavany za teploty v rozmezi od 50 °C do 100 °c,
vyhodné& 75 °C, reaktantem znadmym odbornikovi v oboru pod
ndzvem VilsmeyerQv reaktant (ziskany pusobenim oxychloridu
fosfore¢ného na N,N~-dimethylformamid za teploty v rozmezi od
0 °C a 100 °C) dava odpovidajici 2-chlor-
3-chinoleinkarbaldehyd (reference viz naptiklad Meth-Cohn a

kol. J. Chem. Soc., Perkin Trans. I str.1520 (1981); Meth-




Cohn a kol. J. Chem. Soc., Perkin Trans. I, str. 2509
(1981); a Nakasirnhan a kol., J. Am. Chen. Soc., 112, str.
4431 (1990)). 2—chlor—6,7~difluor-3—chinoleinkarbaldehyd se
snadno redukuije na odpovidajici 2-chlor-6,7-difluor-
3-chinoleinmethanol vzorce N; =za klasickych podminek,
znamych odbornikovi v oboru, jako je napfiklad zpracovani v
alkoholovém rozpoudtédle (nap¥iklad methanolu) borhydridem

sodnym za teploty v rozmezi od 0 °C do 40 °C.

SlouCenina obecného vzorce N; miZe byt ziskana nasledujicim

zpusobem: anilin obecného vzorce P,

H,C

cl NH,

P,

se ortho-acyluje reakci s chloracetonitrilem v pfitomnosti
chloridu boritého a dalsi Lewisovy kyseliny jako je chlorid
hlinity, chlorid titanidity nebo diethylaluminiumchlorid v
aprotickém rozpoudté&dle nebo smési aprotickych rozpouitédel,
nasledovanou hydrolyzou (viz Sugasawa, T, a kol. J. An.
Chem. Soc. 100, str. 4842 (1978)). Takto ziskany meziprodukt
se potom zpracovava ethylmalonylchloridem v aprotickém
rozpousStédle jako je acetonitril v p#itomnosti béaze jako je
triethylamin, potom se zpracovava alkalickym alkoholatem,
napriklad methyldtem sodnym v methanolu, pro ziskdni ethyl-

7—chlor—4-chlormethyl-6—methyl—2—oxo—1,2—dihydro—
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3-chinolinkarboxylatu. Posledné uvedend slouenina se
preméni na ethyl—2,7—dichlor—4—chlormethyl~6—methyl~
3-chinolinkarboxyldt zpracovéanim oxychloridem fosfore&nym.
Potom se provede nukleofilni substituce zpracovanim
d-methylpiperidinem. Funkd&ni skupina ethylkarboxylat se
potom redukuje diisobutylaluminiumhydridem v aprotickém
rozpouSté&dle jako ije dichlormethan pro ziskani sloudeniny
obecného vzorce N,. Pofadi poslednich dvou etap mbZe byt

poptipadé obraceno.

Analogy meziproduktovych sloudenin typu N; nebo N, byly
popsany v literatufe, zejména v patentové pfihld3ce PCT
95/05427.

Sloucenina obecného vzorce (II) mise byt pfremé&néna na
farmaceuticky prijatelnou sual obvyklymi zpusoby.
Farmaceuticky pFfijatelné soli zahrnuji, uvedeno jako
neomezujici p¥iklad, adidni soli anorganickych kyselin jako
je hydrochlorid, siran, fosforednan hysrogenfosfore&nan,
hdyrobromid a dusi&nan nebo soli organickych kyselina jako
je octan, maleinan, fumaran, vinan, Jjantaran, citzronan,
mléd&nan, methansulfonéat, p-toluensulfonit, palmitan,
salicylét, Stavelan a stearan. Dalsi pfiklady farmaceuticky
pfijatelnych soli mohou byt nalezeny v "Pharmaceutical
Salts", J. Pharm. Sci. 66:1 (1977).

SlouCeniny podle predlofeného vynalezu maji zajimavé
farmakologické vlastnosti. SlouCeniny podle predlozeného
vynalezu maji inhibi&ni aktivitu pro topoisomerdzu I a/nebo
IT a protinadorovou aktivitu. Stav techniky naznacluje, 3e

slouCeniny podle pfredloZeného vynalezu vykazuji aktivitu




antiparazitickou a/nebo antivirdlni. SlouCeniny  podle
predloZeného wvyndlezu tak mohou byt pouZity v rlznych

terapeutickych aplikacich.

V ptikladové c&asti uvedené dile je moZno nalézt ilustrace
farmakologickych vlastnosti sloufenin podle pfedloZeného

vynéalezu.

Slouceniny mohou inhibovat topoisomerazu, nap¥iklad
topoisomerdzu typu I a/nebo II u pacienta, napfiklad savce
jako je ¢&lovék, p#i podavani tomuto pacientovi terapeuticky
U¢inného mnoZstvi slouCeniny obecného vzorce (1) nebo
obecného wvzorce (II), nebo farmaceuticky prijatelné soli
sloucCeniny obecného vzorce (II) nebo libovolné smdsi t&chto
latek.

SlouCeniny podle ptedloZeného vyndlezu maji protinddorovou
aktivitu. Mohou byt pouZity pro lé&eni nadord, napriklad
nadorlt exprimujicich topoisomerazu, u pacienta podavanim
uvedenému pacientovi terapeuticky u¢inného mnozstvi
slouCeniny obecného vzorce (I) nebo obecného vzorce (I1),
nebo farmaceuticky p#ijatelné soli sloueniny obecného
vzorce (II), nebo libovolné smési té&chto latek. Priklady
naddord nebo typh rakoviny zahrnuji rakovinu jicnu, Zaludku,

stfeva, koneéniku, uUstni dutiny, farynxu, larynxu, plic,

trakéniku, prsu, cervix uteri, corpus endometrium,
vajeCnikli, prostaty, varlat, modového méchyfe, ledvin,
jater, pankreasu, kosti, wvaziva, ktize, oci, mozku a

centrédlniho nervového systému, stejné& tak jako rakovinu
Stitné Zlazy, leukemii, Hodgkinovu nemoc, lymfomy Jjiné neZ

Hodgkinovy, vicendsobné myelomy a daldi.




