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Makrocyklicka slou¢enina a farmaceuticky prostredek

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tykd novych inhibitorti proteazy viru
hepatitidy C (,HCV"), farmaceutickych prostfedkl s obsahem jednoho
nebo vice t&chto inhibitord, zplsobl pfipravy téchto inhibitori a jejich
pouziti pro lé¢eni hepatitidy C a souvisejicich stavl. Vynalez zvlasté
popisuje nové makrocyklické slougeniny jako inhibitory serinové
proteazy HCV NS3/NS4a.

Dosavadni stav techniky

Virus hepatitidy C (HCV) je RNA virus s pozitivnim fetézcem
RNA, o kterém se predpokiada, ze je hlavni pfi¢inou non-A, non-B
hepatitidy (NANBH), zviaste s krvi asociované NANBH (BB-NANBH)
(viz zvefejnéna mezinarodni patentova pfihlaska No. WO 89/04669 a
zvefejnéna evropska patentova pfihlaska No. EP 381 216). NANBH je
treba odliovat od jinych typl jaternich onemocnéni indukovanych viry,
jako je onemocnéni virem hepatitidy A (HAV), virem hepatitidy B
(HBV), virem hepatitidy deita (HDV), cytomegalovirem (CMV) a virem
Epstein-Barrové (EBV), stejné jako od jinych forem jaternich

onemocnéni, jako je alkoholismus a primarni biliarni cirh6za.

V nedavné dobé& byla identifikovana, klonovana a exprimovana
proteaza HCV nezbytna pro zpracovani (procesing) polypeptidu a
virovou replikaci; (viz napf. US patent No. 5,712,145). Tento
polyprotein o délce pfiblizné 3000 aminokyselin, obsahuje ve sméru od
aminového konce ke karboxylovému konci protein nukleokapsidy (C),
obalové proteiny (E1 a E2) a nékolik nestrukturnich proteint (NS1, 2,
3, 4a, 5a a 5b). NS3 je protein o velikosti pfiblizné 68 kDa, kodovany
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pfiblizné 1893 nukleotidy genomu HCV, ktery ma dvé odlisné domény:
(a) doménu serinové proteazy slozenou z pfiblizné 200 N-koncovych
aminokyselin; a (b) doménu RNA-dependentni ATPazy na C-konci
proteinu. Pfedpoklada se, ze protedza NS3 patfi do chymotrypsinové
skupiny z dévodl podobnosti v proteinové sekvenci, celkove
trojrozmérné struktufe a mechanismu katalyzy. Dal§i enzymy podobné
chymotrypsinu jsou elastaza, faktor Xa, trombin, trypsin, plasmin,
urokinaza, tPA a PSA. Serinova proteaza HCV NS3 je odpoveédna za
proteolyzu polypeptidu (polyproteinu) ve spojenich NS3/NS4a,
NS4a/NS4b, NS4b/NS5a a NS5a/NS5b a je tedy odpovédna za
vytvofeni &tyF virovych proteind v pribéhu replikace viru. Serinova
proteaza HCV NS3 je tedy pfitazlivym cilem pro antivirovou

chemoterapii.

Bylo zji§t&no, Ze protein NS4a s velikosti pfiblizné 6 kDa je
kofaktorem aktivity serinové proteazy NS3. Autologni §tépeni spojeni
NS3/NS4a serinovou proteazou NS3/NS4a probiha intramolekularné
(tj. cis), zatimco daldi mista $t&peni se zpracovavaji intermolekularné

(tj. trans).

Analyza pfirozenych mist $§tépeni protedzy HCV ukazala
pfitomnost cysteinu v misté P1 a serinu v misté& P1’, pfi¢emz tyto
zbytky jsou ve spojenich NS4a/NS4b, NS4b/NS5a a NS5a/NS5b
pfisné konzervovany. Spojeni NS3/NS4a obsahuje threonin v poloze
P1 a serin v poloze P1'. Uvadi se, se substituce Cys—>Thr v miste
NS3/NS4a odpovida za poZadavek zpracovani (procesing) cis,
namisto trans, v tomto spojeni, viz napfiklad Pizzi a dals$i (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 91: 888 - 892, Failla a dalSi (1996) Folding &
Design 1: 35 - 42. Stépici misto NS3/NS4a je také tolerantnéjsi vadi
mutagenezi nez jiné mista, viz napf. Kollykhalov a dalsi (1994) J.
Virol., 68: 7525 - 7533. Bylo také zjisténo, ze pro uéinné §tépeni jsou
nezbytné kyselé zbytky proti sméru transkripce vzhledem k mistu
§tépeni, viz napfiklad Komoda a daldi (1994) J. Virol., 68: 7351 -
7357.
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Mezi inhibitory proteazy HCV, které jiz byly popsany, patii
antioxidanty (viz zvefejnéna mezinarodni patentova pfihlaska No. WO
08/14181), né&které peptidy a analogy peptidl (viz zvefejnéna
mezinarodni patentova pfinlaska No. WO 98/176789, Landro a dalSi
(1997) Biochem, 36: 9340 - 9348, Ingallinelia a dal$i (1998) Biochem.,
37- 8906 - 8914, Llinas-Brunet a dalsi (1998) Bioorg. Med. Chem.
Lett. 8: 1713 - 1718), inhibitory zaloZzené na polypeptidu o délce 70
aminokyselin eglin ¢ (Martin a dalsi (1998) Biochem., 37: 11459 -
11468, inhibitory afinitné selektované z lidskeho pankreatického
sekreéniho inhibitoru trypsinu (hPSTI-C3) a soubory fragmentd
protilatek nazyvanych minibody (MBip) (Dimasi a dalsi (1997) J. Virol.,
71: 7461 - 7469), cVHE2 (,kamelizovany* fragment variabilni domeény
protilatky) (Martin a dalsi (1997) Protein Eng., 10: 607 - 614), a al-
antichymotrypsin (ACT) (Elzouki a dal§i (1997) J. Hepat., 27: 42 - 28).
Nedavno byl popsan ribozym navrzeny pro selektivni niéeni RNA viru
hepatitidy C (viz BioWorld Today 9 (217): 4 (10. listopadu 1998)).

Odkazuje se také na zvefejnéné PCT No. WO 98/17679,
zvefejnénéa 30. dubna 1998 (Vertex Pharmaceutical Incorporated); WO
08/22496, zvefejnéna 28. kvétna 1998 (F. Hoffmann-La Roche AG); a
WO 99/07734, zvefejnéna 18. unora 1999 (Boehringer Ingelheim
Canada Ltd.).

Ptedpoklada se, Ze virus HCV zpUsobuje cirhdzu jater a indukci
hepatocelularniho karcinomu. Prognéza u pacientl trpicich infekci
HCV je v souéasné dobé $patna. Infekce HCV se obtizngji 1&¢i nez jineé
formy hepatitidy v disledku nedostatku imunity nebo recidiv spojenych
s infekci HCV. Sougasné Gdaje ukazuji miru pfeZiti nizsi nez 50 %
v dobé &tyf let po diagnéze cirhozy. Pacienti s diagndézou
lokalizovaného resektovatelného hepatocelularniho karcinomu maji
miru pfeziti pét let 10 - 30 %, zatimco u pacientll s lokalizovanym
neresektovatelnym hepatocelularnim karcinomem je mira pfeziti pét let

nizéi nez 1 %.



Odkazuje se také na WO 00/09558 (Ptihlasovatel: Boehringer
Ingelheim Limited; zvefejnény 24. unora 2000) popisujici peptidové

derivaty vzorce:
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V soutasné dobé se pro légeni hepatitidy C pouZivéa interferon-a
(INF,) a kombinovana terapie ribavirinem a interferonem, viz napf.
Beremguer a dal8i (1998), Proc. Assoc. Am. Physicians 110 (2): 98 -
112. Tyto zpUsoby léCeni maji Spatné dlouhodobé vysledky a ¢etné
vedlejsi uginky, viz napf. Hoofnagle a dalsi (1997), N. Engl. J. Med,,
336: 347. V soulasnosti neni dostupnd zadna vakcina proti infekci
HCV.

Je zapotiebi nalézt nové zpusoby légeni infekce HCV.
Predmétem predkladaného vynalezu je tedy poskytnuti sloucenin
vyuzitelnych pfi lé¢eni nebo prevenci nebo odstrafiovani jednoho nebo
vice pfiznakl hepatitidy C.

Dal$i predmét pfedkladaného vynalezu je poskytnuti zplsobl
modulace aktivity serinovych proteaz, zvlaste serinové protedazy HCV
NS3/NS4a, s pouZitim poskytovanych sloucenin.

Daldim pfedmétem vynalezu je poskytnuti zpusobu modulace
zpracovani (procesingu) polypeptidu HCV s pouzitim poskytovan'ych

sloucenin.

Podstata vynalezu

Pfedkladany vynalez poskytuje novou skupinu makrocfyklickych
inhibitord proteazy HCV, farmaceutické prostredky s obsahem jedné
nebo vice téchto sloudenin, zpusoby vyroby farmaceutickych
prostfedkll s obsahem jedné nebo vice téchto slouéenin a zplsoby
lé&eni, prevence nebo odstrafiovani jednoho nebo Vvice pfiznakl
hepatitidy C. Poskytuji se take zplsoby modulace interakce
polypeptidu HCV s proteazou HCV. Mezi poskytovanymi slou¢eninami
jsou vyhodné sloucenin inhibujici aktivitu serinové proteazy HCV
NS3/NS4a. Popisované slouceniny obecné obsahuji pfiblizné tfi nebo
vice aminokyselinovych zbytkli a méné nez pfiblizné dvanact

aminokyselinovych zbytka.
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V  hlavnim provedeni poskytuje predkladany vynalez

makrocyklickou slou€eninu vzorce [:

Vzorec |

kde:

X a Y jsou nezavisle zvoleny ze skupin: alkyl, alkylaryl, heteroalkyl,

heteroaryl, arylheteroaryl, alkylheteroaryl, cykloalkyl, alkylether,
alkylarylether, arylether, alkylamino, arylamino, alkylarylamino,
alkylsulfid, alkylarylsulfid, arylsulfid, alkylsulfon, alkylarylsulfon,
arylsulfon,  alkylalkylsulfoxid, alkylarylsulfoxid, alkylamid,
alkylarylamid, arylamid, alkylsulfonamid, alkylarylsulfonamid,
arylsulfonamid, alkylmocovina, alkylaryimoc€ovina, arylmocovina,
alkylkarbamat, alkylarylkarbamat, arylkarbamat, alkylhydrazid,
alkylarylhydrazid, alkylhydroxamid, alkylarylhydroxamid,
alkylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroalkylsulfonyl, heteroarylisulfonyl,
alkylkarbonyl, arylkarbonyl, heteroalkylkarbonyl, heteroaryl-
-karbonyl, alkoxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxy-
-karbonyl, alkylaminokarbonyl, arylaminokarbonyl, heteroaryl-
-aminokarbonyl nebo jejich kombinace, s podminkou, Ze skupiny
X a Y mohou byt popfipadé navic substituovany skupinami
zvolenymi ze skupiny aromaticka skupina, alkyl, alkylaryi,
heteroalkyl, arylheteroaryl, alkylheteroaryl, cykloalkyl, alkylether,
alkylarylether, alkylsulfid, alkylarylsulfid, alkyisulfon,
alkylarylsulfon, alkylamid, alkylarylamid, alkylsulfonamid,
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alkylaminy, alkylarylaminy, alkylarylsulfonamid, alkylmo&ovina,

alkylarylmo€ovina, alkylkarbamat a alkylarylkarbamat;

znamena COR® nebo B(OR),, kde R® je H, OH, OR® NR°R',
CF3, CoFs, CsF7, CF,R® R® COR’, kde R’ je H, OH, OR®
CHR®R'® nebo NRng, kde Re, R8, R® a R jsou nezavisle
zvoleny ze skupiny atom vodiku, alkyl, aryl, heteroalkyl,
heteroaryl, cykloalkyl, cykloalkyl, arylalkyl, heteroarylalkyl,
CH(R")COOR"', CH(R")CONR'?R",
CH(R")CONHCH(R?*)COOR"", CH(R")CONHCH(R?)CONR'?R",
CH(R")CONHCH(R*)R’,
CH(R")CONHCH(R?*)CONHCH(R*)COOR'",
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONR'?R"®,
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR"",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR'?R?,
CH(R")CONHCH(R?*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R®)-
COOR™,
CH(R")CONHCH(R?*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R®)-
CONR™R™,

kde R", R?, R*, R*, R¥, R", R"?, R"®, a R’ jsou nezavisle
zvoleny ze skupiny atom vodiku, alkyl, aryl, heteroalkyl,
heteroaryl, cykloalkyl, alkylaryl, alkylheteroaryl, arylalkyl a
heteroaralkyl;

je zvoleno ze skupiny O, N, nebo CH;

muZe byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je W pfitomno, je
W zvoleno ze skupiny C=0, C=S nebo SO;;

m(ze byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je Q pfitomno, je
zvoleno ze skupiny CH, N, P, (CH3),, (CHR),, (CRR’)p, O, NR; S,
nebo SO;; a jestlize je Q nepfitomno, M je také nepfitomno, a A

je pfimo navazano na X;

je O, CHz, (CHR)p, (CHR-CHR’),, (CRR’)p, NR, S, SO, nebo

vazba;
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P

je CH, N nebo CR, nebo dvojna vazba k A, L nebo G ;

muZe byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je G pfitomno, je
zvoleno ze skupiny (CHz)p, (CHR),, nebo (CRR’),; a jestlize je G
nepfitomno, J je pfitomno a E je pfimo navazano na atom

uhliku, na ktery bylo navazano G;

mulZe byt nepfitomno nebo pfitomno, a jestlize je J pfitomno, je
zvoleno ze skupiny (CHz)p, (CHR),, nebo (CRR’),, SOz, NH, NR
nebo O; a jestlize je J nepfitomno, G je pfitomno a E je piimo

navazano na N;

mlzZe byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je L pfitomno, je
zvoleno ze skupiny CH, CR, O, S nebo NR; a jestlize je L
nepfitomno, mizZe byt M pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je
M pritomno a L nepfitomno, M je pfimo a nezavisle navazano

na E, a J je pfimo a nezavisle navazano na E;

mulZe byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestliZze je M pfitomno, je
zvoleno ze skupiny O, NR, S, SO,, (CH3),, (CHR),, (CHR-
-CHR’)p, nebo (CRR’),;

je Cislo 0 az 6; a

R, R, R?, R* a R* jsou nezavisle zvoleny ze skupiny H; C4-Cqo alkyl;

C2-Cqo alkenyl; C3-Cg cykloalkyl; C3-Cg heterocykloalkyl, alkoxy,
aryloxy, alkylthio, arylthio, amino, amido, ester, karboxylova
kyselina, karbamat, moc&ovina, keton, aldehyd, kyano, nitro; nula
az Sest atomu kysliku, dusiku, siry, nebo fosforu;

(cykloalkyl)alkyl a (heterocykloalkyl)alkyl, kde cykloalkyl je
sloZzen ze tfi aZ osmi atom0 uhliku, a nuly a2 Sesti atom(
kysliku, dusiku, siry, nebo fosforu, a alkyl obsahuje jeden az

Sest atom0 uhliku; aryl; heteroaryl; alkylaryl; a alkylheteroaryl;

kde uvedené skupiny alkyl, heteroalkyl, alkenyl, heteroalkenyl,
aryl, heteroaryl, cykloalkyl a heterocykloalkyl mohou byt

popfipadé substituovany, pfi¢emz termin ,substituovany®



10

15

20

25

30

-10— .

oznacCuje pfipadnou a vhodnou substituci jednou nebo vice
skupinymi zvolenymi ze skupiny alkyl, alkenyl, alkinyl, aryl,
aralkyl, cykloalkyl, heterocykl, halogen, hydroxy, thio, alkoxy,
aryloxy, alkylthio, arylthio, amino, amido, ester, karboxylova
kyselina, karbamat, mocovina, keton, aldehyd, kyano, nitro,
sulfonamid, sulfoxid, sulfon, sulfonylmocovina, hydrazid a

hydroxamat.

Pokud neni definovano jinak, vSechny technické a védecké
terminy pouZivané v pfihlaSce maji stejny vyznam tak jak je bé&zné
chapan odbornikem v pfislu§ném oboru. Tak napfiklad termin alkyl
(vCetné alkylové &asti skupiny alkoxy) oznaduje jednovaznou skupinu
odvozenou od pfimého nebo rozvétveného nasyceného uhlovodiku
odstranénim jednoho atomu, ktera obsahuje 1 az 8 atoml uhliku,

s vyhodou 1 az 6 atom{ uhliku;

aryl znamena karbocyklickou skupinu obsahujici od 6 do 14
atomU uhliku obsahujici alespori jeden benzenoidni kruh, pfic¢emz jako
mozZna mista vazby jsou uvaZovany v8echny dostupné
substituovatelné aromatické atomy uhliku karbocyklické skupiny.
Vyhodné arylové skupiny zahrnuji fenyl, 1-naftyl, 2-naftyl a indanyl, a

zviasté fenyl a substituovany feny!;

aralkyl znamend skupinu obsahujici arylovou skupinu navazanou

pres nizsi alkyl;

alkylaryl znamena skupinu obsahujici niz§i alkyl navazany pfes

arylovou skupinu;

cykloalkyl znamené nasyceny karbocyklicky kruh obsahujici 3 az
8 atomd uhliku, s vyhodou 5 nebo 6 atomu uhliku, ktery je popfipadé

substituovany;

heterocykl znamenda, navic k dale definovanym heteroarylovym
skupinam, nasycené a nenasycené cyklické organické skupiny

obsahujici alespoil jeden atom O, S a/nebo N pieru$ujici strukturu
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karbocyklického kruhu, kterd se skladda z jednoho nebo dvou
fuzovanych kruht, pfiCemz kazdy kruh je 3 az 9-¢lenny a miZe nebo
nemusi obsahovat dvojné vazby postradajici delokalizované pi
elektrony, kde kruhova struktura obsahuje 2 az 8, s vyhodou 3 az 6
atom@ uhliku, napf. 2- nebo 3-piperidinyl, 2- nebo 3-piperazinyl, 2-
nebo 3-morfolinyl, nebo 2- nebo 3-thiomorfolinyl;

halogen znamena fluor, chlor, brom a jod;

heteroaryl znamena cyklickou organickou skupinu obsahujici
alespofi jeden atom O, S a/nebo N prierusujici strukturu
karbocyklického  kruhu a obsahujici  dostateény pocet
delokalizovanych pi elektronl pro poskytnuti aromatického charakteru,
pficemZ aromaticka heterocyklicka skupina obsahuje 2 az 14,
s vyhodou 4 nebo 5 atom0 uhliku, napf. 2-, 3- nebo 4-pyridyl, 2- nebo
3-furyl, 2- nebo 3-thienyl, 2-, 4- nebo 5-thiazolyl, 2- nebo 4-imidazolyl,
2-, 4- nebo 5-pyrimidinyl, 2-pyrazinyl, nebo 3- nebo 4-pyridazinyl, atd.
Vyhodné heteroarylové skupiny jsou 2-, 3- a 4-pyridyl; uvedené
heteroaryloveé skupiny mohou byt také popfipadé také substituované.

Vynalez zahrnuje také tautomery, rotamery, enantiomery a jiné
optické isomery slou€enin vzorce | stejné jako farmaceuticky pfijatelné

soli a solvaty.

Vynalez obsahuje v daldim provedeni farmaceutické prostfedky
obsahujici jako u€innou slozku slouéeninu vzorce | (nebo jeji sdi,
solvat nebo isomery) spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em nebo

pomocnou latkou.

Vynalez také poskytuje zplsoby vyroby sloucenin vzorce |,
stejné jako zplsoby I|éceni onemocnéni, jako napfiklad HCV a
souvisejicich poruch. Pfi 1éCeni se podava pacientovi trpicimu
uvedenym onemocnénim nebo onemocnénimi terapeuticky Gcinné
mnozstvi sloueniny vzorce | nebo farmaceutickych prostfedkd

s obsahem siouceniny vzorce |.
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Zahrnuto je také pouzZiti slouéeniny vzorce 1 pro vyrobu

farmaceutického prostiedku pro lé¢eni HCV a pfibuznych onemocnéni.

Podrobny popis vyvhodnych provedeni

V jednom provedeni popisuje predkladany vynalez slouceniny
vzorce | jako inhibitory protedzy HCV, zvlasté serinové proteazy HCV
NS3/NS4a. Mezi sloudeninami obecného vzorce | jsou vyhodné

slouéeniny latky vzorce [l

\ ”\/Q
- \JJ \(

ﬁs 0 R

Vzorec Il
nebo jejich farmaceuticky pfijateiné derivaty, jejichz razné
definice jsou uvedeny vySe. Néktera z vyhodnych provedeni zahrnuji
bez omezeni nasledujici definice rliznych funk&nich skupin ve vyse
uvedenych obecnych vzorcich | a Il. Tak napfiklad skupina R? ve

vzorci | mGzZe byt zvolena z néasledujicich skupin:

TRL cHs K((H 1 (
L LA &g

CHa

P

T U Lo & T
S(O)o 2
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jsou napfiklad nasledujici struktury a, b, nebo c:
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Struktura a mize byt zvolena z nasledujicich neomezujicich typl

struktur:

/L@O/ /L@/



] o
(AR XX ¥ ]
[

Dal$i vyhodna provedeni zahrnuji napfiklad slouéeniny, kde

skupina: \@
/ \f
10
15 je nékterou z nasledujicich struktur, pfi€emz pfiklady definic pro

rizné polohy jsou uvedeny v ramci struktur a sloucenin ukazanych

pozdéji v této Casti:

M E\ R-R
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T T

25

nebo
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V nékterych vyhodnéjSich provedenich jsou skupiny G a J
nezavisle zvoleny ze skupin (CH3),, (CHR),, (CHR-CHR')p, a (CRR')p,
a skupina A-E-L-M-Q je aromaticky kruh sloZeny ze dvou aZ osmi
atom@ uhliku a 0 aZz 6 heteroatom(, kde skupiny X a J jsou ve

vzajemné poloze ortho, para nebo meta.

V dal§ich vyhodnych provedenich je skupina R® ve vzorci |

zvolena z nasledujicich struktur
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je atom vodiku, CHs nebo jiné alkylové skupiny;

je OH, O-alkyl, NH; nebo N-alkyl;

skupiny H, F, Cl, Bra CHs; a

a R* mohou byt stejné nebo riizné a jsou nezavisle zvoleny ze

skupina X-Y je zvolena z nasledujicich struktur:
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Nékolik dalSich slouéenin a konkrétnich provedeni vyse
uvedenych raznych definic slouenin vzorce | je uvedeno v casti
narokl  pfedkladané pfihlasky. Dal§i provedeni jsou také
reprezentovana riznymi slou€eninami uvedenymi v popisu a narocich.
Predkladany vynalez je ve svém celku reprezentovan témito
konkrétnimi provedenimi, definicemi a omezenimi.

ey

Reprezentativni slou¢eniny podle vynélezu, které maji vynikajici
inhibiéni G¢inky na protedzu HCV, jsou uvedeny dale spolu s jejich
aktivitou ve formé& hodnot K; v nanomolarnim (nM) rozsahu. Cisla
pfikladi v tabulce 1 znamenaji Cisla rlznych struktur v pfikladové Casti

piihlasky dale.

Tabulka 1: Vysledky kontinualniho testu aktivity na HCV proteazu

Pfiklad ¢islo Ki* (nM)
1A a
1B b
2 b
3 b
4A a
4B b
5 b
6 b
7A a
7B b
8 a
9 b
10A a
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10B b
11 a
12A a
12B b
13A a
13B b
14 b
15 b
16 b
17 b
18 b
19 b
20A a
20B b
21 a
22 b
23 a
24 a
25 a
26A a
26B |a
27A a
27B b
28A a
28B b

.
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29A a
29B b
30 b
31 b
37A a
37B a
38A a
38B a
39 a
40 a
41 a
42 a
43 b
44A a
44B a
46 a
53A a
53B a
56A a
56B a
57A a
57B b
58 a
59A b
59B b




60 a
61 a
62 a
63 a
64 a
65 b
66A a
668 b
67A a
67B b
68 b
69A a
69B b
70A a
70B b
71 b
72 b
73 a
74A a
74B b
75A a
75B b
76 b
77 a
78 a
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79 a
80 b
81 a
82 a
83 b
84 a
85 a
86 a
87 a
88 a
89 a
90 a
91 a
92 b
93 a
94 a
95 b
96 a
97 a
98 b
99 a
100 a
101 b
102 a
103 a
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104 a
105 a
106 a
107 a
108 a
109 a
110 b
111 b

Rozmezi Ki kontinuainiho testu aktivity na HCV proteazu:
Kategorie b = 1 - 100 nM, kategorie a = 101 nM - 100 uM

Né&které Slougeniny podle vynalezu a zplsoby syntézy riznych
s typl sloucenin podle vynalezu se popisuji dale v této casti a

v nasledujicich pfikladech.
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\V zavislosti na struktufe mohou byt slougeniny podle vynalezu
ve formé& farmaceuticky pfijatelnych soli s organickymi nebo
anorganickymi kyselinami nebo organickymi nebo anorganickymi
bazemi. Priklady vhodnych kyselin pro vytvafeni takovych soli jsou
kyselina chlorovodikova, sirova, fosforeéna, octova, citronova,
stavelova, malonova, salicylova, jablecna, fumarova, jantarova,
askorbova, maleinova, methansulfonova nebo jiné mineralni
a karboxylové kyseliny dobfe znamé odbornikim v oboru. Pro
vytvareni soli s bazemi jsou vhodné baze napfiklad NaOH, KOH,
NH.OH, tetraalkylamoniumhydroxid apod.

V  dal§im provedeni  poskytuje pfedkladany  vynalez
farmaceutické prostiedky obsahujici vyse uvedené makrocyklicke
slouéeniny jako u&innou slozku. Farmaceutické prostfedky obecné
dale obsahuji farmaceuticky pfijatelné nosné fedivo, pomocnou latku
nebo nosié (zde souhrnné oznacované jako nosne materialy). Pro své
inhibi¢ni Guginky na HCV maiji tyto farmaceutické prostfedky vyuZiti pfi

lé&eni hepatitidy C a souvisejicich stavd,

V jesté daldim provedeni popisuje piedkladany vynalez zpusoby
vyroby farmaceutickych prostiedkll obsahujicich makrocyklické
slougeniny podle vynalezu jako ucinnou slozku. Ve farmaceutickych
prostfedcich podle piedkladaného vynalezu se budou udinne slozky
typicky podavat ve smesi s vhodnymi nosiéi vhodné zvolenymi
s ohledem na zamyslenou formu podavani, tj. oralni tablety, kapsle

(bud pinéné pevnou latkou, polotuhou latkou nebo kapalinou), prasky
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pro rekonstituci, oraini gely, elixiry, dispergovatelné granule, sirupy,
suspenze apod., a v souladu s béznou farmaceutickou praxi. Pro
oralni podavani ve formé tablet nebo kapsli maze byt napiiklad Gcinna
latka kombinovana s jakymkoli oralnim netoxickym farmaceuticky
pfijatelnym inertnim nosicem jako je laktoza, $Skrob, sacharoza,
celuléza, stearan hofeénaty, hydrogenfosforecnan vapenaty, siran
vapenaty, talek, mannitol, ethylalkohol (kapalné formy) apod.
V piipadé potfeby mohou byt do smési navic pfidana pojiva, kluzne
latky, rozvolfiovadla a barviva. Pragky a tablety mohou obsahovat od

pfiblizn& 5 do pfiblizné 95 % hmotnostnich G¢inné sloZky.

Mezi vhodna pojiva patii Skrob, zelatina, pfirodni cukry,
kukufiéna sladidla, pfirodni a syntetické gumy jako je akacie, alginat
sodny, karboxymethylceluléza, polyethylenglykol a vosky. Jako kluzne
latky mohou byt v pfedkiadanych davkovych formach pouzity kyselina
borita, benzoan sodny, octan sodny, chlorid sodny apod. Mezi
rozvolfiovadla patfi &krob, methylcelul6za, guarova guma apod.
V pfipadé potfeby mohou byt také obsaZena sladidla, prichuti
a ochranné latky. Nékteré vySe uvedené latky, totiz rozvoliovadia,

tediva, kluzné latky, pojiva apod., se podrobnéji popisuji dale.

Prostfedky podle pfedkladaného vynalezu mohou byt take
formulovany ve formé s prodlouzenym uvolfiovanim za ziskani fizene
rychlosti uvolfiovani jedné nebo vice slozek nebo u&innych sloZek pro
dosazeni optimalizace terapeutickych agink, napfiklad inhibi¢ni
aktivity na HCV apod. Mezi vhodné davkové formy pro prodlouZené
uvolfiovani patfi vrstvené tablety obsahujici vrstvy s raznymi
rychlostmi  rozpadavani nebo polymerni matrice s fizenym
uvolfiovanim impregnované uginnymi slozkami a tvarované ve formé
tablet, nebo kapsle obsahujici tyto impregnované nebo zapouzdiené

porézni polymerni matrice.

Mezi prostiedky v kapainé formé patfi roztoky, suspenze

a emulze. Jako priklad je moZno uvest vodu nebo roztoky
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propylenglykolu ve vodé& pro parenteralni injekce, nebo pfidavek
sladidel a sedativ pro oraini roztoky, suspenze a emulze. Kapalné
formy pripravki mohou rovnéZz zahrnovat roztoky pro intranazalni
podavani.

Aerosolové pfipravky vhodné pro inhalaci mohou obsahovat
roztoky a pevné latky ve formé prasku, ktery mize byt v kombinaci
s farmaceuticky pfijatelnym nosi¢em, jako je inertni stlateny plyn,
napfiklad dusik.

Pro pfipravu &ipkl se nejprve roztavi nizkotajici vosk jako je
smés glycerid( mastnych kyselin jako kakaové maslo a G¢inna slozka
se ve smési homogenné disperguje michanim nebo podobnym
zplisobem miseni. Roztavend homogenni smés se potom nalije do

forem bé&znych tvarli, ponecha se ochladit a tim ztuhnout.

Zahrnuty jsou také preparaty v pevné formé, které jsou urceny
pro prevedeni na kapalné preparaty pro oralni nebo parenteralni
podavani kratce pfed pouzitim. Mezi tyto kapalné formy patfi roztoky,

suspenze a emulze.

Slougeniny podle vynalezu mohou byt také dodavany
transdermalné. Transdermalni prostfedky mohou byt ve formé krémd,
pletovych mlék, aerosoll a/nebo emulzi a mohou byt obsazeny
v transdermalni naplasti nebo matrici nebo zasobniku, jak je v oboru

pro tento ucel bézné.
Slougenina se s vyhodou podava oralné.

Farmaceuticky prostiedek je s vyhodou v jednotkove davkové
formé. V takové formé je pfipravek rozdélen do jednotkovych davek
vhodné velikosti, obsahujicich pfislu§nd mnozstvi G€innych sloZek,

napfiklad uginné mnozstvi pro dosazeni pozadovaného cile.

MnozZstvi udinné slozky podle vynalezu v jednotkové davce
prostfedku miZe byt obecné rizné nebo mlze byt upraveno od

pfiblizné 1,0 mg do pfiblizné 1000 mg, s vyhodou od pfiblizné 1,0 do
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pfiblizné 950 mg, vyhodnéji od priblizng 1,0 do pfiblizné 500 mg, a
typicky od pfiblizné 1 do pfiblizné 250 mg, vzdy podle konkrétniho
pouziti. Skute&né pouzitd davka muze byt rizna v zavislosti na véku,
pohlavi a hmotnosti pacienta a na vaznosti |é¢eného stavu. Takove

zplisoby jsou dobfe znamé odbornikim v oboru.

Oralni davkova forma obsahujici G¢inné slozky mlze byt obecné
podavana Clovéku jednou nebo dvakrat denn&. Mnozstvi a Cetnost
podavani se bude upravovat podle asudku o$etfujiciho Iékare. Obecné
doporuéeny denni davkovy rezim pro oralni podavani muiZe byt
v rozmezi od pfiblizné 1,0 mg do pfiblizné 1000 mg za den, a to

v jednotlivé davce nebo v délenych davkach.
Nékteré pouZivané terminy jsou popsany dale:

Kapsle (tobolka) oznaduje zvlastni nadobku nebo obal vyrobeny
z methylceluldzy, polyvinylalkohold nebo denaturovanych Zelatin nebo
skrobu, ktery udrZuje nebo obsahuje prostfedky s obsahem uéinnych
slozek. Tvrdé kapsle se typicky vyrabg&ji ze smési Zelatin z kosti
a vepfové klze s relativné vysokou pevnosti gelu. Samotna kapsle
mize obsahovat malé mnozZstvi barviv, zakalujicich prostiedkdl,

plastifikatorl a ochrannych latek.

Tableta je za lisovana nebo odlévana pevna davkova forma
obsahujici G&inné slozky s vhodnymi fedivy. Tableta mlize byt
pfipravena lisovanim smési nebo granulatl ziskanych granulaci za

mokra, granulaci za sucha nebo kompaktizaci.

Oralni gel oznaéuje Ucinné sloZzky dispergované nebo
solubilizované v hydrofilni polotuhé matrici.

Pragek pro rekonstituci oznaluje praskove smési obsahujici

aginné slozky a vhodna fediva, které mohou byt resuspendovany ve

vodé nebo ovocnych stavach.

Diluent nebo fedivo oznaduje latky, které obvykle tvofi hlavni

gast prostfedku nebo davkove formy. Mezi vhodna fediva patfi cukry
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jako je laktoza, sacharéza, mannitol a sorbitol; $kroby odvozené od
pSenice, kukufice, ryze a brambor; a celuldzy jako je mikrokrystalicka
celuléza. Mnozstvi fediva v prostfedku se mlize pohybovat od pfiblizné
10 do pfiblizné 90 % hmotnostnich z celkového prostiedku, s vyhodou
od pfiblizng 25 do pfiblizné 75 %, vyhodnéji od pfiblizné 30 do
pfiblizné 60 % hmotnostnich, je$té vyhodnéji od pfiblizne 12 do

pfiblizn& 60 % hmotnostnich.

Rozvolfiovadlo oznaduje materidly pfidavane k prostiedkdm
s cilem napomoci rozpadu prostiedku (desintegraci) a uvoinéni
lé&ivych slozek. Mezi vhodna rozvolfiovadla patfi $kroby; ,za studena
rozpustné® modifikované skroby jako je sodna sl
karboxymethyl§krobu; pfirodni a syntetické gumy jako je karubova
guma, karaja, guar, tragakant a agar, derivaty celulozy jako je
methylceluléza a sodna sl karboxymethylceluldzy; mikrokrystalické
celulozy a zesiténé mikrokrystalicke celulozy jako je sodna sul
kroskarmelézy; alginaty jako je kyselina alginova a alginat sodny; jily
jako jsou bentonity; a gumivé smési. MnozZstvi rozvoliovadla
v prostfedku mize byt v rozmezi od piiblizn& 2 do pfiblizné 15 %
hmotnostnich prostfedku, vyhodnéji od pfiblizné 4 do pfiblizné 10 %

hmotnostnich.

Pojivo oznacuje latky, které vazou nebo ,lepi* prasky navzajem
a privadéji je do kohezivniho stavu vytvafenim granuli, takZze ve
formulaci slouzi jako ,lepidlo“. Pojiva zvysuji kohezivni silu jiz
pfitomnou v fedivu nebo objemotvorné latce. Mezi vhodna pojiva patfi
cukry jako je sacharéza; skroby odvozené od psenice, kukufice, ryze a
brambor; pfirodni gumy jako je akacie, Zelatina a tragakant; derivaty
odvozené z fas jako je kyselina alginova, alginat sodny a alginat
vapenatoamonny; celulézové materialy jako je methylceluléza a sodna
sul karboxymethylcelulozy a hydroxypropylmethylcelul6za;
polyvinylpyrrolidon; a anorganické latky jako je kfemicitan
hofe&natohlinity. MnoZstvi pojiva v prostfedku mdze byt v rozmezi od

pfiblizné 2 do pfiblizné 20 % hmotnostnich prostfedku, vyhodné&ji od
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pfiblizng 3 do pfiblizné 10 % hmotnostnich, je$té vyhodnéji od
pfiblizné 3 do pfiblizné 6 % hmotnostnich.

Mazadlo oznacuje latku pfidavanou k davkove formé& pro
uvolnéni tablet, granuli apod., z formy nebo matrice po lisovani,
snizenim tfeni. Mezi vhodna mazadla patfi stearany kovl jako je
stearan hofeénaty, stearan vapenaty nebo stearan draselny; kyselina
stearova: vosky s vysokou teplotou tani; a ve vodé rozpustna mazadla
jako je chlorid sodny, benzoan sodny, octan sodny, oleat sodny,
polyethylenglykoly a d,i-leucin. Mazadla se obvykle pfidavaji v upiné
poslednim kroku pfed lisovanim, protoze musi byt pfitomna na
povrich granuli a mezi granulemi a ¢astmi tabletovaciho lisu.
Mnozstvi mazadla v prostfedku se mize pohybovat od pfiblizné 0,2 do
pfiblizné 5 % hmotnostnich prostfedku, s vyhodou od pfiblizné 0,5 do
pfiblizné 2 %, vyhodng&ji od pfiblizné 0,3 do piiblizné 15 %
hmotnostnich.

Kluzna latka je latka, ktera zabrafiuje spékani a zleps$uje tokové
vlastnosti granulatd, takZze dochazi k hladkému a stejnomérnému toku.
Mezi vhodné kluzné latky patfi oxid kfemicity a talek. Mnozstvi kluzné
latky v prostiedku mlze byt v rozmezi od pfiblizné 0,1 % do pfiblizné
5 % hmotnostnich z celkového prostiedku, s vyhodou od priblizné 0,5

do pfiblizné 2 % hmotnostnich.

Barviva jsou pomocné latky, které prostfedku nebo davkoveé
form& propQj¢i zbarveni. Mezi tyto pomocné latky mohou patfit
potravinarska barviva a potravinafska barviva adsorbovana na vhodny
adsorbent, jako je jil nebo oxid hlinity. Mnozstvi barviva mlze byt od
pfiblizn& 0,1 do pfibliZné 5 % hmotnostnich prostfedku, s vyhodou od
pfiblizné 0,1 do pfiblizné 1 %.

Biologicka dostupnost oznaluje rychlost a miru, ve které je
adinna slozka lééiva nebo terapeutickd skupina absorbovana do
systémového obéhu z podané davkové formy, ve srovnani se

standardem nebo kontrolou.
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Bé&zné zplsoby vyroby tablet jsou zname. Mezi tyto metody patfi
suché metody, jako je pfimé lisovani a lisovani granulatl vyrobenych
kompaktizaci, nebo mokré metody nebo dal§i specialni postupy.
B&zné metody pro vyrobu jinych forem pro podavani, jako jsou

napfiklad kapsle, ¢ipky apod., jsou rovnéz velmi dobfe znamy.

Dal§i provedeni vynalezu se tyka pouZiti vyse popsanych
farmaceutickych prostfedki pro lé¢eni onemocnénti, jako je napfiklad
hepatitida C apod. Tyto zplsoby zahrnuji podavani terapeuticky
adinného mnozstvi farmaceutického prostfedku podle vynalezu
pacientovi s takovym onemocnénim nebo onemocnénimi v pfipadé

potieby.

Jak je uvedeno vys$e, vynalez zahrnuje tautomery, enantiomery
a jiné stereoisomery sloucenin. Jak je odbornikiim v oboru zfejme,
nékteré ze sloudenin podle vyndlezu mohou existovat ve formé

isomer(l. Tyto varianty rovnéz spadaji do ramce vynalezu.

Dal§i provedeni vynalezu se tyka zpUsobu  vyroby
makrocyklickych slougenin podle vynalezu. Tyto slouéeniny mohou byt
pfipraveny nékolika v oboru znamymi zpGsoby. Reprezentativni
postupy jsou pro ilustraci uvedeny Vv nasledujicich reakénich
schématech. Je tieba rozumét, ze i kdyZ nasledujici ilustrativni
schémata popisuji pfipravu makrocyklli pfevazné odvozenych od 4-
-cis-hydroxyprolinu (,4-cis-HYP®) nebo kyseliny 7-
-hydroxytetrahydroisochinolin-3-karboxylove (,TIC*), vhodna substituce
které z pfirozenych nebo syntetickych aminokyselin povede k vytvofeni

pozadovanych makrocykl( zaloZenych na této substituci.

V popisu schémat, zplsobl vyroby a v nasledujicich prikladech

se pouzivaji nasledujici zkratky:
THF: Tetrahydrofuran
DMF: N,N-Dimethylformamid

EtOAc: Ethylacetat
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AcOH:
HOOBt:

EDCI:

NMM:
ADDP:
DEAD:
MeOH:
EtOH:
Et,O:
Bn:
Boc:
Cbz:
Cp:
Ts:
Me:
PyBrOP:
DMSO:
TFA:
HOBt:

Hinigova
baze:

BOP:

LDA:

eese
[ X XX
.
L
.
.
.

Kyselina octova
3-Hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on

Hydrochlorid 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl-
-karbodiimidu

N-Methylmorfolin
1,1’-(Azodikarbonyl)dipiperidin
Diethylazodikarboxylat
Methanol

Ethanol

Diethylether

Benzyl

terc-Butyloxykarbonyl
Benzyloxykarbonyl
Cyklopentyldienyl
p-Toluensulfonyl

Methyl
Tris(pyrrolidino)bromfosfoniumhexafluorfosfét
Dimethylsulfoxid

Kyselina trifluoroctova
Hydroxybezotriazol

Diisopropylethylamin

Benzotrizaol-1-yloxytris(dimethylamino)fosfonium-

-hexafluorfosfat

Lithiumdiisopropylamid
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PhsP: Trifenylfosfin

LAH: Lithiumaluminumhydrid

DMAP: 4-Dimethylaminopyridin

DCC.: Dicyklohexylkarbodiimid

MCPBA: Kyselina meta-chloroperbenzoova
BINAP: 2,2’-bis(difenylfosfino)-1,1’-binaftol
MeCN: Acetonitril

Pr: Propyl

Ac: Acetyl

Ph: Fenyl

Obecna schémata syntézy

Pfiprava slouc¢eniny vzorce 1h, kde R, R?, R® jsou jak
definovano vyse, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR”, SR™, NR’R’”, kde R"a
R’ jsou alkylové skupiny), halogenovy substituent v poloze ortho,
meta, nebo para vzhledem k atomu kysliku; R znamena skupiny alkyl,
aryl, nebo alkylaryl; n je od nuly do péti; x je (CH2)m, kde m je jedna az
pét, atom kysliku, NY, kde Y je atom vodiku, skupina alkyl, aryl; a PG’
a PG? jsou vhodné ochranné skupiny (PG' = t-boc, cbz a PG? = H, Bn
atd.) je popsana ve schématu 1. Chranéna kyselina 4-hydroxyprolin
(1a) se alkyluje v poloze 4 alkylbromidem v pfitomnosti hydridu
sodného. Produkt 1b se potom pfevede na ester bud alkoholem za
kyselych podminek nebo trimethylsilyldiazamethanem. Po odstranéni
ochrannych skupin se ziskany amin navaze na aminokyselinu
chranénou skupinou Boc v pfitomnosti reak&nich ginidel HOOBM,
EDCI.HCI a NMM. Po odstranéni skupiny Boc z produktu 1d se
dipeptid ponecha reagovat se substituovanou hydroxyfenyloctovou

kyselinou s pouzitim stejnych reakénich podminek. Katalyticka
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hydrogenace benzyletheru poskytne prekurzor pro makrocyklizaci.
Makrocyklizace se provadi za Mitsunobuovych podminek pouZzitim
trifenylfosfinu a ADDP (Mitsunobuova reakce je piehledné popsana
U élanku D. L. Hughes, Org. Reactions, 42 (1992) 335, John Wiley &
Sons, New York, L. Paquette, ed.). Po hydrolyze esteru na kyselinu
hydroxidem lithnym se provede reakce s aminovym meziproduktem za

ziskani slouceniny 1h.

Schéma 1
HO P 0 T0
H > H >
PGN PG'—N
o} o}
1a ib
P > o NN
n = ; —_—
—_— h 0
N R
o} R3 o}
1c
1d
PN\

o R o) 0O R3 O
ie af
Ry
A~ 0
> R™u ). ; >
Z 0
H
X N\)k@(OH
o & 0
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Ptiprava slougeniny vzorce 2e, kde R’ R2 R® R a R’ jsou jak
definovano vyse, je popsana ve schématu 2. Chranény 3,4-
-dehydroprolin 2a se diastereoselektivng dihydroxyluje za ziskani
slougeniny cis-diolu 2b. Tvorba acetalu mezi sloudeninou 2b
a aldehydem se mulze provest v pfitomnosti katalytického mnozstvi
kyseliny p-toluensulfonove. Bicyklicky prolinovy derivat 2¢ se prevede
na makrocyklicky ester 2d a potom na inhibitor HCV 2e postupem

znazornénym ve schématu 1.

Schéma 2
S HQ
- 0
PG-N R - H
O PG-N R >
2a 0
2b
Ph/\o/\(\ég>\ /\M/§\
n
p fo) RN Q
K L I 0
D _— H\j\ 3
N
PG—N OR NN R
o} O RS 0
2c .
2d
[T
R'—;/'\/O Q O
> Vs s
SROW:
N 1
o RS O R2



Pfiprava slougeniny vzorce 3f, kde R' R?, R® R, R anjsou jak

definovano vy$e, je popsana ve schématu 3. Pii zpracovani

- diethyletheratem fluoridu boritého se prevedou chranény 4-
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-hydroxyprolin 3a a alken 3b na prolinovy ether 3¢, u kterého se
provede stejny sled chemickych pfemén jako je zndazornéno ve
schématu 1, za poskytnuti makrocyklického esteru 3e a potom

pozadovaného konecného produktu 3f.

Schéma 3

Ptiprava slougeniny vzorce 4f, kde R', R?, R®, R, a n jsou jak
definovano vyse, je popsana ve schématu 4. Reakce mezi

aminoesterem 4a a Boc-chranénou aminokyselinou byla provadéna
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v pfitomnosti NMM, HOOBt, a EDCI.HCI. Po odstranéni skupiny Boc
ze slou€eniny 4b se dipeptid navdze na koncovou alkenkarboxylovou
kyselinu za poskytnuti slouceniny 4c. Dvojnd vazba byla potom
pfevedena na alkohol hydroboraci. Makrocyklizace fenolalkoholu se
provadi za Mitsunobuovych podminek pouzitim trifenylfosfinu a ADDP.
Po hydrolyze esteru 4e na kyselinu hydroxidem lithnym se kyselina

navaze na aminovy meziprodukt za ziskani slouceniny 4f.

Schéma 4
H HO
S =
H -
O N\i R
HCIHN oR [ T YW
o) 0 Re 0
4a 4b
H HH
_—
3
) ) >
rl_l\/ﬁ\ nH\/ﬁ\
N R N - OR
= N
o R o] O R O
4c v Ad
3 N
R R}YW
o] O RQ
de af

Priprava slouceniny vzorce 5h ve schématu 5, kde R, RZ R R
jsou definovany ve schématu 1, R* je alkyl, cykloalkyl, aryl, heteroaryl,
a heteroalkyl a R° je OR, NR?, nebo OH. Slou&enina 5b byla ziskana
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Wittigovou reakci slouéeniny 5a s terc-butylfosfonoacetatem a NaH.

Slougenina 5b byla pfevedena na slougeninu 5¢ pusobenim MCPBA.

Epoxid 5¢ byl potom otevien NaN; za poskytnuti slouceniny 5d, ktera

byla redukovana Pd/C/H, na amin a chranéna Cbz s pouzitim Cbz-Cl a

s EtsN za ziskani slou€eniny vzorce 5e. Slouc¢enina Se byla zbavena

ochranné skupiny pomoci TFA a dale zpracovana na 5f. Skupina Cbz

slouéeniny 5f byla hydrolyzovana a potom navazana na slouceninu

vzorce 1g s pouZitim EDCI, HOOBt, NMM za ziskani slougeniny 54.

Slouéenina typu 59 se oxiduje Dess-Martinovym ¢inidiem za vytvoreni

10 sloudenin vzorce 5h.

Schéma 5
j\ OOBu
R” TR? > =
15 5a R? 5b
R R®
NaerOOR
- OH >
5d

ol A
20 >
> CbzHN N 5
i G

OH o Rt
5f
Q.. " .
~== g R
H H
H\/‘\\L R” “R? H
0 0
25 " r 0 ?
o R

R OOR




Sloudenina vzorce 6m se syntetizuje jak je znazornéno ve
schématu 6, kde R’, R? R’ a n jsou definovany ve schématu 1 a R® je
alkyl, aryl, ester, karboxylova kyselina a karboxylamidy. Slou¢enina
typu 6b je syntetizovana ze slouceniny 6a Wittigovou olefinaci
s pouzitim PhsPCHsl a BulLi. Slougenina 6b se dale aminohydroxyluje
za ziskani slougeniny typu 6c, ktera byla zredukovana pouzitim Rh/C,
a H, za ziskani slouceniny typu 6d. Slougenina 6d byla oxidovana na
slougeninu typu 6e pouzitim RuCls; a HslOg. Sloucenina 6e byla
zpracovana na slougeninu 6i reakci se slougeninou 6h zbavenou
ochrannych skupin s pouzitim NMM, EDCI a HOOBL. Prodlouzeni
slougeniny 6i na 6j bylo znovu dosazeno reakci slougeniny 8i zbavené
ochrannych skupin a vhodné substituované fenyloctové kyseliny
pouzitim EDCI, HOOBt a NMM. Ziskana slouéenina 6k po hydrolyze
benzylové skupiny ve slouceniné 6j byla cyklizovana na 61 pouZitim
Mitsunobuovych podminek. Slougenina 61 byla potom zpracovana na

slougeniny typu 6m, jak je znazornéno ve schématu 1.

AN BOCHN\/\OH BocHN~_\ oH

7
/___
Y
é_\
Y
| 7, Ny
Y
e (O
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Slougeniny typu 7d se syntetizuji pomoci chemickych reakci
s vyuzitim ruthenia, kde substituenty R', R?, R%, R’ jsou definovany ve
schématu 1, a n = 0 az 3. Syntéza slouceniny vzorce 7b byla ziskana
ze slougeniny typu 7a pomoci reakce s EDCI, HOBt, Hinigovou bazi.
Zpracovani slouéeniny 7b pomoci Cs,CO3 a fotolytickym odstranénim
ruthenia umoznilo pfevedeni slouéeniny typu 7b na typ 7c, ktera byla

dale zpracovana na slouceniny 7d, jak je znazornéno ve schématu 1.

Schéma 7

HO PRs

R —
~5 )
> ";I{ OO0R
v~ O
n o R
7c 7d

Priprava slougeniny vzorce 8e, kde R' R? R’ jsou jak
definovano vyse, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR", SR, NR”R", kde R"a
R jsou alkylove skupiny), halogenovy substituent v poloze ortho,
meta, nebo para vzhledem k atomu kysliku; R znamena skupiny alkyl,
aryl, nebo alkylaryl; n je od nuly do péti; a x je (CH2)m, kde m je jedna
az pét, atom kysliku, NY, kde Y je atom vodiku, skupina alkyl, aryl, je
popsana ve schématu 8. Chranény cis-4-hydroxyprolinovy derivat 8a

se pfevede na brosylat (Bs = 4-brombenzensulfonyl) 8b, ktery
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reagoval s vhodnym merkaptoalkoholem v pfitomnosti hydridu
sodného za poskytnuti slouCeniny 8c. Konverze na makrocyklicky
ester 8d a potom na pozadovanou cilovou sloudeninu 8e byla

provedena jak je znazornéno ve schématu 1.

Schéma 8
H
B HO I8
R R = |
O
&a 8b 8c

A/)JL\QO (*/O—&Q

R

x;(n\)?\@(m x/ F}\_j\QTHYR’

;‘3 =
© R © o R e
8d 8e

Ptiprava sloueniny vzorce 9d, kde R’ R? R® jsou jak
definovano vy$e, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR", SR, NR”R', kde R"a
R’ jsou alkylové skupiny), halogenovy substituent v poloze ortho,
meta, nebo para vzhiedem k atomu kysliku; R znamena skupiny alkyl,
aryl, nebo alkylaryl; n je od nuly do péti; x je (CH2)m, kde m je jedna az
pét, atom kysliku, NY, kde Y je atom vodiku, skupina alkyl, aryl; a LG
je odstépitelna skupina (napf. OTs, Br), je popsana ve schématu 9.
Chranény 4-hydroxyprolinovy derivat 1a se pfevede na slouceninu 9a
pfes vytvofeni slouceniny 1d (ktera je popsana ve schématu 1).
Odstranéni benzyletheru néasledované konverzi na vhodnou

od&tépitelnou skupinu a uvolnéni N-ochranné skupiny poskytly
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sloueninu 9b. Konverze na makrocyklicky ester 9c byla provedena
plsobenim smési uhligitan sodny/jodid sodny v acetonu vroucim pod
zpétnym chladicem. Nasledné zpracovani na cilovou slouéeninu 8d

bylo provedeno jak je znazornéno ve schématu 1.

Schéma 9
HO Ph/w\g
o0
H — H —_—
PG1—<1((O PG1/N\:)J\N OR
0] =R3 0
la

o
D
w
o
o
1\
W
o

) n n
R._(N’_&e? | H'_(N/_/N\@
_— N_/ e 7 —_— N/ o 9 Now
N\:)]\@(OR N\:)LQN/NYR'
o = O o ® O R?

Sc _ 8d

Priprava slouCeniny vzorce 10e, kde R, R?, R® jsou jak
definovano vyse, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR”, SR, NR"R", kde R"a
R jsou alkylové skupiny), halogenovy substituent v poloze ortho,
meta, nebo para vzhledem k atomu kysliku; R znamena skupiny alkyl,
aryl, nebo alkylaryl; na q je jakakoli kombinace od nuly do péti; V je
atom kysliku, NY, kde Y je atom vodiku, skupiha alkyl, aryl; W je alkyl,
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aryl, alkylaryl, heteroaryl; PG' a PG? jsou vhodné ochranné skupiny
(PG" = t-boc, cbz a PG2 = H, Bn, atd.), je popsana ve schématu 10.

. * Chranény 4-hydroxyprolinovy derivat 1a se pfevede na slouéeninu 10b
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postupem popsanym ve schématu 1. Odstran&ni ochranné skupiny

(10c) a nésledné plsobeni ekvivalentu fosgenu poskytne
makrocyklicky ester 10d. Konverze na pozadovanou cilovou

slougeninu 10e byla provedena jak je znazornéno ve schématu 1.

Schéma 10
H
0 (o
H —_— PG~ H —_——
PG'—N PG™N
(@) o
1a 10a
N
(g o+ <F§\0Awn\@
vV ; —_— A\ 4 =
PG¥” H” »
ﬁ\& R \3\ R
pav Y N AN N
E{S O !iqa 0
10b 10¢
~
(kaq o/\(v)’n\? ([Vﬁ‘\o/\w”;g
. :
H H H 1
o} £3 0 o) ;’:}3 o R?
10d 10e

-_—

Pfiprava slougeniny vzorce 119, kde R' R% R® jsou jak
definovano vy$e, R znamena skupiny alkyl, aryl, nebo alkylaryl; X je
(CH2)m, (CH2)mO, (CH2)mNY, kde m je jedna aZ pét, a Y je atom

vodiku, skupina alkyl, aryl; A je atom vodiku nebo atom halogenu ve
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vhodné poloze; PG' je vhodna ochranna skupina (PG' = t-boc, cbz,
atd.), je popsana ve schématu 11. Chranény 4-aminoprolinovy derivat
11a se pfevede na slou¢eninu 11b plsobenim vhodného
benzensulfonylchloridu a baze. Odstranéni ochranné skupiny a reakce
s chranénym derivatem aminokyseliny poskytly slougeninu 11c. Ta
byla pfevedena na slouéeninu 11d pouZitim podobné strategie
odstranéni ochranné skupiny a reakce. Cyklizace katalyzovana
paladiem(0) poskytla sloudeninu 11e jako smeés isomert, ktera byla
hydrogenovana za poskytnuti makrocyklického esteru 11f. Nasledna
konverze na pozadovanou slou¢eninu 11g byla provedena jak je

znazornéno ve schématu 1.

Schéma 11

< T~ “H
R ———— > R T e
PG'N PG'-N av P, Y R
11a 11b 0 e 0
iic
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Pfiprava slouceniny vzorce 12d, kde R R?, R® jsou jak
definovano vy$e, R znamena skupiny alkyl, aryl, nebo alkylaryl; n je od
nuly do péti; X je (CH2)m kde m je jedna az pé&t, atom kysliku, NY, kde
Y je atom vodiku, skupina alkyl, aryl; A je atom vodiku nebo atom
halogenu ve vhodné poloze; a PG' a PG? jsou vhodné ochranné
skupiny (PG' = t-boc, cbz a PG2 = H, Bn atd.), je popséna ve
schématu 12. Chranény 4-aminoprolinovy derivat 11a se pfevede na
slouéeninu 11c postupem popsanym ve schématu 11. Konverze
slouéeniny 11¢c na makrocyklicky ester 12¢c a nasledné pievedeni na

pozadovanou slouceninu 12d byla provedena jak je znazornéno ve

schématu 1.
Schéma 12
Q0
HoN N
3 A\,’@’S\NH
— <
R — H >
PG'—N N CR
0 PG Y N
/3 QO
11a 11c

€ T3 iy o —
N (L Krﬁ\:i@\(m
O R O o R O
12a 12b
N\ O —/A OQ_/;)_@
B} A/)__/?\QC}!’ \ // N .,/\/OAN'S \ /
"T'/ : . V <
H H H
N\j\Q(OR N\j\(l(N R'
>k'or Fe " 0 X“{ £Y " o R
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Priprava meziproduktl

- Meziprodukt A
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Krok 1

OQN/\/\ —————e P
ji

K michanému roztoku 1-nitrobutanu (16,5 g, 0,16 mol) a
glyoxylové kyseliny v H,O (28,1 g, 0,305 mol) a MeOH (122 ml) pfi
teploté¢ 0 °C az 5°C, byl po kapkach pfidan triethylamin (93 ml,
0.667 mol) v prib&hu 2 hod. Roztok byl zahfat na teplotu laboratofe,
michan pfes noc a sakoncentrovan do sucha za poskytnuti oleje. Olej
byl potom rozpusten v H,O a okyselen na pH = 1 10% HCI, a potom
byla provedena extrakce EtOAc. Spojeny organicky roztok byl promyt
roztokem soli, suden nad NazSOs, sAiltrovan a zakoncentrovan do

sucha za poskytnuti produktu ii (28,1 g, 99% vytézek).

Krok 2

O2N OH HaN H

i iii

K michanému roztoku vychoziho materialu ii (240 g, 1,35 mol)
v kyseling octové (1,25 1) bylo pfidano 10% Pd/C (37 g). Ziskany
roztok byl hydrogenovan pfi tlaku 59 psi (407 kPa) po dobu 3 hod a
potom pfi tlaku 60 psi (414 kPa) pfes noc. Kyselina octova byla potom
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odpafena a ffikrat azeotropné destilovana s toluenem, potom
rozetfena s MeOH a etherem. Roztok byl potom zfiltrovan a dvakrat
azeotropné destilovan s toluenem za poskytnuti bélave pevné latky
(131 g, 0,891 mol, 66%).

Krok 3

H,oN H BocHN H

iii iv

K michanému roztoku aminokyseliny iii (2,0 g, 13,6 mmol)
v dioxanu (10 ml) a H20 (5 mi) pfi 0 °C, byl pfidéan 1N roztok NaOH
(4,3 ml, 14,0 mmol). Ziskany roztok byl michan po dobu 10 min, a
potom byl pfidan di-t-butyldikarbonat (0,110 g, 14,0 mmol) a smés byla
michana pfi 0 °C po dobu 15 min. Roztok byl potom zahrat na teplotu
laboratofe, michan po dobu 45 min a uloZen do chladiciho boxu pfes
noc a zakoncentrovan do sucha za poskytnuti surového materialu. K
roztoku tohoto surového materialu v EtOAcC (100 ml) a ledu byl pfidan
KHSO,4 (3,36 g) a H20 (32 ml) a smés byla michana 4 - 6 min.
Organicka vrstva byla potom oddélena a vodna vrstva byla dvkrat
extrahovana EtOAc a spojend organicka vrstva byla promyta vodou,
roztokem soli, sudena nad Na;SOy, Zfiltrovana a zakoncentrovana do

sucha za poskytnuti produktu jako ¢iré gumy (3,0 9, 89% vytézek).
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Krok 4

: H H @)
BocHN H BocHN ,f:l{ P
—_ O~ "Ph
0 0]
CHs CHsa
iv

K michanému roztoku vychoziho materialu (3,00 g, 12,0 mmol)
v DMF (15 ml) a CHzClz (15 ml) pfi -20 °C byl pfidan HOOBt (1,97 g,
12,0 mmol), N-methylmorfolin (4,0 mil, 36,0 mmol) a EDCI (2,79 g,
14,5 mmol) a smés byla michana po dobu 10 min, a potom byl pfidan
HCI.H,N-Gly-0OBn (2,56 g, 13,0 mmol). Ziskany roztok byl michan pfi
-20 °C po dobu 2 hod, potom byl ulozen do chiadiciho boxu pies noc a
sakoncentrovan do sucha a nasledné zfedén EtOAc (150 ml). EtOAc
roztok byl potom dvakrat promyt nasycenym NaHCOs, H20, 5% H3POu,
roztokem soli, susen nad NazSOu, sfiltrovan a zakoncentrovan do
sucha za poskytnuti produktu (4,5 g, 94%). LRMS m/z MH" = 395,1.

Krok 5
BocHN s ﬁ\j\ BocHN ’ H\/?L
o¢ o Ph — > OH
0 o)
CHgz CHs
v . vi

Roztok vychoziho materialu v (7,00 g, 17,8 mmol) v absolutnim
ethanolu (300 ml) byl michan pfi teploté laboratofe v atmosfére vodiku
v pfitomnosti Pd-C (300 mg, 10%). Postup reakce byl monitorovan
TLC. Po 2 hod byla smés zfiltrovana pres loze celitu a ziskany roztok

byl zakoncentrovan ve vakuu za poskytnuti produktu vi (540 g,
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kvantitativni vytézek). LRMS m/z MH* = 305,1.

Krok 6

OH fre
—
BocHN BocHN NCH,
0 o
vii viii

K roztoku dimethylaminhydrochloridu (1,61 g, 19,7 mmol), N-
Boc-fenylglycinu (4,50 g, 17.9 mmol), HOOBt (3,07 g, 18,8 mmol) a
EDC! (4,12 g, 21,5 mmol) v bezvodém DMF (200 ml) a CH2Cl2
(150 ml) pfi -20 °C byl pfidan NMM (5,90 ml, 53,7 mmol). Po michani
pfi této teplote po dobu 30 min, byla reakeni smés udrzovana
v mrazicim boxu pfes noc (18 hod). Potom byla ponechana ohfat na
laboratorni teplotu a byly pfidany EtOAc (450 ml), roztok soli (100 mi)
a 5% H3PO4 (100 ml). Po oddéleni vrstev byl organicky roztok promyt
5% HaPO4 (100 mi), nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného (2 x 150 ml), vodou (150 ml) a roztokem soli (150 ml), susen
(MgSO.), sfiltrovan a zakoncentrovan ve vakuu za ziskani surového
produktu viii (4,86 g) jako bile pevné latky, ktera byla pouZita bez

daldiho &isténi.

Krok 7

{

BocHN N\CH3 HCIH 2N \CH3

viii ix
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Dimethylamid N-Boc-fenylglycinu viii (4,70 g, surovy) byl
rozpuétén v 4N HCI (60 mi, 240 mmol) a ziskany roztok byl michan pfi
teploté laboratofe. Postup reakce byl monitorovan TLC. Po 4 hod byl
roztok zakoncentrovan ve vakuu za ziskani bilé pevné latky, ktera byla

s pouzita v dalsi reakci bez dalgiho ¢isténi. LRMS m/z MH" =179,0.

Krok 8

sosrmn_Lo S
206 OH  +
10 0]

CHa

15

20

vi

fris
N\
HCHH N CHa

0
ix

——>  BocHN ] }ﬁ\j\ EJHG
oc ﬁ “CHs
0 o}
CHa
X

Pozadovana slouéenina x byla pfipravena postupem popsanym
v kroku 4. LRMS m/z MH" = 465,1.

Krok 9

25

BocHN.

H

0
CHs

H
N

A,

H

0

PHs
N\CHa
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H Ha
HCIH2N “\/&N E\
H

0 O

CHs
A

Pozadovany meziprodukt A Dbyl pfipraven z tripeptidu X
zplUsobem popsanym v kroku 7. LRMS m/z MH™ = 365,1.

Meziprodukt B

H
; T,
>Ny Y T
+
o o HCI. HoN \‘<
, o}
Vi

Xi

Krok 1

o

— %T%U\Eﬁ

Pozadovany produkt xii byl ziskan zplisobem popsanym pro
meziprodukt A, krok 8 s pouzitim komercné dostupné slougeniny xi
jako reakéniho partnera. Surovy material mél dostatecnou gistotu pro
dalsi studie. Cast produktu byla Cisténa bleskovou chromatografii
s pouzitim smési 97/3 dichlormethan/MeOH. HRMS (FAB) Vypocteno
pro CasHaoN307: 494,2866 (M+H)". Nalezeno: 494,2863.
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, Krok 2
OH (0]
H H
o\“,N N\)LN @
5 >\/ 0 0 Ho 5 \\<
xii
Y
OH N 0]
HCI HoN N\/U\N o)
10 o) H o \‘<
B

Pozadovany produkt B byl ziskan zpUsobem popsanym pro

meziprodukt A, krok 7. Surovy material byl pouzit bez dalsiho gisténi.

15

Meziprodukt C

Krok 1

20 BocHN BocHN “CHz
0 O

vii xiii

Pozadovana sloudenina xiii byla prfipravena podobnym
zplisobem jako bylo popsano v kroku 6 pro meziprodukt A s tim

s rozdilem, ze byl pouZit methylamin namisto dimethylaminu.



Krok 2

2T

5 BocHN ~CHa HCIHZN 1 “CHs

Xiii Xiv

Pozadovana slouéenina xiv byla pfipravena ze sloudeniny xiii

zplisobem popsanym v kroku 7 pro meziprodukt A.

10

Krok 3
H H O
BocHN
o (N
N ' 0
15 HCIHoN “CHa
O CHs
xiv vi
H
BocHN Q\i Ne
- - H CH3
O O
20
CHs
XV

Pozadovana slougenina xv byla pfipravena postupem popsanym

v kroku 6 pro meziprodukt A, s tim rozdilem, e byl nahrazen amin Xiv

s za amin ix. LRMS m/z MH" = 451,1.
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Krok 4

) H\/ﬁ\ s _
BocHN N
f'}li N\CHS >
e} 0 ,
CHa

XV

H
HCIHN ﬂ\j\ R
lli]i " “CHs
) o)
CHs
c

Pozadovany meziprodukt C byl pfipraven zplsobem popsanym

v kroku 7 pro meziprodukt A. LRMS m/z MH* = 351,1. Byl pouZit bez

10

dal8iho cisténi.

15

Meziprodukt D

8! I

BocHN N O/\Ph - HCIHaN N O/\Ph
0 o)

20 CHs CHa

v D

Pozadovany meziprodukt D byl pfipraven ze slouceniny Vv

t bez

s zplsobem popsanym v kroku 7 pro meziprodukt A. Byl pouzi

dal$iho cisténi.
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Meziprodukt E

Krok 1

0 ¢ o)

K roztoku xvi (5 g) v dichlormethanu (20 ml) byla pfidana TFA

(20 ml) a smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 4 hod.

Byla pfidana dalsi gast TFA (10 ml) a smés byla ponechana stat dalsi

3 hod. Tékavé podily byly odpafeny a zbytek byl susen ve vakuu za

siskani kvantitativniho vytézku xvii. Tento material byl pouzit v dalSich

krocich (pozn.: vychozi material xvi byl ziskan podle podobného

protokolu jako bylo popsano pro B, s pouzitim nitropentanu jako

prekurzoru).

Krok 2

H £
TFA. HoN ﬁ\j\N H
0 H O
xvii _
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S S,

> Y
0 o 0
xviii

Pozadovana sloudenina xviii byla ziskana zpﬂsobem'popsanym
10 pro meziprodukt A, krok 3. Jako baze byl pouzit uhli€itan sodny

namisto NaOH. Surovy material xviii byl pouzit dale bez cisténi.

Krok 3

HH\/LOL%
15 N N H
YY)

)

ZT

xviii

Y
H
20 H H ]
I AR
Y NE(N\
0 0 H o
Xix

K chladnému (-20 °C) roztoku slougeniny xviii (4,8 g,
10,7 mmol) ve smési dichlormethan/DMF  (4/1, 25 ml) byl pridan
dimethylaminhydrochlorid (959 mg, 11,77 mmol), diisopropylethylamin

25
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(4,2 mi, 24,1 mmol) a BOP (6,14 g, 13,89 mmol). Smés byla
ponechana stat pfi -8 °C pfes noc. Reakéni smés byla zfedéna
dichlormethanem a promyta 10% roztokem kyseliny citronove,
nasycenym roztokem NaHCO; a roztokem soli. Organicka vrstva byla
susena (Nap;SOs) a zakoncentrovana. Zbytek byl &istén bleskovou
chromatografii na koloné s pouzitim smeési 97,5/2,5
dichlormethan/MeOH za ziskani 2,4 g slou€eniny xix (47% vytézek).
HRMS (FAB) Vypocteno pro C24H3gN4Osg: 479,2870 (M+H)". Nalezeno:
479,2862.

Krok 4
H 0
H H |
>ro\r(N N A N
o 0 Ho 5
Xix

o~ RV

Posadovany produkt E byl ziskan zplisobem popsanym pro

meziprodukt A, krok 7. Surovy material byl pouzit bez dalsiho cisténi.

Meziprodukt F

Krok 1



10

15

20

25

HO, HO,
ﬂ\ [p\cozH e O\cozcm
B X
XX xxi
K chladnému (0 °C) roztoku slougeniny xx (20,0 g, 86,5 mmol)
v benzenu (300 mi) a MeOH (50 ml) byl pfidavan trimethylsilyl-
-diazomethan (2M, 56 ml, 112 mmol) po kapkach, dokud roztok zUustal
zluty. Reakéni smes byla zakoncentrovana za ziskani 21 g xxi (99%
vytézek), ktera méla dostateénou &istotu pro daldi reakce. HRMS

(FAB) Vypo&teno pro Ci1H2oNOs: 246 1341 (M+H)". Nalezeno:
246,1347.

Krok 2

HO__' Msh
(N->\C02CH 3 T > CO,CH3
A A

K chladné (~5 °C) mechanicky michané smési trifenylfosfinu
(31,97 g, 121,89 mmol) a methansulfonové kyseliny (7,66 mi,
118,1 mmol) v toluenu byl pomalu pridan DEAD (26,47 g, 152 mmol)
pfi udrzovani reakeni smési pfi teploté nizsi nez 35 °C. Po ukonceni
pfidavani byla reakéni smés ochlazena na 20 °C a byl pfidan roztok
xxi (23,71 g, 96,8 mmol) v toluenu a potom byl pfidan triethylamin
(5,39 ml, 38,7 mmol). Smés byla zahfivana na 70 - 75 °C po dobu
6 hod a ochlazena na 5 - 10 °C v prib&hu 1 hod. Po odfiltrovani

pevného materialu byl filtrat promyt 5% roztokem KHz2PO. a roztokem
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soli. Organicka vrstva byla suSena (Na,SO4) a zakoncentrovana.
Bleskova chromatografie zbytku na koloné s pouzitim smési 95/5
dichlormethan/EtOAc poskytla 26 g xxii (83% vytézek). HRMS (FAB)
Vypoéteno pro Cq12H22NO7S: 324,1117 (M+H)". Nalezeno: 324,1115.

Krok 3

Ms%_L N3
N CO-CH3 —_— :N CO.CHg
S A oo

xxii xxiii

Mesylat xxii (26 g, 80,4 mmol) byl rozpuétén v DMF a tékavé
podily byly odpafeny ve vakuu. (Pozor: s timto procesem musi byt
odstranéna stopova mnozstvi dichlormethanu). Ke zbylému roztoku byl
pfidan azid sodny (5,75 g, 88,4 mmol) a smés byla zahfata na 70 °C
v pribéhu 5 hod. Reak&ni smés byla ochlazena, zfedéna EtOAc a
promyta nasycenym NaHCOs. Organicka vrstva byla susena (NazS04)
a zakoncentrovana za ziskani 18 g (83% vytézek) sloudeniny xxiii,

ktera méla dostateénou &istotu pro dal$i studie.

Krok 4

N; H ZN,,

Q\cozcm — Qcozcx—ig
Ao ke

XXiii E

Pozadovany produkt F byl ziskan zpUsobem popsanym pro

meziprodukt A, krok 5. Surovy material byl pouzit bez dalSiho cisténi.
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Priklad 1: Pfiprava sloucenin vzorcu 1A a 1B

O
NG,
0
1A
10
J—\\Q_
o/ o) 0 CHs
H H H i
NQLQYN\)\VUL% o,
o A O -\ 0
J ok
15 1B
Krok A
HO ©/\O/\/\O
>L j)\(lH/OH >L
20 0~ N
o}

1a

K roztoku Boc-Hyp-OH (7,0 g, 30,3 mmol) a benzyl-3-
-brompropyletheru (7,8 g, 34.0 mmol) v bezvodém DMF (400 ml) pfi
25 teploté laboratofe byl pfidan hydrid sodny (3,5 g, 60% disperze
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v mineralnim oleji, 87,5 mmol) a jodid sodny (0,5 g, 3,33 mmol) za

michani. Ziskana suspenze byla dikladné michana pii teploté

" . laboratofe pfes noc (18 hod). Reakce byla opatrné ukoncena pomalym
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pfidavanim vody (50 ml) a okyselenim 6N roztokem HCI (20 ml). Po
pridani ethylacetatu (800 ml), roztoku soli (150 ml) a dalsi vody (150
ml) byly vytvofené dvé vrstvy oddéleny a organicka vrstva byla
promyta 5% HiPOs (3 X 200 ml). Vrstva byla susena MgSOQOs,
sfiltrovana a zakoncentrovana ve vakuu za ziskani slougeniny 1b jako

oleje, ktery byl pouzit v kroku B bez dal§iho Cisténi.

Krok B

Yot — O T

1b ic

Kyselina 1b z kroku A byla rozpusténa v benzenu (25 ml) a
methanolu (28 ml). K tomuto roztoku byl pfi teploté laboratofe opatrné
pfidan roztok trimethylsilyldiazomethanu (27 ml, 2.0M v cyklohexanu).
Po michani pfi teploté laboratofe 1 hod byla smés zakoncentrovana ve
vakuu za ziskani methylesteru. Bleskova chromatografie (8 az 20 %
EtOAc-CH,Cl,) poskytla slouceninu 1c (5,15 g; 13,1 mmol, 43%, 2
kroky) jako olej.

Krok C

/\/\
©/\O/\/\9 @/\O Q
ji . O\,(OM
» L4 e
>I\o @(OMe HCIHN
0

O

ic 1d
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Boc-aminomethylester 1c (5,83 g, 14,8 mmol) byl rozpustén ve

" 4N HC! v dioxanu (80 ml, 320 mmol) a ziskany roztok byl michan pfi

10

15

20

25

teploté laboratofe. Postup reakce byl monitorovan TLC. Po 5 hod byl
roztok zakoncentrovan ve vakuu a zbytek byl udrZzovan ve vakuu pfes
noc za ziskani bilé pevné latky, kterd byla pouZzita pfi nasledujici

reakci bez dalsiho cisténi.

Krok D

©/\o/\/\o
NS
HCrHV Y i @ i

1d 1e

K roztoku aminesteru 1d (z kroku 1B), N-Boc-cyklohexylglycinu
(4,10 g, 14,9 mmol), HOOBt (2,60 g, 15,9 mmol) a EDCI (3,41 g,
17 8 mmol) v bezvodém DMF (150 ml) a CH,Cl, byl pfi -20 °C pfidan
NMM (6,50 ml, 59,1 mmol). Po michani pfi této teploté po dobu 30 min
byla reakéni smés udrzovana v mrazicim boxu pfes noc (18 hod).
Potom byla michana na vzduchu a ponechana ohfat na teplotu
laboratofe 1 hod. Byly pfidany EtOAc (450 ml), roztok soli (100 mi) a
5% HsPO, (100 ml). Oddéleny organicky roztok byl promyt 5% H3PO4
(100 ml), nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhlicitanu sodného
(2 x 150 ml), vodou (150 ml) a roztokem soli (150 ml), suSen siranem
hofednatym, Zzfiltrovan a zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova
chromatografie (10 aZz 20 % EtOAc-CH,Cl,) poskytla slouceninu 1e
(6,60 g, 84%, 2 kroky) jako bilou pevnou latku. 'H NMR (400 MHz, de-
DMSO) 5 7,36 - 7,25 (m, 5H), 6,87 (d, /= 8,9 Hz, 1H), 4,46 - 4,40 (m,
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2H), 4,25 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 4,11 (s, 1H), 4,05 - 4,04 (m, 1H), 4,03 -
3.94 (m, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,50 - 3,41 (m, 4H), 2,25 - 2,20 (m, 1H),
1.95 - 1,88 (m, 1H), 1,77 - 1,55 (m, 8H), 1,35 (s, 9H), 1,19 - 0,80 (m,
4H): '3C NMR (100 MHz, ds-DMSO) & 172,0, 170,7, 1556, 1388,
128.2, 127.4, 127,3, 78,0, 77,1, 71,9, 66,6, 65,1, 57,4, 56,3, 51,8,
345 29,6, 28,6, 28,2, 25,9, 25,6, 25,5.

Krok E

H\j\ : g HGIH N\j\(ln,DMe
12
>r0\n,N AN OMe < N
o 0

O O

ie 1f

Boc-aminomethylester 1e (6,53 g, 12,3 mmol) byl rozpustén ve
4N HCI (60 ml, 240 mmol) a ziskany roztok byl michan pfi teploté
laboratofe. Postup reakce byl monitorovan TLC. Po 4 hod byl roztok
sakoncentrovan ve vakuu a zbytek byl udrzovan ve vakuu pfes noc za
poskytnuti bilé pevné latky, ktera byla pouzita pfi nasledujici reakci
bez dalgiho ¢isténi. 'H NMR (400 MHz, dg-DMSO) 8 7,36 - 7,27 (m,
5H), 4,43 (s, 2H), 4,35 - 4,31 (m, 1H), 3,88 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 3,62
(s, 3H), 3,62 - 3,57 (m, 2H), 3,53 - 3,41 (m, 3H), 2,32 - 2,27 (m, 1H),
1,97 - 1,91 (m, 1H), 1,79 - 1,60 (m, 8H), 1,17 - 1,07 (m, 5H); 3¢ NMR
(100 MHz, de-DMSO) & 171,5, 167,4, 138,6, 133,3, 129,1, 128,8,
128.2, 127,4, 77,1, 71,9, 66,5, 65,3, 57,8, 54,9, 52,4, 52,0, 34,0, 29,6,
27.7. 27,0, 25,6, 25,5, 25,48, HRMS m/z 433,2702 [vypolteno pro
Co4H3sN20s, 433,2702].
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Krok F

Ty O

: SR~
——
HCI-HzN\j\@(OMe SJ\@(DW
| O o 0 : o

1f 1g

K roztoku aminu 1f (z kroku 1D), kyseliny 3-hydroxyfenyloctové
(1,90 g, 12,5 mmol), HOOBt (2,10 g, 12,9 mmol) a EDCI (2,85 g,
14,9 mmol) v bezvodém DMF (250 ml) a CH,Cl2 (100 ml) byl pfi -20 °C
pfidan NMM (4,20 ml, 38,2 mmol). Po michani pfi této teploté po dobu
30 min byla reak&ni smés udrZovana v mrazicim boxu pres noc (18
hod). Potom byla michana na vzduchu a ponechana ohfat na teplotu
laboratofe 1 hod. Byly pfidany EtOAc (500 ml), roztok soli (100 ml) a
5% H3PO,4 (100 ml). Oddéleny organicky roztok byl promyt 5% H3PO4
(100 ml), nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhligitanu sodného (2
x 150 ml), vodou (150 ml) a roztokem soli (150 ml), susen siranem
hofe¢natym, zfiltrovan a zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova
chromatografie (10 az 20% EtOAc-CHzCly) poskytla slouceninu 1g
(6,30 g, 11,1 mmol, 90 % (2 kroky)) jako bilou pevnou latku. 'H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) § 9,26 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,36 -
7,25 (m, 5H), 7,05 - 7,01 (m, 1H), 6,66 - 6,64 (m, 1H), 6,60 - 6,57 (m,
1H), 4,46 - 4,39 (m, 2H), 4,34 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 4,29 - 4,25 (m, 1H),
409 - 4,08 (m, 1H), 3,91 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 3,66 - 3,58 (m, 1H),
3,61 (s, 3H), 3,50 - 3,39 (m, 5H), 3,30 (d, J = 13,7 Hz, 1H), 2,24 - 2,18
(m, 1H), 1,95 - 1,89 (m, 1H), 1,74 - 1,57 (m, 8H), 1,18 - 0,89 (m, S5H);
3¢ NMR (100 MHz, ds-DMSO) & 172,0, 170,3, 170,0, 157,1, 138,6,
137.6, 128,9, 128,2, 127,4, 127,3, 119,6, 116,1, 113,2, 76,9, 71,8,
66.6, 65,2, 57,4, 54,7, 51,9, 51,8, 41,8, 34,4, 29,6, 28,5, 28,0, 25,5,
25.5: HRMS m/z 567,3073 [vypocteno pro C3zH42N207, 567,3070].
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Krok G

O O

1g 1h

K roztoku benzyletheru 1g (6,23 g, 11,0 mmol) v ethanolu
(200 ml) v atmosféfe dusiku pii teploté laboratofe bylo opatrné pfidano
10% Pd-C (1,5 g). Ziskana suspenze byla dtkladné michana pri
teploté laboratofe v atmosféfe vodiku 23 hod. Po opatrném Zzfiltrovani
byl roztok zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova chromatografie (2 az
5% MeOH-CH,Cl,) poskytla slou€eninu 1h (4,54 g, 9,52 mmol, 87 %)
jako bezbarvy olej. '"H NMR (400 MHz, dg-DMSOQ) & 9,26 (s, 1H), 8,22
(d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,06 - 7,02 (m, 1H), 6,66 - 6,58 (m, 3H), 4,42 -
4,40 (m, 1H), 4,35 - 4,31 (s, 1H), 427 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 4,10 - 4,09
(m, 1H), 3,92 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 3,64 (dd, J = 11,2, 4,3 Hz, 1H),
3,61 (s, 3H), 3,59 - 3,43 (m, 5H), 3,40 - 3,38 (m, 1H), 2,26 - 2,21 (m,
1H), 1,97 - 1,90 (m, 1H), 1,74 - 1,55 (m, 8H), 1,18 - 0,89 (m, 5H); e
NMR (100 MHz, ds-DMSO) 8 172,0, 170,3, 170,1, 157,1, 137,86, 129,0,
119.6, 116,0, 113,3, 76,9, 65,2, 57,6, 57,4, 54,8, 51,9, 51,8, 41,7,
34.4 326, 28,5, 28,0, 25,9, 2552, 2549; HRMS m/z 477,2606
[vypoéteno pro CasHasN207, 477,2601].

Krok H



5

15

20

25

_g-g.o— . .:o a:o '.o.o:oo

HS‘\}\:) o/—_\%
qa%@we - H\j\@'pm
0 O 0

1h 1i

Roztok fenolalkoholu 1h (4,50 g, 9,43 mmol) a ADDP (6,60 g,
26,2 mmol) v bezvodém CHzCls byl sklenénou fritou probublavan
argonem po dobu 20 min. K roztoku byl pfi 0 °C pfidan trifenylfosfin
(4,10 g, 16,3 mmol). Po michani pfi 0 °C po dobu 20 min byla pfidana
druha &ast trifenylfosfinu (3,40 g, 13,5 mmol). Roztok byl potom zahtat
na teplotu laboratofe a michan pies noc (24 hod) v atmosféfe dusiku,
dokud TLC neukazala uplné spotfebovani vychoziho materialu. Po
odstranéni rozpoudtédla ve vakuu byl zbytek gasteéné vydistén
bleskovou chromatografii (1 az 2% MeOH v CH,Cl,) za ziskani smési
makrocyklické slouceniny 1i a trifenylfosfinoxidu. TH NMR (400 MHz,
ds-DMSO) & 8,47 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 7.17 - 7,13 (m, 1H), 6,79 (s, 1H),
6,73 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 6,71 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 4,50 - 4,45 (m, 1H),
424 (dd, J = 10,3, 7,6 Hz, 1H), 4,17 - 4,06 (m, 4H), 3,68 (d, J = 15,1
Hz, 1H), 3,63 (s, 3H), 3,60 - 3,51 (m, 2H), 3,37 (d, J = 15,1 Hz, 1H),
3.35 - 3,27 (m, 1H), 2,51 - 2,43 (m, 1H), 1,85 - 1,47 (m, 9H), 1,22 -
1,12 (m, 3H), 0,97 - 0,88 (m, 2H); 3C NMR (100 MHz, de-DMSO) 3
172.0, 170,0, 169,8, 158,4, 138,1, 129.1, 121.8, 115,4, 112,2, 77,0,
64,9, 63,6, 57,0, 54,3, 53,4, 51,8, 41,3, 33,2, 289, 28,5, 28,2, 26,0,
25 2: HRMS m/z 459,2495 [vypocteno pro C,5H34N206, 459,2495].