SlouCeniny podle predloZeného vynédlezu mohou také byt
pouzZity pro léc¢eni  parazitdlnich onemocnéni inhibici
hemoflagelatt (napfiklad trypanosomie nebo infekce
leishmania) nebo inhibici plasmodii  (jako nap#iklad v
pfipadé malérie), ale také pri 1é&eni infekci nebo

onemocnéni virovych.

Tyto vlastnosti vytvafeji z produkti obecnych vzorca (I) a
(IT) 1létky vhodné pro farmaceutické pouZiti. Predm&tem
pfedloZené pfihldsky jsou produkty obecnych vzorcd (I) a
(IT), tak jak byly definovadny vy3e, nebo adidni soli s
farmaceuticky p#ijatelnymi anorganickymi nebo organickymi
kyselinami  produktu obecného vzorce (II1) jako  Jjsou
napfiklad soli obecného vzorce (ITI) popsané vySe nebo
libovolné sm&si té&chto 1latek pro pouziti Jjako 1éd&iva.
PfedloZeny vyndlez se také tyka farmaceutickych kompozic
obsahujicich jako WU&innou sloZku alesponl jedno z 1léd&iv

uvedenych vyse.

PfedloZeny vyndlez se dale tykd farmaceutickych kompozic
obsahujicich slouleninu podle p#edloZeného vyndlezu nebo
jeji farmaceuticky p#ijatelnou adiéni stl spolu S
farmaceuticky pfijatelnym nosicem zvolenym podle zptsobu
podavani (napfiklad ordlni, intravenézni, intraperitonedlni,
intramuskulérni, transdermédlni nebo subkutdnni) .
Farmaceuticka kompozice (nap¥iklad terapeutickd) miZe byt ve
formé pevné, tekuté, ve formé liposomd nebo lipidovych

micel.

Farmaceutické kompozice muZe byt v pevné formé& jako Jsou




napriklad présky, pilulky, granule, tablety, liposomy, Zelé
nebo Cipky. Pilulky, tablety nebo Zelé mohou byt povleceny
latkou schopnou chranit kompozici pfed pusobenim Zalude&nich
kyselin nebo enzymd v Zaludku po dobu dostate&nou k tomu,
aby kompozice pro&la nenatrdvend do tenkého stieva pacienta.
SlouCenina miZe také byt podidvana lokalng, napfiklad p#¥imym
nanesenim na nador. Sloudenina mi¥e také byt podavéana
zpusobem s pomalym uvolfovanim (napriklad kompozice s
pomalym uvolfiovanim nebo infuzni pumpa). Vhodny pevny nosid
maZe byt napriklad fosfored&nan vapenaty, stearan hoYed&naty,
uhlicitan hofec&naty, talek, cukry, laktéza, dextrin, 3krob,
Zelatina, celuldza, methylcelulédza, sodna karboxycelulédza,
polyvinylpyrrolidin a vosky. Farmaceutické kompozice
obsahujici sloudeninu podle predloZeného vynalezu mohou byt
také podavany v tekuté form& jako napf¥iklad roztoky, emulze,
suspenze nebo pfipravky s prodlouZenym uvolfiovdnim. Vhodné
tekuté nosice mohou byt napriklad voda, organickéa
rozpoudtédla Jako je glycerol nebo glykoly Jako je
polyethylenglykol, stejn& tak Jjako jejich smé&si v rhznych

pomérech s vodou.

PfedloZeny vyndlez se také tyka pouziti produktd obecnych
vzorca (I) a (II) definovanych vy3e nebo farmaceuticky
pfijatelnych adiénich soli produktu obecného vzorce (IT) s
anorganickymi nebo organickymi kyselinami, Jako jsou
naptiklad soli obecného vzorce (III) uvedené vySe nebo
libovolné smé&si téchto latek pro pripravu latek uréenych pro
inhibici topoisomerdzy a obzv1a3t& topoisomeraz typu I nebo
typu II, pro pfipravu 1é¢&iv pro lé&eni nédort, pro p¥ipravu
léc¢iv pro léCeni parazitdrnich infekci stejn& tak jako pro

pripravu 1é&iv pro lé&eni virovych infekci nebo onemocn&ni.
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Davka slouCeniny podle p#edloZeného vynalezu urdend pro
léCeni onemocné&ni nebo poruch uvedenych vy$e se méni v
zdvislosti na =zpOsobu podévani, véku a télesné hmotnosti
léCeného subjektu stejn& tak jako na jeho stavu a bude

definitivné urCena oSetfujicim lékaFem nebo veterinaivem.

Takové mnozstvi, urcené oSetfujicim lékafem nebo

veterind¥em, je nazyvéano "terapeuticky u&inné mnoZstvi".

Pokud neni uvedeno jinak, technické a vé&decké nazvy déle
pouzité maji stejny vyznam jako Ie vyznam, ve kterém IJe
pouziva be&Znad odbornik v p¥isludném oboru, do kterého spada
tento predloZeny vynédlez. Navic viechny publikace, pfihléasky
vynalezu a vyndlezu a dal3i uvedené citace jsou zahrnuty

jako reference.

Nasledujici pfiklady jsou uvedeny pouze jako ilustrace a v
zadném pripadé nepfedstavuji omezeni rozsahu pfedmétu

pfedloZeného vyndlezu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

(+)-5-ethyl-5-hydroxy-
1,3,4,5,8,9-hexahydrooxepino (3, 4-c]pyridin-3, 9-dion
[ (+)-EHHOPD]