Krok | r-\o /—Lo
T3 — ijmﬁ
0 O O

1i 1j
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Vodny roztok hydroxidu lithného (0,45 g v 30 ml H,0) byl pfidan

pfi teploté 0 °C k roztoku methylesteru 1i v THF (30 mi) a methanolu

(30 ml). Smés byla michana v ledové lazni a zahfata na teplotu
laboratofe a ponechana pfi této teplote 4 hod. Postup reakce byl
monitorovan TLC. Po odstranéni té€kavych podili ve vakuu, byly
pfidany EtOAc (150 ml) a voda (30 ml) a dvé vrstvy byly oddéleny.
Vodny roztok byl znovu extrahovan CH.Cl, (150 mi), potom byl
okyselen na pH = 1. Potom byla pfidana EtOAc (200 ml) a vodny
roztok byl nasycen pevnym chloridem sodnym. Po oddéleni vrstev byla
vodna vrstva extrahovana EtOAc (2 x 150 ml). Organické roztoky byla
spojeny, suSeny siranem hofe&natym, zfiltrovany a zakoncentrovany
ve vakuu za ziskani slouéeniny 1j (1,45 g, 3,26 mmol, 35 %, 2 kroky)
jako svétle Zluté pény. '"H NMR (400 MHz, dg-DMSO) & 12,32 (bs, 1H),
845 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 7,17 - 7,13 (m, 1H), 6,73 - 6,70 (m, 1H), 6,79
(s, 1H), 6,73 - 6,70 (m, 2H), 4,47 (t, J = 9,7 Hz, 1H), 4,17 - 4,00 (m,
5H), 3,68 (d, J = 15,1 Hz, 1H), 3,58 - 3,45 (m, 2H), 3,39 - 3,21 (m,
2H), 2,47 - 2,41 (dd, J = 13,4, 7.6 Hz, 1H), 1,85 - 1,56 (m, 9H), 1,19 -
1,11 (m, 3H), 0,93 - 0,87 (m, 2H); 3¢ NMR (100 MHz, ds-DMSO) 3
173.2, 170,2, 170,0, 158,4, 138,1, 1293, 122.0, 115,5, 112,2, 77,3,
65,1, 63,8, 57,3, 54,2, 53,7, 41,5, 33.6, 29,0, 28,6, 28,4, 26,1, 25,4,
HRMS m/z 445,2335 [vypocteno pro Co4H32N206, 445,2339).

Krok J

J_\Q
N\_J\@(OH +  HCIH,N R \/[L 7o
: N CHa
0O

O =
O

O
| CHg
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K roztoku kyseliny 1j (0,59 g, 1,33 mmol), aminu A (HzN-NVa-
-CH-(OH)-CO-Gly-Phg-NMe,, 0,55 g, 1,37 mmol), HOOBt (250 mg,
1,53 mmol) a EDCI (315 mg, 1,64 mmol) v bezvodém DMF (50 ml) a
CH,Cl, (50 mi) byl pfi -20 °C pfidan NMM (0,50 mi, 4,55 mmol). Po
michani pfi této teploté po dobu 30 min byla reakéni smés udrzovana
v mrazicim boxu 40 hod. Potom byly pfidany EtOAc (200 ml), roztok
soli (50 ml) a 5% H3PO4 (50 ml). Oddéleny organicky roztok byl promyt
postupné 5% HzPO4 (80 ml), nasycenym vodnym roztokem
hydrogenuhligitanu sodného (2 x 80 ml), vodou (80 ml) a roztokem soli
(80 ml), suden siranem hofeénatym, zfiltrovan a zakoncentrovan ve
vakuu. Bleskova chromatografie (4 az 7,5 % MeOH-CH,Cl,) poskytla
slougeninu 1k jako smés Ctyr diastereomerti (0,59 g, 0,75 mmol, 56%),
jako bilou pevnou latku. 'H NMR (400 MHz, ds-DMSO) & 8,54 - 8,35
(m, 2H), 7,95 - 6,98 (m, 8H), 6,79 - 6,77 (m, 1H), 6,72 - 6,70 (m, 2H),
506 - 5,73 (m, 2H), 4,53 - 4,45 (m, 1H), 4,35 - 3,61 (m, 11 H), 3,54 -
3,41 (m, 1H), 3,40 - 3,22 (m, 1H), 2,93 - 2,92 (m, 3H), 2,84 (s, 3H),
2 42 - 2,17 (m, 1H), 1,87 - 1,55 (m, 10H), 1,49 - 1,06 (m, 7H), 0,98 -
0,75 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, de-DMSO) 8 172,1, 1719, 171,8,
170,8, 170,7, 170,4, 170,4, 170,3, 170,0, 169.8, 169,7, 169,6, 169,2,
1692, 167,9, 167,8. 167,8, 158,4, 158,3, 1382, 138,15, 138,11,
138,07, 137,6, 137,50, 137,48, 129,1, 128,35, 1283, 127,8, 127,7,
121,7, 121,6, 15,4, 115,3, 112,09, 112,07, 112.0, 111,9, 76,9, 76,8,
73,3, 72,1, 71,9, 64,9, 64,8, 63,2, 58,7, 58,5, 57.9, 57,8, 54,6, 54,5,
54 48, 53,8, 53,78, 53,7, 53,66, 53,0, 52,9, 51.0, 50,8, 50,7, 41,6,
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41,5 414, 41,3, 36,6, 35,3, 33,9, 33,86, 33,5, 32,9, 32,1, 29,9, 29,0,
28.9. 28,5, 28,4, 28,3, 26,0, 25,9, 25,3, 25,25, 25,2, 18,6, 18,56, 18,5,
13,8, 13,7; HRMS m/z 7914339 [vypocteno pro C42H58NgOg,
791,4344, chyba = 1 ppm].
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Ke smési hydroxyamidu 1k (0,57 g, 0,72 mmol) a Des-Martinova

ginidia (0,76 g, 1,8 mmol) pfi 0 °C byl pfidan bezvody CH2Cl,. Ziskana

s  bila suspenze byla dikladné michana pfi 0 °C a zahfata na teplotu
laboratofe spolu s ledovou lazni v prib&hu 4 hod. Byl pfidan nasyceny

vodny roztok hydrogenuhliCitanu sodného a hydrogensifiitanu
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sodného (vzdy 50 ml) a smés byla dtkladng& michana po dobu 10 min

pfed oddélenim vrstev. Vodny roztok byl extrahovan (2 x 150 ml).

" Spojeny organicky roztok byl su$en siranem hofecnatym, zfiltrovan a

zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova chromatografie (2 az 4 % MeOH-
CH,Cl,) poskytla slouCeninu dvou diastereomertt 1A (250 mg, 0,32
mmol) a 1B (217 mg, 0,28 mmol, 82% kombinovany vytéZek) jako

bilou pevnou latku.

Ptiklad 2: Priprava slouéeniny 2

0 z
H H Q 0
N H
o N S T
CHy
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Pozadovana sloucenina 2a byla pfipravena zpusobem

popsanym v pfikladu 1, krok J, s tim rozdilem, Zze byl nahrazen amin B

" za amin A. Hydroxyamid byl ziskan jako smés nerozdélitelnych

diastereomert ve formé bilé pevné latky v 60% vytezku.

e
Taebpopife —

Krok B

/—\?
0 A 0 o ﬁ S \’4
O CHa

2
Pozadovany ketoamid byl pfipraven Zz hydroxyamidu 2a

zplisobem popsanym Vv prikladu 1, krok K. Produkt byl ziskan jako
smés nerozdélitelnych diastereomer(i ve formé bilé pevné latky v 78%
vytézku. 'H NMR (400 MHz, ds-DMSO) 5 8,69 - 8,57 (m, 1H), 8,45 -
8,36 (m, 1H), 7,95 - 7,72 (m, 1H), 7,64 - 7,53 (m, 1H), 7,41 - 7,31 (m,
5H), 7,16 - 6,97 (m, 1H), 6,79 - 6,70 (m, 3H), 597 - 5,75 (m, 1H), 5,31
- 527 (m, 1H), 4,52 - 4,44 (m, 1H), 4,35 - 361 (m, 11H), 3,54 - 3,41
(m, 1H), 3,39 - 3,21 (m, 1H), 2,42 - 2,16 (m, 1H), 1,85 - 1,54 (m, 9H),
1.49 - 1,05 (m, 16H), 0,95 - 0,70 (m, SH); 13C NMR (100 MHz, de-
DMSO) & 172,3, 172,2, 172,0, 171.9, 170,9, 170,7, 170,5, 1705,
170.4, 170,1, 169,9, 169,7, 169,5, 168,6, 168,5, 158,5, 158,4, 138.2,
1382, 138,1, 136,7, 132,1, 131,6, 131,5, 129.2, 129,1, 128,8, 128,7,
1281, 127,7, 127,6, 127,6, 127,5, 127 .4, 127.4, 121,7, 116,4, 115,4,
115.4, 13,3, 112,1, 112,1, 112,0, 81,3, 77,0, 76.9, 76,9, 73,4, 72,3,
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72.0, 64,9, 64,8, 63,3, 58,8, 56,9, 56,8, 54,7, 54,6, 54,6, 53,9, 53,9,
53,8, 51,1, 50,8, 41,6, 41,4, 41,3, 34,0, 33,9, 29,1, 29,0, 28,6, 28,5,
28.4, 28,4, 28,3, 27,5, 26,0, 26,0, 25,4, 25.3, 25,2, 18,7, 18,6, 18,5,
13.9, 13,8; HRMS m/z  820,4493 [vypodteno pro CasHes NsO1o,
820,4497].

P¥iklad 3: Priprava sloueniny vzorce 3 uvedené nize

M,
gyt

3

s
Q:é@mf*i%%

2

/_\9
S

3

Krok A:

Roztok t-butylesteru 2 (26 mg, 0,032 mmol) v kyseliné
trifluoroctové (2 ml) a CH,Clz (2 ml) byl michan pfi teploté laboratofe 3
hod. Po odstranéni tékavych podill ve vakuu byl zbytek rozpustén

v 50% MeOH-CH,Cl; a zakoncentrovan do sucha ve vakuu za ziskani
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b&lavé pevné latky (24 mg, 0,032 mmol, kvant.). "H NMR (400 MHz,
de-DMSO) 5 8,73 - 8,65 (m, 2H), 8,40 (dd, J=19,5, 2,6 Hz, 1H), 8,24 -

- 8,05 (1 H), 7,64 - 7,55 (m, 1H), 7,41 - 7,32 (m, 5H), 7,15 (t, J = 7,8 Hz,

1H), 6,80 - 6,71 (m, 3H), 5,35 (dd, J = 7,5, 1,9 Hz, 1H), 5,04 - 4,96 (m,
1H), 4,48 - 4,43 (m, 1H), 4,37 - 4,22 (m, 1H), 4,16 - 3,27 (m, 11H),
235 - 2,31 (m, 1H), 1,84 - 0,70 (m, 21H); 3C NMR (100 MHz, de-
DMSO) & 196,7, 171,7, 171,4, 171,3, 170,0, 169,7. 167,5, 1610,
160,7, 158,5, 158,5, 158,4, 138,2, 138,2, 137,1, 137,0, 1321, 1321,
131.6, 131,5, 131,5, 129,2, 128,8, 128,7, 128,7, 128,6, 128,0, 127.7,
127.5, 127.5, 121,8, 115,4, 112,2, 76,9, 76,8, 65,0, 64,9, 63,4, 63,3,
58.2 5 7.4, 56,3, 56,2, 56,2, 54,6, 54,5, 53,8, 53,4, 53,2, 41,5, 41.5,
41,4, 40,2, 33,9, 33,7, 31,9, 31,7, 29,2, 29,0, 28,6, 28,3, 26,1, 253,
18,7, 18,6, 13,5, HRMS m/z 762,3705 [vypocteno pro Ca4oHs1NsO10,
762,3714].

Prikiad 4: Pfiprava slougenin vzorcl 4A a 4B




Krok A

Pozadovany produkt 4a byl ziskan zplisobem popsanym pro
piiklad 1, krok A. Surovy material byl pfeveden do dalSiho kroku

v surovém stavu.

10

15
4a 4b

Pozadovany produkt 4b byl ziskan zpUsobem popsanym pro
priklad 1, krok B. Material byl gistén bleskovou chromatografii na
koloné s pouzitim smési 80/20 aZz 75/25 hexany/ethylacetat za ziskani

20 4b v 50% vyt&zku jako bezbarvy olej.

Krok C

N~ COoCH3
25 7LO —_—
O

4b , 4c
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Posadovana sloutenina 4c¢ byla pfipravena podle protokolu
popsaného pro piiklad 1, krok C. Material byl pfeveden do dal$iho

kroku v surovém stavu.

O/\O/\/\/O—,
©/\ O/\/\/Q.& . H\E;E\cozcz-ls
N
> ﬁ/o\g/ I @)

HHCI
) S

4d

Pozadovany produkt 4d byl ziskan zplisobem popsanym
v pfikladu 1, krok D. Material po zpracovani mél dostatecnou Cistotu
pro prevedeni do dalSiho kroku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C3oH47N2O7: 547,3383 (M+H)". Nalezeno: 547,3372.

ad . de

Pozadovany produkt 4e byl ziskan zpusobem popsanym
v ptikladu 1, krok E. Surovy material byl pfeveden do dalsiho kroku

v surovém stavu.
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Krok F
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HCL. H2N

Pozadovany produkt

4e

4f byl

ziskan zplsobem popsanym

v piikladu 1, krok F. Material byl gistén bleskovou chromatografii na

kolon& s pouzitim smési 80/20 az 60/40 dichlormethan/ethylacetat, za
ziskani 4f v 85% vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro C33H4asN207:

581,3227 (M+H)"

Pozadovany produkt

4g byl

. Nalezeno: 581,3222.

H O/\/\/O/_

WO

ziskan zplsobem popsanym

v piikladu 1, krok G. Surovy material byl pteveden do dailsiho kroku
v surovém stavu. HRMS (FAB) Vypocteno pro CosHagN2O7: 491,2757

(M+H)*. Nalezeno: 491,2761.
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Krok H

Pozadovany produkt 4h byl ziskdn zpUsobem popsanym
v prikladu 1, krok H. Gisténi chromatografii na koloné& s pouZitim smési
09/1 dichlormethan/methanol poskytlo sloudeninu 4h spole¢né

s trifenylfosfinoxidem. Tato smés byla pfevedena do dal$iho kroku.

S ®
Z_>\C02CH3 > QCOZ”
0 O | O

4
4h

Krok |

Pozadovany produkt byl ziskdn zpUsobem popsanym
v pfikladu 1, krok |. VytéZzek 4i (2 kroky) = 24 %. 'H NMR (DMSO-de) 3
0,90 - 0,95 (m, 2H), 1,10 - 1,16 (m, 3H), 1,51 - 1,79 (m, 11H), 2,43
(dd, 1H), 3,29 - 3,32 m, 2H), 3,50 - 3,54 (m, 1H), 3,62 - 3,68 (m, 2H),
301 - 3,99 (m, 3H), 4,04 - 4,08 (m, 2H), 4,46 (t, 1H), 6,67 - 6,72 (m,
3H), 7,13 (zdéanl. t, 1H), 8,36 (d, 1H), 12,40 (br. s, 1H): "*C NMR
(DMSO-ds) & 25,26, 25,31, 25,97, 26,62, 28,42, 33,28, 39,75, 41,49,
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53,50, 54,28, 57,45, 67,57, 67,98, 77,25, 111,07, 115,23, 121,48,
129,11, 137,99, 158,33, 170,07, 172,92; HRMS (FAB) Vypocteno pro
C25H35N2062 459,2495 (M"'H)+ Nalezeno: 459,2494

Krok J

Sﬁc - ;w Jﬂ%

O
Q. ,
O .
> OH 0 CHa
H H |
0 Ho o

Oé&ekavany produkt 4j byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro pfiklad 1, krok J. Material po zpracovani mé! dostatecnou Cistotu
pro pfevedeni do dalSiho kroku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
CasHg1NsOs: 805,4500 (M+H)". Nalezeno: 805,4492.

Krok K

OH , O CHa

/ H H ]
" N N \ < —_—
H : H Ha
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Pozadované produkty 4A a 4B byly ziskany protokolem oxidace
popsanym vyse pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou chromatografii
na koloné s pouzitim smési 100/0 az 99/1 dichlormethan/methanol
poskytlo oddélené isomery 4A a 4B, a smés. Kombinovany vytézek =
34% (2 kroky). HRMS (FAB) Vypocteno pro Ca3HsoNeOg: 803,4344
(M+H)". Nalezeno: 803,4339 (4A), 803,4347 (4B).

Priklad 5: Priprava slouc¢eniny §
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5a

Oé&ekavany produkt 5a byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse

pro piiklad 2, krok A. Material po zpracovani mél dostatecnou Cistotu

pro prevedeni

do dalsiho kroku. HRMS (FAB) Vypocteno pro

C45H64N501oZ 834,4653 (M+H)+. Nalezeno: 834,4648.

H
H —_—
N
H H
N\/l\\o o O 0
5a

Krok B



Pozadovany produkt 5 byl ziskan protokolem oxidace popsanym
vyée pro pfikiad 1, krok K. Cisténi bleskovou chromatografii na koloné
s pouzitim smési 99/1 dichlormethan/methanol poskytlo slou€eninu 5
jako smés diastereomert v 31% vytézku (2 kroky). HRMS (FAB)
10 Vypocteno pro CasHg2NsO1o: 832,4487 (M+H)". Nalezeno: 832,4497.

P¥iklad 6: Pfiprava slouceniny 6

4
15 / ) H “\i%H
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Oégekavany produkt 6 byl syntetizovén jak bylo uvedeno vyse pro
priklad 3, krok A v kvantitativnim vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C41Hs4N5010: 776,3871 (M'*‘H)+ Nalezeno: 776,3865.

Priklad 7: Pfiprava sloucenin 7A a 7B

O\/\O
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H H 9 0 CH
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Pozadovana slouenina 7a byla pfipravena z 1c zplsobem

popsanym v pfikladu 1, krok A. Surovy produkt byl pouzit v kroku B

bez dalsiho ¢isténi.

5 Krok B

©\/o\/\9 @\/O\/\?
S AL o S AL one

O
7b

10

Pozadovana sloudenina 7b byla pfipravena z 7a zpUsobem

popsanym v pfikladu 1, krok B.

15  Krok C

©\/o\/\9 @\/O\/\Q
>l\oj\<>\‘(0 Ms HCl'Hgln/DMe

]

7b 7c

20

Pozadovana sloudenina 7c¢ byla pfipravena z 7b zplsobem

popsanym v pfikladu 1, krok C. Produkt byl pouZit v kroku D bez
dalSiho gisteéni.

25
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Krok D

7c

Pozadovana slouenina 7d byla pfipravena ze slougeniny 7c

zplisobem popsanym v pfikladu 1, krok D.

Krok E

P —
o AT s I o
o -~ 0 z o)

O

7d

©\”\/\9
O

Te

Pozadovana slouéenina 7e byla pfipravena ze slouceniny 7d

zplisobem popsanym v pfikiadu 1, krok E. Produkt byl pouzit v kroku F

bez dal$iho Cisténi.

Krok F

SN

H
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7f



Pozadovana sloudenina 7f byla pfipravena ze slouceniny 7e

* zpUsobem popsanym v pfikiadu 1, krok F.
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Krok G

Pozadovana slouéenina 7g byla pfipravena ze slouceniny 7f

zplisobem popsanym v pfikladu 1, krok F.

Krok H

N

Roztok fenolalkoholu 7¢g (830 mg, 1,79 mmol) a ADDP (1,36 g,
5 39 mmol) v bezvodém CH,Cl; (200 ml) byl probublavan sklenénou
fritou argonem po dobu 20 min. K roztoku byl pfi 0 °C pfidan
trifenylfosfin (1,41 g, 5,38 mmol). Po michani pfi 0 °C po dobu 20 min
byl roztok zahfat na teplotu laboratofe a michan pres noc (20 hod)
v atmosféfe dusiku. Po odstranéni rozpoustédla ve vakuu byl zbytek

gistén bleskovou chromatografii (1 az 3 % MeOH v CH2Cl3) za ziskani
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smési pozadovaného produktu 7h a trifenylfosfinoxidu, ktery byl pouzit

v kroku | bez dal$iho Cisténi.

Krok |

@

7h

Y

\/\(3
YIS

N Q\yro“
o) := - 0
7i

10 Poradovana slouéenina 7i byla pfipravena ze slou¢eniny 7h

v 36% vytézku (2 kroky) zplisobem popsanym v pfikladu 1, krok 1.

Krok J
_\

H H H H3
N H + HCIHoN \j\ i;l\
15 y Q\(O 2 N {j CHs
o) O
CH3

o@ 0
7i

WO

A

¢
20 R : \j\ (7 . H . \/?L ﬁt’s
o J 0 s o0
O CHs

7
Pozadovana sloucenina 7j byla pfipravena ze slouéeniny 7i a A

25 v 56% vytézku zplisobem popsanym v prikladu 1, krok J.
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Pozadované slougeniny 7A a 7B byly pfipraveny ze slouéeniny

7j zplsobem popsanym v pfikladu 1, krok K.

P¥iklad 8: Pfiprava slouceniny vzorce 8

qu{* T

8



Krok A
O\/\O
o / OH 0
H H
N H +  HCIHoN
0 = 0 o H 4
O CHg
5
7i B
o/ OH ?
H H O
o = o] o) H \F
O
10 8a

Posadovana sloudenina 8a byla pfipravena zplsobem
popsanym v pfikladu 1, krok J, s tim rozdilem, ze bylo pouzito aminu B
namisto aminu A. Produkt byl ziskan jako smés nerozdélitelnych

diastereomerl ve formé bilé pevné'létky v 57% vytéZku.

15

Krok B

Cedbp s

8a

Q:g&ffri%%

8

20

25
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Pozadovana slou&enina 8 byla pfipravena v 72% vytézku z 8a

zplisobem popsanym Vv pfikladu 1, krok K.

s Piiklad 9: Pfiprava sloueniny vzorce 9

10 9
Krok A
0 8O s o :
15 Y N N j< , -
o = O o) H o0
O CHa
8

20

St

9

Poradovana slouenina 9 byla pfipravena Vv kvantitativnim

vytéZeku ze slouceniny 8 zplisobem popsanym v piikladu 3, krok A.

25
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Krok A

10A

K
) B_QSRCXC
o}
Z:1>\COQCH3 > N’ “COzCH3
7LO/KO 7‘\0*0
10a 10b

K roztoku 10a pfi 0 °C (10 g, 41 mmol) v dichlormethanu (60 ml)
byl pomalu pfidan triethylamin (28,68 ml, 204 mmol). Potom byly
a DMAP

(nékolik krystall) a teplota byla udrzovéna pfi 0 °C po dobu 30 min.

pridany 4-brombenzensulfonylchlorid (20,91 g, 82 mmol)

Reaké&ni smés byla potom ponechana v mrazicim boxu (-5 °C) pfes
noc, nasledovalo pomalé zahfati na laboratorni teplotu v pribéhu 2
hod. V té dob& ukazala analyza TLC Upiné spotfebovani vychoziho
materialu. Reak&ni smés byla zfedéna dichlormethanem, promyta
nasycenym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného, a 10% vodnym
roztokem kyseliny citronové. Organicka vrstva byla su$ena (Na,S04) a
sakoncentrovana. Surovy material byl ¢istén bleskovou chromatografii

na koloné s pouzitim smési 100/0 az 95/5 dichlormethan/ethylacetat,



za ziskani 18,4 g (97% vytézek) brosylatu 10b jako bilé pevné latky;
'H NMR (smés rotameri, CDCl3) & 1,41 a 1,45 (2s, 9H), 2,40 - 2,50

. (m, 2H), 3,59 - 3,69 (m, 5H), 4,33 - 4,37 a 4,46 (2dd, 1H), 5,11 (m,
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1H), 7,72 - 7,74 (m, 4H); "°C NMR (smés rotamer(;, CDCl3) 3 28,18,
28,27, 36,01, 36,98, 51,59, 52,03, 52,20, 52,35, 56,95, 57,22, 57,28,
78,35, 79,53, 80,66, 129,10, 129,26, 132,66, 135,66, 135,81, 153,25,
153,64, 171,45, 171,78, HRMS (FAB) Vypoéteno pro C17H23NO7SBr:
4640379 (M+H)". Nalezeno: 464,0375.

Krok B

B*@'%?h HOS A~ S,
N COQCH 3 > N COch 3
ok ok

10b 10c

K suspenzi hydridu sodného (60% disperze v mineralnim oleji,
187 mg, 4,68 mmol) v DMF pii 0 °C byl pfidan 3-merkaptopropanol
(0,42 ml, 4,85 mmol) v atmosféfe argonu. Smés byla michana po dobu
30 min za udrovani teploty. Pomalu byl pfidan roztok brosylatu 10b
(1,5 g, 3,23 mmol) v DMF (celkovy objem = 10 ml) a smés byla zahfata
na teplotu laboratofe v pribéhu 2 hod. Reakce byla ukon&ena vlitim do
chladného 10% roztoku kyseliny citronove. Vodna vrstva byla
extrahovana ethylacetatem, organicka vrstva byla susena (Na;S0O4) a
zakoncentrovana. Surovy material byl ¢istén bleskovou chromatografii
na koloné s pouzitim smési 85/15 dichlormethan/ethylacetat za ziskani
800 mg (78% vytézek) sulfidu 10c jako oleje; '"H NMR (smés rotamerd,
CDCls) 5 1,41 a 1,47 (2s, 9H), 1,83 - 1,89 (m, 2H), 2,13 - 2,34 (m, 2H),
2 69 (t, 2H), 3,23 - 3,49 (m, 2H), 3,73 - 3,78 (m, 5H), 3,86 - 3,95 (m,
1H), 4,33 - 4,37 a 4,42 - 4,46 (2dd, 1H); 3¢ NMR (smés rotamerd,
cDCls) & 28,21, 28,30, 32,15, 32,23, 36,65, 37.27, 40,45, 40,89,
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52 16, 52,35, 52,50, 52,84, 58,32, 58,55, 61,22, 61,41, 80,35, 153,49,
153.99, 173,05, 173,23; HRMS (FAB) Vypogteno pro CieHzsNOsS:

.- 320,1532 (M+H)". Nalezeno: 320,1528.
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10c 10d

Pozadovana slouéenina 10d byla pfipravena podie protokolu
popsaného pro pfiklad 1, krok C. Reakce probé&hla pfi 0 °C, 1 hod.

Material byl pfeveden do dal§iho kroku v surovém stavu.

HONL ™

HO. S [N
~N N ~CO2CH3

R
N
e 2/01]), HE
e
10e

Pozadovand slouenina 10e byla pfipravena zpusobem

Q
O
3
Q
pu ot
@
Y

popsanym pro piiklad 1, krok D. Reakce byla provadéna pfi -8 °C
2 dny. Po zpracovani mél produkt 10e dostateCnou gistotu pfi analyze
TLC a byl ziskan v 80% vytézku; HRMS (FAB) Vypocteno pro
CoHagN206S: 459,2529 (M+H)". Nalezeno: 459,2523.
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10e o 10f

Pozadovana slouenina 10f byla pfipravena podle protokolu
popsaného pro pfiklad 1. krok E. Material byl pfeveden do dalsiho

10 kroku v surovém stavu.

Krok F
HO\/\/S:_ HO\/\/S,_
N 0O-CH3 Y N OoCH3
15 HCIL HoN 0 HO N\,/KO
SACRP

10f 10g

Pozadovana sloudenina 10g byla pfipravena zpUsobem

20 popsanym pro pfiklad 1, krok F. Surovy produkt byl &istén bleskovou
chromatografii na koloné S pouzitim smési 98/2
dichlormethan/methanol za ziskani 10g ve 40% vytézku jako bilé
pevné latky; 'H NMR (smés rotamerd, CDCls) 3 0,90 - 1,26 (m), 1,66 -
1,88 (m), 2,22 - 2,31 (m, 2H), 2,73 (t, 2H), 3,47 (s), 3.5 - 3,55 (M),

25 3.65-3,75(m), 3,88 - 3,94 (dd, 1H), 4,07 - 4,12 (dd, 1H), 4,53 (t, 1H),
462 (t, 1H), 6,73 - 6,80 (m, 4H), 7,17 (t, 1H); 3C NMR (smés
rotamert, CDCly) & 25,80, 25,89, 26,14, 27,71, 28,55, 29,22, 31,88,
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35,46, 40,58, 42,44, 43,16, 52,32, 52,90, 55 49, 58,46, 60,30, 114,59,
116,27, 121,01, 130,02, 135,90, 156,73, 171,25, 171,87, 171,96;

. HRMS (FAB) Vypolteno pro CasHasN,OeS: 493,2372 (M+H)*.
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Nalezeno: 493,2364.

Krok G

HO\/\/Sz.' (\‘S_
H :N CO2CH3 [‘ \
HO. N\/g > H N~ “CO2CH3
m L I N\{ko

@

10g 10h

Pozadovana slouéenina 10h byla pfipravena by podle protokolu
popsaného pro pfikiad 1, krok G. Surovy produkt byl suspendovan ve
smési 80/20 ethylacetat/hexan a pevny material byl odfiltrovan. Filtrat
byl zakoncentrovan a cistén bleskovou chromatografii na koloné
s pouzitim smési 80/20 hexan/aceton za ziskani 22 % 10h jako pevne
latky. "H NMR (CDCl3) 3 0,98 - 1,30 (m), 1,64 - 1,90 (m), 2,06 - 2,14
(m, 1H), 2,16 - 2,21 (dd, 2H), 2,62 - 2,70 (m, 2H), 3,38 - 3,46 (m, 2H),
3.60 - 3,66 (m, 3H), 3,71 (s, 3H), 3,88 - 3,94 (dd, 1H), 4,07 - 4,15 (m,
1H), 4,22 - 4,29 (m, 1H), 4,48 (t, 1H), 4,60 (t, 1H), 5,97 (br t, 1H), 6,76
- 6,81 (m, 2H), 6,99 (br s, 1H), 7,20 (dd, 1H); HRMS (FAB) Vypocteno
pro CasH3sN,OsS: 475,2267 (M+H)". Nalezeno: 475,2260.

Krok H
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Dal§i meziprodukt 10i byl syntetizovan jak je popsano pro
pfiklad 1, krok H, v kvantitativnim vytézku, jako bila pevna latka; 'H
NMR (DMSO-ds) & 0,88 - 0,96 (m, 2H), 1,10 - 1,14 (m, 3H), 1,59 - 1,76
(m, 7H), 1,88 - 1,94 (m, 1H), 2,09 (zdanl. t, 1H), 2,61 (dd, 1H), 3,32
(zdanl. d, 1H), 3,40 - 3,45 (m, 2H), 3,61 (zdanl. d, 1H), 3,83 (g, 1H),
4,13 (zdanl. t, 1H), 4,19 (t, J = 7,32 Hz, 1H), 4,40 (t, J = 9,52 Hz, 1H),
6,76 - 6,79 (m, 2H), 6,89 (s, 1H), 7,16 (zdanl. t, 1H), 8,39 (d, 1H), 12,5
(br. s, 1H); °C NMR (DMSO-ds) 5 25,33, 25,41, 26,01, 26,44, 28,09,
28 62, 29,24, 34,90, 39,50, 41,40, 42,30, 53,18, 54,44, 58,06, 66,94,
114,88, 115,25, 122,28, 129,20, 137,84, 157,90, 169,25, 170,29,
172.59; HRMS (FAB) Vypoc¢teno pro CzsHasN2OsS: 461,2110 (M+H)".
Nalezeno: 461,2104.
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Pozadovana sloucenina 10j byla pfipravena jak bylo popsano
dfive pro piiklad 1, krok |, v kvantitativnim vytézku, jako bledézluta
pevna latka. Material ziskany po zpracovani mél dostatednou Cistotu
zjiténou TLC pro dalsi zpracovani; HRMS (FAB) Vypocéteno pro
CasHsgNsOsS: 807,4115 (M+H)". Nalezeno: 807,4103.

M

O 8§
Krok J . OH

H H
[)Y N\/U\N A,\

. N N
H e ————

@)
O 10§

Q
] ] ]
H H ,
N
U\( N\/u\ﬁ I
O

H N
O O
: 10A

M

P8

. O
+ n V%NY%N\)LEJN\
J r

O i0B

K roztoku 10j (180 mg, 0,22 mmol) v dichiormethanu byly
postupné pfidany DMSO (0,313 ml, 4,4 mmol), DCC (808 mg,
4,4 mmol) a kyselina dichloroctova (36,4 ul, 0,44 mmol). Reakéni

smés byla michana pfes noc pfi teploté laboratore. Reakce byla
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ukonéené pfidanim vodného 5% roztoku kyseliny citronové (5 ml) a

MeOH (1 ml) a michana po dobu 30 min. Pevny material byl

odfiltrovan a filtrat byl promyt nasycenym roztokem hydrogenubhli€itanu

sodného a roztokem soli. Organicka vrstva byla su$ena nad Na;SO4 a

rozpousétédlo bylo odstranéno ve vakuu. Surovy material byl ¢istén

bleskovou chromatografii na kolon& s pouzitim smési 100/0 az 98/2
dichlormethan/methanol za ziskani 105 mg (60%) 10A a 10B jako

smési diastereomert. Cast smési (36 mg) byla znovu Cisténa

chromatografii na koloné za ziskani gistého isomeru 10A (polarnéjsi,

bila pevna latka, 8 mg) a Cistého isomeru 10B (méné& polarni, bila

pevna latka, 6 mg), a zbytek byla smés. HRMS (FAB) Vypodéteno pro
CasHs7NgOsS: 805,3959 (M+H)". Nalezeno: 805,3958 (10A), 805,3950

(10B).

Priklad 11: Pfiprava slouéeniny vzorce 11

Krok A (Y

S

H N
N

10h

K chladnému

o]

0

: CO2CHs3

°C)

1,
N N g
0 H O
11
O//s:o
Cr\]j ~CO2CH3
H
. N\._/go
o] O
11a
roztoku sloudeniny 10h (200 mg,
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0,42 mmol) v dichlormethanu (10 ml) byl pfidan MCPBA (60%, 364
mg, 1,26 mmol). Reakéni smés byla pomalu zahfata na teplotu
v pribéhu 16 hod.

dichlormethanem a promyta nasycenym roztokem hydrogenuhliitanu

laboratore

Reakéni smés byla zfedéna

sodného a roztokem hydrogensifi¢itanu sodného. Organicka vrstva

byla susSena

chromatografii
dichlormethan/methanol poskytlo 11a (138 mg, 65% vytézek). HRMS
(FAB) Vypocteno pro CasH3sN207S: 507,2165 (M+H)". Nalezeno:

507,2158.

Krok B

(NaxS04)

na koloné

a zakoncentrovana. Cisténi

bleskovou

s pouZzitim smesi

11a

11b

98/2

QCOZH
> H\/ko
e

Og&ekavany produkt 11b byl syntetizovan jak je popsano pro
priklad 1, krok | v 90% vytézku jako bila pevna latka; HRMS (FAB)
Vypod&teno pro CasH3sN207S: 493,2008 (M+H)". Nalezeno: 493,2012.

Krok C

11b



10

15

20

25

1lc

Pozadovana slougenina 11c byla pfipravena jak bylo popsano
diive pro pfiklad 1, krok J, v kvantitativnim vytézku. Material ziskany
po zpracovani mél dostatednou G&istotu zji§ténou TLC pro dalsi
zpracovani. HRMS (FAB) Vypoéteno pro CsoHsgNeO10S: 839,4013
(M+H)". Nalezeno: 839,4019.

Krok D

Pozadovany produkt 11 byl ziskan oxidaci, postupem popsanym
diive pro piiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou chromatografii na koloné
s pouzitim smési 98/2 dichlormethan/methanol poskytlo slou¢eninu 11
ve 4% vytézku (2 kroky). HRMS (FAB) Vypoé&teno pro CazHs7NgO10S:
837,3857 (M+H)". Nalezeno: 837,3865.
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Priklad 12: Pfiprava slougenin vzorcl 12A a 12B

!
X

12A

NP
>

Q
H
%N\ﬁr“\/& ) ill\
o N
N l/' @] )
1 12B
Krok A

O\/O\/\/O-,, H\E;L)\CO oCHg

® O_N
N COLCH, >r \‘O'/ = 0
H. HC! //r\

id 12a

Pozadovany produkt 12a byl ziskan zpUsobem popsanym pro
priklad 1, krok D s pouZitim N-boc-terc-butylglycinu jako reakéniho
partnera. Materidl byl ¢istén bleskovou chromatografii na koloné
s pouzitim smési 90/10 dichlormethan/ethylacetat za ziskani 12a
v 73% vytézku. '°C NMR (smés rotamerl, CDCls) & 26,20, 28,31,
29,07, 30,06, 34,94, 35,86, 37,06, 51,21, 52,16, 52,84, 57,78, 58,33,
65,95, 66,92, 72,97, 75,48, 79,45, 127,55, 127,66, 128,35, 138,45,
15562, 165,06, 171,13, 172,54; HRMS (FAB) Vypocteno pro
C,7H43N207: 507,3070 (M+H)". Nalezeno: 507,3077.
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12a

Pozadovana slougenina 12b byla pfipravena by podle protokolu

popsaného pro piiklad 1, krok E. Tento material byl pfeveden do

dalsiho kroku.

Krok C

QCOQCHC, —_—

HCI. HaN

12b

\:/ko HO IN
A SR P

12¢

Pozadovany produkt 12¢ byl ziskan zplsobem popsanym pro

priklad 1, krok F. Material byl istén bleskovou chromatografii na

koloné& s pouZitim smési 99/1 dichlormethan/methanol, za ziskani 12c

v 91%. '°C NMR (CDCl3) & 26,24, 29,93, 34,95, 35,96, 43,48, 52,18,

53,09, 57,06, 58,06, 66,10, 66,92, 72,93, 77,43,
120,87, 127,58, 127,64, 127,74, 128,37, 130,02,
156,90, 170,65, 171,06, 172,38, HRMS (FAB)
CaoH41N2O7: 541,2914 (M+H)". Nalezeno: 541,2921.

114,59, 116,14,
135,95, 138,39,
Vypocéteno pro
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Pozadovany produkt 12d byl ziskan zplUsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok G. Produkt ziskany po odfiltrovani katalyzatoru byl
dostateéné &isty pro dalsi zpracovani. °C NMR (CDCly) & 26,27,
32,09, 35,44, 35,67, 43,19, 52,21, 52,74, 57,60, 58,21, 58,75, 65,78,
77,74, 114,74, 116,02, 120,68, 130,07, 135,66, 157,11, 170,39,
172,05, 172,51; HRMS (FAB) Vypoéteno pro Caz3HasN2O7: 451,2444
(M+H)". Nalezeno: 451,2436.

| M
HON A, <
H QCOchs I H QCOzCHs
\;'/k N\-’/k 0
°

12d 12e

Krok E

Pozadovany produkt 12e byl ziskan zplsobem popsanym pro
prikiad 1, krok H. Surovy material byl suspendovan ve smési
ethylacetat/hexan (pfiblizné 1/1) a nerozpustény pevny material byl
odfiltrovan. Opakovanim tohoto postupu byl filtrat zakoncentrovan
a nanesen na kolonu jako roztok v dichlormethanu. Kolona byla
eluovana smési 75/25 hexan/aceton za ziskani 29% 12e. HRMS (FAB)
Vypoé&teno pro Ca3HasN2Os: 433,2339 (M+H)". Nalezeno: 433,2339.
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Krok F
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QCOgCHS _— QCOZH
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12e 12f

Pozadovany meziprodukt 12f byl syntetizovan jak je popsano
pro ptikiad 1, krok I, v kvantitativnim vytézku; 'H NMR (DMSO-dg) 8
0,96 (s, 9H), 1,66 - 1,70 (m, 1H), 1,75 - 1,82 (m, 2H), 2,43 (dd, 1H),
3.32 - 3,36 (m, 2H), 3,48 - 3,52 (m, 1H), 3,55 (dd, 1H), 3,84 (zdanl. d,
1H), 3,99 (zdanl. d, 1H), 4,06 - 4,10 (m, 3H), 4,16 (dd, 1H), 4,69 (d,
1H), 6,70 - 6,72 (m, 3H), 7,15 (zdanl. t, 1H), 8,42 (d, 1H), 12,43 (br. s,
1H); *C NMR (DMSO-ds) & 26,25, 28,54, 33,31, 34,97, 41,22, 53,96,
56,11, 56,97, 63,36, 64,96, 76,84, 111,94, 115,25, 121,73, 129,13,
138,36, 158,27, 169,85, 170,15, 173,04; HRMS (FAB) Vypotteno pro
CaoH31N,Og: 419,2182 (M+H)". Nalezeno: 419,2180.

Krok G

&

O Q
L e L L
N + - 12 N N
¥ N0 T N
S A e
A

12f
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Oé&ekéavany produkt 12g byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse

pro pfiklad 1, krok J. Material po zpracovani mél dostate¢nou Cistotu

pro pfrevedeni

Krok H

do dalsiho kroku.

HRMS

12B

(FAB) Vypocteno pro
C4oHs7NgOg: 765,4187 (M+H)". Nalezeno: 765,4175.

H, O |
NVLN o —
o) )
12g
Q
- 0 0
H H |
N NI AN
H N H
N 0 0
e
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PoZadované produkty 12A a 12B byly ziskany protokolem

oxidace popsanym vyse pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou
98/2 az 96/4

chromatografii na koloné

s pouzitim smési

dichlormethan/methanol poskytlo oddé&lené isomery 12A a 12B, a
smés. Kombinovany vytéZek = 57 % (2 kroky). HRMS (FAB) Vypocteno
pro CaoHssNeOg:  763,4031
763,4047 (12B).

(M+H)*,

Nalezeno:

Ptiklad 13: Piiprava sloucenin vzorcu 13A a 13B

&

13A

763,4040

: [ 3]
EINA AL
\/%O o H O

(12A),



——,

© /EI\ 13a

Od&ekavany produkt 13a byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro pfiklad 1, krok J. Material po zpracovani mél dostatecnou Cistotu
pro pievedeni do dal$iho kroku. HRMS (FAB) Vypocteno pro

10 CaiHsgNgOg: 779,4344 (M+H)". Nalezeno: 779,4350.

Krok B

N
15
@) o '®) |
N\/U\N N\
20 I B T
13A
\.-/Lkn/N\/LN AN
25 2 o H )




15

20

25

Poradované produkty 13A a 13B byly ziskany protokolem

chromatografii na koloné

" oxidace popsanym vyse pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou

s pouZitim smési 100/0 az 96/4

dichlormethan/methanol poskytlo oddélené isomery 13A a 13B, a

smés. Kombinovany vytéZek =

pro C41H57N5091 777,4187
777,4185 (13B).