l.a. Chinidinova sl kyseliny 3-(3-benzyloxymethyl-
2-methoxy-4-pyridyl) -3-hydroxy-pentanové:
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Terc.-butyl 3—(3-benzyloxymethyl—2—methoxy—4—pyridyl)—
3-hydroxy-pentanocét (40 g; 100 mmolu) Se  zpracovava
kyselinou trifluoroctovou (150 ml) a reak&éni smé&s se michéa
po dobu 18 hodin p¥i teplot& 20 °C. Po odpafeni kyseliny
trifluoroctové, se vlije methylenchlorid (200 ml) a pridavé
se nasyceny roztok hydrogenuhlic¢itanu sodného a? do pH =
7,5-8. Po dekantaci, vodnd féze se promyva 100 ml
methylenchloridu. pH vodné faze se upravi na hodnotu 1
pfidanim roztoku 6 N kyseliny chlorovodikové. Produkt se
potom extrahuje z vodné faze methylenchloridem (dvakrat 200
ml). Roztok se su$i na siranu hotfe&natém a koncentruje.
Takto ziskané kyselina 3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-
4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanovd (31,1 g : 90 mmolu), vyjmuta
v isopropylalkoholu (30 ml), se zpracovadva roztokem
chinidinu (29,2 g : 90 mmolu) v isopropylalkoholu (30 ml)
pfi teploté 50 °C za michani aZ do Gplného rozpudténi. Potom
se teplota nechd znovu poklesnout a% na 40 °C, michani se
zastavi a teplota se nechd ménit a? do 20 °C. Prostredi se
pfivede na teplotu 0 °C bez michani a potom udrzuje p¥i této
teploté po dobu 16 hodin. Potom se teplota nechad vzrist a¥
na 20 °C a mich&d se a? do krystalizace. Prostredi se zFredi
isopropylalkoholem a potom filtruje. Precipitat se promyva
isopropylalkoholem. Sul enantiomeru (+) precipituje (m =
26,6 g) zatimco sbl enantiomeru (-) =zUstdva v roztoku v
isopropylalkoholu. Takto se ziskd filtrat, ktery se
koncentruje pro ziskdni olej (34 g), ktery se pouZije bez

dalsiho Cisténi v nésledujici etaps.

Produkty se analyzuji pomoci HPLC na kolon& CHIRAL AGP 5u
(10 cm b4 4 mm) vymyvané smési isopropylalkohol
/voda/fosfétovy pufr. pH = 6,5 : 30/920/50, pri prttoku 1,2
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ml/min, detekce UV p¥i 280 nm. Retendni doby Jjsou 6,4 minut

pro enantiomer (-) a 2,8 minut pro enantiomer (+). Pomér
enantiomer (-) / enantiomer (+) je roven 83 / 17.
1.b. Kyselina (—)-3—(3—benzyloxymethyl—Z—methoxy—4-pyridyl)—

3-hydroxypentanova

Roztok Y% isopropylalkoholu ziskané chinidinové soli
enantiomeru () kyseliny 3—(3—benzyloxymethyl—Z-methoxy—
4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanové (etapa l.a) se koncentruje.
Koncentrat se vyjme v 270 ml methylenchloridu a 270 ml
roztoku kyseliny chlorovodikové 1IN. Reak&ni smé&s se michéa po
dobu 16 hodin pfi teplot& 20 °C. Po dekantaci se organicka
faze koncentruje, koncentridt se vyjme v methanolu pro

pouziti v ndsledujici fazi.

Ziska se 13,5 g produktu (vyté&Zek 87%) a pomér enantiomer (-

) / enantiomer (+) je roven 85 / 15.

Retencni doby HPLC (stejny protokol jako v 1l.a.) jsou:
- enantiomer (-) : 6,4 minut

- enantiomer (+) : 2,8 minut

l.c. (+)-5-ethyl-5-hydroxy-
1,3,4,5,8,9-hexahydrooxepino[3,4-clpyridin-3, 9-dion:

Kyselina (=) =3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-4-pyridyl) -
3-hydroxy-pentanové (13,5 g; 39 mmolu; etapa 1.b) se uvede
do roztoku v 87 ml methanolu. Tento roztok se vliije pod
dusikovou atmosférou na 10% palddium na uhli vlhké na 50%

(27,7 g; 13 mmolu). Reakéni smé&s se michd po dobu 5 minut,
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potom se pridd roztok mravendanu amonného (11,5 g; 183
mmolu) v 135 ml methanolu. Reakdni sm&s se micha po dobu 30
minut a teplota se nechd vyvijet, potom se =zahfivd pfri
teploté& 40 °C po dobu 30 minut. Prost¥edi se potom filtruje
pfes vrstvu Clarcelu a koncentruje. Pfilije se 40 ml
toluenu, ktery se odpafi; tato operace se opakuje pro
eliminaci methanolu. Residuum takto ziskané se vyjme v 45 ml
tetrahydrofuranu. Potom se prileje roztok
dicyklohexylkarbodiimidu (7,180 g ; 34,5 mmolu) v 20 ml
tetrahydrofuranu. Reak&ni prost¥edi se zahtiva pfi teploté
50 °C po dobu 1 hodiny. Sm&s se pfivede na teplotu 20 °C a
potom se dicyklohexylmo&ovina filtruje. Filtrat se
koncentruje do sucha. Residuum se uvede do roztoku (v 46 ml
acetonitrilu, pfidd se 6,0 g (40,5 mmolu) jodidu sodného a
potom 5,13 ml (40,5 mmolu) trimethylsilylchloridu. Reaké&ni
smés se udrZuje za michdni p#i teplotd okoli po dobu 5
hodin. Potom se p¥id4d 28 ml acetonitrilu a 5,6 ml vody.
Ziskany precipitdt se filtruje a potom vyjme v 1 ml vody a
pH se wupravi na hodnotu 7,5 pfididnim roztoku amoniaku.
Ziskand pevna latka se filtruje a su$i. Ziskd se m = 4,2 g
kone&ného produktu s vytéZkem 34 $ a pomd&rem enantiomer (+)

/ enantiomer (-) rovnym 88,4 / 11,6.

Analyza HPLC se provadi na kolon& Chiralcel OD 25 cm x 4,6
mm, pouZitd vymyvaci rozpoudté&dla -sou heptan 600 a ethanol
400 a prutok je 1 ml/min 210 nm. Retenéni doby jsou:

- enantiomer (-) : 7,1 minut

- enantiomer (+) : 9 minut.

Produkt se vyjme v acetonu (40 ml), potom se pfidd voda (150

ml). Nechad se precipitovat a ziskd se 3 g produktu s pomérem
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enantiomer (+) / enantiomer (-) rovnym 99,4 / 0,6.

'H NMR (250 MHz, DMSO D6): 0,8 (r, 3H, CHs~CH,): 1,65 (m, 2H,
CH,-CH3); 3,00-3,35 (g, 1H+1H, -CH,-Ca0O); 5,3 (q, 2H, CH,-0):
5,7 (s, -OH) ; 6,35 (d, 1H aromaticky); 7,3 (d, 1H
aromaticky); 11,7 (s, N-H).