50 % (2 kroky). HRMS (FAB) Vypocteno
(M+H)". Nalezeno: 777,4177 (13A),

Pfiklad 14: Priprava slouéeniny 14

ZT
" |l< \“

O@

Krok A

0~ "OH

14a

frSiia

I\

14

14b

Roztok kyseliny vinylbenzoové 14a (10 g, 68 mmol) v suchém

benzenu (150 ml) byl smisen s di-terc-butylacetalem DMF (69 g,

340 mmol, 5,0 ekv.) a vafen pod zpétnym chladiCem 4 hod. Reakéni

smés byla zakoncentrovana ve vakuu a zfedéna vodnym NaOH (1M,

300 ml). Reak&ni smés byla extrahovéna v diethyletheru (3 x 100 ml).

Spojena organicka vrstva byla extrahovana vodnym NaOH (1M,

100 ml), H,0 (2 x 100 mli),

roztokem soli (1 x 100 ml), susena
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(Na,SQy), Zfiltrovana a zakoncentrovana ve vakuu. Zbytek byl
destilovan za snizeného tlaku, za ziskani 9,2 g 14b (66,2 %) jako

bezbarvého oleje.

Krok B

O>l\___ oo>k

14b 14c

Roztok terc-butylkarbamatu (5,96 g, 50,9 mmol) v 1-PrOH
(68 ml) byl smisen s vodnym NaOH (128 ml, 0,41M) a terc-
-butylhypochloritem (5,5 g, 50,8 mmol). Reakeni smeés byla ochlazena
na 0 °C a byl pfidan (DHQ).Phal (780 mg, 1,00 mmol) v 1-PrOH
(64 ml). Byl pfidan roztok terc-butyl-4-vinylbenzoatu 14b v 1-PrOH
(119 ml), potom K20s04.H,0 (248 mg, 0,7 mmol), a reakéni smés byla
michana pfi 0 °C 4 az 5 hod. Reakéni smés pfi vytvofeni nového
produktu zezelena a vymizi veskery vychozi material. Reakéni smes
byla zakoncentrovana ve vakuu a zbytek byl ziedén H,O (300 ml) a
extrahovan EtOAc (3 x 100 ml). Spojend organickd vrstva byla
extrahovana vodnym HCI (200 ml), roztokem soli (100 mi), susena
(NapS0Q,), zfiltrovdna a zakoncentrovana ve vakuu a Ccisténa
chromatografii (SiO,, EtOAc/hexany 1 @ 2) za ziskani 14c jako
bezbarvé pevné latky (4,6 g, 82 %). '"H NMR (CD30D, 8) 7,90 (d, 2H, J
= 6,0 Hz), 7,40 (d, 2H, J = 6,3 Hz), 7,22 (bd, 1H, J = 5,7 Hz), 4,69 (bs,
1H), 3,71 - 3,62 (m, 2H) 1,58 (s, 9H), 1,39 (s, 9 Hz); 3¢ NMR
(CD50D, 75 MHz) 169,7, 160,5, 149,8, 134,5, 132,89, 130,4, 84,7, 82,9,
68,7, 60,7, 31,25, 30,9 MS (FAB) 675,2 ([2M+1]%, 15), 338 (IM+171",
15), 282 (65), 225 (50), 165 (100); HRMS Vypocteno pro C18H28NOs
(M+1): 338,1887; nalezeno 338,1967.
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Krok C

14c 14d

Roztok aromatické slouceniny 14¢ (1,0 g, 2,96 mmol) v CH;OH
(20 ml) byl smisen s Rh/C (10% hmotn./hmont. 100 mg) a
hydrogenovan (60 psi, 414 kPa) 2 dny. Reakeni smés byla zfiltrovana
pfes loze celitu a zbytek byl zakoncentrovan ve vakuu, za ziskani 14d.
Surovy produkt byl ¢idtén chromatografii (SiO2, EtOAc/hex 2 : 3), za
ziskani cis sloueniny 14d (830 mg, 83%), ktera byla dale CiSténa
krystalizaci z hexanu. 'H NMR (CD,0D, 8) 6,31 (d, 1H, J = 6,9 Hz),
3,58 - 3,49 (s, 2H), 3,40 (bd, 1H, J = 4,8 Hz), 2,48 - 2,46 (m, 1H), 2,1 -
1,98 (m, 2H), 1,61 - 1,2 (m, TH), 1,45 (s, 9H), 1,42 (s, 9H); °C NMR
(CD;0D, 75 MHz) 176,2, 158,5, 81,2, 79,8, 63,1, 57,2, 41,8, 38,8,
28.8, 28,3, 27,7, 27,5, 25,9. MS (FAB) 687,2 ([2M+1]", 5), 344 (IM+1]",
20), 232 (40), 188 (100), 107 (13); HRMS vypocteno pro C1sH3sNOs
(M+1): 344,2437; Nalezeno: 344,2444. CHN vypocteno pro C1gH33NOs
C =64,07 %, H=8,07 %, N=4,15 % Nalezeno C = 64,32 %, H = 8,21
%, N = 4,32 %.

Krok E

BocHN_~oy BocHN_~q4

9& - O%k

14d i 14e
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Roztok aminoalkoholu 14d (3,3 g, 11,08 mmol) v suchém THF
(200 mi) byl ochlazen na -78 °C (suchy led/aceton, vnitini teplota
-68 °C) a byl smisen s LDA (44 ml, 2M roztok v heptanech, 88 mmol,
8,0 ekv.). Reak&ni smés byla michana pfi -78 °C 2 hod a reakce byla
ukon&ena CH;OH (20 ml). Reak&ni smés byla smisena s vodnym HCI
(150 ml, 1M) a extrahovana etherem (3 x 100 ml). Spojena etherova
vrstva byla extrahovana roztokem soli (50 ml), suSena (MgSOu),
zakoncentrovana ve vakuu a &i$téna krystalizaci z vroucich hexand.
Pevna latka, ktera se oddélila z mate¢ného louhu, byla pfevazne cis-
stereoisomer, zatimco zakoncentrovani matedného louhu poskytlo
gisty trans-isomer. Vy$e uvedena sekvence byla dvakrat opakovana za
ziskani 2,7 g slou€eniny trans a 600 mg smési cis/trans. 3C NMR
(CDCls, 75 MHz) 175,3, 156,6, 79,8, 63,6, 57,0, 44,1, 38,3, 37,7, 28,9,
28,6, 28,4, 28,1, 26,6, 26,1. MS (elektrorozpraSovani) 344 (M*, 50),
288 (50) 232 (90), 188 (100).

Krok F

A Al

14e 14f

Roztok alkoholu 14e (2,6 g, 7,6 mmol) v CH3CN (150 mi) a CCls
(150 mi) byl smisen s H,O (22 ml), ochlazen na O °C, smisen
s kyselinou jodistou (7,05 g, 30,92 mmol, 4,0 ekv.) a RuCl;3.3H,0
(60 mg, 0,3 mmol, 4 mol%). Reakéni smés byla michana pfi teploté
laboratofe 3 hod a zakoncentrovana ve vakuu. Zbytek byl zfedén
vodou (150 ml) a extrahovan EtOAc (3 x 100 ml). Spojené organicka
vrstva byla extrahovana H,O (100 mi) a vodnym NaOH (1M, 3 X
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100 ml). Spojené vodné vrstvy byly okyseleny HCI (6M, pH ~1) a
extrahovany EtOAc (3 x 100 ml).Ethylacetatové vrstvy byly spojeny,
extrahovany roztokem soli (100 mi), sueny (Na>SO,), zfiltrovany a
zakoncentrovany ve vakuu, za ziskani kyseliny 14f (1,8 g, 66 %)
pouzité pro daldi reakce bez dalSiho cisténi. MS (FAB) 380,2
(IM+Na]", 30) 358 (IM+1]%, 5), 302 (20), 258 (20), 246 (100), 202 (70),
200 (20).

Krok G
0
H
>y o
O ~ \/\/O,
+ ’ﬂ
J< [;}coocm
HoCl
146 0O O 1d

b
Y
w AL

Roztok  Boc-trans-4-tercbutylkarboxylcyklohexylgylcinu 14,

‘V

(1,99, 53 mmol) v CHzCl; (30 ml) byl smisen s prolinovou
slouéeninou 1d (1,92 g, 5,85 mmol, 1,1 ekv.) a ochlazen na 0 °C.
Reaké&ni smés byla smisena s Hunigovou bazi (1,51 g, 11,7 mmol, 2,2
ekv.. 2,15 ml), potom bylo pfidéno BOP (2,6 g, 5,85 mmol, 1,1 ekv.).
Reak&ni smés byla michana pfi teploté laboratofe 12 hod, zfedena
vodnym HCI (1M, 100 ml) a extrahovana EtOAc (3 x 100 ml). Spojené
ethylacetatové vrstvy byly extrahovany vodnym NaOH (1M, 100 ml),

roztokem soli (100 ml), su$eny (Na;SO,), Zfiltrovany a
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zakoncentrovany ve vakuu, a G&i§tény chromatografii (SiO2,
EtOAc/hexany 2 : 3), za ziskani 14g jako bezbarvé pény (1,8 g, 54 %);
'"H NMR (CDs0D, 8, smés rotameri) 7,32 - 7,23 (m, 5H), 6,64 (d, 1H, J
= 9,0 Hz), 4,47 - 4,39 (m, 3H), 4,19 - 4,04 (m, 3H), 3,74 (s, 3H), 3,66 -
3,56 (m, 4H), 2,55 - 2,10 (m, 2H), 1,99 - 1,00 (m, 12H), 1,42 (s, 9H),
1,40 (s, 9H). C NMR (CD;OD, &, smés rotamerl), 175,6, 174,6,
172,4, 172,0, 156,4, 1385, 128,1, 127,5, 127,4, 127,3, 79,8, 79,7,
79.0, 77,5, 72,5, 66,7, 65,4, 58,1, 56,6, 52,1, 51,3, 43,9, 40,4, 39,4,
386, 34,6, 29,8, 28,4, 27,9, 27,3, 26,1, 25,4, 24,5; MS (FAB) 633
(IM+1]%, 11), 533 (55), 477 (24), 428 (5), 294 (100), 234 (12) 156 (40),
128 (39); CHN Vypo&teno pro CasHsoNOg: C 64,53 % H 8,28 % N 4,43
%: nalezeno C 64,41 % H 8,00 % N 4,19 %.

<j\COOCHg . Q\COOCHg
BocHN\/l CIH sN\/g
0

—_—

)
-~

0
>L o  14g oio 14h

Roztok Boc-trans-4-tercbutylkarboxycyklohexylglycinu 149
(1,8 g) v HCI (4M roztok v dioxanu, 60 ml) byl michan pfi teploté
laboratofe 4 az 5 hod. Pribé&h reakce byl sledovan TLC (EtOAc/hex 3 :
7), pficemz bylo zjitovano vymizeni vychoziho materialu a objeveni
se zakladni &ary produktu. Reakéni smés byla zakoncentrovana ve
vakuu a zbytek byl suden pod vyvévou pfes noc. Pevna latka 14h byla

pouZita pro reakce bez dal§iho ¢isténi.
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Krok 1

Aonn 70

H o+ Q\COOCHS &COOCHS
CH
COOH O
a 1ah o J< 1]

Roztok 3-hydroxyfenyloctové kyseliny 14i (501 mg, 3,29 mmol,
1.8 ekv.) a aminhydrochloridu 14h (1,79g, 2,89 mmol) v suchém
CH,Cl, (30 mi) byl smisen s Hinigovou bazi (850 mg, 6,59 mmol, 2,20
ekv, 1,2 ml) a &inidlem BOP (1,5g, 3,29 mmol, 1,1 ekv.) pfi 0 °C a
michan pfi  laboratorni teploté 24 hod. Reakéni smés byla
zakoncentrovana ve vakuu a zfedéna vodnym HCl (1M, 250 ml).
Vodna vrstva byla extrahovana EtOAc (3 x 100 mi). Spojené
organické vrstvy byly extrahovany vodnym NaOH (1 x 100 ml),
roztokem soli (1 x 100 ml), suSeny (Na;SO,), Zfiltrovany a
zakoncentrovany ve vakuu, a &istény chromatografii (EtOAc/hexany

1 : 1), za ziskani 14j jako bezbarvé pevné latky (710 mg, 36 %).

Krok J
/_/-OBH OH
Q f—/-
e :
y N COOCH3 &COOCHs
—
O . H\/KO

O/\\Mj

,>-—
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Roztok sloudeniny 14j (710 mg, 1,1 mmol) v CH3;OH (50 mi) byl
smisen s Pearlmanovym katalyzatorem (10% Pd(OH)2/C) a
hydrogenovan (Hz, 40 psi, 276 kPa) 12 hod. Pd/C bylo odfiltrovano
pres loze celitu a filtrat byl zakoncentrovan a pouZit pro dalsi cyklizaci
bez dalsiho &idténi. Ry 0,12 (aceton/hexany 3 : 7); 'H NMR (CD30D, 3,
smés rotamertl) 8,25 (bs, 1H), 7,01 (bt, 1H, J = 7.2 Hz), 6,72 (bs, 1H),
6,65 (d, 2 H, J = 7,8 Hz), 4,79 - 470 (bs, 3H), 4,55 - 4,41 (bs, 2H),
4,20 - 4,12 (bs, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,66 - 3,44 (bm, 6H) 2,43 - 1,04
(bm, 14 H) 1,40 (s, 9H); 3C NMR (CD,0D, §, smés rotamert): 175,5,
174,6, 172,86, 172,4, 171,3, 161,1, 157,3, 136,8, 136,7, 129,3, 120,0,
115,7, 113,6, 100,0, 94,8, 79,9, 79,8, 77,5, 65,1, 58,5, 58,2, 55,6,
555 54,3, 52,2, 51,5, 43,9, 42,1, 39,4, 35,0, 32.4, 28,6, 28,4, 27,3,
27.2,. 27,1, 26,1, 25,2, 25,0; MS (FAB): 577 (IM+1]%, 70), 521 (10), 443
(10), 387 (10), 374 (10), 318 (15), 290 (100), 248 (30); HRMS
vypod&teno pro CaoHasN20g (M+H)*: 577,3125; nalezeno 577,3133.

Krok K /__/—OH
{ <4
HO &
COOCH;Z COOCH;
\/NE H\Lﬁ)
N
3 — z
- 0
£ o%\
14k O O/\\ 141 ©

Roztok aloholu 14k (600 mg, 1,05 mmol) a ADDP (787 mg,
3,12 mmol, 3,0 ekv.) v CH2Cl, (30 ml) byl smisen s PhsP (818 mg,
3,12 mmol, 3,0 ekv.) v pietlaku suchého N, pii 0 °C. Reakéni smeés
byla michana pfi teploté laboratofe 24 hod, zakoncentrovana ve vakuu
a zbytek byl cistén chromatografii (SiO;, aceton/hexany 2 3), za
ziskani bezbarvé pevné latky 141 (120 mg, 22%) jako cyklického
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produktu; R¢ 0,73 (aceton/hexany 1:1); 'H NMR (CD30D, &) 7,13 (t,
1H J = 7.8 Hz), 6,76 (s, 1H), 6,71 (t, 2 H, J = 8,1 Hz), 4,58 (d, 1H, J =
9.9 Hz), 4,37 (dd, 1 H, J = 7,8, 2,7 Hz), 4,23 - 4,11 (m, 4H), 3,74 -
3,61 (m, 2H), 3,66 (s, 3H), 3,59 - 3,40 (m, 2H), 2,54 - 2,41 (m, 1H),
219 - 2,10 (m, 1H), 1,98 - 1,42 (m, 10H), 1,43 (s, 9H): '*C NMR
(CD,0D, &) 175,6, 172,4, 172,1, 170,8, 159,0, 137,0, 129,1, 121,7,
115.7, 112,2, 94,8, 79,8, 77,4, 65,2, 64,0, 57,6, 55,2, 53,8, 51,3, 44,0,
415, 39,1, 33,3, 28,7, 28,1, 26,9; MS (elektrorozpraéovéni) 559
(IM+1]", 100) 327 (10), 189 (20); HRMS Vypodteno pro CizoHasN20s
(M+1)":  559,3019; nalezeno: 559,3025; CHN vypocteno pro
CaoH4sN205.0,5H,0 C = 63,47 %, H=7,63 %, N = 4,93 %; nalezeno C
= 63,57 %, H=7,46 %, N =4,93 %.

Krok L
“ <4
] N~ ~COOCHz QCOOH
N\/&o }(}

L pa

14} 14m

Y

o)

Roztok methylesteru 141 (120 mg, 0,22 mmol) v THF (5,0 mi)
a H,O (1,0 ml) byl smisen s LiOH (20 mg, 0,5 mmol, 2,0 ekv.). Reakeni
smés byla michana pfi laboratorni teploté 3 hod a byl pfidan CH;OH
(1,0 ml) a smés byla michana dalsi 1 hod. Reakéni smés byla michana
s HCI (4,0M v dioxanu, 1 ml) a zakoncentrovana ve vakuu, a voda byla
lyofilizovana za ziskani bezbarvé pevné latky 14m, ktera byla pouZita

v dalsi reakci.



10

15

20

25

Krok M
Q,
L COOH ]
N0 CHN N N -
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Roztok karboxylové kyseliny 14m (110 mg, 0,21 mmol) v DMF
(3,0 ml) a CH,Cl, (5,0 ml) byl smisen s Hinigovou bazi (109 mg,
0,84 mmol, 4,0 ekv. 155,0 ul) a HOOBt (52 mg, 0,315 mmol, 1,5 ekv.).
Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C a smisena s EDCI (61 mg,
0,31 mmol, 1,5 ekv.). Reak&ni smés byla michana pfi 0 °C a smisena
s aminhydrochloridem A po 30 min. Reak&ni smes byla michana pfi
laboratorni teploté 24 hod a zakoncentrovana ve vakuu pro odstranéni
DMFE a CH,Cl,. Zbytek byl zfedén vodnym HCI (100 ml) a extrahovan
CH,Cl, (3 x 75 ml) Spojené organické vrstvy byly extrahovany vodnym
NaOH (1M, 3 x 50 ml), roztokem soli (100 ml), a zakoncentrovany ve

vakuu. Zbytek 14n (79 mg) byl oxidovan bez dalSiho cisténi.
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Roztok alkoholu 14n (79 mg, 888/umol) v CH2Clz (4,0 mi) byl
smisen s Dess-Martinovym ¢&inidlem (110 mg, 0,25 mmol, 2,5 ekv.).
Reaké&ni smés byla michéna pfi teploté laboratofe 3 hod a smés byla
sakoncentrovana ve vakuu. Zbytek byl &i§té&n chromatografii (SiO2,
aceton/hexany 1 : 1) za ziskani oxidovaného produktu 14 (29 mg,
38 %) jako bezbarvé pevné latky; MS (FAB) 889 [(M+1)", 100), 844
(20), 833 (60), 788 (30), 760 (10), 655 (10), 527 (20); HRMS
Vypod&teno pro Ca7HesNgO11: 889,4711; nalezeno: 889,4732.
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Roztok terc-butylesteru 14 (20,0 mg, 22 0/mol) byl smisen
s TFA/CH,Cl, (1 : 1, 4 ml) a michan pfi laboratorni teploté 4 hod.

;5 Vymizeni esteru aZ na vychozi uroven bylo sledovano TLC

(CH3OH/CH:CI2 1 : 24). Po Uplném odstranéni ochrannych skupin byla



reakéni smés zakoncentrovana ve vakuu a zbytek byl opakované
smisen se smési CH2Clx/hexany a sakoncentrovan za ziskani bilé
pevné latky 15 (19 mg, 100 %); MS (elektrorozpradovani) 833 ([M+1]+,
60), 661 (10), 530 (40), 391 (75), 279 (100).

Priklad 16: Priprava slouéeniny 16

16

Krok A

o?\o)< of\ok

14d 16a

Poradovana slouéenina 16a byla pfipravena ze sloudeniny 14d v
70% vytézku zplUsobem popsanym v piikladu 14, krok F. Tato
sloudenina byla pouzita bez dalgiho gisténi; MS (FAB): 380,2
(IM+Na]", 30) 358 (M+1]", 5), 302 (20), 258 (20), 246 (100), 202 (70),
200 (20); HRMS Vypocteno pro C1gH32NOs (M+1)":  358,2230;
Nalezeno: 358,2237.
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16a 1d 16b

Pozadovana slouéenina 16b byla pfipravena zée slouéeniny 16a v
41% vytézku zplusobem popsanym v piikladu 14, krok G; [a]o -52,7 (c
0.3 CHCls, 25); "H NMR (CDCly, 8) 7,35 - 7,21 (m, 5H), 6,63 (d, 1H,J
= 0.3 Hz), 4,46 (d, 2 H, J = 4,3 Hz), 4,41 (t, 1 H, J=9,3 Hz), 4,38 -
4,07 (m, 3H), 3,68 (s, 3H), 3,66 - 3,43 (m, 5H), 2,45 (p, 1H, J = 4.2
Hz), 2,32 (dd, 1 H, J = 7,8, 5,7 Hz), 2,02 - 1,90 (m, 3H), 1,90 - 1,56
(m, 3H), 1,56 - 1,24 (m, 24 H); 3¢ NMR (CD,OD, 8) 174,7, 172,4,
172.0, 156,4, 138,4, 128,0, 127,5, 127,4, 79,8, 79,0, 77,5, 72,5, 66,6,
65,3, 58,0, 55,3, 52,1, 51,3, 40,4, 38,6, 34,7, 29,7, 27,4, 27,03, 26,1,
24 5. MS (FAB) 633,2 [(M+1)", 100}; HRMS vypocteno pro C34H53N20g
(M+1)": 633,3751; nalezeno 633,3759.

Krok C

@\/O\/\/O'- @\/O\/\/O g
N~ ~COOCH; Q‘COOCHS

ﬁ\)\) HoHaN A
3z > :

o
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Pozadovana slougenina 16¢ byla pfipravena ze slouéeniny 16b
zptisobem popsanym V piikladu 14, krok H. Produkt byl pouZit bez

dalsiho cisténi.

Krok D
(I " [
N COOCHSs COOCHs

N
H
N\/KO
@ ’
7‘\0/'%0 16d

>k

A
0”70 16¢

Pozadovana slouéenina 16d byla pripravena ze slouéeniny 16c v
41% vytézku zplsobem popsanym V pfikladu 14, krok I. '"H NMR
(CHCl3, 8) 7,34 - 7,26 (m, 5H), 7,12 (t, 1 H, J = 7,5 Hz), 6,72 - 6,67 (M,
3H), 4,76 - 4,64 (m, 1H), 4,47 (s, 2H), 4,51 - 4,42 (m, 1H), 4,11 - 4,02
(m, 2H), 3,68 (s, 3H), 3,70 - 3,65 (m, 1H), 3,55 - 3,43 (m, 6H), 2,54 -
2,42 (m, 1H), 2,28 - 2,39 (m, 1H), 2,1 - 1,9 (m, 3H), 1,86 - 1,64 (4H),
150 - 1,38 (m, 14H); '°C NMR (CDCls, 8) 175,0, 172,4, 171.5, 1711,
1571, 138,5, 136,0, 130,1, 128,5, 127.9, 127,7, 121,0, 116,0, 114,8,
80,5, 77,6, 73,0, 66,9, 66,2, 58,2, 54,3, 52,5, 52,3, 43,4, 39,4, 39,9,
34,9, 30,0, 28,2, 26,8, 26,6, 26,0, 24,0; MS (FAB) 689 [(M+Na)+, 35),
667 [(M+H)+, 23), 633 (5), 294 (100), 204 (39), 156 (63).
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Krok E
O .
H d d_f
LN COOCH, LI}*COOCH3
H

N 0O N

O °
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16d

O

o /\O/\\

16e

N\

Pozadovana sloudenina 16e byla pfipravena ze slougeniny 16d
zplsobem popsanym v prikladu 14, krok J. Produkt byl pouZzit bez

dalgiho &isténi.

Krok F

i -l

([ P~coocrs —C00CHs
H H
N\/KO -~ N\/KO

0 N
Q 8
ot o
16e 16f

Pozadovana slouéenina 16f byla pfipravena ze slougeniny 16e
ve 20% vytézku zplsobem popsanym v piikladu 14, krok K. "H NMR
(CDCl3, 3) 8,56 (d, 1H, J = 7,2 Hz), 714 (t, 1 H, J = 6 Hz), 6,86 (s,
1H), 6,66 (d, 1H, J = 6 Hz), 6,73 (dd, 1H, J =63, 15 Hz), 4,86 - 4,77
(m, 1H), 4,40 (dd, 1 H, J = 3,0, 2,7 H2), 424 - 413 (m, 4H), 3,70 (s,
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3H), 3,70 - 3,66 (m, 2H), 3,66 - 3,32 (m, 3H), 2,53 (dd, 1 H, J = 5.7,
3,9 Hz), 2,45 - 2,42 (m, 1H), 1,99 - 1,80 (m, 6H), 1,60 - 1,57 (m, 4H),
1.45 - 1,43 (m, 11H); "*C NMR (CDCl3, 8) 175,8, 173,3, 173,0, 171,7,
160.0, 138,0, 130,1, 122,7, 116,8, 113,3, 81,0, 78,6, 66,3, 65,2, 58,8,
551, 52,5, 42,6, 42,4, 38,9, 34,6, 30,0, 28,2, 28,0, 27,0, 26,9, 26,8,
26.2: MS (FAB) 559 (M, 33), 327 (33), 225 (100).

Krok G

4 $d
N COOCHs QCOOH

H H

N O —_—
O
O/\O O%O)P

16f 169

\"ll

Pozadovana slouéenina 16g byla pfipravena ze slouceniny 16f
zplsobem popsanym v piikladu 14, krok H. Produkt byl pouzit bez

dal$iho cisténi.

Krok H

16g
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Pozadovana slouéenina 16h byla pfipravena ze slouéeniny 16g

a A zpUsobem popsanym v piikladu 14, krok L. Produkt byl pouZit bez

dal§iho ¢idténi.

Krok |

W\

e
&72
O
@]
ZT
e T
ZT
TI=Z
(@]
Z—
/

5

O/\\ 16h
4 d
s
> }Qéﬁ)\gﬁ o
O
Lo

Pozadovana slou&enina 16 byla pfipravena jako bezbarva pevna

O>\“ .\

latka ze sloudeniny 16h ve 40% vytézku zplsobem popsanym
v pfikladu 14, krok N. MS (elektrorozpragovani) 889 [(M+1)", 85), 637



(20), 530 (75), 265 (100); HRMS Vypolteno pro Cs7HesNeO11:
889,4711; nalezeno 889,4699.

Priklad 17: Pfiprava slouceniny 17

2
o7 OH 17
Krok A m

o7 OH 17

Pozadovana slouéenina 17 byla pfipravena ze slouceniny 16
v kvantitativnim vytézku zplsobem popsanym v piikladu 15, krok A.
MS (FAB) 833 [(M+1), 100], 788 (10), 723 (5), 308 (100).
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Ptiiklad 18: Pfiprava slouéeniny vzorce 18

NHS O,NH,

Y
-
A
O AN

18

H H
’ >Loi
O . H
0 Ho0

18a 18b

Krok A

K chladné (0 °C) ka$i slouceniny 18a (15,0 g, 90 mmol)
v dioxanu (100 ml), vod& (100 ml) a nasyceného hydrogenuhliCitanu
sodného (100 ml) byl pfidan roztok terc-butoxykarbonylanhydridu
(7,2 g, 33 mmol) v dioxanu (100 ml). Reakéni smés byla pomalu
zahfata na teplotu laboratofe v prib&hu 6 hod. Reakéni smés byla
zakoncentrovana ve vakuu. Zbytek byl zfedén vodou a extrahovan
diethyletherem (2 x 150 ml). Etherova vrstva byla vylita. Vodna vrstva
byla pomalu okyselena pevnou kyselinou citronovou (pH ~4) a
extrahovana ethylacetatem (3 x 150 ml). Organicka vrstva byla susena
(Na,SQ,) a zakoncentrovana ve vakuu za ziskani slouceniny 18b (14,6

g, 61% vytézek) jako bilé pény.
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Krok B

_—

>Lo N : ﬂ\Q N \K

Ho 8 ol
18b 18¢c

K 80 °C teplému roztoku 18b (14,6 g, 54,68 mmol) v toluenu
(230 ml) byl pfidan DMF-di-terc-butylacetal (53 ml, 218,72 mmol) po
kapkach v prib&hu 2 hod. Po ukondéeni pfidavani byla reakéni smeés
byla udrzovana na stejné teplot¢ 1hod. Potom byla ochlazena
ochlazena na teplotu laboratofe a zakoncentrovana. Zbytek byl istén
bleskovou chromatografii na koloné& s pouZitim smési 96/4 az 90/10
dichlormethan/ethylacetat, za ziskani poZadované sloueniny 18c
(7,53 g, 43% vytéZzek). HRMS (FAB) Vypocteno pro C17H26NOs:
324,1811 (M+H)". Nalezeno: 324,1807.

Krok C

H SO,CF3

H

>Loj\N I \‘<———> >Loj\r;§ T \|<

18¢c 18d

K chladnému (0 °C) roztoku slouceniny 18¢ (7,5 g, 23,22 mmol)
v dichlormethanu (100 ml) byl pfidan triethylamin (7,12 ml,
51,08 mmol) a potom po kapkéach anhydrid kyseliny trifluoroctoveé (4,30
ml, 25,54 mmol). Reakéni smés byla pomalu zahfata na teplotu

laboratofe v pribéhu 4 hod. Reakce byla ukonéena nasycenym
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roztokem  hydrogenuhli¢itanu sodného a extrahovana do
dichlormethanu. Spojena organicka vrstva byla promyta nasycenym
hydrogenuhli¢itanem sodnym a roztokem soli, suSena (NazS04) a
zakoncentrovana. Hné&dy zbytek byl Cistén bleskovou chromatografii
na kolon& s pouzitim dichlormethanu, za ziskani 7,74 g 18d (73%

vytézek).

Krok D

®
SO,CF3 N O
B P PR s OV

18d 18e

Do bafiky vysu$ené v susarné byl pfidan THF (75 ml, pfedem
zbaveny kysliku probublavanim argonem), octan paladnaty (74 mg,
0,33 mmol), R-(+)-BINAP (311 mg, 0,495 mmol), a uhli¢itan cesny
(5,38 g, 16,5 mmol) v atmosféfe argonu. K této smési byla pfidana 18d
(5,0 g, 11 mmol), potom difenylketimin (2,77 ml, 16,5 mmol). Banka
byla proplachnuta argonem a zahfivana pod zpé&tnym chladi¢em 12
hod (pfes noc). Reakéni smés byla ochlazena na teplotu laboratofe a
zfedéna etherem (500 ml). Organickd vrstva se promyje nasycenym
roztokem chloridu amonného (2 x 300 ml), su$i (Naz2S0.) a
zakoncentruje. Cisténi bleskovou chromatografii s pouZitim smési
100/0 az 90/10 dichlormethan/ethylacetat poskytlo pozadovany
produkt 18e (3,58 g) v 67% vytéZzku.



10

15

20

25
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N7 O @2’» ‘
>L°iu AN *@iu N

18e

K roztoku 18e (3,0 g, 6,17 mmol) v methanolu (62 ml) byl pfidan
octan sodny (1,218 g, 14,8 mmol) a hydroxylaminhydrochlorid
(0,774 g, 11,11 mmol). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni
teploté po dobu 3 hod. Reakéni smés byla zakoncentrovana, zfedéna
dichlormethanemem a promyta 0,1N roztokem NaOH. Organicka
vrstva byla susena (Na;SO4) a zakoncentrovana. Cisténi bleskovou
chromatografii na koloné& s pouzitim smési 95/5 az 92/8
dichlormethan/ethylacetat poskytlo slougeninu 18f (1,31 g) v 66%

vytézku.

Krok F

sl A

18f _ 18g

K chladnému (-20 °C) roztoku dichlormethanu (2 ml) byl pfidan
chiorsulfonylisokyanat (0,16 mi, 1,87 mmol). Ke smési byl pfidan terc-
butanol (0,18 ml, 1,87 mmol) v dichlormethanu (2 ml) a pomalu zahrat

na 0 °C v pribéhu 2,5 hod. V tomto &ase byl po kapkach pfidan roztok
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18f (0,6 g, 1,87 mmol) v dichlormethanu (6 ml) s obsahem
triethylaminu (0,52 ml, 3,73 mmol). Reakéni smés byla zahfata na
laboratorni teplotu v pribéhu 12 hod (pfes noc). Byl pfidan nasyceny
hydrogenuhli¢itan sodny a dichlormethan a organicka vrstva byla
oddélena, susena (Na;SO4) a zakoncentrovana. Cisténi bleskovou
chromatografii S pouZzitim smési 95/5 az 90/10

dichlormethan/ethylacetat poskytlo 18g (0,59 g) v 63% vytezku.

Krok G

O«
ol <0
HN N/U\o HN’S\NHZ

>Loi
N \I< HCI. HoN j<
18g 18h
Odekavany produkt 18h byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse

pro pfiklad 1, krok C. Materiadl byl pfeveden do dal§iho kroku

vV surovém stavu.

Krok H

HN"""NH,

N
%ZI
e

HCL. HoN \|<
0

18h

vi
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O&ekavany produkt 18i byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro priklad 1, krok D. Surovy material byl ¢&istén bleskovou
chromatografii s pouzitim smési 98/2 az 90/10 dichlormethan/methanol

za ziskani sloudeniny 18i v 34% vytézku.

Oxo 0

Krok | HN"~NH,

H P Q
——
YTN N\/U\m \K
0 0 0
18i
OsoP
HN>~NH,
Ho, 0
HCLHN NS \K
O e
18]

Od&ekavany produkt 18j byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro pfiklad 1, krok C. Material byl pfeveden do dal8iho kroku

v surovém stavu.
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Krok J

(\l O

) | HN"~NH,

N TOoH H

H H
\/go +  HCHN N\/ﬁ\N

12f 18j

18k

Oé&ekavany produkt 18k byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro pfiklad 1, krok J. Material po zpracovani mé&l dostateénou Cistotu
pro pfevedeni do dal$iho kroku.

Krok K

0

0
™ o
‘ H
H [';)YH H\/ﬁ\w
N\,/go © o "o \l<
18k

T
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Pozadovany produkt 18 byl ziskan protokolem oxidace
popsanym vyse pro pfiklad 1, krok K. ¢isténi bleskovou chromatografii
na koloné s pouzitim smési 98/2 az 92/8 dichlormethan/MeOH

poskytlo slou¢eninu 11 jako smés diastereomertl ve 13% vytézku (2

kroky).

Ptiklad 19: Ptiprava slouceniny vzorce 19

19
Krok A
Qso0
m HN™ “NH;

Q

/ H

%N H\jL

b N \K
0 0 H
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Ocekavany produkt 19 byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse

pro pfiklad 3, krok A, v kvantitativnim vytézku.

Pfiklad 20: Pfiprava sloudenin vzorcl 20A a 20B

| Cé;iij%gv&ﬁ%m
&

20A

20B

20a
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Pozadovany produkt 20a byl ziskan zplisobem popsanym pro
piiklad 1, krok F. Material byl ¢istén bleskovou chromatografii na
koloné s pouZitim smési 98/2 dichlormethan/methanol za ziskani 20a
v 97% vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro C32H43N207: 567,3070
(M+H)". Nalezeno: 567,3073.

Krok B
BnO/\/O

H "‘ H
Hi}\cozcm \K/wz\cozcm

@)

20a 20b

Pozadovany produkt 20b byl ziskan zpisobem popsanym pro
ptiklad 1, krok G. Material byl gistén bleskovou chromatografii na
koloné s pouZitim smési 98/2 az 96/4 dichlormethan/methanol za
ziskani 20b v 81 % vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro C25H37N207:
477,2601 (M+H)+. Nalezeno: 477,2606.

H\%@COzCH:; &COZCHQ,

N

N §
-

OO O[;]
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Pozadovany produkt 20c byl ziskan zplisobem popsanym pro
piiklad 1, krok H. Cisténi chromatografii na kolon& s pouzitim smési
09/1 dichlormethan/methanol poskytio sloudeninu 20c spoletné
s trifenylfosfinoxidem. Tato smés byla prevedena do dalsiho kroku.
HRMS (FAB) Vypodteno pro CzsHasN20e: 4592495 (M+H)". Nalezeno:

459,2490.
q [l\:)\COzC*'*s - . Q\COZH
N\_./Ko N\_-)\O
1e &

20c 20d

Krok D

Pozadovany produkt 20d byl ziskan zplisobem popsanym pro
pFiklad 1, krok I. Vytézek 20d (2 kroky) = 23 %. "H NMR (DMSO-ds)
0,84 (m, 2H), 1,10 (m, 3H), 1,56 - 1,67 (m, 6H), 1,75 - 1,81 (m, 1H),
2 32 - 2,49 (m, 3H), 2,55 - 2,59 (m, 1H), 2,94 (dt, 1H), 3,50 (dd, 1H),
3,56 - 3,65 (m, 2H), 3,99 (dd, 1H), 4,06 - 4,23 (m, 4H), 4,37 (4, 1H),
6.64 - 6,74 (m, 3H), 7,08 (zdanl. t, 1H), 7,95 (d, 1H), 12,30 (br. s, 1H);
3G NMR & (DMSO-ds) 25,25, 25,97, 28,30, 28,65, 30,61, 33,77, 36,04,
39,41, 52,52, 54,02, 57,22, 66,38, 68,03, 77,49, 114,75, 115,37,
121,14, 128,86, 142,66, 158,92, 169,87, 170,83, 172,99; HRMS (FAB)
Vypod&teno pro C4H33N20g: 445,2339 (M+H)". Nalezeno: 445,2343.
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Ocekavany produkt 20e byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro pfikiad 1, krok J. Material po zpracovani méi dostateénou gistotu

pro pfevedeni do dalsiho kroku.

r OH O
H H [
S SERBER
H G —_—

E\;_/Ngo 0 d

0
O 20e

Krok F
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Pozadované produkty 20A a 20B byly ziskany protokolem
oxidace popsanym vy$e pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou
chromatografii na koloné s pouzitim smési 100/0 az 98/2
dichlormethan/methanol poskytlo oddélené isomery 20A a 20B, a
smés. Kombinovany vytézek = 50 % (2 kroky). HRMS (FAB) Vypocteno
pro CazHs7NgOo: 789,4187 (M+H)". Nalezeno: 789,4179 (20A) a
789,4187 (20B).

Piiklad 21: Pfiprava slou€eniny vzorce 21

O
21



Krok A
~o
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LN COH , HCLHN N\/lLﬁ O\i<
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o
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o
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N
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O&ekavany produkt 21a byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro pfiklad 2, krok A. Material po zpracovani mel dostateénou cistotu

pro pfevedeni do dal§iho kroku.

Krok B

AN .
K OH O

H H A
N N\/u\ Q. I

o YK

N\/'ko © o 0

o) P
O 21a
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21

21 byl ziskdn protokolem

oxidace

popsanym vyse pro pfiklad 2, krok B. Cisténi bleskovou chromatografii

na koloné s pouzitim smési 100/0 az 98/2 dichlormethan/methanol

poskytio slougeninu 21 v 38% vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro

C44H50N5010: 818,4340 (M+H)+

. Nalezeno: 818,4329.

Priklad 22: Priprava sloueniny vzorce 22

Krok A

—\—O,

/ H
[;)\H/N
H s

ie

N

2
O

21

ho0
N\/LLN
H
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22
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Od&ekavany produkt 22 byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro piiklad 3, krok A, v kvantitativnim vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno

. B
QWN N A o
i \;/go 0 H 5

S TR B I

8]

22

pro CsoHszNsO10: 762,3714 (M+H)". Nalezeno: 762,3722.

Priklad 23: Pfiprava slouéeniny vzorce 23

s
’ O CH(:
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OH H @)
HCIH N
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O
CHs
D
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O

?

0 OH Q
0 0
CH,

23a
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Pozadovana slougenina 23a byla pfipravena v 58% vytéZzku ze

slouéeniny 11 a D zpUsobem popsanym v pfikladu 1, krok J.

10
O%
O

15

Posadovana slougenina 23 byla pfipravena v 79% vytéZzku ze

slouéeniny 23a zpUsobem popsanym v piikladu 1, krok K.

Ptiklad 24 Pfiprava slouceniny vzorce 24

s 0(7 Hofow
. N N
: N/ﬁr \)J\OH
OO N
CHs
24

20
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O CHs
24

Roztok benzylesteru 23 (80 mg, 0,11 mmol) v ethanolu (30 ml)
a methanolu (15 ml) byl michén pfi laboratorni teploté¢ 3 hod
15 v atmosféfe vodiku v pfitomnosti paladia na uhli (50 mg). Postup
reakce byl monitorovan TLC. Po opatrném Zfiltrovani pfes loze celitu
byla rozpoustédla odstranéna ve vakuu za poskytnuti bilé pevné latky

(67 mg, kvant.).

20 PFiklad 25: Priprava slou€eniny vzorce 25

25
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Posadovana slougenina 25 byla ptipravena v 53% vytézku ze
sloueniny 24 zpUsobem popsanym v pfikladu 1, krok J, pficemz

benzylamin byl pouZit misto aminu A.

Ptiklad 26: Piiprava sloudenin vzorcl 26A a 26B
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Krok A

BnO NH2 BnO__ “
o — U T L
0
NO2
26a 26b

K chladnému (0 °C) roztoku slougeniny 26a (4,0 g, 20 mmol)
v THF/MeCN (35/5 ml) byl pfidan 4-nitrofenylchlorformat (4,86 g,
24 mmol) a potom pyridin (1,8 ml, 24 mmol). Reakéni smés byla
zahfata na teplotu laboratofe v prib&hu 4,5 hod. Reakce byla
monitorovana az do spotfebovani sloudeniny 26a (bylo zapotiebi
pfidavat dali mnozstvi druhych dvou ¢inidel). Reakce byla ukonCena
pfidanim vody, organické vrstvy byly oddéleny, promyty roztokem soli,
sudeny (Na;SO4), a odpafeny ve vakuu za ziskani produktu 26b. Tento

material mél dostateénou &istotu pro dalsi studie.

Krok B

Ban\//\\/Jg

1 26b
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26¢c

K roztoku 1f (2,3 g, 5,1 mmol) ve smési dichlormethan/DMF
(25/5 ml) pfi 0 °C byla pfidana 26b (2,24 g, 6,1 mmol), potom
triethylamin (0,86 ml, 6,1 mmol). Bylo pfidano nékolik krystall
imidazolu a reakéni smés byla uchovana pfi -8 °C 16 hod. Reak¢ni
smé&s byla ziedéna dichlormethanem, promyta nasycenym
hydrogenuhli¢itanem sodnym, 10% vodnym roztokem kyseliny
citronové, suéena (NazSQ,) a odpafena ve vakuu. Surovy material byl
gistén bleskovou chromatografii na koloné s pouZitim smési 100/0 az
70/30 dichlormethan/ethylacetat za ziskani 26¢ (1,2 g, 38% vytézek).
HRMS (FAB) Vypocteno pro CsgHasN3O7: 658,3492 (M+H)+. Nalezeno:
658,3483.

Krok C

BnO o~ HO~A,

Q002CH3 <;>\COZCH3

H H H H

BnOUN\(I)rN e T HO\Q/NYN\;/KO
. o i
O

26¢ 26d

Pozadovany produkt 26d byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok G. Surovy material byl pfeveden do daliho kroku
v surovém stavu. HRMS (FAB) Vypoc&teno pro CasHagN3O7: 478,2553
(M+H)". Nalezeno: 478,2547.
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26e

Pozadovany produkt 26e byl ziskdn zplsobem popsanym Ppro
10 pfiklad 1, krok H. Gisténi chromatografii na kolon& s pouZitim smési
99/1 dichlormethan/methanol poskytlo slouc¢eninu  26e spolu

s trifenylfosfinoxidem. Tato smés byla pfevedena do daliho kroku.

Krok E
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o T
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O O
20 26e 26f

Pozadovany produkt 26f byl ziskan zplsobem popsanym pro
piiklad 1, krok 1. HRMS (FAB) Vypoéteno pro Cz3H32N30s: 446,2291
(M+H)". Nalezeno: 446,2290.
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Pozadovany produkt 26g byl ziskan zpisobem popsanym pro

15 priklad 1, krok J. Surovy material byl Cis§tén bleskovou chromatografii

na koloné s pouzitim smeési 98/2 dichlormethan/methanol za ziskani

26g v 31% vytézku (3 kroky). HRMS (FAB) Vypocteno pro C41HssN7Oq:
7924296 (M+H)". Nalezeno: 792,4284.

20 Krok G

25
269
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Pozadované produkty 26A a 26B byly ziskany zpusobem
popsanym pro pfiklad 1, krok K. &isténi chromatografii na koloné
s pouzitim smési 99/1 az 95/5 dichlormethan/methanol poskytlo 26A
(jako smés) a 26B (Cisty isomer s niz8i hodnotou Ry). Kombinovany
vytézek = 25 %.

Pfikiad 27: Piiprava slouceniny 27

0O 3 0 0 CH
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Krok A

0 /A oH? ":OH
j>l\o’u\<;1‘ﬂ/OMe - j>LYyﬂ\g::L‘W}DMe
@)
10 27a 27b °
Ke smési Boc-3,4-didehydroprolin-OMe (27a, 5,30 g,
23,4 mmol), N-methylmorfolin-N-oxidu (4,75 g, 35,1 mmol) v acetonu
(10 ml) a vody (15 ml) byl pfi teploté laboratofe pfidan oxid osmicely
15 v terc-butanolu (2,5% hmotn./hmotn., 3,5 ml, 0,344 mmol). K tomuto
kalnému roztoku byl pfidavan THF, aZ byla smés témér homogenni. Po
michani pfi laboratorni teploté pfes noc byl pfidan nasyceny roztok
vodného thiosiranu sodného (30 mi) byl pfidan a o 10 min pozdéji
EtOAc (300 ml) a roztok sali (80 ml). Po oddéleni vrstev byl roztok
.0 extrahovan EtOAc (2 x 100 ml). Organické roztoky byla spojeny,
suseny (MgSOQ.), Zfiltrovany a zakoncentrovany ve vakuu za poskytnuti
tmavé kapaliny. Bleskova chromatografie (4 az 8 % MeOH/CH2Cl2)
poskytla slou¢eninu 27b (4,73 g, 18,1 mmol, 77 %) jako olej.
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Krok B
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0 O
27b ©
27¢

K suspenzi diolu 27b (1,6 g, 6,12 mmol), siranu hofeénatého
(4,0 g, 33,2 mmol) a 3-benzyloxypropionaldehydu (2,32 g, 13,0 mmol)
v bezvodém CHyCl, (60 ml) byla pfi 0 °C pfidana kyselina p-
toluensulfonova (150 mg, 1,01 mmol). Ziskana smés byla dukladné
michana a ponechana ohfat na laboratorni teplotu spolu s vodni lazni
pfes noc (18 hod). Byly pfidany nasyceny roztok hydrogenuhlicitanu
sodného (60 ml), voda (30 ml) a CHzCl, (100 ml) a vrstvy byly
oddéleny. Vodny roztok byl extrahovan CH,Cl, (2 x 100 mi) a spojeny
organicky roztok byl susen (MgSOs), sfiltrovan a zakoncentrovan ve
vakuu za poskytnuti bezbarvého oleje. Bleskova chromatografie (5 az
15 % EtOAc/CH,Cly) poskytla slougeninu 27c¢ (2,35 g, 5,57 mmol,
91 %) jako olej.

Krok C
Pn/‘o/\/.c% e OA/o>\
z :O T Q
>L0J\N Me HCIHN Me
0 o)
27¢ 27d

Pozadovana slougenina 27d byla pfipravena z€ slougeniny 27¢
zplisobem popsanym Vv pfikladu 1, krok C. Byla pouZita v nasledujici

reakci bez daldiho ¢isténi.
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Krok D

Pozadovana slou&enina byla pfipravena ze sloudeniny 27d

10 zplUsobem popsanym Vv ptikladu 1, krok D. Bleskova chrdmatografie (8

as 20 % EtOAc/CH,Cl,) poskytla slouCeninu 27e.

Krok E

15 Ph/\o/\/_g_?é) Pr/\o/\/_q?})
SIVAN o/
>|/O\ﬂ/ﬁ\/u\<j\(0lwe >~ HCi-HzN\)kﬁl(DMe
ol QO

27e 27f

Pozadovana slouenina 27f byla pfipravena ze slouéeniny 27e
v nasledujici

20
zplisobem popsanym v pfikladu 1, krok E. Byla pouzita

reakci bez dalgiho cisténi.
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Pozadovana slouéenina byla pfipravena ze sloudeniny 27f
zplisobem popsanym Vv pfikladu 1, krok F. Bleskova chromatografie (8
a3 20 % EtOAc/CH,Cly) poskytla slougeninu 279 (36 %, 4 kroky).
HRMS m/z 595,3014 [vypocteno pro C33H42N20g, 595,3019].

Krok G

Pozadovana slouéenina byla pfipravena v kvantitativnim vytézku
ze slougeniny 27g zplsobem popsanym v pfikladu 1, krok G. Bleskova
chromatografie (3 aZ 5 % MeOH/CH,Cl,) poskytia slou¢eninu 27h jako
bilou pevnou latku. HRMS m/z 595,2553 [vypoéteno pro CzsHasN20s,
595,2550].
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27h 27i

Pozadovana slou¢enina byla pfipravena ze slougeniny 27h
zplisobem popsanym v ptikladu 1, krok H. Bleskova chromatografie (3

ay 5 % MeOH/CH,Clz) poskytla sloudeninu 27i jako smeés

s trifenylfosfinoxidem, ktera byla hydrolyzovana.

Krok |

O/\/(:?\\o ; 9
AN i
ﬁ\__)“\N OMe \/u\(j\n/

27i _ 271

Pozadovana sloudenina byla pfipravena (72%, 2 kroky) ze

slougeniny 27i zplisobem popsanym Vv prikladu 1, krok 1.
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Krok J

0 0
10
CHs
27k
Poradovana sloudenina byla pfipravena ze slougeniny 27j

zplsobem popsanym v ptikladu 1, krok J. Bleskova chromatografie (3

a> 6 % MeOH/CH,Cly) poskytla slougeninu 27k (69 %) jako smeés

15 diastereomerd.

Krok K
O/\/o>§3
20 Ho'?HOHHo CHs

25
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Posadovana sloudenina byla pfipravena ze sloueniny 27K

zplUsobem popsanym v pfikladu 1, krok K. Bleskova chromatografie (2

az 5 % MeOH/CH,Cl,) poskytla &isté slougeniny 27A a 27B.

Ptiklad 28: Pfiprava slouceniny 28

S
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20
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H H H
N
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0 A o] 0 H &
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28a
15 Poradovana slouéenina byla pfipravena ze sloudeniny 27j

zplsobem popsanym v pfikladu 2, krok A. Bleskova chromatografie (3
ay 6 % MeOH/CH:Cly) poskytla slouceninu 28a (50 %) jako smeés

nerozdélitelnych diastereomerd.

20 Krok B

O A 0
25 O CHs
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Pozadovana sloudenina byla pfipravena ze slouceniny 28a

zpUsobem popsanym v pfikladu 2, krok B. Bleskova chromatografie (2

az 5 % MeOH/CH,CI,) poskytla slouceniny 28A a 28B.

15

Ptikiad 29: Pfiprava slouéeniny 29
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Poradovana slouenina 29A byla pfipravena ze slouéeniny 28A

zplsobem popsanym v pfikladu 3, krok A.
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Krok B
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PoZadovana slouéenina 29B byla pfipravena ze slouéeniny 28B

zplisobem popsanym v pfikladu 3, krok A.

Pfiklad 30: Priprava slouceniny 30
C
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K roztoku Cbz-HYP-OMe (30a) (3,0 g, 10,7 mmol) a 4-

-benzyloxy-2-methyl-1-butenu 30b (5,30 g, 30,0 mmol) v bezvodém

CH,Cl, (80 mi) pfi 0 °C byl pfidan diethyletherat fluoridu boritého
(0,25 mi, 1,97 mmol). Ziskana smés byla michana pfi laboratorni
teploté pfes noc (18 hod). Byly pfidany nasyceny roztok
hydrogenuhli€itanu sodného (30 ml), roztok soli (50 ml) a EtOAc (300
ml) a vrstvy byly oddéleny. Vodny roztok byl extrahovan EtOAc (2 X
100 ml) a spojeny organicky roztok byl susen (MgSOa), zfiltrovan a
sakoncentrovan ve vakuu za poskytnuti 3lutého oleje. Bleskova
chromatografie (5 az 20 % EtOAc/CH,Cl,) poskytla slouceninu 30c
(2,00 g, 4,39 mmol, 41 %) jako olej.

Krok B
o AN —s (7
OM
Bt ~o—~N © HN/\I(OMG
0 0
30c 30d

Pozadovana slouéenina 30d byla pfipravena ze slougeniny 30c

v kvantitativnim vytézku zplisobem popsanym v pfikladu 1, krok G.
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Pozadovana sloudenina 30e byla pfipravena ze slougeniny 30d

a Boc-cyklohexylglycin-OH zpUsobem popsanym V prikiadu 1, krok D.

Bleskova chromatografie (3 az 5 % MeOH/CH,C,2) poskytla sloucéeninu
30e (61 %).

Krok D

/\k | - AcO/\k
HO 0

¢
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\g/ 0 e

O @

30e 30f

Roztok 30e a 2N HC! v dioxanu a EtOAc (1 : 1) byl michan pfi
teploté laboratofe 3 hod, potom byl zakoncentrovan ve vakuu. Produkt

byl pouzit v nasledujici reakci bez dal$iho Cisténi.

Krok E

/\>\\ AcQ /\AQ
O OH

0

Ac 0
o / g 0
— H
HCIH ZN\)I\@(O Me N\)J\NQ((O Me
= 0 o) < 0
30f .30g

Pozadovana slouéenina 30g byla pfipravena ze slougeniny 30f
zplsobem popsanym V piikladu 1, krok F. Bleskova chromatografie (2
a3 5 % MeOH/CH,Cl,) poskytla slouceninu 30g (48 %, 2 kroky).
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Krok F
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30g 30h

Smés 30g (700 mg, 1,28 mmol) a uhligitanu draseiného
(530 mg, 3,84 mmol) v bezvodém methanolu (80 ml) byla dikladné
michana pfi teploté laboratofe. Postup reakce byl monitorovan TLC.
Po 3 hod byla reakéni smés zakoncentrovana ve vakuu, pfed pfidanim
EtOAc (200 ml) a vody (100 ml) a oddélenim vrstev. Vodny roztok byl
extrahovan EtOAc (2 x 100 ml). Organické roztoky byly spojeny,

suéeny (MgSO0,), zfiltrovany a zakoncentrovany ve vakuu. Produkt byl

pouzit v nasledujici reakci bez dalsiho Cisténi.

Krok G
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H - o
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N OMe N OMe
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30h 30i

Pozadovana sloudenina 30i byla pfipravena ze slougeniny 30h

zplisobem popsanym v piikladu 1, krok H.
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Pozadovana slouéenina 30j byla pfipravena ze slougeniny 30i

zplisobem popsanym v piikladu 1, krok [ (23 %, 3 kroky).

Krok | CHs
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30k

Pozadovana slouenina byla pfipravena ze slougeniny 30j

zplsobem popsanym v ptikladu 1, krok J. Bleskova chromatografie (3

as 6 % MeOH/CH,Cl,) poskytla slouéeninu 30k (58 %).
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30

Pozadovana slouéenina 30 byla pfipravena ze slougeniny 30k
15 zpUsobem popsanym v prikladu 1, krok K. Bleskova chromatografie (3
a3 5 % MeOH/CH,Cl;) poskytla sloudeninu 30 jako smés

nerozdéliteinych diastereomerd.

Piiklad 31: Pfiprava slouéeniny 31
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31a

Pozadovana sloudenina byla pfipravena ze slouéeniny 30j a B

15 zplsobem popsanym Vv prikladu 1, krok J. Bleskova chromatografie (2

a? 5 % MeOH/CH,CI,) poskytla slou¢eninu 31a (73 %).

Krok B

20 /\XCHS

25



10

15

20

25

HaG .
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CHs

31
Pozadovana slouenina byla pfipravena ze slouceniny
31a zplsobem popsanym v pfikladu 1, krok K. Bleskova

chromatografie (2 az 5 % MeOH/CH,Cl;) poskytla slou€eninu 31 jako
smés nerozdéliteinych diastereomerd.

Priklad 32: Priprava sloucéeniny 32
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™

Pozadovana sloucenina 32 mlzZe byt pfipravena ze slouleniny

31 zplsobem popsanym v pfikladu 3, krok A.

Priklad 33: Pfiprava slouéeniny 33
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Suspenze methy!-3,5-dihydroxyfenylacetatu (33a) (5,0 g,
27,4 mmol) methyljodidu (4,6 g, 32,9 mmol), uhli¢itanu draselneho
(5,69 g, 41,2 mmol) v DMF (30 ml) byla zahfivana pfi 55 °C a michana
pies noc. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byly pfidany nasyceny
vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (100 mi) a EtOAc (200 ml) a
vrstvy byly oddéleny. Vodny roztok byl extrahovan EtOAc (2 x 100
ml). Spojeny organicky roztok byl su$en (MgSO,), Zfiltrovan a
zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova chromatografie (2 aZ & %
MeOH/CH,Cl;) poskytla sloudeninu 33b (1,11 g, 29 %) jako bilou

kapalinu.

Krok B

MeO. OH Me H

coMe O,H

33b : 33c

Vodny roztok hydroxidu lithného (0,342 g v 10 mi H,0O) byl
pridan k roztoku methylesteru 33b v THF (10 ml) a methanolu (10 ml)
pfi laboratorni teplots. Postup reakce byl monitorovan TLC. Po 4 hod
byly tékavé podily odstran&ny ve vakuu, byly pfidany EtOAc (150 ml) a
voda (30 ml) a vodny roztok byl okyselen na pH = 1 a nasycen pevnym
chloridem sodnym. Po oddé&leni vrstev byla vodna vrstva extrahovana
EtOAc (2 x 150 mi). Organické roztoky byly spojeny, suSeny siranem
sodnym, zfiltrovany a zakoncentrovany ve vakuu za ziskani slougeniny
33c (1,6 g).
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Pozadovana slougenina 33d byla pfipravena ze sloudeniny 33¢

a 1f zphsobem popsanym V pfikladu 1, Kkrok F. Bleskova

10 chromatografie (2 az 5 % MeOH/CH,Cl,) poskytla slougeninu 33d

v 90% vytézku.

Krok D

P o HO
15 MeO H MeO *:\/\3
o / o A
H > H (7
N\)J\NQ(OMe N\_/”\N,\n/onne
0 :’ o O :5 0

33d 33e

20

Pozadovana slougenina 33e byla pfipravena z€ slougeniny 33d

zpusobem popsanym Vv piikladu 1, krok G. Bleskova chromatografie (2

az 5 % MeOH/CH,Cly) poskytla slougeninu 33e v 56% vytézku.



Krok E

MeO OH C MeO °
0] ‘ 0 A
H > H
NYU\@YoMe N\:)l\@/OMe
| O O

33e 33f

Pozadovana sloucenina 33f byla pfipravena ze slouleniny 33e
zpUsobem popsanym v pfikladu 1, krok H. Bleskova chromatografie (2

10 az 5 % MeOH/CH;C;) poskytla slouceninu 33e jako smés
s trifenylfosfinoxidem, kterd byla pouZita v dal$i reakci bez dalsiho

isténi.

¢]}

Krok F

MeO dA\/\b MeO dﬁ\/\b
oo / wo
N\(H\N OMe g N\/H\N OH
=t O :-.

33f 33g

20

Pozadovana slou€enina 33g byla pfipravena ze slouceniny 33f

ve 45% vytézku (2 kroky) zplisobem popsanym v piikladu 1, krok I.
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33h

Pozadovana sloucenina 33h se pfipravi ze sloudeniny 33g a A

zplsobem popsanym v piikiadu 1, krok J.

Krok H

MeO.

0
H H
H H 3
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Y N N CHa
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O CH3
33h
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Pozadované slouceniny se pfipravi z 33h zplsobem popsanym v
pfikladu 1, krok K.

Ptiklad 34: Pfiprava slouéeniny 34

Krok A

MeO.

H4CO

¢\
O W

34
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33g

MeQO /\/\)

Pozadovana slouéenina 34a se pfipravi zplsobem popsanym V
pfikladu 1, krok J, kromé& nahrady aminu A aminem B. Produkt je

ziskan jako smés nerozdélitelnych diastereomer(.

Krok B

MeO 0

O Q ©) CH(: o

34

Pozadovana sloulenina je pfipravena ze€ sloudeniny 34a

zplsobem popsanym v prikladu 1, krok K.



Pfiklad 35: Priprava slouéeniny 35
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Krok A

© Meo O/\/\
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MeO /\/\D
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H H H
N\:)J\N/YN N\)kN OH
= o O H

20

Pozadovana slouéenina 35 je pfipravena ze sloudeniny 34

zpuisobem popsanym v pfikiadu 3, krok A.
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Pfiklad 36: Priprava sloudeniny 36

36

Krok A

t
o COOBu

PN -

36a : 36b

Roztok terc-butylfosfonoacetatu (15,1 g, 50,0 mmol) v suchem
THF byla ochlazena na 0 °C a smisena s NaH (60%, 2,59, 62,5 mmol,
1,25 ekv.), a michana po dobu 20 min. Reak&ni smés byla smisena
s 2-pentanonem (4,3 g, 50 mmol) a michana pfi laboratorni teploté
24 hod. Reak&ni smés byla zfedéna vodnym NaHCOs; a extrahovana
etherem (3 x 100 ml). Spojena etherova vrstva byla extrahovéna
roztokem soli, susena (MgSO0y), sakoncentrovana ve vakuu a

destilovana, za ziskani 8,2 g (88 %) 36b (stereochemicky pomér 2 : 1).

Krok B

2
COOBu coo'Bu

36b 36¢



Roztok 36b (5,0 g, 27,1 mmol) byl rozpustén v dichlorethanu a
smisen s 4,4’-thiobis-(2-terc-buty|-5-methylfenolem) (100 mg) a

. MCPBA (60 - 80 %, 7,76 g, 27,1 mmol) a zahfivan pod zpétnym
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chladicem 4 hod. Reakéni smés byla zakoncentrovana ve vakuu a
zbytek byl zfedén etherem (200 ml) Etherova vrstva byla dvakrét
promyta nasycenym vodnym Na,S,03, vodnym NaOH a roztokem soli
(100 ml). Reakeni smés byla zakoncentrovana ve vakuu za ziskani
42qg (77 %) slouéeniny 36¢c, ktera byla pouZita jako takova

v nasledujicim kroku.

Krok C

COC'Bu
> cooBu  * COO'BuU

OH Nz

36¢ 36d 36d

Roztok epoxidu (4,0 g, 18,4 mmol) v suchem ethanolu (100 ml)
byl smisen s NaN; (12 g, 184 mmol) a NH.CI (9,6 g, 184 mmol) a
zahtivan pod zpétnym chladicem 36 hod. Reak&ni smés byla zfedéna
vodou a extrahovana etherem (300 ml). Spojené organicke vrstvy byly
suseny NaySO4 a zakoncentrovany. Zbytek byl ¢istén chromatografii
SiO, (EtOAc/hex 1 : 19) za ziskani 1,1 g (28 %) slou&eniny 36d a
731 mg (18 %) 36d’ jako bezbarvé kapaliny.

Krok D

coo'Bu

COO'Bu > CizH

N4

36d 36e
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Roztok azidu 36d (2,1 g, 8,7 mmol) byl rozpu$tén v CH3;0H
(100 ml) a smisen s Pd/C (50 mg) a hydrogenovan (40 psi, 276 kPa)
24 hod. Reakéni smés byla Zzfiltrovana pres loZze celitu a filtrat byl
zakoncentrovan ve vakuu. Zbytek byl pouzit v nasledujici reakci bez
dalsfho &isténi.

Roztok Cbz-Cl (1,48 g, 8,7 mmol, 1,23 ml) byl po kapkéch
pfidan ke smési aminu a Et;N (878 mg, 1,25 ml) pfi -78 °C v CH2Cl;
(30 ml). Reakéni smés byla zahfata na teplotu laboratofe a
zakoncentrovana ve vakuu. Zbytek byl &istén chromatografii na SiO;
(EtOAc/hex 8 : 2) za ziskani sloudeniny 36e (450 mg, 15 %) jako

bezbarvé pevne latky.

Krok E

OH

COC'BU '
CozH —» CbzH N Y “'/
oH H O ©

36e - 36§

Roztok 36e (450 mg, 1,29 mmol) v CH,CIl2/TFA (10 mi, 1 : 1) byl
michan pfi teploté laboratofe 4 hod. Reakeni smés byla
zakoncentrovana ve vakuu za ziskani kyseliny (250 mg), ktera byla

pouzZita v pfistim kroku bez dal3iho &isténi.

Kyselina ziskana hydrolyzou slougeniny 36e byla rozpusténa
v CH,Cl> (10 ml) pfi -20 °C a smisena se slouCeninou H-glycyl-
-fenyiglycyl-N(CH3), (281 mg, 0,93 mmol), HOOBt (208 mg, 1,27
mmol, 1,25 ekv.), EDCI (244 mg, 1,27 mmol) a NMM (343 mg, 3,4

mmol, 490 ui). Reakéni smés byla uchovana v mrazicim boxu 24 hod a
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zfedéna vodnym HCI (1M, 50 ml). Reakéni smés byla extrahovana
CH2Cl3 (3 x 50 ml). Spojené organické vrstvy byly extrahovany vodnym
HC! (1M, 100 mi), vodnym NaHCO; (1M, 100 ml), roztokem soli
(100 mi), susSeny (MgSOy), zfiltrovany a zakoncentrovany ve vakuu a
¢istény chromatografii na SiO; (aceton/hexany 1 : 3) za ziskani 36f
(330 mg, 75 %) jako bezbarvé pevné latky.

Krok F

Roztok 36f se rozpusti v CH;OH (20 ml) a smisi s Pd/C
(10 mol%, 20 mg). Reakéni smés se hydrogenuje pfi 40 psi (276 kPa)
12 hod. Reakéni smés se Zfiltruje pres loZe celitu a filtrat se

zakoncentruje ve vakuu a okamzité pouzije v dals§im kroku.

Krok G

@] O
(oo ¢ 1
H +  HoN N . N~
N\/Ko : OH H/\g/ z |

‘O J
1 36g



36h

Oc&ekavany produkt 36h se syntetizuje jak bylo popséno dfive
pro priklad 1, krok J. Zreagovany material se pouZije pfimo v dalsim

kroku pro syntézu 36A a 36 B.
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Pozadované produkty 36A a 36B se ziskaji protokolem oxidace

popsanym vyse pro piiklad 1, krok K.

Priklad 37: Pfiprava slouc¢eniny 37

QA
2
. o o
H H
ey vlL 3row<
N 0 Ho4

0
0
37A
QP
! | o °
H
DYN i
T N \|<
N 0 0 H o}
9]
37B
Krok A
HoN, i

d \©/S‘Nj—l
Qﬁ?"“ S AL

F 37a

K chladnému (0 °C) roztoku slouéeniny F (2,3g g, 9,43 mmol)
v dichlormethanu (20 ml) byl pfidan triethylamin (3,97 ml, 28,28 mmol),
DMAP (nékolik krystalll) a 3-brombenzensuifonyichlorid (3,61 g,
14,14 mmol). Reakéni smés byla ponechana stat v chladicim boxu (0
az 5 °C) pfes noc. Reak&ni smés byla promyta nasycenym NaHCO; a
10% roztokem kyseliny citronové. Organicka vrstva byla suSena
(Na;SO4) a zakoncentrovana. Zbytek byl <cisté€n bleskovou
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chromatografii s pouZitim smési 95/5 az 90/10 dichlormethan/EtOAc
za ziskani 2,7 g (62% vytézek) slouceniny 37a. HRMS (FAB)
Vypod&teno pro C17H24N206SBr: 465,0518 (M+H)". Nalezeno: 465,0497.

N° COxlH; ——— \©/ [—>\CO CH
N 2CH3
>j\o*o H.HC!

10 37a 37b

Pozadovany produkt 37b byl ziskan zplsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok C. Surovy materidl byl pouZit v dal§im kroku bez
cisténi.

15

Krok C

[ >\co CH > n\)%o
20 Nhc >]/O\g

37¢

PoZadovany produkt 37c byl ziskan zplisobem popsanym pro
ptiklad 1, krok D v 97% vytézku. Material po zpracovani byl dostatecne

25 Cisty pro dalsi kroky.
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37¢ 37d

PoZadovany produkt 37d byl ziskan zplsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok E. Surovy material byl pouzit v dal&im kroku bez Cisténi.

10

Krok E

N~ CO-LCH3 ! H
15 HCILH ZN\/KO - (\/YN\/KO

37d 37e

PoZadovany produkt 37e byl ziskdn zpUsobem popsanym pro

20 pilklad 1, krok F s pouZitim kyseliny pentenové jako reakéniho

partnera. Cisténi zbytku chromatografii na kolon& s pouZitim smési

90/10 az 80/20 dichlormethan/EtOAc poskytlo 35% vytéZzek 37e.

HRMS (FAB) Vypoéteno pro CzsHisN;OsSBr: 586,1409 (M+H)".
Nalezeno: 586,1423.

25
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37e 37f

K michanému roztoku 37e (660 mg, 1,13 mmol) v DMF (10 ml)
v atmosféfe dusiku byl pfidan triethylamin (3,61 ml, 32,77 mmol),
uhli¢itan draselny (780 mg, 5,65 mmol), tetrabutylamoniumbromid
(730 mg, 2,26 mmol), a octan paladnaty (33 mg, 0,15 mmol). Smes
byla zahfivana na 100 °C po dobu 2 hod. Reakéni smés byla
ochlazena na teplotu laboratofe, siedéna EtOAc a promyta 5%
roztokem kyseliny fosfore¢né. Organicka vrstva byla oddélena, susena
(NazS04) a sakoncentrovana za ziskani 280 mg (49% vytéZek) 37f
jako smési diastereomerti. Tento material byl dostateéné Cisty pro
pfevedeni do dal3iho kroku. HRMS (FAB) Vypocteno pro Co5H34N306S:
504,2168 (M+H)". Nalezeno: 504,2155.

Krok G

S"N)'l
COZCH3 COzCHs
Hg



Pozadovany produkt 37g byl ziskan hydrogenaci, postupem
popsanym pro priklad 1, krok G, v 73% vytézku. Material mél
dostateénou Gistotu pro dal$i studie. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C,sH3sN306S: 506,2325 (M+H)". Nalezeno: 506,2314.

Krok H

QP QP

~NH ~NH
D\CO CH Qoo H
H N AR - H N 2
N N
10

o) 0

37g 37h

Pozadovany produkt 37h byl ziskan zplsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok H v 84% vytézku. HRMS (FAB) Vypocdteno pro
15 Co4H34N306S: 492,2168 (M+H)+. Nalezeno: 492,2175.

Krok |
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Oc&ekavany produkt 37i byl ziskan zplUsobem popsanym pro
priklad 2, krok A v 90% vytézku. Surovy material mél dostateCnou
gistotu pro daldi studie. HRMS (FAB) Vypocteno pro Ca4He3NgO10S:

s 867,4326 (M+H)". Nalezeno: 867,4342.
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Pozadované materialy 37A a 37B byly syntetizovany protokolem
oxidace popsanym pro pfiklad 2, krok B. Cist&ni zbytku s pouZitim
smési 98/2 az 96/4 dichlormethan/MeOH poskytlo slou€eninu 37A
(61 %, méne polarni) a 37B (15 %, vice polarni) jako smes
diastereomerld. HRMS (FAB) Vypocteno pro CssHs1NeO10S: 865,4170
(M+H)". Nalezeno: 865,4190 (37A), 865,4181 (37B).

Priklad 38: Pfiprava slouceniny 38

o, S~Nﬁ
[_kﬂ/ N\/”\ 9
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Krok A

37A



38A

Pozadovany material 38A byl syntetizovan jak je popsano pro
pfiklad 3, krok A, v 91% vytézku.

10 Krok B
QAP

\N?%r
15 5““

%
-G

Pozadovany material 38B byl syntetizovan jak je popséano pro
pfiklad 3, krok A, v 83% vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
CaoHs3Ns010S: 809,3544 (M+H)". Nalezeno: 809,3547.
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Pfiklad 39: Pfiprava slouceniny 39

0
¢
g 0 o
H H
N
H [I\>\( N\/ILN 07<
N O- 0 A5
0]
38
Krok A
0P
HQN" /@/S‘Nﬁ
>|\5£\COZCH3 — [r:)\cogcm
O 0O >'\O/KO
F 38%a

PoZadovany produkt 39a byl ziskan zplsobem popsanym pro
piiklad 37, krok A s pouzitim pipsylchloridu namisto 3-
brombenzensulfonyichloridu. Ci$téni zbytku chromatografii na koloné
s pouzitim smési 95/5 az 90/10 dichlormethan/EtOAc poskytlo 75%
vyt&Zek 39a. HRMS (FAB) Vypoéteno pro Ci7H24N206SI: 511,0400
(M+H)". Nalezeno: 511,0386.

Krok B

N~ COCH; ———> [\
>L /k N~ “CO2CH3
0

0 H.HCI

293 : 38b
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Pozadovany produkt 39b byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok C. Surovy material byl pouZzit Vv dalsim kroku bez

cisténi.

N~ “CO,CH3 O
H.HCI X Wg/ H

39 O 39¢c

Poradovany produkt 39c byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok D. gisténi zbytku chromatografii na kolon& s pouZitim
smési 90/10 az 80/20 dichlormethan/EtOAc poskytlo 68% vytéZzek 39c.
HRMS (FAB) Vypocteno pro C,sHa7N3O7SI:  650,1397 (M+H)+.
Nalezeno: 650,1398.

Krok D
P

oy ON
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XOTH\__AO _— HCt.HzN\r/KO
o H

@ J

38¢ 39d

Pozadovany produkt 39d byl ziskan zplisobem popsanym pro

pfiklad 1, krok E. Surovy material byl pouzit v daldim kroku bez ¢isténi.
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Krok E
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39d 3¢%e

Pozadovany produkt 39e byl ziskan zpUsobem popsanym pro

priklad 1, krok F s pouzitim kyseliny pentenové jako reakéniho

partnera. Sisténi zbytku chromatografii na koloné s pouzitim smeési

98/2 d

ichlormethan/MeOH poskytlo 76% vytézek 39e.

Krok F

\
ol .
O\COZCH:s C02CH3
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O O
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Pozadovany produkt 39f byl ziskan zplusobem popsanym pro

priklad 37, krok F. Cisténi zbytku chromatografii na koloné s pouZitim

smési

diaste

(M+H)"

98/2 dichlormethan/MeOH poskytio 28% vytézek 39f jako smési
reomerd. HRMS (FAB) Vypocteno pro C,sH34N306S: 504, 2168
. Nalezeno: 504,2160.
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Pozadovany produkt 39g byl ziskan hydrogenaci, postupem
popsanym pro piiklad 1, krok G v 84% vytézku. Material mél
dostateénou Gistotu pro dalsi studie. HRMS (FAB) Vypocteno pro
Co5H3sN306S: 506,2325 (M+H)". Nalezeno: 506,2314.

Krok H

Z
Y
ZT

399 3%h

Pozadovany produkt 39h byl ziskan zplisobem popsanym pro
piiklad 1, krok H v kvantitativnim vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
CasH14N306S: 492,2168 (M+H)". Nalezeno: 492.2175.
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priklad 2, krok A Vv 36% vytézku. Surovy material mé&! dostateCnou
gistotu pro dalsi studie. HRMS (FAB) Vypocteno pro C44Hs3NgO10S:
. Nalezeno: 867,4342.

OHH 0

N

\/lLN Cﬁ<
o} H 5

8674326 (M+H)"

Krok J

O\/

gg oY M%ﬁ

Odekavany produkt 39i byl ziskan zplsobem popsanym pro

39i
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Pozadovany material 39 byl ziskan postupem oxidace popsanym

pro pfiklad 2, krok B. Cisténi zbytku s pouzitim smési 98/2

dichlormethan/MeOH poskytlo slouceninu 39 ve 24% vytéz

ku jako

smés diastereomerd. HRMS (FAB) Vypocteno pro C44Hs1NgO10S:
865,4170 (M+H)". Nalezeno: 865,4181.

P¥iklad 40: Pfiprava slou€eniny 40
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40

Pozadovany material 40 byl ziskan zplisobem popsanym pro
priklad 3, krok A v 93% vytézku jako smés diastereomert. HRMS
(FAB) Vypodteno pro CaoHssNeO1oS: 809,3544 (M+H)". Nalezeno:
809,3544.

Ptiklad 41: Priprava slouéeniny 41
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Do 25 ml pfidavaci nalevky byl pfidan benzen (5 mi), DMF

" (0,32 ml, 4,1 mmol) a thionylchlorid (0,33 ml, 4,5 mmol). Po 5 min se
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objevily dvé vrstvy. Niz§i vrstva byla oddéiena a pomalu pfidana
k chladnému (0 - 5 °C) roztoku slougeniny kyseliny akrylové (0,19 mi,
2,8 mmol) v dichlormethanu. Smés byla udrZovana pfi této teploté po
dobu 10 min. Potom byl pfidan triethylamin (0,77 mi, 5,5 mmol),
nasledovany slouéeninou 39d (1,13 g, 2,1 mmol). Reakéni smé&s byla
zahtéata na teplotu laboratofe v pribéhu 5 hod a reakce byla ukoncena
nasycenym NaHCOj;. Organickd vrstva byla oddélena, promyta 5%
roztokem HiPO, a roztokem soli. Dichlormethanova vrstva byla
ususena (Na;S0.), a zakoncentrovana. Surovy material byl Gistén
bleskovou chromatografii na koloné& s pouzitim smési 98/2
dichlormethan/MeOH za ziskani 870 mg 41a (67% vytézek). HRMS
(FAB) Vypodteno pro Caz3HiiN30sSl: 604,0978 (M+H)". Nalezeno:
604,0964.

Krok B

NP

Ar COZCH3 é g

0
PoZadovany produkt 41b byl ziskan zplsobem popsanym pro
piiklad 37, krok F. Zbytek byl ¢&i§tén s pouZitim smési 9713
dichlormethan/MeOH za ziskani slouéeniny 41b v 26% vytézku. HRMS
(FAB) Vypodéteno pro Ca3H3oN30sS: 476,1855 (M+H)". Nalezeno:
476,1858.

CO,CH;

Oy

41a



Krok C
o)
OsgZ o L
™ 'Z_—>\C
5 [Q\cozcm g N O2CHs
H e N
AN 0 0
o O
b 41c
10 Pozadovany produkt 41c byl ziskan hydrogenaci zpusobem

popsanym pro pfiklad 1. krok D v 75% vytézku. Material mél

dostate&nou &istotu pro dal$i studie.

Krok D
15 Oy pe Oy pe
~NH ~NH
CO,CH cO5H
H N 23 H N 2
N . N
0 @]
41d

20 AMc

Pozadovany produkt 41d byl ziskan zplisobem popsanym pro

pfiklad 1, krok E. Surovy material byl pouzit v dal8im kroku bez ¢isténi.
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Krok E

N
L—>\ "y 9
L N0 HCLHAN N\/U\N
N H
41d
O //O
g OH o)
H H
[Q\’(N N\/U\N o
N 0 e] 0

41e

Odekavany produkt 41e byl ziskan zpUsobem popsanym pro
pfiklad 2, krok A v 63% vytézku. Surovy material mél dostateCnou
gistotu pro dalsi studie.

Krok F
Os P
y OH 0
H H
N
A QY N\)J\N Oj<
H o 5 H
o o
41e
Oy P Y
» O O
H H
N N
H Q\H/ N O\K
N 0 0 Ho 8
0]
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Pozadovany material

41 byl ziskan protokolem oxidace

popsanym pro pfiklad 2, krok B. Cisténi zbytku s pouzitim smeési 98/2
as 95/5 dichlormethan/MeOH poskytlo slougeninu 41 v 52% vytézku

jako smés diastereomerd.

Ptiklad 42: Pfiprava slouceniny 42

Krok A

Y

42

41

Ose?
§ H\/U\N OH
§ o 0 Ho o
0
42
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Pozadovany material 42 byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 3, krok A v kvantitativnim vytézku jako smés diastereomerd.
HRMS (FAB) Vypod&teno pro CagHagNsO10S: 781,3231 (M+H)".
Nalezeno: 781,3233.

Ptiiklad 43: Pfiprava slou¢eniny 43

M

N—~SO2Ph

":' o O
H H ,
%N N N_

H
N\/KOO

0 H
O .

Krok A

©\O N

HaN, g/N,

BN o ()
CO,CH3 —> CO-CH3

Aok

F 43a

K chladnému (0 °C) roztoku sloueniny F (5,4 g, 22,1 mmol)
v dichlormethanu (50 mi) byl pfidan triethylamin (6,8 ml, 48,6 mmol),
DMAP (nékolik krystall) a benzensulfonyichlorid (3,29 g, 24,1 mmol).
Reakéni smés byla ponechana stat v chladicim boxu (0 - 5 °C) pfes
noc. Reakéni smés byla promyta nasycenym NaHCOs;, a 10%
roztokem kyseliny citronové. Organicka vrstva byla susena (NazS04) a
zakoncentrovana. Zbytek byl ¢istén bleskovou chromatografii
s pouzitim smési 95/5 dichlormethan/EtOAc za ziskani 5,0 g (59%



vytéZek) slouceniny 43a.

Krok B

0~ "0
432 43b
10 Pozadovany produkt 43b byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok C. Surovy materidl byl pouzit v dalSim kroku bez
gisteni.
Krok C

15 @\ H
O
H
S/N"
i
@}

H.HC! :
43b O 43¢

Pozadovany produkt 43c byl ziskan zplsobem popsanym pro

20

priklad 1, krok D. Cist&ni zbytku chromatografii na koloné s pouZitim

smési 99/1 dichlormethan/MeOH poskytlo 60% vytéZek 43c.
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Krok D

SO,Ph SOPh
H, Bro_~N.
QCOZCH—j CN>\COZCH3

%Y“Yko - Yo

@] O o) 'O

43c 43d
Argon byl probublavan chladnym (0 °C) roztokem slouceniny 43¢
(1,72 g, 3,28 mmol) v dichlormethanu (40 rhl) 20 aZ 30 min. Byl pfidan
ADDP (2,5 g, 9,84 mmol), potom trifenylfosfin (2,6 g, 9,84 mmol) a 3-
benzyloxypropanol (0,57 ml, 3,61 mmol). ReakEni smés byla zahfata
na laboratorni teplotu a ponechéna stat dva dny. Reakéni smés byla
zakoncentrovana a byl pfidan Et,0 (50 ml). Vysrazeny pevny material
byl odfiltrovan. Tato operace byla dvakrat opakovana pro odstranéni
vétsiny vedlejdich produktd. Filtrat byl zakoncentrovan a Cistén
bleskovou chromatografii s pouzitim smési 90/10 az 85/15
dichlormethan/EtOAc za ziskani 330 mg 43d. Oddélené vychozi
materialy spolu s urditym mnoZstvim trifenylfosfinoxidu byly znovu
zpracovany za vySe uvedenych podminek za poskytnuti dalSich
420 mg 43d. Kombinovany vytéZzek = 34 %. HRMS (FAB) Vypodteno

pro C3sHsoN30gS: 672,3319 (M+H)*. Nalezeno: 672,3330.

SOzPh SOPh
BnO._~_N BrO~_ o~

y &COZCH3 &COzCHs
XO\H/N\:/LO _ > HCL HoN N0
0 :: : j
43e



10

15

20

25

Pozadovany produkt 43e byl ziskdn zpUsobem popsanym pro

pfiklad 1, krok E. Surovy produkt byl pfeveden do dal§iho kroku.

Krok F
$02Ph SO,Ph
i
B no\/\/N" Bno\/\/ l\l'-’ )
:N C02CH3 ) QCOZCH3
H I

43e 43f

Pozadovana sloudenina 43f byla pfipravena podle protokolu
popsaného pro pfiklad 1, krok F. Cisténi bleskovou chromatografii bylo
provedeno s pouzitim gradientu 60/40 az 50/50 dichlormethan/EtOAc
za ziskani 43f v kvantitativnim vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C3gHssN30sS: 706,3162 (M+H)". Nalezeno: 706,3157.

43f 43g

Pozadovany produkt 43g byl ziskan zplsobem popsanym pro

piiklad 1, krok G. Material mél dostate¢nou &istotu pro dalsi studie.



Krok H

SO,Ph o s0,7h

HOL A~ %

- .y :N) ~CO,CH3 ! [Nj ~COLCH3
HOU\’(“\/KO — o
O O

43g 43h

Pozadovany produkt 43h byl ziskan zplsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok H. Po ukon&eni reakce bylo rozpoustédlo odpafeno. Byl
pfidan Et,0 (50 ml) a pevné podily byly odfiltrovany. Filtrat byl
zakoncentrovan a byla pfidana smés Et,O/EtOAc (50mi/50 ml).
Vysrazené pevné podily byly odfiltrovany a filtrat byl zakoncentrovan.
Zbytek byl &istén bleskovou chromatografii s pouzitim smési 85/15 az
80/20 dichlormethan/EtOAc za ziskani pure slouceniny 43h v 20%
vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro CziHsoN307S: 598,2587 (M+H)".
Nalezeno: 598,2581.