Pfriklad 2
(+)—5—ethyl—9,lO—difluor—5~hydroxy~4,5,13,15— tetrahydro-
1H,3H—oxepino[3',4':6,7]indolizino[l,2—b]chinolin—3,lS—dion

2.a. N-(3,4-difluorfenyl)acetamid:

Smés 3,4-difluoranilinu (50 ml; 0,5 molu) a triethylaminu
(70 ml; 0,5 molu) v dichlormethanu (1,5 1) se ochladi
ledovou lazni. Acetanhydrid (71,5 ml; 0,75 molu) se p¥idé po
kapkach a reakéni smés se potom michéa po dobu 1 hodiny p#i
teploté okoli. Ziskand smé&s se potom promyva postupné vodou,
roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného 10 % a nasycenou
solankou. Organickd frakce se sudi na siranu sodném a
koncentruje za sniZeného tlaku. Residuum se suspenduije v
pentanu, filtruje a sudi =za sniZeného tlaku pro ziskéni
produktu z nazvu (78 g; 91 % vyté&Zek) ve form& bdlavé pevné
latky.

(Teplota té&ni 126-127,5 °C).

'H NMR (DMSO) : 2,15 (s, 3H);: 7,10-7,65 (m, 2H); 7,65-8,10
(m, 1H); 10,30 (8iroky pik, 1H).

2.b. 2~chlor—6,7—difluor—3—Chinolin—3—karbaldehyd:

PouZivd se obecnd procedura, kterou popsali Meth-Cohn a
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kol., J. Chem. Soc. Perkin Trans. I, 1981, 1520 a 2509. K
Vilsmeyerovu reaktantu, ktery byl ziskdn p¥idanim po kapkach
pod argonovou atmosférou oxychloridu fosfore&ného (103 ml;
1,1 molu) do bezvodého DMF (34 ml; 440 mmolu) chlazeného
ledovou lézni a michaného po dobu pul hodiny p¥edtim, neZ se
teplota ponecha vzrist na teplotu okoli, se pfidd produkt
etapy 2.a (32 g; 220 mmolu). Smé&s takto ziskand se micha p¥i
teplot& 70 °C po dobu 16 hodin. Po ochlazeni na teplotu
okoli, se reak¢éni smés pridd po kapkdch do smé&si voda-led
(400 ml) a michad po dobu 2 hodin. Ziskany precipitdt se
filtruje a promyva vodou, potom su3i pro ziskani produktu z
nadzvu (9 g; 18 % vytéZek) ve formé& Zluté pevné latky.
(Teplota té&ni 226,5-229 °C).

'H NMR (DMSO) : 8,17 (dd, 1H); 8,39 (dd, 1H); 8,97 (d, 1H);
10,34 (d, 1H).

IR (KBr) : 888, 1061, 1262, 1507, 1691 cm™ .

2.c. 2-chlor-6,7-difluor-3-chinolylmethanol:

Suspenze produktu etapy 2.b (2 g; 39 mmolu) v methanolu (400
ml) se zpracovava borhydridem sodnym (1 g; 53 mmolu) p#i
teploté okoli po dobu ptl hodiny. Pfebytek borhydridu se
odstrani kyselinou octovou (2 ml). Té&kavé latky se odstrani
za sniZeného tlaku. Residuum se rozpusti v ethylacetdtu (500
ml), ziskana smé&s se potom promyvd postupnd z¥edénym
roztokem hydrogenuhlicitanu sodného, vodou a nasycenou
solankou. Potom se su$i na siranu hofe&natém a koncentruje
za sniZeného tlaku. Residuum se rekrystalizuje v
1,2-dichlorethanu pro =ziskani produktu z nazvu (8 g; 80 %
vytéZek) ve formé& béZové pevné latky.

(Teplota téani 166,5-167 °C)
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'H NMR (DMSO) : 4,67 (d, 2H); 5,80 (t, 1H); 8,01 (dd, 1H);

8,22 (dd, 1H); 8,48 (s, 1H).
IR (KBr) : 871, 1038, 1253, 1513 cm™.

2.d. (+)—8—(2—chlor—6,7—difluor—B—chinolinmethanol)—5—ethyl—
5—hydroxy—1,3,4,5,8,9-hexahydrooxepino[3,4—c]pyridin—
3,9-dion:

Do roztoku (+)-EHHOPD v bezvodém DMF (30 ml) (1,58 g; 7,08
mmol; etapa l.c.), produktu etapy 2.c (1,62 g; 7,06 mmolu) a
tributylfosfinu (1,91 ml; 7,87 mmolu), se ptid& po kapkéach
pti teploté okoli a pod argonovou atmosférou
diethylazodikarboxyldt (1,24 ml; 7,87 mmolu). Sm&s takto
ziskand se potom michd po dobu 16 hodin. Reak&ni smds se
potom odpafi do sucha za sniZeného tlaku. Residuum se &isti
chromatografii na koloné oxidu  k¥emicitého (vymyvaci
rozpousStédlo : ethylacetdt). Ziskand pevna latka se vyjme v
diethyletheru, filtruje a su3i pro ziskani produktu z nézvu
(1,56 g; 51 vyt&Zek) ve formé& b&lavé pevné latky.

(Teplota téani 196 °C).

'H NMR (DMSO) : 0,84 (t, 3H); 1,74 (m, 2H); 3,02 (d, 1H);
3,34 (d, 1H); 5,29 (s, 2H): 5,31 (dd, 2H); 5,75 (s, 1H);:
6,51 (d, 1H); 7,80 (d, 1H); 8,03 (dd, 1H); 8,07 (s, 1H);
8,17 (dd, 1H).

IR (KBr) : 875, 1057, 1360, 1507, 1574, 1647, 1749 cm™ .

oe

2.e. (+)-5-ethyl-9,10-difluor-5-hydroxy-
4,5,13,15-tetrahydro-1H, 3H~-

oxepino[3',4':6,7)indolizino[1,2-b]lchinolin-3,15-dion:

Smé&s produktu etapa 2.dy (1,53 g; 3,52 mmol; etapa 2.d.),
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bromidu tetrabutylammonia (1,25 g; 3,87 mmolu), octanu
draselného (520 mg; 5,28 mmolu), trifenylfosfinu (180. mg;
0,70 mmolu) a octanu paladnatého (79 mg; 0,35 mmolu) se
michd pod argonovou atmosférou v bezvodém acetonitrilu a
zahfiva p¥i teploté zpétného toku po dobu 22 hodin. Po
navratu reakéniho prost¥edi na teplotu okoli se smé&s
koncentruje za sniZeného tlaku pred provedenim
chromatografie na koloné oxidu k¥femi&itého (vymyvaci
rozpousStédlo : smé&s CHCl,/MeOH 98/2). Takto se ziskd produkt
z nazvu (960 mg; vyté&Zek 68 %; Cistota urdend pomoci HPLC

97,1 %). Tento produkt se vyjme v bezvodém CH,Cl, (100 ml) a
michd 24 hodin, potom se filtruje a su3i za sni%eného tlaku

pro ziskdni &istého produktu z ndzvu (850 mg; vytéZzek 61 $%;

Cistota urcena pomoci HPLC : 99,6 %) ve form& bilé pevné
latky.
'"H NMR (DMSO) : 0,87 (t, 3H); 1,85 (m, 2H); 3,08 (d, 1H);

3,44 (d, 1H); 5,26 (s, 2H); 5,39 (d, 2H); 5,52 (d, 2H); 5,99
(8iroky pik, 1H); 7,39 (s, 1H); 8,15 (dd, 1H); 8,23 (dd,
1H); 8,68 (s, 1H).

IR (KBr) : 871, 1261, 1512, 1579, 1654, 1746 cm™.

Priklad 3

(+) ~chlorid 1-[9-chlor-5-ethyl-5~hydroxy-10-methyl-
3,15-dioxo-4,5,13,15-tetrahydro-1H, 3H-
oxepino[3',4':6,7]indolizino[1,2—b]chinolin—lZ—ylmethyl}~
4-methyl-hexahydropyridinium

3.a. 1-(2-amino-4-chlor-5-methylfenyl)-2-chlor-ethanon:

3-chlor-4-methylanilin (44,4  ml; 0,366 molu) v

1,2-dichlorethanu (440 ml), pod argonovou atmosférou, se
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ochladi ledovou l&zni. Potom se do sm&si p¥id4d po kapkéach a
v daném pofadi: chlorid bority (1M v heptanu; 400 ml; 0,4
molu), chloracetonitril (28 ml; 0,44 molu) a
diethylaluminiumchlorid (1M v heptanu; 400 ml; 0,4 molu). Po
dobu adice se teplota udrZuje pod 20 °C. Vznikld smds se
potom zahfiva pfi teploté& zpétného toku po dobu 3 hodin a
potom ochladi na teplotu 10 °C. Potom se opatrné provadi
hydrolyza reak&niho prostfedi pomoci kyseliny chlorovodikové
2N (240 ml) a zahtivd na teplotu zp&tného toku po dobu 1
hodiny. Prid4 se voda (1 1) a ethylacetat (1 1), ziskanéa
smés se michd po dobu 15 minut p¥ed separaci fazi. Vodna
faze se znovu extrahuje ethylacetdtem (200 ml) a potom se
slouCené organické fdze promyvaji vodou (500 ml). Organické
faze se su831 se na siranu hofednatém a koncentruje.
Residuum se vyjme v petroleumetheru (frakce s teplotou varu
45 az 60 °C; 150 ml) a sm&s takto ziskand se necha odpocivat
po dobu 16 hodin p¥i teploté& 4 °C. Vznikly precipitat se
ziskd filtraci, promyva petroleumetherem a su3i za sniZeného
tlaku pro ziskani produktu z ndzvu (25 g ; 31 % vyt&Zek).
Teplota téni 129-130 °C.

'H NMR (DMSO) : 2,20 (s, 3H); 4,98 (s, 2H); 6,90 (s, 1H);
7,15 (&iroky pik, 2H); 7,70 (s, 1H).

IR (KBr) : 871, 1018, 1183, 1225, 1270, 1533, 1577, 1619,
1662 cm™.

3.b. ethyl-7-chlor-4-chlormethyl-6-methyl-2-oxo-1,2~dihydro-

3-chinolinkarboxyléat:

Produkt etapy 3.a (25 g; 0,11 molu) a triethylamin (30,6 ml;
0,22 molu) se smichaji v acetonitrilu (520 ml). P¥ida se

ethylmalonylchlorid (28,1 ml; 0,22 molu) pf¥i teplotd okoli a
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pod argonovou atmosférou. Ziskanid smds se micha po dobu 3
hodin. Potom se po kapkdch prida ethanoléat sodny (pripraveny
rozpuSténim 3 g, to jest 0,13 molu, sodiku v 140 ml
absolutniho ethanolu) a vznikld sm&s se micha pfi teploté
okoli po dobu 16 hodin. Precipitdt se ziska filtraci,
promyva postupné ethanolem, vodou, ethanolem a etherem. Smds
se potom su$i za sniZeného tlaku p¥i teplot& 70 °C oxidu
fosforeCném pro =ziskdni produktu =z nazvu (28,6 g; 83 %
vytéZek) ve formé& bé&lavého prasku.

'H NMR (DMSO) : 1,30 (t, 3H); 2,40 (s, 3H); 4,35 (g, 2H);
4,85 (s, 2H); 7,41 (s, 1H); 7,91 (s, 1H); 12,15 (8iroky pik,
1H).

IR (KBr) : 879, 1108, 1250, 1288, 1483, 1664, 1721 cm ™.

3.c. ethyl-2,7-dichlor-4-chlormethyl-6-methyl-

3-chinolinkarboxylat:

Produkt etapy 3.b (28,4 g; 90 mmolu) se zahFiva po dobu 4
hodin pfi teploté& zpé&tného toku v oxychloridu fosfore&ném
(400 ml). Ziskand smés se koncentruje za sniZeného tlaku (20
mm  Hg) pri  teploté& 80 °C. Residuum se vyjme v
diisopropyletheru (400 ml). Vznikly precipitat se ziska
filtraci, promyva etherem a petroleumetherem a potom sudi za
sniZeného tlaku pro ziskdni produktu z ndzvu (25,4 g; 85 %
vytéZek) ve formé& bé&lavého prasku.