Krok |
q,sozph N;sozph
’ L—N>\c020H3 —_— . N~ “COgH
N0 =0
O 3 O =
43h , 43i

Og&ekavany produkt 43i byl ziskan zplsobem popsanym pro
piiklad 1, krok | v 92% vytéZku.



15

20

25

Krok J

Pozadovany material 43j byl syntetizovan jak je popsano pro

pfiklad 1, krok J. Surovy produkt byl dostatecné Cisty pro dalsi pouziti.

Krok K

. o

s e
e @
» ee¢sd

= 238.5- :

-
. - . o e . -

OH ., 0 |
HCL HoN N\/U\N N__
@] H 8]

A

N-SO2Fh _
b OH 0
H H |
H Q\H/N N\/[LN N
N\/ko 0 O 0

M ~SO,Ph

N

‘e

o

N
P

O

H
N

OH , o
N

0

4

43]

i |
N ~
O
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Oc&ekavany produkt 43 byl ziskan protokolem oxidace popsanym
vy$e pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou chromatografii na kolone
s pouzitim smési 97/3 dichlormethan/MeOH poskytlo slougeninu 43
jako smés diastereomerl. Kombinovany vytézek = 60% (2 kroky).
HRMS (FAB) Vypoéteno pro CagHe2N7O10S: 928,4279 (M+H)".
Nalezeno: 928,4290.

Priklad 44: Pfiprava slouceniny 44

44 A




ERRT ) K
-240.:, he eth Tl

Krok A

/\/\/Q
BnO “
, : O\CO'CH
BnO/\/\/o" H\/L i
(oo, — 7 X Y0
5 N CO,CH3 z
H. HCI O
oo a4a

Pozadovany produkt 44a byl ziskan zpUsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok D s pouzitim N-boc-terc-butylglycinu jako reakéniho

10 partnera. Materidl po zpracovani mél dostateénou Cistotu pro

pfevedeni do daldiho kroku.

Krok B
BnO/\/\/O BnO/\/\/O’-,
15 b N COzCH3 it\:)\C%CHs
>ro\rrN ; 0 HCL H2N ; 0
PN N
44a 44b

Pozadovany produkt 44b byl ziskdn zplsobem popsanym pro

20 ptikiad 1, krok E. Surovy material byl pouZit dale bez cisténi.

N
25 ) \;./ko —_— HOQ\H’ ir:}\/ko



Pozadovany produkt byl ziskan zplsobem popsanym pro pfiklad
1. krok F, s pouzitim kyseliny 3-hydroxybenzoové. Material byl cisten
bleskovou chromatografii na koloné s pouzitim smési 85/15 az 65/35

s dichlormethan/ethylacetat za ziskani 44c v 81% vytezku.

Krok D

AL
BnO

: CO,CH
10 H\/N% o H\/J\O

o /‘\ ' 0

44c 44d

Pozadovany produkt 44d byl ziskan zplsobem popsanym Ppro

15 piiklad 1, krok G. Zbytek po zpracovani mél dostatecnou gistotu pro

dal$i manipulaci.

2 £—>\c /
N O,CH3 OCHjg

25 Pozadovany produkt 44e byl ziskdn zplsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok H. Surovy zbytek po zakoncentrovani byl vioZen do

smesi hexany/EtOAc (1/1) a pevny material byl odfiltrovan. Tato
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operace byla provedena znovu pro odstranéni dal§iho mnoZstvi
vedlejsich produktt. Cisténi chromatografii na kolon& s pouzitim smési
80/20 dichlormethan/EtOAc  poskytlo slou€eninu 44e  spolu

s trifenylfosfinoxidem. Tato smés byla pfevedena do dalSiho kroku.

Krok F

QYOCHg, QYOH
R, 0 N
o 4 o 5
0 ™

44e 44f

PoZadovany produkt 44f byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok |. VytéZek 44f (2 kroky) = 11%.

Krok G

&

“ OH Q

H H
N, © 0 0

o]
/I\ 449



Oc&ekavany produkt 44g byl syntetizovan jak bylo uvedeno vySe

pro pfikliad 1, krok J. Material po zpracovani byl pfeveden do dal$iho

kroku.

Krok H

H H
. P RIPE.
O =
/]\ 44g

H T or 9 |
20
SRS
N = 0o "9

O/]\ 44B

25
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Pozadované produkty 44A a 44B byly ziskany protokolem
oxidace popsanym vySe pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou
chromatografii na koloné s pouZitim smési 97/3 az 96/4
dichlormethan/methanol poskytlo stejnd mnoZstvi oddé&lenych isomerd
44A a 44B. Kombinovany vytézek = 58 % (2 kroky).

Pfiklad 45: Pfiprava slouceniny 45

@

Q

45

Krok A

+ | > Q\O/\/\O/\/\O Bn
ol
o ~"Br

45b

Alkylace slougeniny 45a slou¢eninou 45b byla provedena
s pouzitim postupu popsaného pro piiklad 1, krok A. Surovy produkt
byl cistén ] pouzitim smési 85/0/15 az 85/5/10
hexany/EtOAc/dichlormethan, za ziskani 45¢ v 37% vytézku. HRMS
(FAB) Vypodteno pro CisHeOs: 309,2066 (M+H)". Nalezeno:
309,2060.
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Krok B

—
(Oj\o/\/\o/\/\osn H O/\/\o/\/\o Bn
45¢ 45d

K roztoku 45¢ (4,8 g, 15,5 mmol) v MeOH (30 ml) byl pfidan
pyridinium-p-toluensulfonat (780 mg, 3,1 mmol) a roztok byl zahfivan
pod zpétnym chladi¢em po dobu 3 hod, kdy byl vedkery vychozi
material spotfebovan. Reakéni smés vyla zakoncentrovana. Zbytek byl
rozpustén v EtOAc, promyt nasycenym NaHCOs;, suSen (NaxSOs) a
organicka vrstva byla zakoncentrovana za ziskani 3,2 g slouceniny
45d (92% vytéZek). Tento materidl mél dostatenou Cistotu pro dalsi
studie. HRMS (FAB) Vypoéténo pro Cy3H2103: 225,1491 (M+H)".
Nalezeno: 225,1486.

Krok C

HO "0 "ogph —m> Q/S ~oTTNTY o0~ "0Bn
Br

45d 45e

Pozadovany produkt 45e byl ziskan zplisobem popsanym pro
piiklad 10, krok A s pouzitim 45d jako vychoziho materialu. Surovy
produkt byl &istén s pouzitim smési 90/10 hexany/EtOAc za ziskani
45¢ v 70% vytdzku. HRMS (FAB) Vypodteno pro CigH2405SBr:
443,0528 (M+H)". Nalezeno: 443,0552.
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Krok D

* Bn

D/S‘O/\/\O/\/\Oen
B 45e

Pozadovany produkt 45f byl ziskan zplsobem popsanym pro
piiklad 1, krok A s pouZitim 45e jako vychoziho materialu. Surovy

produkt byl pouzit dale bez Cisténi.

Krok E
°, (\/0-,
ﬁﬁ — ST

Pozadovany produkt 45g byl ziskan zplisobem popsanym pro
pfikiad 18, krok B s pouzitim 45f jako vychoziho materidlu. Zbytek byl
gistén  bleskovou chromatografii s  pouZitim smési  90/10
dichlormethan/EtOAc za ziskani 45g v 61% vytézku (2 kroky). HRMS
(FAB) Vypoéteno pro CarHauNO7: 494,3118 (M+H)*. Nalezeno:
494,3107.
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Krok F

Bn Bn
45g ‘ 45h

Pozadovana slouéenina 45h byla pfipravena podle protokolu
popsaného pro pfiklad 1, krok C. Material byl pouZit dale.

Krok G

0, BnO \/\))/\/ ¥
) A)}/vmﬂ r — XOIH\ETG T

N0
() =

Pozadovany produkt 45i byl ziskan zplsobem popsanym pro
pfiklad 1, krok D. Zbytek byl CiStén bleskovou chromatografii

s pouZitim smési 90/10 aZ 85/15 dichlormethan/EtOAc za ziskani 45i
v 41% vytézku.
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Krok H

popsa

Krok |

Ho\/\/c(\/O ”
>

YK
XO\gN\/LD -

oooooooooooo

Pozadovany produkt 45j se ziska hydrogenaci podle protokolu

ného vyse pro piiklad 1, krok G.

Sa g
O 45}

HO

~NTONS

O 45k

PoZzadovany produkt 45k se ziskd postupem popsanym vyse pro
pfiklad 1, krok C.

Krok J

T

XX

O

O 451

’,
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K chladnému (0 °C) roztoku slouéeniny 45k v dichlormethanu se
pfida triethylamin, potom karbonyldiimidazol. O¢ekava se, Ze pomalé
zahfivani na laboratorni teplotu pfes noc poskytne pozadovany
produkt 451. Tento produkt mdze byt Ci§tén pouZitim bé&zné bleskové

chromatografie na koloné za ziskani &isté slouCeniny 451.

Krok K

4 (“\f* - IHVQ@/] H
5 5

PoZzadovany produkt 45m se ziskd postupem popsanym vySe
pro pfiklad 3, krok A.

Krok L

OH +  HCLH,N N L N_

o=< /\/\O
Z
2
I
o
Iz
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O 45p

Oc&ekavany produkt 45n se syntetizuje jak bylo popsano dfive
pro pfiklad 1, krok J.

Krok M

45n

Q

e LA

g N h
O\[(N:_ OO 0 0
I

O 45

Pozadovany produkt 45 se ziska protokolem oxidace popsanym
vy$e pro piiklad 1, krok K. ist&ni bleskovou chromatografii na koloné

poskytne Cistou slouceninu 45.
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Ptiklad 46: Pfiprava slou¢eniny 46

2!
%Rt
0 /]\ |

46

Krok A

ZT

e

H
>(O\gN H >ro\g N _OMe
e
P .
46a

48b

K roztoku 46a (10,0 g, 42,9 mmol) v dichlormethanu (100 ml) byl
pfidan BOP (22,75 g, 51,5 mmol) a roztok byl michan pfi teploté
laboratofe po dobu 10 min. Byly pfidany N,O-dimethylhydroxylamin-
-hydrochlorid (4,18 g, 42,9 mmol), potom triethylamin (18,1 ml,
128,7 mmol). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté po
dobu 3 hod a potom promyta 3N HCI, nasycenym NaHCOs,, a roztokem
soli. Organickd vrstva byla susena (Na;SO4) a zakoncentrovana.

Surovy material, 46b, byl pouZit v nasledujicim kroku bez cisténi.
Krok B
H , H
N OM
YT Y Y
Me 3

e
46b 46¢
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K chladnému (0 °C) roztoku slouceniny 46b v THF (60 ml) byl
pfidan roztok LAH (1M v THF, 50 ml, 50 mmol) v atmosféfe dusiku.
Reakce byla udrzovana na této teploté po dobu 30 min. Reakce byla
ukon&ena (pomalym pfidavanim) 10% roztokem hydrogenfosforecnanu
draselného (30 mi). Smés byla dvakrat extrahovéha EtOAc. Spojena
organicka vrstva byla promyta 3N HCI, nasycenym NaHCO; a
roztokem soli. Vrstva EtOAc byla suSena nad siranem sodnym a
zakoncentrovana. Zbytek byl ¢istén bleskovou chromatografii na
kolon& s pouzitim smési 10/80 az 30/70 EtOAc/dichiormethan za
ziskani 4,2 g 46¢ (45% vytézek - 2 kroky). HRMS (FAB) Vypocteno pro
C1oH20NO3S: 234,1164 (M+H)". Nalezeno: 234,1168.

Krok C

_S

oy o
0 - >r 0 o)
_S
46¢ 46d

K chladnému (-15 °C) roztoku slougeniny 46¢ (4,2 g, 19,4 mmol)
v dichlormethanu byla pfidana kyselina octovéa (2,14 ml, 38,8 mmol) a
potom methylisokyanoacetat (1,76 mi, 19.4 mmol). Reak&ni smés byla
zahfata na teplotu laboratofe a ponechana stat 16 hod. Reakéni smes
byla zfedéna EtOAc a promyta nasycenym NaHCOs, roztokem soli a
vodou. Organicka vrstva byla susena (Na;S04) a zakoncentrovana.
3isténi bleskovou chromatografii na koloné s pouzitim smési 30/70
EtOAc/dichlormethan poskytio &istou slouéeninu 46d (6,5 g) jako bilou
pevnou latku v 92% vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C1eH29N207S: 393,1695 (M+H)". Nalezeno: 393,1692.
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Krok D

46d 46e

ﬁf}?jiwm Y S

K roztoku 46d (6,5 g, 16,6 mmol) v MeOH (30 ml) byl pridan
roztok hydroxidu lithného (1,19 g, 50 mmol) ve vodé (30 ml). Po
45 min byla reak&ni smés zakoncentrovana. Byla pifidana vodna
kyselina citronova az do dosaZeni kyselého pH (3) a produkt byl
extrahovan do EtOAc. Zakoncentrovani organické vrstvy poskytlo
kyselinu 46e (5,6 g, 90% vytézek). HRMS (FAB) Vypocteno pro
C13H25N206S: 337,1433 (M+H)". Nalezeno: 337,1430.

Krok E

(.

H
N N
Xo\“, OH |
0
© +  HCLHaN N~
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46e !

X
DY PO
. >,/“( NN
0 (@] H 9]
6f

-~ 4



10

15

20

25

Pozadovany produkt 46f byl ziskan zpUsobem popsanym pro
meziprodukt A, krok 3. Sisténi zbytku chromatografii na koloné
s pouzitim smési 20/0/80 az 50/5/45 EtOAc/NH; ve smési
MeOH/dichlormethan poskytlo 3,0 g 46f (51%). HRMS (FAB)
Vypoéteno pro Cz3Ha7N4OeS: 497,2434 (M+H)". Nalezeno: 497,2439.

H
N PPN
H
P .
46f

H
H '
HCI. H \i
2N N H Ne_

Krok F

46g

Posadovana sloudenina 46g byla pfipravena podle protokolu
popsaného pro meziprodukt A, krok 4. Material byl pouzit dale pro

dal$i studie.
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Krok G
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PoZadovany produkt 46h byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok J. Surovy material mél dostate¢nou dCistotu pro dalsi
manipulaci. HRMS (FAB) Vypoéteno pro Cy4oHs7NgOgS: 797,3908
(M+H)". Nalezeno: 797,3896.
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Pozadovany produkt
popsanym vyse pro piiklad 10, krok J. Reakce trvala 4 dny do upiného
ukoné&eni. Cisténi zbytku bleskovou chromatografii na koloné (dvakrat)
a preparativni TLC s pouzitim smési 98/2 dichlormethan/MeOH
poskytly slou¢eninu 46 jako smés diastereomerl v 12% vytéZzku (2
kroky). HRMS (FAB) Vypocteno pro CaoHs5Ng0eS: 795,3751 (M+H)+.

Nalezeno: 795,3761.
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46
46 byl ziskan protokolem

Ptiklad 47: Pfiprava slouéeniny 47
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Pozadovany produkt 47 se ziska protokolem oxidace popsanym

10 vySe pro piiklad 11, krok A.

Priklad 48: Priprava slouéeniny 48
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Pozadovany produkt 48b byl ziskan zplusobem popsanym pro

pfiklad 1, krok J. Surovy material mél dostate&nou &istotu pro dalsi
manipulaci (pozn.. prekurzor 48a byl ziskan z komertné dostupného

N-boc-S-methylcysteinu postupem popsanym pro 4649).

Krok B

43

Pozadovany produkt 48 byl ziskan protokolem oxidace
popsanym vy$e pro pfiklad 10, krok J. Cisténi bleskovou

chromatografii na koloné s pouZitim smési 98/2 dichlormethan/MeOH



poskytlo slouceninu 48 jako smés diastereomer( v 21% vytéZku (2

~ kroky).
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Priklad 49: Pfiprava slocudéeniny 48
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Pozadovany produkt 49 se ziska protokolem oxidace popsanym

vyse pro piiklad 11, krok A.
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Pozadovany produkt 50a se ziskd zplsobem popsanym pro

pfiklad 1, krok F, s pouzitim kyseliny imidazol-4-octové jako reak&niho

parinera.

50
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Pozadovany produkt 50b se ziskd zpusobem popsanym pro

 pfiklad 1, krok G.

Krok C

Pozadovany produkt 50c se ziska zplisobem popsanym pro
pfiklad 10, krok A s pouzitim p-toluensulfonylchloridu jako vychoziho

materialu.

Krok D
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Pozadovany produkt 50d se ziskd smisenim 50c s HOBt v THF

pfi laboratorni teploté v pribéhu nékolika hodin.
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Ocekavany produkt 50e se syntetizuje zahfivanim 50d
s uhli¢itanem sodnym a jodidem sodnym v acetonu pfi 50 °C
v prubé&hu né&kolika hodin. Produkt mize byt Cistén bé&Znou bleskovou

chromatografii.

Krok F

O
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O

Pozadované produkty 50f se ziskaji hydrolyzou podle protokolu

2 N
; \5’]‘30\@/0%3 D n \i'k(o

popsaného vyse pro priklad 1, krok |.
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Oc&ekavany produkt 50g se syntetizuje jak bylo popsano vyse

pro pfiklad 1, krok J.

Krok M

50
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Pozadovany produkt 50 se ziska oxidaci podle protokolu

'popsaného vy$e pro piiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou

chromatografii na koloné poskytne Cistou slouéeninu 50.

Priklad 51: Piiprava slo_uéeniny 51
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Ocekavany produkt 51a se syntetizuje jak bylo popsano vyse pro

pfiklad 2, krok A.

Krok B

Pozadovany produkt 51 se ziska oxidaci

popsaného vySe pro pfiklad 2,

51a

krok

B.

Cisténi

chromatografii na kolon& poskytne Cistou slou¢eninu 51.

Prikiad 52: Pfiprava slouCeniny 52

OH

podle protokolu

bleskovou
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15 Pozadovany produkt 52 se ziska postupem popsanym vyse pro
piiklad 3, krok A.

Piiklad 53: Priprava sloudenin vzorct 53A a 53B
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Krok A

44b : 53a

Pozadovany produkt 53a byl ziskan zplsobem popsanym
v pfikladu 1, krok F. Material byl &i§té€n bleskovou chromatografii na

koloné s pouzitim smési 80/20 az 60/40 dichlormethan/ethylacetat za
ziskani 53a.

Krok B
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Pozadovany produkt 53b byl ziskan zplUsobem popsanym
v pfikladu 1, krok G. Surovy material byl pfeveden do dal8iho kroku
jako takovy.

Krok C
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Pozadovany produkt 53c byl ziskan zptisobem popsanym
v pfikladu 1, krok H. &isténi chromatografii na koloné s pouzitim smési
s 99/1 dichlormethan/methanol poskytlo slouceninu 53¢ spolu

s trifenylfosfinoxidem. Tato smés byla pfevedena do daldiho kroku.

Krok D

g o d
[N—>\C02CH 3 > Y N COZH
R N
N y o - @]
O =

O /T\
53c 53d
25 Pozadovany produkt byl ziskan zplsobem popsanym Vv piikladu

1, krok 1.
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Ocekavany produkt 53e byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse

pro pfiklad 1, krok J. Material po zpracovani mél dostatecnou Cistotu
pro pfevedeni do dalsiho kroku.
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Pozadované produkty A53A a 53B byly ziskany oxidaci podle
protokolu popsaného vyse pro pfiklad 1, krok K. Cisténi bleskovou
chromatografii na koloné s pouZitim smési 100/0 az 99/1
dichlormethan/methanol poskytlo oddé&lené isomery 63A a 53B, a

uréité mnozstvi smési.

Pfiklad 54: Priprava slou¢eniny 54
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Krok A

Komeréné dostupna sloucenina 54a byla pfevedena na
pozadovany produkt 54b pouzitim postupu popsaneho  pro

meziprodukt A, krok 3, v kvantitativnim vytézku.

Krok B

Bno\©/n\g}>\ﬁ > ano\Crkgoj<

K chladnému (0 °C) roztoku slouceniny 54b (8 g, 26,8 mmol)
v DMF (100 ml) byl pfidan hydrid sodny (60% disperze vV oleji, 1,3 g,
32,16 mmol). Po 10 min by! pfidan jodmethan (2,8 ml, 42,8 mmol) a
reakéni smés byla zahfata na laboratorni teplotu v pribéhu 2 hod.
Reakce byla ukontena vodnym roztokem NH4Cl a extrahovana EtOAc.
Organicka vrstva byla oddélena, susena (Na;S04) a zakoncentrovana
»a ziskani slougeniny 54c, ktera méla dostateénou Cistotu pro dalsi

studie.
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Pozadovany produkt 54d byl ziskan zplUsobem popsanym pro
priklad 1, krok C. Surovy produkt byl pouzit bez dalgiho ¢isténi.

10  Krok D

HCL. HzN\éj\O/\ D/D\‘rﬁ\j\o/\
O T 70

b4e B4f
15

Pozadovany produkt 54f byl ziskan zpusobem popsanym pro
pfiklad 26, krok A s pouzitim smési 54e jako vychoziho materialu.
Surovy produkt byl gistén bleskovou chromatografii s pouZzitim smési

80/20 az 100/0 dichlormethan/hexany, za ziskani slouceniny 54f.

20
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25 54f



15

20

25

.
(XX RZ ]

- 273 -

_ BnO\O/I!l\gn\gj\O/\
S4g O

Pozadovany produkt 54g byl ziskan zplisobem popsanym pro
priklad 26, krok B s pouZitim smési 54d a 54f jako vychozich
materialll. Reakce byla provadéna v chlorformu pfi 50 °C. Zbytek byl
gistén bleskovou chromatografii s pouzitim smési 85/15 hexany/EtOAc
sa ziskani 54g v 56% vytézku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C,sH33N204: 425,2440 (M+H)". Nalezeno: 425,2424.

Krok F

o A A o AR
\O/j( 0 . \O/\‘(- OH
O O

Posadovana sloudenind 54h byla ziskana postupem popsanym

vyde pro piiklad 1, krok | s pouzitim EtOH jako rozpoustédia.

Krok G
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Pozadovana sloucenina 54i byla pfipravena by podle protokolu
popsaného pro pfiklad 18, krok B.

Krok H
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PoZzadovany produkt 54j byl ziskan zplsobem popsanym pro

priklad 1, krok C. Surovy material byl pouzit bez &isténi.

Krok |
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Pozadovany produkt §4k byl ziskan s pouzitim protokolu reakce

popsaného vyse pro pfiklad 1, krok D.

PoZadovany produkt 541 se ziska hydrogenaci postupem

popsanym vySe pro pfiklad 1, krok G.

Krok K

PoZadovany produkt 54m se ziska cyklizaci podle protokolu

popsaného vyse pro pfiklad 1, krok H.
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Pozadovany produkt 54n se ziska postupem popsanym vyse pro

pfiklad 3, krok A.

Krok M
Q
5, OH 4 O |
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Ocekavany produkt 540 se syntetizuje jak bylo popsano vyse

pro priklad 1, krok J.
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Krok N

Pozadovany produkt 54 se =ziskda oxidaci

popsaného vySe pro priklad 1, krok K. Cisténi

840

54

chromatografii na koloné poskytne Cistou sioudeninu 54.

- Priklad 55: Pfiprava slouceniny 55
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podle protokolu

bleskovou
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Krok A

o — OO

55a

Komeréné dostupna sloucenina 55a byla pfevedena na
pozadovany produkt 55b pouzitim postupu popsaneho pro piiklad 26,
krok A v 41 % vytézku.

10 Krok B

15
Pozadovany produkt 55¢ byl ziskan podle reakéniho protokolu
popsaného vyse pro priklad 1, krok D, s pouzitim N-boc-t-butylglycinu
jako reakéniho  partnera. Cisténi s pouzitim  smési  95/5

dichlormethan/EtOAc poskytio slougeninu 55¢ v 57% vytézku.

20
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25
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Pozadovany produkt 55d byl ziskan postupem popsanym vyse

' pro pfiklad 1, krok C. Surovy material byl pfeveden dale.

5 Krok D
_ BnO._~_20,
HO o) .
SR + YK
NO HCL HoN O
55b :
10
T 55d
Bno\/\/o'.
o
—_— H N \K
HO OYN\)%O .
o Tx
15 55¢e

Pozadovany produkt 55e byl ziskan by podle protokolu

20 popsaneho pro priklad 26, krok B. Cisténi s pouzitim smési 80/20

dichlormethan/EtOAc poskytlo slougeninu 55e Vv 20% vytézku. HRMS

(FAB) Vypo&teno pro  Cs2HasN2Os: 5853176 (M+H)". Nalezeno:
585,3177.
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55f

Pozadovany produkt 55f byl ziskan postupem popsanym vys$e
pro pfiklad 1, krok G. HRMS (FAB) Vypocteno pro CasHagN20s:
495,2706 (M+H)". Nalezeno: 495,2704.

Krok F
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B5t /‘\ 55g

Ocekavany produkt 55g byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse
pro priklad 1, krok H. Cisténi bleskovou chromatografii s pouzitim
smési 85/15 dichlormethan/EtOAc poskytlo 55g v 10% vytézku.
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Pozadovany produkt 55h byl ziskan zplisobem popsanym vyse

pro piiklad 3, krok A. Surovy material byl pfeveden dale bez ¢isténi.

10

Krok H
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20 OT

Oé&ekavany produkt 55i byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse

o5 pro piiklad 1, krok J. Surovy material byl pfeveden dale bez Cisténi.
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15 Pozadovany produkt 55 byl ziskan oxidaci podle protokolu

popsaného vy$e Ppro piikiad 1, krok K. Sisténi  bleskovou
chromatografii na koloné s pouzitim smési 98/2 dichlormethan/MeOH

poskytlo slouceninu 55.

20 Ptiklad 56: Pfiprava sloudeniny 56
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Krok A
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CO,CH3 CO.H
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56a

K roztoku komercné dostupného methylesteru 10a (5,0 g,

20,4 mmol) v MeOH

30,6 mmol) ve vo

laboratorni

(20 ml) byl pfidan roztok LIOH (730 mg,

dé (20 ml). Reakéni smés byla michana pfi

teploté po dobu 2 hod. TLC ukazala spotfebovani

vychoziho materialu. Reakéni smé&s byla zakoncentrovana a okyselena

10% roztokem kyseliny citronové. Byl pfidan pevny NaCl a vodna

vrstva byla nékolikrat extrahovana EtOAc. Spojena vrstva EtOAc byla

susena (Na,SO4) a .zakoncentrovana za ziskani slouceniny 56a
v kvantitativnim vytézku. HRMS (FAB) Vypoéteno pro CigH1sN1Os:
232,1185 (M+H)". Nalezeno: 232,11889.
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Pozadovany produkt 56b byl ziskan zplUsobem popsanym pro
priklad 1, krok A. Surovy material byl pfeveden na methylester bez

cisteni.

Krock C
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Pozadovany produkt 56c byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok B. Ci§téni zbytku chromatografii na kolon& s pouZitim
smési 80/20 az 50/50 hexany/EtOAc a potom 70/30 az 40/60
dichlormethan/EtOAc poskytlo 13% 56¢c. HRMS (FAB) Vypocteno pro
C21H31NQg: 394,2230 (M+H)". Nalezeno: 394,2224.

Krok D
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PoZadovany produkt 56d byl ziskan zplsobem popsanym pro

pfiklad 1, krok C. Surovy material byl pouZzit bez ¢isténi.
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Pozadovany produkt 56e byl ziskan zplisobem popsanym pro

priklad 1, krok D, s pouzitim N-boc-terc-butylglycinu jako reakéniho

10 partnera. Gisténi zbytku chromatografii na koloné s pouzitim smési

90/10 dichlormethan/EtOAc poskytlo 86% 56e. HRMS (FAB)
Vypoéteno pro Cz7H43N207: 507,3070 (M+H)*. Nalezeno: 507,3072.

Krok F
15
BnO\/\/h BnoWh
COch3 - COZCH3
>ro\n/ HCL. H2N

b6e 56f .

20

Pozadovana slouéenina 56f byla pfipravena by podle protokolu
popsaného pro pfiklad 1, krok E. Material byl pfeveden do dalsiho

kroku v surovem stavu.
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Pozadovany produkt 56g byl ziskan zplsobem popsanym pro

pfiklad 1, krok F. Material byl gistén bleskovou chromatografii na

10 koloné s pouzitim smési 98/2 dichlormethan/MeOH za ziskani 569

v 78% jako bilé pény. HRMS (FAB) Vypocteno pro C3gH41N207:
541,2914 (M+H)". Nalezeno: 541,2916.

Krok H
15
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H .
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20

Pozadovany produkt 56h byl ziskan zplisobem popsanym pro
pfiklad 1, krok G. Produkt ziskany po odfiltrovani katalyzatoru byl
dostateéné &isty pro dalsi manipulaci. HRMS (FAB) Vypocteno pro
Cp3HasN2O7: 451,2444 (M+H)". Nalezeno: 451,2449.

25
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Pozadovany produkt 56i byl ziskan zplsobem popsanym pro

priklad 1, krok H. Cidténi surového zbytku s pouZitim smési 75/25

10 hexany/aceton poskytio smeés produktu 56i spolu

s trifenylfosfinoxidem. HRMS (FAB) Vypocteno pro Co3H33N20s:
433,2339 (M+H)". Nalezeno: 433,2343,

Krok J
15 (\‘
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0 /)T\\ 0] :
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Oé&ekavany produkt 56j byl syntetizovan jak bylo popsano pro
priklad 1, krok [. VytéZek pro dva kroky = 16 %. HRMS (FAB)
Vypo&teno pro CoH31N20g: 419,2182 (M+H)". Nalezeno: 419,2176.
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Ocgekavany produkt 56k byl syntetizovan jak bylo uvedeno vyse .
pro pfiklad 1, krok J. Material po zpracovani mél dostate¢nou Cistotu
pro pfevedeni do dalSiho kroku. HRMS (FAB) Vypocteno pro
CaoHs7NgQg: 765,4187 (M+H)". Nalezeno: 765,4198.

Krok L

M

Q
\

OH 0
H H |
N 0 0 0
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Pozadované produkty 56A a 56B byly ziskany oxidaci podle
protokolu popsaného vyse pro pfiklad 1, krok K. ¢isténi bleskovou
chromatografii na koloné s pouzitim smési 98/2 az 96/4
dichlormethan/MeOH poskytlo oddélené isomery 56A a 56B, a urcité
mnosstvi smési. Kombinovany vytézek = 35 % (2 kroky). HRMS (FAB)
Vypod&teno pro CaoHssNeOs: 763,4031 (M+H)". Nalezeno: 763,4025
(56A), 763,4040 (56B).

Piiklad 57: Piiprava sloudenin vzorcl 57A a 57B
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57a 57b

K roztoku komeréniho dihydratu aminokyseliny (3S)-7-hydroxy-
-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3-karboxylové kyseliny 57a (5,0 g,
21,8 mmol) v methanolu (180 mi) byla pfidana koncentrovana kyselina
chlorovodikova (5,0 mi, 60 mmol). Ziskany giry roztok byl potom
zahtivan pod zpétnym chladi¢em v olejové lazni 18 hod. Rozpoustédla
byla odstranéna ve vakuu za poskytnuti methylesteru 57b jako bilé

pevné latky, ktera byla pouzita v dalsi reakci bez dal§iho ¢isténi.

Krok B
HO,

- 0
HCI-HN’\H/OMe >r \[c]>/
o)

57b : 57¢
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K roztoku aminhydrochloridu 57b, N-Boc-cyklohexylglycinu
(5,95 g, 21,8 mmol), HOOBt (3,73 g, 22,9 mmol) a EDCI (5,00 g,

" 26.1 mmol) v bezvodém DMF (200 ml) a CHCl (200 ml) pfi -20 °C byl

pfidan NMM (7,20 ml, 65,5 mmol). Po michani pfi této teploté po dobu
30 min byla reak&ni smés udrZovana v mrazicim boxu pfes noc (18
hod), potom byly pfidany EtOAc (600 ml), roztok soli (150 ml) a 5%
H3PO4 (150 ml). Oddéleny organicky roztok byl promyt 5% H3zPO4 (200
ml), nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhlig¢itanu sodného (2 x
200 ml), vodou (200 ml) a roztokem soli (200 ml), suSen siranem
hofe&natym, zfiltrovdn a zakoncentrovan ve vakuu, za ziskani
slougeniny 57c¢ (10,3 g, kvant. 2 kroky) jako bilé pevné latky. 'H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) & 9,32 (s, 1H), 8,35 - 8,32 (m, 1H), 6,99 (d, J =
8.3 Hz, 1H), 6,65 - 6,54 (m, 1H), 4,92 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 4,50 (d, J =
155 Hz, 1H), 4,43 - 4,36 (m, 1H), 4,29 - 4,19 (m, 1H), 3,53 (s, 3H),
302 - 2,81 (m, 2H), 1,98 - 1,62 (m, 8H), 1,42 - 1,11 (m, 14 H);
3¢ NMR (100 MHz, de-DMSO) & 171,6, 171,2, 162,3, 156,0, 133.7,
128.8, 125,3, 114,1, 112,6, 78,0, 54,8, 52,4, 51,9, 45,0, 29,5, 28,1,
28.0, 25,9, 256, 255 HRMS m/z  447,2492 [vypoclteno pro
C24H34aN20g, 447,2495].

Krok C

HO HO
0 0]
WOY“JKN OMe —> HCHH 2N\:-)l\N 1 OMe

57¢c 57d

Boc-aminomethylester 57¢ (7,20 g, 16,1 mmol) byl rozpustén ve
4N HCI (100 ml, 400 mmol) a ziskany roztok byl michan pii laboratorni
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teploté. Postup reakce byl monitorovan TLC. Po 4 hod byl roztok

sakoncentrovan ve vakuu a zbytek byl ponechan ve vakuu pres noc za

. poskytnuti slouceniny 57d jako bilé pevné latky, ktera byla pouzita pfi

nasledujici reakci bez dalSiho ¢isténi.

Krok D

H

H
J
' WOZH
o) n 5
HCEH2N AN OMe > N\/U\N
z e} @]

> C

57d &7e

K roztoku aminhydrochlorid 57d (z kroku D), 6-heptenove
kyseliny (2,90 g, 22,6 mmol), HOOBt (3,70 g, 22,7 mmol) a EDCI
(4,80 g, 25,0 mmol) v bezvodém DMF (250 ml) a CH2Cl2 (150 ml) pfi
-20 °C byl pfidan NMM (7,50 ml, 68,2 mmol). Po michani pfi téeto
teploté po dobu 30 min byla reakéni smés udrzovana v mrazicim boxu
2 dny. Potom byla michana na vzduchu a ponechana ohrat na
laboratorni teplotu 1 hod. Byly pfidany EtOAc (500 ml), roztok soli (100
ml) a 5% H3PO4 (100 ml). Oddéleny organicky roztok byl promyt 5%
HsPO4 (100 ml), nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhlicitanu
sodného (2 x 150 ml), vodou (150 ml) a roztokem soli (150 ml), susen
siranem hofeénatym, zfiltrovan a zakoncentrovan ve vakuu. Bleskovéa
chromatografie (5 az 30 % EtOAc-CH:Cl) poskytla slou¢eninu 57e
(2,30 g, 5,04 mmol, 31 % (2 kroky)) jako bilou pevnou latku. 'H NMR
(400 MHz, de-DMSO0) 9,32 (s, 1H), 8,06 - 8,01 (m, 1H), 7,00 - 6,6,96
(m, 1H), 6,63 - 6,54 (m, 2H), 5,78 - 5,70 (m, 1H), 5,04 - 4,89 (m, 4H),
473 -4,69 (m, 1H), 4,53 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 3,54 (s, 3H), 3,01 - 2,91
(m, 2H), 2,15 - 1,93 (m, 4H), 1,76 - 0,97 (m, 15 H); 3C NMR (100
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MHz, de-DMSO) & 172,0, 171,5, 171,41, 156,0, 138,6, 134,0, 128,7,
1225, 114,6, 114,1, 112,5, 52,9, 52,2, 51,9, 45,0, 34,5, 32,8, 32,7,

. 29,4, 28,7, 28,1, 27,7, 25,9, 25,5, 25,5, 24,8; HRMS m/z 4571

[vypod&teno pro CzsHisN20s, 456,6].

Krok E o H y
)
| @
@/\)j\r@ Me > rl:’l\/(l)k
5 25

57e 57f

K roztoku sloudeniny 57e (2,20 g, 4,82 mmol) v bezvodém THF
(100 ml) v atmosfére dusiku pfi 0 °C byl opatrné pfidan roztok boranu
v THF (20 ml, 1,0M, 20 mmol). Ziskany roztok byl michan pfi 0 °C
v atmosféfe vodiku 1 hod 40 min. Potom byl pfidan ethanol (10 ml) a
pufr pH 7 (15 ml), potom 30% roztok H,0, (15 ml). Po michani pfi 0 °C
po dobu 20 min byla reakeni smés zahfata na laboratorni teplotu a
michana 2 hod. Byly pfidany EtOAc (400 mi) a roztok soli (200 ml) a
vrstvy byly oddé&leny. Vodna vrstva byla extrahovana EtOAc (2 x 150
ml). Spojeny organicky roztok byl su$en siranem hotecnatym,
Zfiltrovan, zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova chromatografie (3 az
5 % MeOH-CH,Cl,) poskytla slou€eninu 57f (2,18 g, 4,47 mmol, 93 %)
jako bilou pevnou latku. "H NMR (400 MHz, de-DMSO) 8 9,32 (s, 1H),
8.04 - 8,00 (m, 1H), 6,99 - 6,96 (m, 1H), 6,63 - 6,51 (m, 2H), 5,05 -
5,00 (m, 1H), 4,73 - 4,21 (m, 3H), 4,51 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 3,54 (s,
3H), 3,03 - 2,90 (m, 2H), 2,15 - 2,00 (m, 2H), 1,75 - 1,56 (m, 6H), 1,49
- 0,97 (m, 13H); 3C NMR (100 MHz, dg-DMSO) 8 172,2, 171,6, 171,2,
156.0, 134,1, 128,7, 122,6, 114,2, 112,5, 60,7, 52 9, 52,3, 51,9, 45,1,
34,8, 32,4, 29,5, 28,7, 28,53, 28,47, 28,10, 25,9, 25,6, 25,5, 254,
25.2;: HRMS m/z 475,2812 [vypocteno pro C,sH3sN20s, 475,2808].
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Krok F

H

N

Roztok fenolalkoholu 57f (2,08 g, 4,38 mmol) a ADDP (3,00 g,

11,9 mmol) v bezvodém CHyCI; byl probublavan argonem pies

]

57f 579

sklen&nou fritu po dobu 20 min. K tomuto roztoku byl pfi 0 °C pfidan
trifenylfosfin (3,45 g, 13,2 mmol). Po michani pfi 0 °C po dobu 20 min
byl roztok zahfat na laboratorni teplotu a michan pfes noc (18 hod)
pod dusikem. TLC ukazala pfitomnost podstatného mnoZstvi
vychoziho materialu. Byla pfidana druha davka ADDP (3,00 g,
11,9 mmol) a trifenylfosfinu (3,45 g, 13,2 mmol) a smés byla michana
v atmosféfe dusiku 2 dny a 16 hod. TLC ukazala Upiné spotfebovani
vychoziho materialu. Po odstranéni rozpoustédla ve vakuu byl zbytek
gaste€né &idtén bleskovou chromatografii (1 az 2 % MeOH v CHCly)
sa ziskani smési makrocyklu 57g a trifenylfosfinoxidu. Makrocyklicka
sloudenina 57¢g byla hydrolyzovana na odpovidajici kyselinu bez
daldiho &isténi. "H NMR 400 MHz, dg-DMSO) & 8,00 (d, J = 10,0 Hz,
1H), 7,17 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,82 - 6,76 (m, 2H), 5,14 (d, J = 14,5 Hz,
1H), 4,79 - 4,74 (m, 1H), 4,39 (dd, J = 11,5, 6,4 Hz, 1H), 4,25 (d, J =
14,7 Hz, 1H), 4,22 - 4,18 (m, 1H), 4,08 - 4,02 (m, 1H), 3,68 (s, 3H),
3,18 (dd, J = 15,1, 6,4 Hz, 1H), 2,85 (dd, J = 14,7, 11,5 Hz, 1H), 2,07 -
2,04 (m, 2H), 1,81 - 1,40 (m, 10 H), 1,32 - 0,85 (m, 9H); 3C NMR (100
MHz, de-DMSO) & 171,9, 171,5, 170,2, 157,1, 137.0, 131,5, 126,4,
115.9, 112,6, 66,5, 54,4, 52,2, 51,9, 46,8, 44,9, 44 4, 33,6, 29,4, 29,1,
28,0, 27,3, 27,0, 26,0, 253, 25,2, 24,3, 24,2, 23,9; HRMS m/z



10

15

20

25

ae . . . . .
» o . . - . .
o evee o . . . . s -
-295- « . ) M

see . eses soe s oaoce

457 2707 [vypoéteno pro CzsHasN20s, 457,2702].

Krok G

P e — Gl
OO O

579 57h

Vodny roztok hydroxidu lithného (0,21 g, 30 ml H20, 8,75 mmol)
byl pfidan k 0 °C roztoku methylesteru 57g (z kroku 1F) v THF (30 mli)
a methanolu (30 ml). Smés byla michana v ledové lazni a zahfata na
teplotu laboratofe spolu s vodni lazni v pribéhu 4 hod. Postup reakce
byl monitorovan TLC. Po odstranéni t&kavych podilt ve vakuu byly
pfidany EtOAc (100 ml) a voda (30 ml) a dvé vrstvy byly oddéleny.
Vodny roztok byl znovu extrahovan CH,Cl, (100 ml), potom byl
okyselen na pH = 1. Potom byla pfidana EtOAc (150 ml) a vodny
roztok byl nasycen pevnym chloridem sodnym. Po oddéleni vrstev byla
vodna vrstva extrahovana EtOAc (2 x 100 mi). Organické roztoky byly
spojeny, su$eny siranem hofeénatym, zfiltrovany a zakoncentrovany
ve vakuu za ziskani slougeniny 57h (1,23 g, 2,78 mmol, 63 % (2

kroky)) jako bilé pevné latky.