(Teplota téni 126-127 °C).

'H NMR (DMSO) : 1,37 (t, 3H); 2,58 (s, 3H); 4,49 (g, 2H);
5,14 (s, 2H); 8,16 (s, 1H); 8,35 (s, 1H).

IR (KBr): 874,1006,1163,1243,1278,1577,1723 cm™*.

3.d. 2,7-dichlor-4-chlormethyl-6-methyl-3-chinolylmethanol:
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Produkt etapy 3.c (25,2 g; 76,5 mmolu) se smicha pod
argonovou atmosférou s dichlorethanem (630 ml). Po kapkach
se prida diisobutylaluminiumhydrid (IM v dichlormethanu; 307
ml; 307 mmolu), zatimco reakéni smé&s se michid a teplota se
udrzuje pod 20 °C. Reakni smés se potom micha p#i teploté
okoli po dobu 3 hodin, potom se vlije do vodného roztoku
vinanu draselného (koncentrovaného na 20 % hmotnostné; 1,5
1) . Takto =ziskand emulze se intenzivn& michd po dobu 1
hodiny, filtruje pfes celit a potom se dvé faze separuji.
Vodna faze se extrahuje ethylacetidtem (200 ml) a sloudené
organické faze se promyvaji vodnym roztokem chloridu sodného
(koncentrace 20 % hmot.; 500 ml). Ziskand organickid féze se
susi na siranu hofecnatém, filtruje a koncentruje za
sniZeného tlaku. Residuum se vyjme v diethyletheru (50 ml) a
vznikly precipitdt se zisk& filtraci. Sufenim za sniZeného
tlaku se ziskd se produkt z ndzvu (18,3 g:; 93 % vytéZek) ve
formé& bé&lavého prasku.

(Teplota téni 169-170 °C).

'H NMR (DMSO) : 2,57 (t, 3H); 4,84 (s, 2H); 5,36 (s, 2H);
8,06 (s, 1H); 8,27 (s, 1lH).

IR (KBr) : 870, 1022, 1102, 1304, 1482, 1567 cm™.

3.e. 2,7-dichlor-6-methyl-4-(4-methylpiperidinomethyl) -3~

chinolylmethanol:

Roztok produktu etapy 3.d (16,2 g; 55,7 mmolu) v
tetrahydrofuranu (70 ml) se Zpracovava roztokem
4-methylpiperidinu (23 ml; 195 mmolu). Ziskand sm&s se miché
p¥i teplot& okoli po dobu 2 hodin. P#¥id& se voda (200 ml) a

dichlorethan (200 ml). Organickd fdze se promyvd vodnym
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roztokem chloridu sodného (koncentrace 20 % hmot.: 100 ml),
suSe na siranu ho¥elnatém a koncentruje za sniZeného tlaku.
Krystalizaci residua v diethyletheru se ziska produkt =z
nazvu (18,3 g; 93 % vyt&Zek) ve formé pevné krystalické bilé
latky.

(Teplota tani 170-171,5 °C).

'H NMR (CDCl;) : 0,88 (d, 30); 1,17 (m, 2H); 1,42 (m, 1H);
1,60 (m, 2H); 2,19 (t, 2H); 2,56 (s, 3H); 2,82 (d, 2H); 4,02
(s, 2H); 4,93 (s, 2H):; 6,36 (8iroky pik, 1H); 7,95 (s, 1H);
8,02 (s, 1H).

IR (KBr) : 971, 1013, 1105, 1293, 1479, 1559 cm™.

3.f£. (+)-8-[2,7-dichlor-6-methyl-
4—(4—methylpiperidinomethyl)-3—chinolylmethyl]—5—ethyl—
5—hydroxy—1,3,4,5,8,9—hexahydrooxepino[3,4—c]pydidin—
3,9~dion:

Suspenze (+)-EHHOPD (ziskand v etap& 1.c.; 1,56 g; 7,0
mmolu) v bezvodém dioxanu (70 ml) se zpracovava postupné pod
argonovou atmosférou produktem etapy 3.e (2,47 g: 7,0
mmolu), trifenylfosfinem (2,02 g; 7,7 mmolu) a diisopropyl-
azodikarboxylatem (1,07 ml; 10,5 mmolu). Sm&s se micha pFi
teploté okoli po dobu 16 hodin. T&kavé latky se potom odpati
za sniZeného tlaku. Residuum se dJ&isti chromatografii na
koloné oxidu k¥emi&itého (vymyvaci rozpoudtédlo
ethylacetat). Ziskand pevnd latka se vyjme v diethyletheru,
filtruje a su3i pro ziskani produktu z nazvu (1,96 g: 50 %
vytézek) ve form& bélavé pevné latky.

(Teplota téani 182 °C).

'H NMR (DMSO): 0,89 (m, 8H); 1,23 (m, 1H); 1,41 (t, 2H);
1,64 (m, 2H); 2,09 (q, 2H); 2,59 (m, 5H); 3,15 (dd, 2H);
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4,06 (dd, 2H); 5,31 (dd, 2H); 5,35 (dd, 2H); 5,75 (s, 1H);
6,29 (d, 1H); 7,17 (d, 1H); 8,06 (s, 1H); 8,46 (s, 1H).
IR (KBr) : 878, 1053, 1275, 1474, 1572, 1648, 1747 cml.

3.9g. (+)—9—chlor—5—ethyl—5—hydroxy~10—methyl—12—(4—
methylpiperidinomethyl)—4,5,13,15—tetrahydro—1H,3H—

oxepino[3',4':6,7]indolizino[1,2—c]chinolin—3,lS—dion:

Smés produktu etapy 3.f (3,80 g; 6,80 mmolu),
tetrabutylammoniumbromidu (2,42 g; 7,5 mmolu), octanu
draselného (1,00 g; 10,2 mmolu), trifenylfosfinu (890 mg;
3,4 mmolu) a octanu paladnatého (220 mg; 0,68 mmolu) se
michd pod argonovou atmosférou v bezvodém acetonitrilu (85
mg) pfi teploté zp&tného toku po dobu 24 hodin. Po ochlazeni
na teplotu okoli se vznikly precipitdt odebere filtraci a
promyva postupné acetonitrilem, vodou, acetonem a
diethyletherem a tim se ziskd po suleni za sniZeného tlaku,
produkt z nézvu (2,5 g; 70 % vytédZek) ve formd bé&lavého
prasku.