OH . 0 CHa
L+ HCHHAN L N Necr,
o) 0] H @)
CHa
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K roztoku kyseliny 57h (0,390 g, 0,881 mmol), aminu A (0,360 g,
0,898 mmol), HOOBt (160 mg, 0,981 mmol) a EDC! (210 mg,
1,10 mmol) v bezvodém DMF (50 ml) a CH,Cl2 (30 ml) pfi -20 °C byl
pfidan NMM (0,40 ml, 3,64 mmol). Po michani pfi této teploté po dobu
30 min byla reakéni smés udrZovana v mrazicim boxu 66 hod. Potom
byly pfidany EtOAc (200 ml), roztok soli (50 ml) a 5% H3PO4 (50 ml).
Oddéleny organicka roztok byl promyt postupné 5% H3PO4 (80 ml),
nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (2 x 80 ml),
vodou (80 ml) a roztokem soli (80 mi), susen siranem hofeénatym,
Sfiltrovan a zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova chromatografie (2 az
5% MeOH-CH,Cl,) poskytla sloueninu 57i jako smés Ctyrf
diastereomert (0,340 g, 0,431 mmol, 49 %) jako bilé pevné latky.
"H NMR (400 MHz, de-DMSO) 5 8,56 - 8,46 (m, 1H), 7,96 - 7,82 (m,
2H), 7,40 - 7,25 (m, 6H), 7,15 - 6,99 (m, 2H), 6,81 - 6,74 (m, 2H), 6,05
- 5,71 (m, 2H), 5,11 - 5,02 (m, 1H), 4,85 - 4,68 (m, 1H), 4,40 - 3,70 (m,
8H), 3,14 - 3,02 (m, 1H), 2,95 - 2,73 (m, 7H), 2,06 - 2,05 (m, 2H), 1,81
- 1,39 (m, 10H), 1,30 - 1,05 (m, 11H), 0,89 - 0,75 (m, 5H): '*C NMR
(100 MHz, de-DMSO) & 172,24, 172,21, 171,87, 171,81, 171,78, 1717,
1708, 170,77, 170,74, 170,5, 170,4, 170,0, 169,97, 169,24, 169,22,
169,1, 169,0, 168,0, 167,9, 167,82, 167,78, 157,2, 156,9, 137,61,
137,57, 137,54, 137,47, 137,43, 137,38, 133,2, 132,2, 128,9, 128,44,
128 41, 128,37, 128,0, 127,96, 127,6, 127,4, 1273, 127,19, 127,16,
115,7, 115,6, 115,5, 112,8, 112,77, 112,7, 112,86, 73,6, 73,39, 73,37,
72.4, 71,7, 66,9, 66,7, 55,8, 55,6, 55,09, 55,07, 53,02, 52,95, 52,9,
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52.6, 51,0, 50,96, 50,91, 50,86, 50,76, 45,6, 45,5, 45,44, 45,36, 41,7,
41.6, 41,5, 41,4, 36,6, 36,55, 36,49, 35,3, 33,7, 33,6, 33,5, 33,0, 32,4,
-30,7, 30,3, 30,1, 30,0, 29,8, 29,48, 29,45, 29,41, 28,3, 28,2, 28,1,
27.3, 27,2, 27,13, 27,09, 27,0, 26,9, 26,85, 26,82, 26,1, 25,4, 25,2,
24,1, 24,08, 24,03, 24,0, 23,9, 23,8, 18,8, 18,7, 18,6, 18,4, 13,9, 13,8,
13,7; HRMS m/z 789,4560 [vypoclteno pro CasHgoNeQOg, 789,4551,
chyba = 1 ppm].
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Ke smési hydroxyamidu 57i (0,320 g, 0,406 mmol) a Des-
Martinova &inidla (0,400 g, 0,943 mmol) pfi 0 °C byl pfidan bezvody
CH,Cl, (80 mi). Ziskan4 bila suspenze byla diikladné michana pii 0 °C
a zahFata na laboratorni teplotu spolu s ledovou lazni v pribé&hu 4 hod.
Byly pfidany nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného a
roztok hydrogensifi¢itanu sodného (vzdy 30 ml) a smeés byla dikladné
michana po dobu 10 min pfed oddélenim vrstev. Vodny roztok byl
extrahovan CH,Cl, (2 x 80 ml). Spojeny organicky roztok byl susen
siranem hofeénatym, zfiltrovan a zakoncentrovan ve vakuu. Bleskova
chromatografie (2 az 5 % MeOH-CH,Clz) poskytla dva stereoisomery
57A (109 mg, 0,139 mmol) a §7B (102 mg, 0,130 mmol, 66 %

kombinovany vytéZzek) jako pevné latky.

Piiklad 58: Priprava slouceniny vzorce 58




10

20

25

t
N
(e}
[(o]

]
.
»e
»
easse
3
.o
.

—— AL

N N N S)

SESCAGE )

O O o) o}
O CHs
58a
Pozadovana sloudenina 58a byla pfipravena zpusobem
popsanym v pfikladu 1, krok J, kromé pouziti aminhydrochloridu B

namisto A. Hydroxyamid 58a byl ziskan jako smeés nerozdélitelnych

diastereomerd ve formé bilé pevné latky v 53% vytézku.

Krok B

H
H H
s I R T R .
T N N \|<

58a

58
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Poradovana slougenina 58 byla pfipravena z hydroxyamidu 58a

zplUsobem popsanym V piikladu 2, krok B. Byla ziskéna jako smes

" nerozdélitelnych diastereomerti ve formé bilé pevné latky v 88%

vytézku.

Ptiklad 59: Pfiprava sloudenin vzorctt 59A a 59B

Krok A
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Roztok t-butylesteru 68 (18 mg, 0,022 mmol) v Kkyseline
trifluoroctové (2 ml) a CH,Cl; (2 ml) byl michan pfi teploté laboratofe 3
hod. Po odstranéni t&€kavych podill ve vakuu byl zbytek rozpustén
v 50% MeOH-CH,Cl; (3 ml) a zakoncentrovan do sucha ve vakuu za
ziskani slouCeniny jako bélavé pevné latky. Bleskova chromatografie
(8 az 15 % MeOH, 0,3 az 0,5 % AcOH v CH,Cl,) poskytla dva
stereoisomery 59A (6,5 mg, 0,0086 mmol) a 59B (6,1 mg, 0,008 mmol,
75% kombinaovany vytéZek) jako bilé pevné latky.

Analyticka data pro 59A: '"H NMR (400 MHz, de-DMSO) 6 8,75 -
8,72 (m, 1H), 8,60 - 8,57 (m, 1H), 8,10 - 8,08 (m, 1H), 7,91 - 7,88 (m,
1H), 7,38 - 7,27 (m, 5H), 7,12 (d, J = 8,14 Hz, 1H), 6,81 - 6,73 (m,
2H), 5,24 - 5,22 (m, 1H), 5,06 - 5,01 (m, 1H), 4,77 - 4,73 (m, 1H), 4,39
- 4,17 (m, 3H), 4,07 - 4,01 (m, 1H), 3,92 - 3,79 (m, 3H), 3,15 - 3,05 (m,
1H), 2,78 - 2,72 (m, 1H), 2,08 - 2,05 (m, 1H), 1,78 - 1,45 (m, 13 H),
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141 - 1,22 (m, 4H), 1,18 - 1,03 (m, 4H), 0,93 - 0,81 (m, 5H); 3¢ NMR
(100 MHz, ds-DMSO) & 196,6, 171,8, 171,5, 171,9, 170.3, 167,2,

" 1610, 157,1, 137,4, 128,4, 128,1, 127.7, 127,5, 127,4, 126,9, 1156,

112.6, 66,8, 56,6, 55,1, 53,4, 52.7, 52,6, 45,4, 41,8, 33,5, 31,7, 30,0,
296, 28,2, 27,2, 27,1, 26,1, 2542, 25,36, 24,0, 23,8, 18,7, 13,5;
HRMS m/z 760,3915 [vypocteno pro C41Hs3NsOg, 760,3922].

Analyticka data pro 59B: '"H NMR (400 MHz, de-DMSO) & 8,76 -
8,73 (m, 1H), 8,55 (dd, J = 6,9, 3.2 Hz, 1H), 8,24 (d, J = 7,11 Hz, 1H),
7.93 - 7,88 (m, 1H), 7,37 - 7,25 (m, 1H), 7,15 - 7,11 (m, 1H), 6,82 -
6,74 (m, 2H), 5,23 - 5,20 (m, 1H), 5,09 - 5,01 (m, 1H), 4,75 -4,71 (m,
1H), 4,38 - 4,29 (m, 1H), 424 - 417 (m, 2H), 4,07 - 4,02 (m, 1H), 3,92
-3,78 (m, 2H), 3,13 - 3,08 (m, 1H), 2,78 - 2,70 (m, 1H), 2,08 - 2,05 (m,
2H), 1,75 - 1,13 (m, 21 H), 0,89 - 0,85 (m, 5H); 3C NMR (100 MHz, de-
DMSO) & 196,7, 171,86, 1712, 169.9, 167,1, 160,8, 157,0, 137,5,
128 3, 128,2, 128,0, 127,97, 127.9, 127 4, 127,3, 127,1, 115,7, 115,6,
112.7, 112,6, 66,7, 56,8, 54,8, 53,3, 455, 41,6, 33,6, 31,8, 29,5, 28,1,
27.3, 27,0, 26,1, 25,4, 24,2, 23,9, 18,6, 13,5, HRMS m/z 760,3915
[vypolteno pro CatHs53N50g, 760,3922].

Piiklad 60: Pfiprava slouceniny 60

60
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57d 60a

Roztok [CpRu(n®-4-chlorfenylpropionové kyseliny)]PFs (4,14 g,
8,36 mmol) v suchem DMF (20 ml) byl smisen s HOBt (1,69 g,
12,54 mmol, 1,5 ekv.) a Hunigovou bazi (6,47 g, 9,20 ml, 50,16 mmol,
6,0 ekv.). Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C a byla smisena
s EDCI (2,39 g, 12,54 mmol, 1,5 ekv.). Reakgni smés byla michana pfi
0 °C po dobu 30 min a byla pfiddna amoniova stl Tic 57d (2,90 g,
7.6 mmol mmol, 1,0 ekv.). Reakini smes byla michana pfi teploté
laboratofe 12 hod a DMF byl oddestilovan ve vakuu. Zbytek byl zfedén
vodnym HCI (1M, 100 ml) a extrahovan do CH,Cl, (3 x 100 ml).
Spojené organickeé vrstvy byly promyty vodnym NaHCO3 (1 x 100 ml),
roztokem soli (100 ml), suseny (Na,S0,), zfiltrovany, zakoncentrovany
ve vakuu, za ziskani hnédé pevné latky 60a (5,2 g, 83 %), ktera byla
pouzita pro cyklizaci. MS: (elektrorozpra$ovani): 647 [(M-CH3;0H-
PFg)", 100]. HRMS vypoéteno pro C32H34CIN2O4RuU [(M-CHgOH-PFe)]+
647,1256; Nalezeno: 647,1241.
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Roztok rutheniového komplexu 60a (5,0 g 6,01 mmol) v suchém
DMF (300 mi) byl odplynén suchym N, pfi laboratorni teploté a byl
pfidan Cs2COs3 (10,0 g, 30 mmol, 5,0 ekv.) a smés byla michana pfi
laboratorni teploté 24 hod. Rozpoustédio DMF bylo oddestilovano a
zbytek byl zfedén vodou (100 ml) a extrahovan CH,Cl, (3 x 100 ml) a
propionitrilem (3 x 100 ml). Spojené organické vrstvy byly extrahovany
roztokem soli (100 mi), suseny (Na,S0O,) zfiltrovany a zakoncentrovany
ve vakuu, a suseny ve vakuu pfes noc, za ziskani hnéde pevné latky
(5,1 g). Ta byla pouzita pro fotolyticke odstranéni Ru bez dalsiho
gisténi. MS: (elektrorozpradovani): 643 [(M-PFg)*, 100].

Cyklizovana sloucenina z pfedchoziho kroku byla rozpusténa
v CH5CN (50 ml) a Zfiltrovana do kiemenné zkumavky. Roztok byl
odplynén a fotolyzovan v Raynotové pfistroji (A = 350 nm) 48 hod.
Reak&ni smés byla zakoncentrovana ve vakuu a zbytek byl Cistén
chromatografii (SiO2, EtOAc/hexany 3 : 2) za ziskani a svétle hnédé
pevné latky 60b (289 mg, 20 %). R 0,73 (aceton/hexany 3: 7). H
NMR (CDCls, 300 MHz) 8 7,18 (d, 2 H, J = 8,1 Hz), 7,20 - 7,09 (m,
2H), 6,92 (d, 2 H,J=7.8 Hz), 6,86 (dd, 1 H, J = 2,1, 7.2 Hz), 6,76 (s,
1H), 5,41 (d, 1 H,J=17.4 Hz), 4,23 - 4,18 (m, 2H), 4,00 (bs, 1H), 3,68
(s, 3H), 3,41 (dd, 1 HJ = 12, 3,9 Hz), 3,01 - 2,86 (m, 1H), 1,9 - 1,62
(m, 4H), 1,52 (bd, 1 H, J = 9,3 Hz), 1,36 - 1,07 (m, 5H); °C NMR
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(CDCl3, 100 MHz, 3) 1732, 167,2, 163,8, 156,5, 155,1, 135,8, 132,7,
1302, 129,6, 126,2, 119,1, 117,5, 115,8, 60,2, 55,5, 51,6, 44,2, 42,0,

- 357, 30,2, 29,3, 26,5, 26,2, 25,8, 25 7 MS: (elektrorozprasovani): 477

[(M+1)", 100], 315 (20); HRMS vypocteno pro C2gH33N20s (M+1)":
477.2389; Nalezeno 477,2375; CHN vypodéteno pro C2gH32N20s
0.5H,0. C 69,26 % H 6,85 % N 577 %:; Nalezeno: C 69,62 % H 6, 59
% N 5,77 %

Krok C

eSS

60b 60c

o4

Roztok methylesteru 60b (235 mg, 0,5 mmol), makrocykiu Tic
v dioxanu (10,0 ml), H,O (10,0 ml), CHsOH (50,0 ml) byl smisen
s LiOH.H,O (41 mg, 1,0 mmol, 2,0 ekv.) a michan pfi laboratorni
teploté 3 hod. Reakéni smés byla okyselena (4M HCI v dioxanu).
Reakéni smés byla zakoncentrovéna ve vakuu a zbyla voda byla
zmrazena a lyofilizovana za ziskani bezbarvé pevné latky 60c pouzité

pro reakci.
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60d

Roztok hydrolyzované kyseliny 60¢ (0,5 mmol) v suchém DMF
(5,0 ml) a CH2Cl2 (5,0 ml) byl smisen s HOOBt (132 mg, 0,75 mmol,
1.5 ekv.) a ochlazen na 0 °C, a byla pfidana Hinigova baze (258 mg,
2.0 mmol, 4,0 ekv, 369 pl). Ke smési byl postupné pfidan EDCI
(143 mg, 0,75 mmol, 1,5 ekv.) a aminhydrochlorid B (214 mg, 0,5
mmol, 1,0 ekv.). Reakéni smés byla skladovana v mrazicim boxu
48 hod a zakoncentrovana ve vakuu pro odstranéni DMF a CH:Cla.
Zbytek byl zfedén vodnym HCI (2M, 50 ml) a extrahovan CH.ClI; (3 x
30 ml) Spojena organicka vrstva byla extrahovana vodnym HCI (1M, 2
x 50 ml), vodnym NaOH (2M 2 x 30 ml), roztokem soli, susena
(MgS0Oy4) a zakoncentrovana ve vakuu. Zbytek 60d (172 mg) byl
oxidovan bez dal$iho cidténi; MS: (elektrorozprasovani): 838 [(M+1)7,
50], 490 (100); HRMS vypoé&teno pro CszHeoNsOg (M+1) : 838,4391;
nalezeno: 838,4398.
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60

Roztok alkoholu 60d (171 mg, 0,20 mmol) v CH,Cl, (6,0 ml) byl
smisen s Dess-Martinovym ¢&inidlem (175 mg, 0,41 mmol, 2,0 ekv.).
Reak&ni smés byla michana pfi teploté laboratofe 4 hod a zfedéna
vodnym NaHCOs a vodnym Na,S,03;. Reak&ni smés byla michana pfi
teploté laboratofe po dobu 20 min a reakéni smés byla extrahovana
CH,Cl, (3 x 30 ml). Spojené organické vrstvy byly extrahovany vodnym
Na,COs, sueny (NaxS0a4), zfiltrovany a zakoncentrovany ve vakuu a
zbytek byl cistén chromatografii (SiO2, CH;OH (2M-NH3)/CH2Cl2
1:20) za ziskani ketoamidu 60 (56 mg, 32 %) jako bezbarvé pevné
latky. Ry 0,35 (CH3;OH (2M  NH3)/CH2Clz 1 ¢ 18) MS:
(elektrorozprasovani, m/z relativni intenzita): 836 ( [M+1]", 90), 490
(100). HRMS vypocteno pro C47H58N50g (M+1)" 836,4235; Nalezeno:
836,4269.
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Krok A

61

Roztok terc-butylesteru 60 (50 mg, 0,059 mmol) v suchém
CH,Cl; (10,0 ml) byl smisen s TFA (10,0 ml) a michan pfi laboratorni
teploté 4 hod. Vymizeni esteru aZ na zakladni hodnotu bylo sledovano
TLC (CH;OH/CH.CIz, 1 : 19). Reakéni smés byla zakoncentrovana ve

vakuu a zbytek byl opakované rozpustén ve smési heptany/CH2Clz a
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nékolikrat zakoncentrovan ve vakuu za ziskani jemné bezba
latky 61 (51 mg),

vypocteno pro Ca3Hs0Ns0g (M+1

Ptiklad 62: Priprava sloudeniny 62

309 - .5

»
.

L]

.

rvé pevné

ktera byla sudena ve vakuu; MS (FAB) 780 [(M+1)",
85], 516 (20), 417 (20), 403 (100), 321 (20), 248 (40), 236 (40); HRMS

Krok A

sy
o

62

)*: 780,3609; nalezeno 780,3618.
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Roztok kyseliny 61 (30 mg, 0,038 mmol),

dimethylaminu (6,2 mg,

smisen s Hinig

hydrochloridu

0.076 mmol, 2,0 ekv.) v CHzClz (1,0 mi) byl

ovou bazi (9,1 mg, 0,076 mmol, 2,0 ekv., 15 i),
PyBrOP (35 mg, 0,076 mmol, 2,0 ekv.) a michan pfi teploté laboratore

24 hod. Reakéni smés byla sakoncentrovana ve vakuu a Cisténa

chromatografii (SiOz, aceton/hexany 1
62 (14 mg, 46 %) jako bezbarvé pevné latky; Ry (0,31 a

: 1) za ziskani dimethylamidu

ceton/hexany

1:1). MS (FAB) 807 [(M+1)", 100}, 805 (60), 794 (60). 747 (40), 629
(40), 589 (62).

Ptiklad 63: Pfiprava slouéeniny 63

Krok A

HO

+
ClH4N

0

O

CO,CH3

57d

H H |
i LT %‘Jﬂ% b

63
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Roztok [CpRu(n5-4-chIorfenylpentanové kyseliny)]PFs (2,2 g,
4.0 mmol) v suchém DMF (10 ml) byl smisen s HOBt (810 mg
5,99 mmol, 1,5 ekv.) a Hlnigovou bazi (2,58 g, 3,6 mi, 19,9 mmol,
5 0 ekv.). Reakéni smés byla ochlazena na 0 °C a smisena s EDCI
(1,14 g, 6,0 mmol, 1,5 ekv.). Reakéni smés byla michana pfi 0 °C po
dobu 30 min a byla pfidana amoniova sdl Tic 57d (1,60 g, 4,0 mmol,
1,0 ekv.). Reakéni smés byla michana pfi teploté laboratofe 12 hod a
DMF byl oddestilovan ve vakuu. Zbytek byl zfedén vodnym HCI (1M,
100 ml) a extrahovan do CH.Cly (3 x 100 ml). Spojené organické
vrstvy byly extrahovény vodnym NaHCO; (1 x 40 mi), roztokem soli
(100 ml), suéeny(Nazscu),zﬂHrovény,zakoncenﬂovény ve vakuu za
ziskani hnédé pevné latky 63a (2,41 g, 75 %), ktera byla pouZita pro

cyklizaci.
Krok B
HO
RetE %
e B ——— e
& ' CO,CH31

N
N\V/Lﬁj

0

63a 63b

CO5CH3
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Roztok rutheniového komplexu 63a (2,40 g, 2,8 mmol) v suchém
DMF (250 ml) byl odplynén Ny pfi teploté laboratofe a byl pfidan
Cs,CO3 (4,6 g, 14,0 mmol, 5,0 ekv.) a smés byla michana pfi
laboratorni teploté 14 hod. Rozpoustédio DMF bylo oddestilovano a
zbytek byl ziedén vodou (100 mi) a extrahovan CH,Cl, (3 x 100 mi).
Spojené organické vrstvy byly extrahovany vodnym HCI (1M, 100 ml),
NaHCO; (100 ml), roztokem soli (100 ml), suSeny (NazSOu4),
zfiltrovany, zakoncentrovany ve vakuu a suSeny ve vakuu pfes noc, za
ziskani hnédé pevné latky (1,9 g, 79 %). Ta byla pouZita pro
fotolyticke odstranéni Ru bez dai§iho gisténi. MS:
(elektrorozprasovani): 671 [(M-PFe)", 40].

Cyklizovana slou¢enina z pfedchoziho kroku byla rozpusténa
v CH;CN (60 ml) a Zfiltrovana do kifemenné zkumavky. Roztok byl
odplynén a fotolyzovan v Raynotové pfistroji (A = 350 nm) 48 hod.
Reakéni smés byla zakoncentrovédna ve vakuu a zbytek byl Cistén
chromatografii (SiO2, aceton/hexany 3 : 7) za ziskani svétle hnédé
pevné latky 63b (140 mg, 13 %); Re: 0,73 (aceton/hexany 3 : 7); MS:
(FAB): 505 [((M+1)", 80], 232 (40); HRMS vypocteno pro Ca0H37N20s
(M+1)*: 505,2702; nalezeno: 505, 2698.

b CO,CH3 COH
Ao

63b , 63c

Krok C

<:>° .

Roztok methylesteru 63b (235 mg, 0,5 mmol), makrocyklu Tic
v dioxanu (10,0 ml), H,O (10,0 ml), CH3OH (50,0 ml) byl smisen
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s LiOH.H,O (41 mg, 1,0 mmol, 2,0 ekv.) a michan pfi laboratorni
teploté 3 hod. Reakeni smés byla okyselena (4M HCI v dioxanu).

. Reak&ni smés byla zakoncentrovana ve vakuu a zbyvajici voda byla

zmrazena a lyofilizovana za ziskani bezbarvé pevné latky 63c pouZité

pro reakci.
Krok D
O
OH O
N~ COZH . H N
P ., HCHHN N -
" ~0 H
: o O
O
63c A
|
%’r N\
e P
0 E
63d

Roztok hydrolyzované kyseliny 63c (100 mg, 0,21 mmol)
v suchém DMF (4,0 mi) a CHzClz (2,0 ml) byl ochlazen na 0 °C a
smisen s HOOBt (53 mg, 0,32 mmol, 1,5 ekv.), Hunigovou bazi
(122 mg, 0,85 mmol, 4 5 ekv., 175 ul), EDCI (61,0 mg, 0,32 mmol,
1,5 ekv.) a michan 0,5 hod, a smisen s aminhydrochloridem A
(100 mg, 0,25 mmol, 1 ekv.). Reakéni smés byla michana pfi
laboratorni teploté 16 hod a zakoncentrovana ve vakuu pro odstranéni
DMF a CH.Cl,. Zbytek byl zfedén vodnym HCI (2M, 50 ml) a

extrahovan CH,Cl, (3 x 50 ml) Spojena organicka vrstva byla



extrahovana vodnym HCI (1M, 100 ml), vodnym NaOH (2M 100),

roztokem soli, susena (Na,SO,) a zakoncentrovan ve vakuu. Zbytek

- 63d (72 mg) byl oxidovan bez dalsiho cisteni.
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Roztok alkoholu 63d (72 mg, 0,86 umol) v CH,Clz (5,0 ml) byl
smisen s Dess-Martinovym &inidlem (125 mg, 0,28 mmol, 3,2 ekv.).
Reakéni smés byla michana pii teploté laboratofe 3 hod a byla
zakoncentrovana ve vakuu a zbytek byl &i§tén chromatografii (SiOz,
CH3OH/CH,Cl; 1 : 19) za ziskani ketoamidu 63 (11 mg, 15 %) jako
bezbarvé pevné latky; MS (FAB): 835 (IM+1]%, 80), 490 (100).
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Pozadovany produkt 64a byl ziskan zplsobem popsanym pro
priklad 1, krok F. Material byl istén bleskovou chromatografii na
kolon& s pouzitim smési EtOAc/hex (7 : 3), za ziskani 64a v 80 %;
'"H NMR (CDCls, 8): 7,35 - 7,29 (m, 5H), 7,02 (d, 2 H, J = 8,4 Hz), 6,72
(d, 2H, J = 6,9 Hz) 6,01 (d, 1H), 4,60 (t, 1H), 4,52 (s, 1H), 3,8 - 3,61
(m, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,54 - 3,51 (m, 4H), 2,83 (t, 2 H, J = 7,5 H2),
239 (t, 2H, J = 8,1 Hz) 2,41 - 2,20 (m, 1H), 2,05 - 1,83 (m, 1H), 1,85 -
1,58 (m, 8H), 1,26 - 1,24 (m, SH); *C NMR (CDCl3, 8): 172,2, 171,9,
171,0, 154,4, 138,3, 132,2, 129,4, 128,4, 127,7, 127,6, 115,4, 73,0,
66,9, 66,2, 57,9, 54,9, 52,5, 52,3, 41,0, 38,5, 34,7, 30,8, 30,0, 29,4,
27,9, 26,1, 26,0, 25,9.
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64a

Pozadovany produkt 64b byl ziskan zpisobem popsanym pro
pfiklad 1, krok G. Produkt ziskany po odfiltrovani katalyzatoru byl

dostate&né Cisty pro dal8i krok.

Krok C

4
£

64b

Pozadovany produkt 64c byl ziskan zplisobem popsanym pro
pfiklad 1, krok H. Surova reakini smés byla Zisténa gelovou
chromatografii na SiO; (aceton/hexany 3 : 7) za ziskani 64c (64 mg,
16 %) jako bezbarvé pevné latky; 3C NMR (CDCl3) 172,1, 171.1,
171.0, 157,7, 131,0 129,9, 114,3, 78,1, 64,7, 63,3, 58,7, 55,3, 52,2,
52 0. 42,1, 37,9, 36,1, 30,8, 30,7, 29,7, 28,7, 28,5, 26,2, 26,0; MS
(FAB) 473 (M+1)", (100), 327 (20).
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Kyselina byla syntetizovana jak je poprano pro priklad 1, krok |
10 v kvantitativnim vytéZku. Surova smés byla po odpafeni ihned pouzita

v daidim kroku.

Krok E D
: o,

15 COOH >

0 [h MEE(\

64d M

64e
20

Oé&ekavany produkt 64e byl syntetizovan jak bylo uvedeno vySe
pro piiklad 1, krok J. Reakeni material byl ihned pouzit v dalSim kroku
pro syntézu 64.
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Pozadovany produkt se ziska protokolem oxidace popsanym
vy$e pro priklad 1, krok K.

Pfiklad 65: Priprava sloucéeniny 65

o/ 0 0 CH
H H H ks
N N N
\:)l\(l'( \/U\N N\CH3
O > O O H o

o 65

Syntéza z pfikladu 65 byla identicka se syntézou z prikladu 14,
kromé zahajeni syntézy kyselinou 3-vinylbenzoovou. Redukce fenylové
skupiny byla podobnéa jako v pfikladu 14, krok C. Byla vak ziskana

smés diastereomerd.



Ptiklad 66: Pfiprava slouéenin vzorcl 66A a 66B

me N

Q%E@ il

66A

O\/\/Q |
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O 66B

Pofadi syntetickych krok( pro pfiklad 66 bylo stejné jak bylo

IZ

popsano pro pfiklad 54 s pouzitim vhodnych piislusné modifikovanych
vychozich materiald. Isomery 66A a 66B byly oddélény po oxidaci
chromatografii na koloné. LCMS data: 818,2 (M+H)" (pro 66A a 66B).

Priklad 67: Priprava sloucenin vzorcli 67A a 67B

®)
\q/Q
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N N A
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V pfikladu 67 byl pouZit stejny postup syntézy jako bylo popsano
pro priklad 54 s pouzitim vhodnych pfislusné modifikovanych
vychozich materialt. Isomery 67A a 67B byly oddéleny po oxidaci
pouzitim chromatografie na koloné&. HRMS (FAB) Vypoc&teno pro
CusHesN7Og: 846,4766 (M+H)". Nalezeno: 846,4782 (pro 67A) a
846,4774 (pro 67B).

Pfiklad 68: Pfiprava slouéeniny vzorce 68

@S
) |: :
. 0 °
H H
H MN N\/U\N rL\
N\/koo ° "o

0 H

€3

Postup syntézy pro piiklad 68 byl stejny jako bylo popsano pro
piiklad 30 s pouzitim vhodnych pfislusné modifikovanych vychozich
materialéi. Po oxidaci byl pozadovany produkt 68 ziskan jako smeés
isomer(l pouZitim chromatografie na koloné. HRMS (FAB) Vypocteno
pro C47Hs59NeOg: 851,4344 (M+H)". Nalezeno: 851,41489.
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Postup syntézy pouzity pro pfiklad 69 byl stejny jako pro priklad
1 s pouzitim vhodnych pfislu§né modifikovanych vychozich materiald.

Po oxidaci byly isomery 69A a 69B oddéleny pouzitim chromatografie

na kolon&. LCMS data: 829,2 (M+H)" (pro 69A a 69B).

Pfiklad 70: Pfiprava slou¢enin vzorce 70A a 70B
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Postup syntézy v pfikladu 70 byl stejny jako v pfikladu 4

Z-=Z
o

s pouzitim vhodnych pfislu§né modifikovanych vychozich materiall.
Po oxidaci byly isomery 70A a 70B oddéleny pouzitim chromatografie
na koloné&. LCMS data: 843,2 (M+H)" (pro 70A a 70B).

Priklad 71: Pfiprava slouceniny vzorce 71

H H
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Postup syntézy v pfikladu 71 byl stejny jako bylo popsano pro
pfiklad 5 pouzitim vhodnych pfisluné modifikovanych vychozich
material(l. Po oxidaci byl poZadovany produkt 71 ziskan jako smés

isomert pouZitim chromatografie na koloné. LCMS data: 8182
(M+H)".
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Priklad 72: Pfiprava slouéeniny vzorce 72

o

o
Postup syntézy v piikladu 72 byl stejny jako pro pfiklad 6
s pouzitim vhodnych pfislu§né modifikovanych vychozich materiall.

10 Po oxidaci byl pozadovany produkt 72 ziskan jako smés isomerl
s pouzitim chromatografie na kolon&. LCMS data: 762,2 (M+H)".

Priklad 73: Priprava sloueniny vzorce 73
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20 Postup syntézy pouzity pro pfiklad 73 byl stejny jako pro pfiklad

10 s pouzitim vhodnych pfislusné modifikovanych vychozich materiald.
Po oxidaci byl pozadovany produkt 73 ziskan jako smés isomer(
s pouzitim chromatografie na koloné. LCMS data: 659,2 (M+H)".
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Pfiklad 74: Pfiprava sloucenin 74A a 74B

Ha O/—\Q
o / 0 0 CHz
H H H ‘
N\_)l\@(f‘l N\/U\i;:j{ N‘CH3
o = o) 0 0
@
T4A
Ha Of_\\g

C 0y e S LS
N\:)LN/\‘(N%(N\)Lﬁ N\CH3
z 0 '\ 0

S
SRS

74B

Pozadované slouceniny 74A a 74B byly pfipraveny stejnym
zplisobem jak bylo popsano v pfipravé sloucenin 1A a 1B v pfikladu 1,
s tim rozdilem, Ze kyselina 5-methyl-3-hydoxyfenyloctova byla pouzita
jako nahrada kyseliny 3-hydroxyfenyloctové v kroku F. LRMS (M+H)"
m/z 803,1 [vypolteno pro C4sHsgNsgOg, 802,4].

Pfiklad 75: Pfiprava slouéenin 75A a 75B

CHj /—\

° 9

y e H 0 ¥ 0 ff
N.Jl\gl(“\d\(“\)m Mook
0 = 0 ] H

O CH

75A
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Po¥adované sloudeniny 75A a 75B byly pfipraveny stejnym
zplisobem jak bylo popsano v pfipravé sloucenin 1A a 1B v pfikladu 1,
s tim rozdilem, Ze kyselina 4-methyl-3-hydroxyfenyloctova byla pouZita
jako nahrada kyseliny 3-hydroxyfenyloctové v kroku F. LRMS (M+H)"
m/z 803,1 [vypocteno pro Cs3zHsgNsOg, 802 4].

Priklad 76: Pfiprava slouéeniny 76

76

Pozadovana sloudenina 76 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak bylo popséano v pfipravé slouCenin 27A a 27B v piikladu 27, s tim
rozdilem, ze amin E byl pouZit jako nahrada aminu A v kroku J. LRMS
(M+H)" m/z 831,1 [vypocteno pro CusHssNgO1o, 830,4].
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Pfiklad 77: Pfiprava slouceniny 77

Tl
Q O .

77

Pozadovana sloudenina 77 byla pfipravena stejnym zplsobem
jak bylo popsano v pfipravé slou¢enin 27A a 27B v pfikladu 27, s tim
rozdilem, Ze pro nahradu aminu A v kroku J byl pouZit odlisny aminovy
meziprodukt. LRMS (M+H)" m/z  761,1 [vypo&teno pro C41H52N4010,
760,4].

Pfiklad 78: Pfiprava slouCeniny 78

O/\/O>\
T
O : O
H H H
N\z)l\ﬁ)\(N Neo~
:= O
78

Po¥adovana slougenina 78 byla pfipravena stejnym zpisobem
jak je popsano v pfipravé sloucenin 27A a 27B v pfikladu 27, s tim
rozdilem, Ze pro substituci aminu A v kroku J byl pouzit odlisny
aminovy meziprodukt. LRMS (M+H)" m/z  653,1 [vypolteno pro
C3sH4gN4Os, 652,4].
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Pfiklad 79 Pfiprava slouceniny 79 )
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79

Pozadovana slougenina 79 byla pfipravena stejnym zplUsobem
jak bylo popsano v pfipravé slouceniny 30 v piikladu 30, s tim
rozdilem, Ze pro substituci aminu A v kroku | byl pouZzit odlisny

aminovy meziprodukt. LRMS (M+H)" m/z  746,1 [vypolteno pro
C41Hss5Ns0g, 745,4].

Ptiklad 80: Pfiprava slouéeniny 80
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80
Pozadovana slougenina 80 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak je popsano v pfipravé slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim, Ze amin D

byl pouZit jako nédhrada aminu A v kroku |. LRMS (M+H)" m/z 746,1
[vypod&teno pro Ca41HssNsOs, 745,4].
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Pfikiad 81: Pfiprava slou¢eniny 81
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81

Pozadovana sloutenina 81 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak je popsano v pfipravé meziproduktu A, krok 5. LRMS (M+H)" m/z
657,1 [vypo&teno pro CsaHagN4Os, 656,3].

Priklad 82: Piiprava slou€eniny 82

82

Pozadovana slougenina 82 byla pfipravena stejnym zplUsobem
jak je popsano pfiprave slouéeniny 30 v piikladu 30, s tim rozdilem, Ze
pro nahrazeni aminu A v kroku | byl pouZit odli§ny amin. LRMS (M+H)”
m/z 639,1 [vypo&teno pro C3sHsoN.O7, 638,4].
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Ptiklad 83: PFfiprava slou€eniny 83
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Pozadovana slougenina 83 byla pfipravena stejnym zpisobem
jak byl popsan v pfipravé slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,
10 Ze amin E byl pouZit namisto aminu A v kroku |. LRMS (M+H)+Vm/z

831,1 [vypocteno pro CssHs2NsOg, 830,5].

Pfiklad 84: Pfiprava slouceniny 84

H3C

.‘,\\CH3
15

l'e)

84
20 Pozadovana sloucenina 84 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 30 v prikladu 30, s tim rozdilem,
e namisto aminu A v kroku | byl pouzit odpovidajici amin. LRMS

(M+H)+ m/z 653,1 [vypocteno pro CazsHs2N407, 652,4].
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85
Pozadovana slougenina 85 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 30 v prikladu 30, s tim rozdilem,
3e namisto aminu A v kroku | byl pouZit odpovidajici amin a oxidace

byla provadéna postupem popsanym v pfikladu 10, krok J. LRMS
(M+H)* m/z 613,1 [vypo&teno pro Cy3H4sN4O7, 612,4].

Piiklad 86: Pfiprava slouceniny 86

HAC
/\3)<CH3
o

0

86

Pozadovana slougenina 86 byla pfipravena stejnym zplsobem

jak se popisuje v pfiprave slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,

3e namisto aminu A v kroku | byl pouZit odpovidajici amin. LRMS

(M+H)" m/z 651,1 [vypocteno pro CagHsoN4O7, 650,4].



O RN S D I

_331 -.s...:‘ - E : - : : .

.
. se e cosn oo seece

Piiklad 87: Priprava slouéeniny 87
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87

Pozadovana slouéenina 87 byla pripravena stejnym zplsobem

jak se popisuje v pfipravé slougeniny 30 v pfikladu 30 s tim rozdilem,

10 e namisto aminu A v kroku | byl pouzit odpovidajici amin, a Ze

oxidace byla provadéna postupem popsanym v pfikladu 10, krok J.
LRMS (M+H)+ m/z 611,1 [vypocteno pro Ca3HasN4O7, 610,3].

Ptiklad 88: Pfiprava slouceniny 88

15 HaG

20

88

Pozadovana sloudenina 88 byla pfipravena stejnym zplsobem
jak je popsano v pfipravé slouceniny 30 v prikladu 30 s tim rozdilem,
e namisto aminu A v kroku | byl pouZit odpovidajici amin, a ze
oxidace byla provadéna postupem popsanym v pfikladu 10, krok J.

s LRMS (M+H)* m/z 611,1 [vypodteno pro CasHesN4O7, 610,3].
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Priklad 89: Priprava slouéeniny 89
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89

Pozadovana sloucenina 88 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak je popsano v pfipravé slouceniny 30 v pfikladu 30 s tim rozdilem,
%e namisto aminu A v kroku | byl pouzit odpovidajici amin. LRMS

(M+H)* miz 637,1 [vypocteno pro C3sHagN4O7, 636,4].

Ptiklad 90: Pfiprava slouceniny 90

HaG
\CH3
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Qjﬁo\m::wrw P

90

Pozadovana sloudenina 90 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 30 v pfikladu 30 s tim rozdilem,
se namisto aminu A v kroku | byl pouzit odpovidajici amin. LRMS

(M+H)" m/z 725,1 [vypo&teno pro CagHssN4Og, 724,4].
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Piiklad 91: Pfiprava sloucéeniny 91
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Pozadovana sloucenina 91
jak se popisuje v pfipravé sloucen

3e namisto aminu A v kroku | b

CHy

91
byla pfipravena stejnym zplsobem
iny 30 v prikladu 30 s tim rozdilem,

yl pouzit odpovidajici amin. LRMS

(M+H)* m/z 727,1 [vypod&teno pro C3gHssN4Og, 726,4].

Piiklad 92: Ptiprava slouéeniny 92

H4G
\..CHs
o/\/\_7
0
H (7 H
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H.c TNen
L L

Pozadovana sloucenina 92

o . 9 CHy
A e
0 Ho o
CH,
92

byla pfipravena stejnym zpUsobem

jak se popisuje v pfipravé slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,

e Boc-terc-butylglycin byl pouZit namisto Boc-cyklohexylglycinu

v kroku C. LRMS (M+H)" m/z
790,4].

791,1 [vypoéteno pro CazHssNsOs,
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93
Pozadovana sloudenina 93 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 92 v pfikladu 92 s tim rozdilem,
7e namisto aminu A byl pouzit odpovidajici amin. LRMS (M+H)" m/z

613,1 [vypocteno pro CaaHsgN4O7, 612,4].

Ptiklad 94: Priprava slouceniny 94

3 CHs
94
Pozadovanéa slougenina 94 byla pfipravena stejnym ip&sobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 92 v piikladu 92 s tim rozdilem,
%e namisto aminu A byl pouzit odpovidajici amin, a Ze oxidace byla
provadéna postupem popsanym v pfikladu 10, krok J. LRMS (M+H)"
m/z 573,1 [vypocteno pro CaoH44NsO7, 572,3].
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Priklad 95: Pfiprava sloudeniny 95
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95

Pozadovana sloudenina 95 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak se popisuje v pfipravé slouéeniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,
e Boc-valin byl pouZit namisto Boc-cyklohexylglycinu v kroku C.
LRMS (M+H)" m/z 777,1 [vypocteno pro C41HssNgOg, 776,4].

Pfiklad 96: Priprava slouceniny 96

Pozadovana sloudenina 96 byla pfipravena stejnym zplsobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 95 v pfikladu 95 s tim rozdilem,
e namisto aminu A byl pouzit odpovidajici amin. LRMS (M+H)" m/z
599,1 [vypocteno pro CzaH4sN4O7, 598,3].
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97

Pozadovana slou&enina 97 byla pfipravena stejnym zpUsobem

jak se popisuje v pfipravé slouceniny 95 v pfikladu 95 s tim rozdilem,

10 e namisto aminu A byl pouzit odpovidajici amin a Ze oxidace byla

provadéna postupem popsanym Vv prikladu 10, krok J. LRMS (M+H)"
m/z 559,1 [vypoéteno pro CagH42N4O7, 558,3].

Pfiklad 98: Pfiprava slouceniny 98

15 HsQ

“CH3

B
C,

20 98
Pozadovana sloudenina 98 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak se popisuje v pfipravé slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,
7e Boc-fenylglycin byl pouZit namisto Boc-cyklohexylglycinu v kroku C.

LRMS (M+H)+ m/z 811,1 [vypoéteno pro CssHs4NeOg, 810,4].

25
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Ptiklad 99: Pfiprava slouéeniny 99
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99

Pozadovana slouenina 99 byla pfipravena stejnym zplisobem

jak se popisuje v pfipravé slouéeniny 98 v pfikladu 98 s tim rozdilem,

10 e namisto aminu A byl pouZit odpovidajici amin. LRMS (M+H)" m/z
633,1 [vypoéteno pro CasHasNsO7, 632,3].

Priklad 100: Pfiprava slouceniny 100

‘\.\CH3
15

100
20 Pozadovana slouéenina 100 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak se popisuje v pfiprave slougeniny 98 v pfikladu 98 s tim rozdilem,
56 namisto aminu A byl pouzit odpovidajici amin, a Ze oxidace byla
provadéna postupem popsanym v pfikladu 10, krok J. LRMS (M+H)"
m/z 593,1 [vypoé&teno pro CasHaoN4O7, 592,3].

25
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Piiklad 101: Ptiprava slouceniny 101
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Pozadovana slouéenina 101 byla pfipravena stejnym zplsobem

jak se popisuje v piipravé slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,

10

e Boc-isoleucin byl pouZit namisto Boc-cyklohexylglycinu v kroku C.

LRMS (M+H)* m/z 791,1 [vypodteno pro Cs2HseNeOs, 790,4].