'H NMR (DMSO) : 0,86 (m, 6H); 1,12 (g, 2H); 1,36 (m, 1H);
1,56 (d, 2H); 1,84 (q, 2H); 2,12 (t, 2H); 2,56 (s, 3H); 2,83
(dd, 2H); 3,26 (dd, 2H); 4,03 (dd, 2H); 5,28 (dd, 2H): 5,45
(dd, 2H); 6,04 (s, 1H); 7,34 (s, 1H); 8,14 (s, 1H); 8,38 (s,
1H) .

IR (KBr) : 870, 1058, 1208, 1280, 1477, 1593, 1655, 1749

cm™t.

3.h. (+)-chlorid 1-[(5R)-9-chlor-5-ethyl-5-hydroxy-
10—methyl—3,15—diox0—4,5,13,15—tetrahydro—lH,3H—

oxepino[3',4‘:6,7]indolizino[1,2~c]chinolin—lZ—ylmethyl]—
4-methyl-hexahydropyridinia:




Smés produktu etapy 3.9 (2,3 g; 7,7 mmolu) a absolutniho
ethanolu (300 ml) se podrobi po dobu 2 minut ultrasonikaci.
Vznikla mlélnd suspenze se michd a zpracovava kyselinou
chlorovodikovou (roztok 1N; 13,2 ml; 13,2 mmolu) pro ziskani
jasné& Zlutého roztoku, ktery v klidu vytvari Precipitat
gelovitého typu. Precipitédt se odebere filtraci Biichnerovou
nadlevkou a promyvd postupné ethanolem a etherem, potom se
su8i za sniZeného tlaku pro ziskéni produktu z nézvu (2,1 g;
85 % vytézZek).

'H NMR (DMSO) : 0,87 (m, 6H); 1,59 (m, 5H); 1,84 (g, 2H);
2,64 (s, 3H); 3,28 (dd, 2H); 3,45 (s, 2H); 4,93 (s, 2H);
5,47 (dd, 2H); 5,61 (s, 2H); 6,04 (3iroky pik, 1H); 7,41 (s,
1H); 8,28 (s, 1H); 8,63 (s, 1H); 10,30 (Ziroky pik, 1H).

IR (KBr) : 1043, 1212, 1479, 1585, 1655, 1751 cm™*.

Farmakologicka studie produktd podle pfedloZeného vynadlezu

Test pusobeni na buné&nou proliferaci.

V této studii bylo pouZito pét n&dorovych buné&&nych linii:
SWe20 (lidsky adenokarcinom trak&niku), OVCAR-5 (lidsky
adenokarcinom vajeé&niku), PC-3 a DU 145 (lidské bund&né
linie prostaty) a NCI-H69 (lidsky adenokarcinom plic). Tyto
linie poché&zely z NCI/Frederick Cancer Research and
Development Center (Frederick, MD). Linie byly kultivovény v
Uplném médiu obsahujicim médium RMPI-1640 obohacené 10 ¢
fetéalniho teleciho séra a 2 mM L-glutaminu. Bun&&né linie
byly inkubovany pf¥i teplot& 37 °C ve vlhké atmosféfe s 5 %
COz. Slepené buriky byly rozdé&leny zpracovanim roztokem 0,25

% trypsinu a 0,2% EDTA (Worthington Biochemical Corp.,
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Freehold, NJ) po dobu 5 minut p#i teploté 37 °C. Poditéni
bunék se provadélo pomoci po&itade Coulter 21 (Coulter
Corp., Hialeah, FL) . Zivotaschopnost byla hodnocena
obarvenim bunék propidiumjodidem a potom poc¢iténim

pritokovym cytometrem EPICS Elite (Coulter).

SloucCenina podle prikladd 2 a 3 urdené k testovani byly
rozpuStény na 5 mM v roztoku N,N-dimethylacetaminu (DMA,
Aldrich). Dal8i ¥Ffedé&ni byla provadé&na kultivadnim médiem.
Kone&né testované moldrni koncentrace byly: 1.107%, 2.1077,
4.107°, 8.107%, 1,6.107° 3,2.107%, 6,4.1071, 1,28.10°'1,
2,56.107'2, a 5,12.107'3. KaZdd koncentrace byla testovadna v
osmi jamkach. Kontrola na vliv DMA byla provéddéna u viech
bunéénych 1linii. Z té&chto kontrol bylo zji3té&no, Ze
maximadlni pouZitd koncentrace (0,02 %) DMA nem&la G&inek.
Doxorubicin s koncentracemi 1. 1077 M a 2. 1077 M byl

pouzivan jako pozitivni kontrola.

Bunky byly naockovadny v mnoZstvi 5.10° bun&k na jamku na
mikrotitrac¢ni destidku s 96 Jjamkami (Costar Corporation,
Cambridge, MA). Buitky byly inkubovény 24 hodin pfi teploté
37 °c, aby se umoZnilo zapo&eti bun&&ného mnoeni.
SlouCenina podle p¥ikladd 2 a 3, urdené k testovani, byly
potom pfidany ve vySe uvedenych koncentracich a bunky byly
inkubovany pfi teploté& 37 °C ve vlhké atmosfé¥e s obsahem 5
% CO2 po dobu 3 dni pro spojené butiky (SW620, OVCAR~-5, PC-3
a DU 145) a po dobu 5 dni pro buiky v suspenzi (NCI-H69).

Spojené buliky byly testovany zplisobem SRB (ktery popsali
L.V. Rubenstein, R.H. Shoemaker, K.D. Paull, R.M. Simon, -S.
Tosini, P. Skehan, D.A Scudiero, A. Monks, and M.R. Boyd
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"Comparison of in vitro anticancer-drug-screening data
generated with tetrazolium assay versus a protein assay
against a diverse panel of human tumor cell lines", J. Nat.

Cancer Inst., 82:1113-1118, 1990). Po tfech dnech inkubace

byl supernatant odebran a bylo pfidénoc 200 pl média RPMI-

1640 bez teleciho fetdlniho séra.

Buniky byly fixovany p¥idanim 50 pl kyseliny trichloroctové
50 % (vyslednd& koncentrace kyseliny trichloroctové 10 %) a
inkubovény pri teplot& 4 °C po dobu 1 hodiny. Jamky potom
byly promyvény pétkrat vodou a potom obarveny 50 pl roztoku
0,4 % sulforhodaminu B (SRB, Sigma) v 1 & kyseliné octové
pfi teploté okoli po dobu 10 minut. Barvivo bylo rozpudté&no
v 100 pl TRIS 10 mM, pH 10 po dobu zhruba 5 minut za
michani, mikrodesti&ky byly odeCitany spektrofotometrii pF¥i
570 nm.

Bunky v suspenzi byly testovdny zpUsobem XTT (ktery popsali
D.A. Scudiero, R.H. Shoemaker, K.D. Paull, A. Monks, S.
Tierney, T.H. Nofziger, M.J. Currens, D. Seniff a M.R. Boyd:
"Evaluation of a soluble tetrazolium/formazan assay for cell
growth and drug sensitivity in culture using human and other
tumor cell lines", Cancer Research 48:4821-4833, 1988). Po
inkubaci v pritomnosti testovanych slou&enin podle pfikladn
2 a 3 byl ke kulturdm  p#idan  XTT [sodné stl
2,3—bis(2—methoxy—4—nitro—S—sulfofenyl)—2H— tetrazolium-
5-karboxanilidu, (Sigma)] a methosulfidt fenazinu (PMS,
Sigma) v roztoku ve fosfadtové pufrovaném solném roztoku a
bunky byly inkubovény po dobu 4 hodin p#i teploté& 37 °C v
atmosfére s 5 % CO;. Kone&né koncentrace XTT a PMS byly 50




respektive 0,38 pg na jamku. Vytvafeni formazanu bylo

zastaveno pfidédnim 10 pl 10 % dodecylsulfédtu sodného
(Sigma) a absorbce byla oded&itéana spektrofotometricky pri

450 nm s referen&nim filtrem p¥i 600-650 nm.
Vysledky
Molarni  koncentrace sloudenin podle pfikladd 2 a 3

inhibujici na 50% buné&nou roliferaci jsou uveden v
Yy

nadsledujici tabulce:

Buné&lZnd linie P¥iklad 2 P¥iklad 3
SW620 5.1077 3.10°°
OVCAR-5 8.107° 4,107°
PC-3 1.107° 3.107F
DU 145 1.1077 7.107°
NCI-H69 3.107%7 1.107°

Zastupuje:

Dr. Otakar Svordik
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PATENTOVE NAROKY

1. Produkt vyznadujici se tim, %e ma jeden z ndsledujicich

obecnych vzorcd (I) nebo (II)

n (In

nebo Ze se jednd o sil sloudeniny obecného vzorce (IT) Jjako

je napriklad slouenina obecného vzorce (III)
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2. Produkt obecného vzorce M

ve Kkterém R predstavuije

zbytek obsahujici
pramyslovy produkt.

3. Produkt podle

od 1

naroku

pfimy nebo rozvétveny

do

2,

10 atomld wuhliku, jako

vyznacdujici

se

tim,

alkylovy

novy

Ze

R
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pfedstavuje ethylovy zbytek.

4. Zplhsob pfipravy produktu obecného vzorce M

ve kterém R predstavuje p¥rimy nebo rozvétveny alkylovy

zbytek obsahujici od 1 do 10 atomd uhliku,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje postupn& nasledujici kroky:

- zpracovavani racemického t-butylesteru obecného vzorce

N OMe
A

P (DCH%Ph

CH,COOtBu
R og 2

kyselinou trifluoroctovou po dobu 18 hodin p¥i teplot& okoli

pro ziskani odpovidajici karboxylové kyseliny;




- nasledné =zah¥ivadni v isopropylalkoholu chinidinové soli
kyseliny ziskané v pfedchozim kroku na teplotu vyS83i nez 30
°C, s vyhodou p#ibliZn& 50 °C, nasledované ochlazenim
reakéni sm&si aZ na teplotu okoli, takZe jeden z enantiomern
vySe wuvedené kyseliny krystalizuje, zatimco stl druhého

enantiomeru, jehoZ aniont m& obecny vzorec

zastdva v roztoku;

- koncentrace isopropylalkoholového roztoku soli
enantiomeru, ktery nekrystalizoval, a Jjeho zpracovani
kyselinou chlorovodikovd a miché&ni, pro vytvoFeni slouceniny

obecného vzorce A
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- nasledné uvedeni sloudeniny obecného vzorce A do kontaktu
s vlhkym palddiem na uhli, potom p¥idani mravendanu amonného
nebo kyseliny mravené¢i do smési pro ziskani debenzylovaného

produktu obecného vzorce B

- dale cyklizace sloudeniny obecného vzorce B plsobenim
dicyklohexylkarbodiimidu pro ziskani laktonové slouceniny

obecného vzorce C

- nakonec transformace skupiny =-0OCH; laktonové slouceniny

obecného vzorce C na karbonyl pusobenim jodidu sodného a
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trimethylsilylchloridu pro ziskani slouCeniny obecného
vzorce M

5. zplsob podle néroku 4, vyznadujici se tim, Ze R

pfedstavuje ethylovou skupinu.

6. Produkt pro pouZiti jako léé&ivo, vyznacujici se tim, e

m& jeden z obecnych vzorcd (I) nebo (II)

CH,

) (In




nebo Ze se jednd o adidéni sul s anorganickou nebo organickou
farmaceuticky p¥ijatelnou kyselinou slougeniny obecného

vzorce (II) Jjako je nap¥iklad sloulenina obecného vzorce
(III)

CH,
Cr H

\N+

nebo jakadkoli jejich smé&s.

7. Farmaceutickd kompozice obsahujici jako 1dG&innou sloZku

alespofi jednu ze sloudenin podle naroku 6.

8. Pouziti slouCeniny podle naroku 1 pro ptipravu

protinadorovych 1léc&iv.

9. PouZziti  slouceniny podle naroku 1 pro p¥ipravu

antivirdlnich 1é&iv.
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10. Pouziti  slou€eniny podle néroku 1 pro pfipravu

antiparazitdrnich 1léc&iv.

Zastupuje:

Dr. Otakar Svordik
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