Pfiiklad 102: Pfiprava slouéeniny 102

15 /\)Xl‘(;"'h

102
20

Posadovana sloutenina 102 byla pfipravena stejnym zplsobem
jako v pfipravé slou¢eniny 101 v pfikladu 101 s tim rozdilem, Zze

namisto aminu A byl pouZit pfislusny amin. LRMS (M+H)" m/z 613,1

[vypo&teno pro CazHasN4O7, 612,4].

25
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Priklad 103: Priprava slouceniny 103
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Pozadovana slouéenina 103 byla pfipravena stejnym zplsobem
jak se popisuje Vv pfipravé slouceniny 101 v pfikladu 101 s tim
rozdilem, ze namisto aminu A byl pouZit pfislusny amin a oxidace byla
provedena postupem popsanym v pfikladu 10, krok J. LRMS (M+H)+
m/z 573,1 [vypoéteno pro CaoH4NsO7, 572,3].

Ptiklad 104: Pfiprava slouéeniny 104
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104
Pozadovana slougenina 104 byla pfipravena stejnym zplsobem
jak se popisuje v piipravé slouceniny 30 v pfikladu 30, s tim rozdilem,
se Boc-cyklopentylglycin byl pouzit namisto Boc- cyklohexylglycmu
v kroku C. a ze namisto aminu A v kroku | byl pouzit odpovidajici
amin. LRMS (M+H)* m/z 625,1 [vypoéteno pro CasHasN4O7, 624 ,4].
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Pfiklad 105: Piiprava slouéeniny 105
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105
Pozadovana slougenina 105 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak se popisuje v pfipravé sloueniny 104 v prikladu 104 s tim
rozdilem, Ze namisto aminu A byl pouZit odpovidajici amin a oxidace
byla provedena postupem popsanym v pfikladu 10, krok J. LRMS
(M+H)* m/z 585,1 [vypocteno pro C31HasN4O7, 584,3].

Priklad 106: Ptiprava slou€eniny 106

106
Pozadovana slouéenina 106 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak se popisuje v piipravé slouceniny 30 v pfikladu 30 s nasledujicimi
rozdily: (a) 5-benzyloxy-2-methyl-1-penten byl pouzit namisto 4-
-benzyloxy-2-methyl-1-butenu v kroku A; (b) namisto aminu A v kroku |
byl pouZit odpovidajici amin. LRMS (M+H)" m/z 653,1 [vypocteno pro
CasHs2N4O7, 652,4].
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107

Pozadovana sloudenina 107 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak bylo popsano v pfipravé sloueniny 106 v pfikladu 106 s tim
rozdilem, Ze namisto aminu A v kroku | byl pouzit odpovidajici amin a
oxidace byla provadéna zplsobem popsanym v piikladu 10, krok J.
LRMS (M+H)" m/z 613,1 [vypocteno pro CazHssN4O7, 612,4].

Pfiklad 108: Priprava slouéeniny 108
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o 4 “CHs
o
SHENE
AN Neo
0 := 0

108
Pozadovana slouéenina 108 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak bylo popsano v pfipraveé sloueniny 106 v piikladu 106, s tim
rozdilem, Ze namisto aminu A v kroku | byl pouZit odpovidajici amin.
LRMS (M+H)" m/z 665,1 [vypoéteno pro Ca7Hs2N4O7, 664 ,4].
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Ptiklad 109: Ptiprava slouéeniny 109
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Pozadovana sloudenina 109 byla pfipravena stejnym zpUsobem
jak bylo popsano v pfipravé slouceniny 106 v pfikladu 106, s tim
rozdilem, ze namisto aminu A v kroku | byl pouZit odpovidajici amin,
a oxidace byla provedena postupem popsanym Vv piikladu 10, krok J.
LRMS (M+H)" m/z 625,1 [vypocteno pro CzsHasN4Oy, 624,4].

Pfiklad 110: Pfiprava slouceniny 110
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110

Pozadovana slougenina 110 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak se popisuje v pfiprave slougenin 1A a 1B, pfiklad 1, s tim, Ze Boc-
3-hydroxyprolin byl pouZit namisto prolinu 1a v kroku A, a Boc-terc-
butylglycin byl pouzit namisto Boc-cyklohexylglycinu v kroku D. LRMS
(M+H)" m/z 763,1 [vypoclteno pro CaoHs54NsOg, 762,4].
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Priklad 111: Piiprava sloueniny 111
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Pozadovana slouéenina 111 byla pfipravena stejnym zpusobem
jak bylo popséano v pfipravé slouenin 4A a 4B v pfikladu 4, s tim, ze
Boc-3-hydroxyprolin byl pouzit namisto prolinu 1a v kroku A, a Boc-
terc-butylglycin byl pouZit namisto Boc-cyklohexylglycinu v kroku D.
LRMS (M+H)" m/z 777,1 [vypo&teno pro C41HseNeOsg, 776,4].

Test na inhibiéni aktivitu na protedazu HCV

Spektrofotometricky test

Spektrofotometrické testy na serinovou proteazu HCV byly
u slougenin podle vynalezu provadény postupem popsanym autory R.
Zhang a dal$i, Analytical Biochemistry, 270 (1999) 268 - 275, jehoz
obsah se =zafazuje odkazem. Test je zaloZzen na proteolyze
chromogennich esterovych substratl a je vhodny pro kontinualni
monitorovani aktivity protedzy NS3 HCV. Substraty byly odvozeny od
mista P propojovaci sekvence NS5A-NS5B (Ac-DTEDVVX(Nva), kde X
= A nebo P), jehoZz C-koncové karboxylové skupiny byly esterifikovany
jednim nebo &tyfmi rGznymi chromofornimi alkoholy (3- nebo 4-
nitrofenol, 7-hydroxy-4-methylkumarin nebo 4-fenylazofenol). Dale
jsou popsany syntéza, charakterizace a pouZiti t&chto novych
spektrofotometrickych esterovych substrata pro vysoce vykonny
screening a podrobné kinetické vyhodnoceni inhibitord protedzy NS3
HCV.
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Materialy a metody

Materidly: Chemicka cCinidla potfebna pro pufry pouZivané pfi
testu byla ziskana od formy Sigma Chemical Company (St. Louis,
Missouri). Reagencie pro syntézu peptidd byly od firmy Aldrich
Chemicals, Novabiochem (San Diego, California), Applied Biosystems
(Foster City, California) a Perseptive Biosystems (Framingham,
Massachusetts). Peptidy byly syntetizovany manualné nebo na
automatizovaném syntezatoru ABI model 431A (firmy Applied
Biosystems). Pouzity UV/VIS Spectrometer model LAMBDA 12 byl od
firmy Perkin Elmer (Norwalk, Connecticut) a 96-jamkové destiCky pro
UV byly ziskany od formy Corning (Corning, New York). Blok pro
pfedehiivani byl od firmy USA Scientific (Ocala, Florida) a michacka
pro 96-jamkové desticky byla od firmy Labline Instruments (Melrose
Park, lllinois). Cte¢ka mikrotitraénich destitek Spectramax Plus
microtiter plate reader s monochromatorem byla ziskana od firmy

Molecular Devices (Sunnyvale, California).

Ptiprava enzymu: Rekombinantni heterodimerni proteaza HCV

NS3/NS4A (kmen 1a) byla pfipravena postupem popsanym dfive (D. L.
Sali a dalsi, Biochemistry, 37 (1998) 3392 - 3401). Koncentrace
proteinu byly zjistovany metodou barveni Biorad s pouzitim standardd
rekombinantni proteazy HCV, které byly predtim kvantifikovany
analyzou aminokyselin. Pfed zahajenim testu byl zaménén pufr pro
skladovani enzymu (50 mM fosfat sodny pH 8,0, 300 mM NaCl, 10%
glycerol, 0,05% laurylmaltosid a 10 mM DTT) za testovaci pufr (25 mM
MOPS pH 6,5, 300 mM NaCl, 10% glycerol, 0,05% lauryimaltosid, 5
uM EDTA a 5 puM DTT) na hotové koloné Biorad Bio-Spin P-6

prepacked column.

Syntéza a &iténi substratu: Syntéza substratu byla provadena

jak bylo uvedeno v R. Zhang a dal$i (vy$e) a byla zahajena ukotvenim
Fmoc-Nva-OH na  2-chlortritylchloridovou  pryskyfici  pouZitim

standardniho protokolu (K. Barlos a dal$i, Int. J. Pept. Protein Res., 37
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(1991), 513 - 520). Peptidy byly potom sestavovany pouZitim
chemickych reakci Fmoc, bud manualné nebo na automatickém
syntezatoru peptidd ABI model 431. N-acetylované a Upiné chranéné
fragmenty peptidd byly od pryskyfice od$t&peny bud 10% kyselinou
octovou (HOAc) a 10% trifluorethanolem (TFE) v dichlormethanu
(DCM) po dobu 30 min, nebo 2% kyselinou trifluoroctovou (TFA)
v DCM po dobu 10 min. Spojeny filtrat a promyvaci DCM byly
azeotropné odpareny (nebo opakované extrahovany vodnym roztokem
Na,CO3) pro odstranéni kyseliny pouzité pfi odstépovani. Faze DCM

byla suSena nad Na;SO4 a odparena.

Esterové substraty byly vytvafeny pouzitim standardnich
reakénich postupl kyselina-alkohol (K. Holmber a dal8i, Acta Chem.
Scand., B33 (1979) 410 - 412). Peptidové fragmenty byly rozpustény v
bezvodém pyridinu (30 az 60 mg/ml) a do roztoku bylo pfidano 10
molarnich ekvivalentli chromoforu a katalytické mnozstvi (0,1 ekv.)
kyseliny para-toluensulfonové (pTSA). Pro zahajeni reakce byl pfidan
dicyklohexylkarbodiimid (DCC, 3 ekv.). Tvorba produktu byla
monitorovana HPLC a bylo zjisténo, Ze po 12 az 72 hod pfi teploté
laboratofe je reakce u konce. Pyridinové rozpoustédlo bylo odpafeno
ve vakuu a dale odstranéno azeotropni destilaci s toluenem. Peptidovy
ester byl zbaven ochrannych skupin 95% TFA v DCM po dobu 2 hod a
extrahovan trikrat bezvodym ethyletherem pro odstranéni pfebytku
chromoforu. Substrat bez ochrannych skupin byl ¢&istén HPLC s
reverznimi fazemi na koloné C3 nebo C8 s gradientem 30 % aZ 60 %
acetonitrilu (pouzitim $esti objemu kolony). Celkovy vytézek po Cisteéni
HPLC byl pfiblizné 20 az 30 %. Molekulova hmotnost byla potvrzena
hmotnostni spektroskopii s elektrorozprasovaci ionizaci. Substraty

byly ulozeny v exikatoru ve forme suchého prasku.

Spektra __substratd a  produkti: Spektra substrati a

odpovidajicich chromofornich produktdl byla ziskana v testovacim
pufru pH 6,5. Extinkéni koeficienty byly uréovany pfi optimalni vinové

délce mimo vrchol v kyvetach 1 cm (340 nm pro 3-Np a HMC, 370 nm
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pro PAP a 400 nm pro 4-Np) pouzitim vicenasobného fedéni.
Optimalni vinova délka mimo vrchol byla definovana jako vinova délka,
ktera poskytne maximalni pomérny rozdil v absorbanci mezi
substratem a produktem (OD produktu - OD substratu)/OD substratu).

Test na protedzu: Testy na protedzu HCV byly provadény pfi

30 °C s pouzitim 200 pl reakéni smési v 96-jamkové mikrotitraéni
desti¢ce. Podminky testovaciho pufru (25 mM MOPS pH 6,5, 300 mM
NaCl, 10% glycerol, 0,05% laurylmaltosid, 5 yM EDTA a 5 yM DTT)
byly optimalizovany pro heterodimer NS3/NS4A (D. L. Sali a dalsi,
vy$e)). Typicky bylo do jamek vioZzenlo 150 ul smési pufru, substratu
a inhibitoru (kone¢na koncentrace DMSO 4 % obj./obj.) a smés byla
ponechana predinkubovat pfi 30 °C po dobu pfiblizné 3 min. Potom
bylo pro zahajeni reakce pouzito 50 pl pfedehfaté proteazy (12 nM,
30 °C) v testovacim pufru (koneény objem 200 pl). Desticky byly
monitorovany po celou dobu testu (60 min) na zménu absorbance pfi
prislusné vinové délce (340 nm pro 3-Np a HMC, 370 nm pro PAP, a
400 nm pro 4-Np) s pouzitim &teciho zafizeni pro mikrotitraéni desti¢ky
Spectromax Plus vybaveného monochromatorem (pfijatelné vysledky
je mozno ziskat s &tecimi pfistroji vyuZivajicimi spektralnich filtr().
Proteolytické Stépeni esterové vazby mezi Nva a chromoforem bylo
monitorovano pfi vhodné vinové délce proti blanku bez pfidaneho
enzymu jako kontrole pro neenzymatickou hydrolyzu. Vyhodnoceni
kinetickych parametrli substratu bylo provadéno v tficetinasobném
rozsahu koncentrace substratu (~6 az 200 pM). Pocatecni rychlosti
byly zjistovany metodou linearni regrese a kinetické konstanty byly
ziskany prolozenim dat rovnici Michaelise-Mentenové nelinearni
regresni analyzou (Mac Curve Fit 1,1, K. Raner). Cisla pfemény (kcat)

byla vypocétena za pfedpokladu uplné aktivity enzymu.

Vvhodnoceni inhibitorl a inaktivatort: Inhibiéni konstanty (K
pro kompetitivni inhibitory Ac-D-(D-Gla)-L-I-(Cha)-C-OH (27), Ac-
DTEDVVA (Nva)-OH a Ac-DTEDVVP(Nva)-OH byly zjiStovany

experimentalné pfi pevnych koncentracich enzymu a substratu
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vynesenim poméru V,/v; proti koncentraci inhibitoru ([l},) podle
pfeuspofadané rovnice Michaelise-Mentenové pro kinetiku
kompetitivni inhibice:

VolVi = 1 + [1]o/(K; (1 + [S]o/Km)),

kde v, je neinhibovana pocate€ni rychlost, v; je pocatecni
rychlost v pfitomnosti inhibitoru pfi jakékoli dané koncentraci inhibitoru
([1lo) a [Slo je pouzitd koncentrace substratu. Ziskana data byla
prolozena metodou linearni regrese a vysledna smérnice, 1/(K; (1 +

[Slo/Knm) byla pouzita pro vypocet hodnoty K.

Ziskané hodnoty K; pro rizné makrocykly podle predkladaného
vynalezu jsou uvedeny v tabulce 1 vySe, kde sloueniny byly
uspofadany v pofadi rozmezi hodnot K;. Z vysledkl téchto testli by
bylo odbornikovi v oboru ziejmé, Ze sloudeniny podle vynalezu maji

vynikajici pouzitelnost jako inhibitory serinové proteazy NS3.

Biologické testy na burikach: Biologické testy serinové proteazy

HCV na burkach byly provadény pro slou€eniny podle vynalezu
postupem popsanym autory S. Agrawal a dalsi, ,Development and
Characterization of Hepatitis C Virus Serin Protease Cell-based Trans-
Cleavage Assay“, Hepatology, dodatek dilu 30 (No. 4, &ast 2, fijen
1999), Abstract No. 615 (Proceedings of AASLD 50" Annual Meeting,
Dallas, Texas, listopad 5 az 9, 1999), ktery se timto zafazuje
odkazem. Test byl provadén na burnikach HelLa/Huh7, které byly
kotransfekovany plasmidem exprimujicim reporterovy proteinovy
substrat obsahujici Stépici rozpoznavaci sekvenci NS5A/5B, a
expresnim vektorem 1BNS4A;1.3,GS-GSNS;3.5:/17K a YFPn1 jako
vnitfnim standardnim proteinem pro kontrolu cytotoxicity. Aktivita
proteazy byla méfena SDS-PAGE celkovych bunéénych lyzati
s naslednou detekci westernovym pfenosem pouzitim monoklonalni
protilatky proti reporterovému substratu. Kvantifikace a $tépeni
substratu bylo provadéno skanovanim imunoblotu na pfistroji

phosphoimager.
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Materialy
Plasmidové DNA

pBFP-5A/5B-GFP: Reporterovy gen, ktery exprimuje substrat, -
koéduje fazni protein sloZzeny z N’-koncové domény proteinu modré
fluorescence (blue fluorescent protein, BFP) a C’-koncové domény
proteinu zelené fluorescence (green fluorescent protein, GFP)
oddélenych 25 aminokyselinami odvozenymi od rozpoznavaci $tépici
sekvence NS5A/5B. GFP i BFP jsou v podstaté homologni
autofluorescenéni proteiny, které emituji zelené nebo modré svétlo pfi
excitaci UV zafenim pfisludné vinové délky. Ctyfi substituované
aminokyseliny v chromoforu GFP méni emisni vinovou délku

a pfevadéji protein na BFP.

Substrat a vysledné produkty GFP a BFP mohou byt
v buneénych lyzatech  detekovany imunologickymi metodami

s pouzitim monoklonalni protilatky, ktera rozpoznava oba proteiny.

Reporterovy gen BFP-5A/5B-GFP obsahuje kédujici sekvence
autofluorescenéniho proteinu BFP a GFP (Quantum Biotechnologies,
Inc., Montreal, Canada) oddélené rozpoznavaci $tépici sekvenci
NS5A/5B klonované mezi $tépici mista restrikénich endonukleaz Nhe |
a Bam HI klonovaciho vektoru pQBI25 (Quantum Biotechnologies,
Inc.). Exprese fuzniho proteinu probihd pod fizenim promotoru -
zesilujici sekvence CMV |E. Sekvence bovinniho ristového hormonu
p(A) vektoru poskytuje polyadenylaéni signal pro mRNA. Stépici
sekvence NS5A/5B je nasledujicii SSGADTEDWCCSMSYTWTG-
-ALVTP. Pro ovéfeni identity klonu bylo pouzito sekvenovani DNA.

P1B0O0O2: 1 bNS4A21-32GS-GS NS 3-81/17K: Proteaza subtypu
1b byla klonovédna jako fragment Xba1/Not1 za promotor CMV ve
vektoru pC1neo.

YFPn1: YFPn1 byl ziskdn od firmy CLONTECH (Palo Alto,

California). Pfidavek tfetiho plasmidu k transfekci poskytne protein
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vnitiniho standardu pro kontrolu cytotoxicity a neovlivni procento
Stépeni proteazy.

Plasmidové DNA byly udrZzovany a pomnozovany v burikach
DH5a (ziskanych od firmy LifeTechnologies) v médiu LB pod vhodnym

selekénim tlakem antibiotik a CiStény s pouzitim souprav QlAfilter

Plasmid Kits (Qiagen, Valencia, California).

Bunééné kultury:

Bunky Hela byly udrZzovany a mnozZeny v médiu Eagle's
Minimum Essential Media (EMEM; BioWhittaker, Walkersville,
Maryland) doplnéném 10% fetalnim telecim sérem (FCS), 2 mM
glutaminem a 100 u/ml penicilin-streptomycinem (BioWhitaker), 2%
NaHCO:s.

Bunky Huh7 byly udrZzovany a mnoZeny v médiu Dulbecco's
Modified Eagle's medium (DMEM,; BioWhittaker) dopinéném 10%
fetalnim telecim sérem (FCS), 100 u/ml penicilin-streptomycinem
(BioWhitaker) a 5 ml NEAA (100 x; BioWhittaker)/I.

Postup SOP

Den pfed transfekci

Bunky Hela byly zaolkovany do 24-jamkovych desti¢ek (Falcon
3047) na hustotu 6 x 10* bunék/jamku a pé&stovany pfes noc pfi 37 °C
v inkubatoru pfi 5% CO,.

Den transfekce

Plasmidové DNA byly zfedény na konecnou koncentraci
0,05 pg/ul v beznukledzové vodé (Promega, Madison, Wisconsin,
katalogové cislo P119C). 0,75 ug BFP-5A/5B-GFP bylo spojeno
a smiseno s 0,175 uyg P1B002 (0,23 x) a 0,02 ug YFPn1. Tyto DNA
byly dopinény na koneény objem 60 upl médiem EMEM bez FBS,
glutaminu a antibiotik. Byly pfidany 5 pl objemy d&inidla SuperFect
Reagent (Qiagen, katalogové ¢€islo 301305) na celkovy pocet
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mikrogramd DNA a smés byla pfiblizné 10 s dukladné michana
a inkubovana 10 min pfi teploté laboratofe, aby se mohl vytvofit

komplex.

Pfi tvorbé komplexu bylo ristové médium z desti¢ek s buné&énou
kulturou odsato a buriky byly promyty 1 x 1 ml PBS bez iontli Ca®,
Mg** (BioWhitaker). Do zkumavky obsahujici transfekéni komplexy
bylo pfidano 350 pl média EMEM (doplnéného pro ziskani
kompletniho média) a smés byla opakované 2 az 3 krat napipetovana.
Celkovy objem byl pfeveden do jedné jamky 24-jamkové kultivacni
desticky. Bunky HelLa byly inkubovany s transfekénimi komplexy
pfiblizné 3 hod pfi 37 °C a 5% CO,. Média obsahujici transfekéni

komplexy byla z bunék odstranéna odsatim.

Bunky byly 1x promyty v pfiblizné 1 ml PBS, PBS bylo odsato a
bylo pfidano 495 pl kompletniho média EMEM a potom 5 ul slouceni-
ny/jamku. Bunky byly inkubovany 22 az 24 hod pfi 37 °C a 5% CO..

Ptiprava bunécénych lyzatl

Médium z kaZzdé jamky bylo odsato a jamka byla jednou promyta
DPBS. Bunky byly sklizeny ve 100 pl vzorkovaciho pufru 1 x Tris-SDS-
BME (OWL separation system, Portsmouth, New Hampshire,
katalogové ¢islo ER33) a pfevedeny do mikrocentrifugaénich
zkumavek. Smeés byla povafena 3 az 5 min pro dosazeni lyze bunék.
Nanaseni na gel bylo provadéno v mnozstvi 10 pl/jamku SDS-PAGE
gelu. Lyzaty byly déleny elektroforézou na 10 cm x 10 cm 12,5% SDS-
PAGE (Owl Scientific, katalogové &islo OG-0125B) pfi proudu 30 mA v
pufru Tris-glycin-SDS (Owl Scientific). Pfed pouzitim byla membrana
PVDF (Immobilon-P; velikost périt 45 pm; Millipore, Bedford,
Massachusetts) namoc¢ena ve 100% methanolu na 10 s a potom byla
vlozena do destilované vody. Proteiny byly pfevadény na filtracni
membrany PVDF (0,45 um, Miliipore) pfi proudu 108 mA na gel po

dobu 90 min s pouzitim polosuchého elektroblotovaciho zafizeni.
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Detekce proteint westernovym pfenosem ECF

(Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, England,
katalogové Cislo RPN 5780). Filtracni membrany PVDF byly blokovany
5% blokovacim Ccinidlem (z kitu) v ~10 ml PBS obsahujiciho 0,05%
Tween 20, pH 7,4 (Sigma Chemicals, St. Louis, Missouri, katalogové
Cislo 3563) pfes noc pfi 2 az 4 °C v chladicim boxu. Dalsi den byly
membrany dvakrat kratce promyty promyvacim pufrem TPBS
obsahujicim 0,05% Tween 20, potom tfikrat promyty vzdy 5 min v
pufru PBS s obsahem 0,05% Tween 20, pH 7,4. Membrany byly
inkubovany ve 12 mi fedéni 1 : 3000 monoklonalni protilatky anti-GFP
po dobu 30 min (Clontech, Palo Alto, California) v PBS s obsahem
0,05% Tween 20, pH 7,4, pficemZ souéasné byl pfidan 1% BSA
(Albumin, bovine katalogové &islo A-2153 firmy Sigma) pro omezeni
pozadi. Membrany byly promyty dvakrat kratce pufrem TPBS, potom
tiikrat vzdy 5 min promyvacim pufrem TPBS. Membréany byly
inkubovany ve 12 ml fedéni 1 : 600 protilatky proti my8imu Ig s
navazanym antifluoresceinem v TPBS po dobu 30 min. Membrany byly
kratce promyty dvakrat TPBS, potom tfikrat po 5 min promyvacim
pufrem TPBS. Pro amplifikaci signalu substratem ECF byly membrany
inkubovany v 10 ml fedéni 1 : 2500 konjugatu antifluorescein-alkalicka
fosfataza po dobu 30 min. Membrany byly kratce oplachnuty dvakrat
TPBS, potom tfikrat 5 min promyvacim pufrem TPBS. Roztok
substratu ECF byl pfipraven podle doporuceni vyrobce (pfiprava
alikvotu a zamraZeni), membrany byly inkubovany 2 aZz 3 min,
nadbyte¢né Cinidlo bylo odsato, potom osuseno filtraénimi papiry,

membrany byly usu$eny na vzduchu 9 az 10 min a potom skenovany.

Skenovani membran

Membrana byla vlozena na sklo pfistroje phosphoimager Storm
860. Byla nastavena modra chemiluminiscence, velikost pixeld 200,
napéti fotonasobie 700 V. V programu ImageQuant byl otevien

soubor a byla provedena kvantifikace vytvofenim &tvercl kolem pruht
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reprezentujicich substrat (S), produkt (P) a vnitini kontrolu (IC).
Procento Stépeni substratu bylo méfeno jako P/(S+P) x 100. Inhibice
$tépeni pusobenim Iégiva byla zjistovana porovnanim duplikatu
kontroly s ‘Iééivem, ktery byl—pFitomen na kazdém pienosu. Vystupni
protokol byl vytvofen v programu Excel. Vysledky jsou ukazany

v tabulce 2. Z téchto vysledkd je odbornikovi v oboru ziejmé, zZe
slou€eniny podle vynalezu maji vynikajici pouzitelnost jako inhibitory

serinoveé proteazy NS3.

Tabulka 2: Vysledky testu HCV na burikach

Piiklad €. Test na burikach (uM)
1B 2
2 2
4A 2,5
4B 1,8
5 0,6
7B 7
8 3,5

12B 52
21 2
23 3
30 1
578 1,6
58 2

Odbornikdim v oboru bude zfejmé, Ze je mozno provést mnoho
modifikaci, variaci a zmén pfedkladaného vynalezu, jak co se tyce
material, tak i pouzitych metod. Tyto modifikace, variace a zmény

spadaji do podstaty rozsahu pfedkladaného vynalezu.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

Makrocyklicka slou¢enina obecného vzorce I

N
R3 2

Vzorec |

kde:

X a Y jsou nezavisle zvoleny ze skupin: alkyl, alkylaryl, heteroalkyl,

heteroaryl, arylheteroaryl, alkylheteroaryl, cykloalkyl, alkylether,
alkylarylether, arylether, alkylamino, arylamino, alkylarylamino,
alkylsulfid, alkylarylsulfid, arylsulfid, alkylsulfon, alkylarylsulfon,
arylsulfon,  alkylalkylsulfoxid, alkylarylsulfoxid,  alkylamid,
alkylarylamid, arylamid, alkylsulfonamid, alkylarylsulfonamid,
arylsulfonamid, alkylmocovina, alkylarylmo&ovina, arylmocovina,
alkylkarbamat, alkylarylkarbamat, arylkarbamat, alkylhydrazid,
alkylarylhydrazid, alkylhydroxamid, alkylarylhydroxamid,
alkylsulfonyl, arylsuifonyl, heteroalkylisulfonyl, heteroarylsulfonyl,
alkylkarbonyl, arylkarbonyl, heteroalkylkarbonyl, heteroaryl-
-karbonyl, alkoxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxy-
-karbonyl, alkylaminokarbonyl, arylaminokarbonyl, heteroaryl-
-aminokarbonyl nebo jejich kombinace, s podminkou, Ze skupiny
X a Y mohou byt popfipadé navic substituovany skupinami

zvolenymi ze skupiny aromaticka skupina, alkyl, alkylaryl,
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heteroalkyl, arylheteroaryl, alkylheteroaryl, cykloalkyl, alkylether,
alkylarylether, alkylsulfid, alkylarylsulfid, alkylsulfon,
alkylarylsulfon, alkylamid, alkylarylamid, alkylsulfonamid,
alkylaminy, alkylarylaminy, alkylarylst}}fonamid, alkylmocCovina,
alkylarylmocovina, alkylkarbamat a alkylarylkarbamat;

znamena COR® nebo B(OR)2, kde R® je H, OH, OR® NR°R',
CFs, C,Fs, CsF7, CF,R® R® COR’, kde R’ je H, OH, OR®
CHR®R' nebo NR°R'®, kde R® R?, R® a R jsou nezavisle
zvoleny ze skupiny atom vodiku, alkyl, aryl, heteroalkyl,
heteroaryl, cykloalkyl, cykloalkyl, arylalkyl, heteroarylalkyl,
CH(R")COOR"", CH(R")CONR'"R",
CH(R YCONHCH(R?*)COOR'!, CH(R")CONHCH(R*)CONR'?R™,
CH(R")CONHCH(R*)R’,
CH(R")CONHCH(R?*)CONHCH(R*)COOR™,
CH(R")CONHCH(R?*)CONHCH(R*)CONR'R™,
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR"",
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR*R",
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R®)-
COOR™,
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R®)-
CONR™R™,
kde R", R?, R¥, R*, R®, R" R'" R"™, a R’ jsou nezavisle
zvoleny ze skupiny atom vodiku, alkyl, aryl, heteroalkyl,
heteroaryl, cykloalkyl, alkylaryl, alkylheteroaryl, arylalkyl a

heteroaralkyl;
je zvoleno ze skupiny O, N, nebo CH,;

mizZe byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je W pfitomno, je

W zvoleno ze skupiny C=0, C=S nebo SOy;

m(iZze byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je Q pfitomno, je
zvoleno ze skupiny CH, N, P, (CHz),, (CHR)p, (CRR’),, O, NR, S,
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nebo SO,; a jestlize je Q nepfitomno, M je také nepfitomno, a A

je pfimo navazano na X;

je O, CHz, (CHR)p, (CHR-CHR’)p, (CRR’)p, NR, S, SOz nebo
vazba;

je CH, N nebo CR, nebo dvojna vazba k A, L nebo G

mtize byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je G pfitomno, je
zvoleno ze skupiny (CHa),, (CHR),, nebo (CRR’),; a jestlize je G
nepfitomno, J je pfitomno a E je pfimo navazano na atom

uhliku, na ktery bylo navazano G;

mizZe byt nepfitomno nebo pfitomno, a jestlize je J pfitomno, je
zvoleno ze skupiny (CHz),, (CHR),, nebo (CRR’),, SOz, NH, NR
nebo O; a jestlize je J nepfitomno, G je pfitomno a E je pfimo

navazano na N;

mlze byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je L pfitomno, je
zvoleno ze skupiny CH, CR, O, S nebo NR; a jestlize je L
nepfitomno, mize byt M pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je
M pfitomno a L nepfitomno, M je pfimo a nezavisle navazano

na E, a J je pfimo a nezavisle navazano na E:

mlze byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize je M pfitomno, je
zvoleno ze skupiny O, NR, S, SO, (CH2)p, (CHR),, (CHR-
-CHR’)p, nebo (CRR’)p;

je Cislo 0 az 6; a

R, R, R R*a R* jsou nezavisle zvoleny ze skupiny H; C1-C1o alkyl,

C,-C1o alkenyl; Cs-Cg cykloalkyl; C3-Cg heterocykloalkyl, alkoxy,
aryloxy, alkylthio, arylthio, amino, amido, ester, karboxylova
kyselina, karbamat, mocovina, keton, aldehyd, kyano, nitro; nula

az $est atomu kysliku, dusiku, siry, nebo fosforu;

(cykloalkyl)alkyl a (heterocykloalkyl)alkyl, kde uvedeny cykloalkyl
je slozen ze tfi az osmi atom0 uhliku, a nuly az $esti atomu

kysliku, dusiku, siry, nebo fosforu, a uvedeny alkyl obsahuje
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jeden az Sest atom@ uhliku; aryl; heteroaryl; alkylaryl; a

alkylheteroaryl;

kde uvedené skupiny alkyl, heteroalkyl, alkenyl, heteroalkenyl,
aryl, heteroaryl, cykloalkyl a heterocykloalkyl mohou byt
popiipadé substituovany, pficemz termin ,substituovany”
oznaduje pfipadnou a vhodnou substituci jednou nebo vice
skupinymi zvolenymi ze skupiny alkyl, alkenyl, alkinyl, aryl,
aralkyl, cykloalkyl, heterocykl, halogen, hydroxy, thio, alkoxy,
aryloxy, alkylthio, arylthio, amino, amido, ester, karboxylova
kyselina, karbamat, mocovina, keton, aldehyd, kyano, nitro,
sulfonamid, sulfoxid, sulfon, sulfonylmocovina, hydrazid a

hydroxamat,

véetné& enantiomerd, stereoizomer(, rotamert a tautomerd této

slouceniny.

Makrocyklicka slouenina podle naroku 1, kde R' = COR® a R’
je H, OH, COOR® CONR°R'?,

Makrocyklicka slou¢enina podle naroku 2, kde R' =
COCONR’R™ a R? je H, R'™ je H, CH(R")COOR",
CH(R")CONR'?R"®, CH(R")CONHCH(R?)COOR"", CH(R")CO-
-NHCH(R?¥)CONR'?R"®, CH(R")CONHCH(R?)(R").

Makrocyklickd slouéenina podle naroku 3, kde R je
CH(R")CONHCH(R?*)COOR™", CH(R")CONHCH(R?)CO-
‘NR'2R" CH(R")CONHCH(R?)(R’), kde R" je H nebo alkyl a
R? je fenyl, substituovany fenyl, heteroatom-substituovany
fenyl, thiofenyl, cykiohexyl, cyklopentyl, cyklopropyl, piperidyl,
pyridy!l a 2-indanyl.
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5. Makrocyklicka slougenina podle naroku 4, kde R" je H.

6. Makrocyklicka slou¢enina podle néaroku 5, kde R* je fenyl,
thiofeny!, cyklohexyl, 2-indanyl, cyklopentyl, pyridyl, fenyl(4-
-HNSO,NH>), R"" je H nebo terc-butyl, R'? a R" jsou methyl a
R’ je hydroxymethyl nebo terc-butoxymethyl.

7. Makrocyklicka slougenina podle naroku 1, kde R? je zvolena

z nasledujici skupiny:

Anne
Anns anne

CHs
CHa
s 1'1‘ - i T F T F
)\ L FJ<F F Facj
CHs
- T A e T
éHS lCH3 Ce ChHs
CHg ﬁ ﬁ 1‘9 £
CHa H
CHs CHs CHa o n=0-3

8. Makrocyklicka slouenina podle naroku 7, kde R' = COR®a R’
je H, OH, COOR?, CONR®R'.



10

15

20

25

3
XY}
*

*

9. Makrocyklicka slougenina podle naroku 8, kde L a M nejsou

pfitomny a J je pfimo navazana na E.

10. Makrocyklicka slougenina podle néaroku 8, kde L, J a M nejsou

pfitomny a E je pfimo navazana na N.

11. Makrocyklicka slouéenina podle naroku 8, kde G a M nejsou

pfitomny.

12. Makrocyklicka slouéenina podie naroku 8, kde skupina:

—_
fa
.
1=\
[ G
J
|
O
je zvolena ze skupiny néasledujicich struktur a, b nebo c:

-““—Q

T~
Q
| R R R R\A
R ' ' R!
R 0 R O R R
R R |
. /LN l/ » /H\N / /‘\N l/
0 (lj o}
b c

a o =2

13. Makrocyklicka slou¢enina podle naroku 12, kde struktura a je

zvolena z nasledujicich struktur:
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14. Makrocyklicka slouc¢enina podle naroku 8, kde

f\‘;‘
\__E
S

-
/
N[ je

A
NS
/M%/

kde M mlzZe byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize M je

pfitomno, Q je navazéno na E.
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15. Makrocyklicka slouéenina podle naroku 8, kde

{ G
Nﬂ/ je

kde G a J jsou nezavisle zvoleny ze skupiny (CH2)p,, (CHR)p,
(CHR-CHR’),, a (CRR’);; A a M jsou nezavisle zvoleny ze
skupiny O, S, SOz, NR, (CHz)p, (CHR)p, (CHR-CHR)p, @

(CRR’);; @ Q je CH, CR nebo N.

16. Makrocyklicka slouéenina podle naroku 8, kde G a J jsou
nezavisle zvoleny ze skupiny (CHa),, (CHR)p, (CHR-CHR')p, @
(CRR’)p; a skupina A-E-L-M-Q je aromaticky kruh sloZeny

z dvou az osmi atomQ uhiiku, nula az Sesti heteroatomd, kde X

a J jsou ve vzajemné poloze ortho, para nebo meta.

17. Makrocyklicka slou¢enina podle naroku 16, kde
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kde R' je zvoleno ze skupiny H, alkyl, aryl, heteroalkyl,
heteroaryl, cykloalkyl, alkylaryl, alkylheteroaryl, arylalkyl

a heteroaralkyl.

18. Makrocyklicka slou¢enina podle naroku 1, kde R® je zvoleno ze

L5 RS ot

An 30 10
e R30 | R R
H £ >
n=04
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cor® CcoRr®

B ~ Cor™ 32 g3
kde R%® = H, CHs nebo jina alkylova skupina;
R®' = OH, O-alkyl, NH,, N-alkyl; a

R a R® mohou byt stejné nebo rizné a jsou nezavisle

zvoleny ze skupiny H, F, CI, Bra CHs.

19. Makrocyklicka slou¢enina podle naroku 8, kde R? je zvoleno ze

skupiny

L xRS o

! F~ F
COCH,
k(~‘)rx =0-2 Q
COR™ CoR®!

COR®  R2R¥®

kde R = H, CHs nebo jina alkylova skupina,
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R3' = OH, O-alkyl, NH,, N-alkyl; a

R%? a R* mohou byt stejné nebo rizné a jsou nezavisle

zvoleny ze skupiny H, F, Cl, Br a CH,

a skupina

\f\A
M l

E
=\
[ G
J
\N

|
0

je zvolena z nasledujicich struktur a, b, ¢, deaf

v/Q\ \Q -
: A R \ R R R C};\A
R o) R R O R R
o | | _
] /\N l/ /KN l
e} @]
=S b c

kde M mlze byt pfitomno nebo nepfitomno, a jestlize M je

nepfitomno, Q je navazano na E;
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20.

21.

22.

23.

i

kde G a J jsou nezavisle zvoleny ze skupiny (CH2)p, (CHR)p,
(CHR-CHR'),, a (CRR’),; A a M jsou nezavisle zvoleny ze
skupiny O, S, SOz, NR, (CHz)p, (CHR)p, (CHR-CHR")p, nebo
(CRR’)p, Q je CH, CR nebo N; a

o ,5__,\/R14

?
;/j\”é

Makrocyklicka slou¢enina podle naroku 19, kde Z=Na R* = H.
Makrocyklicka slougenina podle naroku 20, kde W je C=0.

Makrocyklicka slougenina podle naroku 21, kde skupina X-Y je

zvolena ze skupiny C4-Cs alkyl, O-alkyl, NR-alkyl.

Makrocyklicka slougenina podle naroku 21, kde

/X _ _ ———-Rb
Y o u
Y /u

i
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skupina R® je pfimo navazéna na skupinu Q, jestlize je Q
piitomna, nebo na skupinu A, jestlize je Q nepfitomna; R° je
navazana na W; U' az U® mohou byt &asti SestiClenného
uhlikatého kruhu nebo péti- nebo Sesti¢lenného kruhu

obsahujiciho jeden nebo vice heteroatomU;

R? = H, alkyl, alkoxy, hydroxy, thio, halogen, nitro, kyano,

karboxylova kyselina, ester, amid, amino, nitril nebo CF3;

R® je vazba, Ci-Cs alkyl, Co-Cs alkenyl, C2-Cs alkinyl, O, S,
S0,, NH, O(alkyl), S(alkyl), SOz(alkyl) nebo N(atkyl); a

R® je vazba, C4-Cs alkyl, C2-Cs alkenyl, C»-Cs alkinyl, O, S,
SO, NH, O(alkyl), S(alkyl), SOz(alkyl), N(alkyl) nebo CHo-

-N(alkyl), kde skupina CH: je navazana na aromaticky kruh.

Makrocyklicka slougenina podle naroku 21, kde skupina X-Y je

zvolena z nasledujicich skupin:

CHa)z
O—(Chzlzs O (Chz) N
b (CH2)o2 v (CHy),
©/0sz)3 ©/o—$cg-|2)3 ©/O—~§S-H2)3
HN
> e -
Me O—(CHy)s o B o
ks e \
Me Me
& -~
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25.

26.

27.

28.

29.

'?1)7’ ‘?‘}s g‘%g

M,
; J—/O—j/_/—FO/
Y (Cha)s 1% (CHz)24 w{? ;

Farmaceuticky prostfedek, vyznacujici se t im,
7 e jako uginnou slozku obsahuje makrocyklickou slouéeninu

podle naroku 1.

Farmaceuticky prostiedek podle naroku 25 pro pouZziti pfi

l&é&eni onemocnéni souvisejicich s HCV.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 25,
vyznadujici se tim, Ze navic obsahuje

farmaceuticky pfijateiny nosic.

Zplisob légeni onemocnéni souvisejicich s protedazou HCV,
ktery zahrnuje podavani farmaceutického  prostfedku
obsahaujiciho terapeuticky G&inné mnoZstvi makrocyklické

slouéeniny podle naroku 1 pacientovi v pfipadé potieby.

Pouziti makrocyklické slougeniny podle naroku 1 pro vyrobu
farmaceutického  prostiedku  pro  |éCeni onemocnéni

souvisejicich s proteazou HCV.
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31.
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ZpUsob vyroby farmaceutického prostfedku pro lécCeni
onemocnéni souvisejicich s proteadzou HCV,
vyznadujici se tim, Ze se uvede do styku
makrocyklicka slougenina podle naroku 1 a farmaceuticky

pfijatelny nosic.

Sloudenina s inhibi¢ni aktivitou na proteazu HCV véetné
enantiomer(i, stereoisomerd a tautomer( této slouceniny
a farmaceuticky pfijateinych soli nebo solvatd této slouceniny,

kterou je:

d

O Hy

H H O H 0 C
N\i)kgl”/N\:)J\rN\/u\N &j\CH3
: ;\ 5 H X

O o)

&

CH,

[\

: _
; H\j\m H H
™ NA{N{\O(NJL& I
CHa

298
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32.

33.

34.

35.

- 387 -

N

O : (8] 0

H H CHs

N NP SN
AN A

llo

H3

O[\/\O

o9 4O L0 c
N\,J\N N N \/U\N r\'I‘CH
o o H 3
0 0 °

Farmaceuticky prostfedek pro leceni onemocnéni souvisejicich
s proteazou HCV, vyznacujici se tim, ze
obsahuje terapeuticky Géinné mnozstvi jedné nebo vice

slougenin uvedenych v naroku 31 a farmaceuticky pfijatelny

nosic.
Farmaceuticky prostfedek podle naroku 32,
vyznaéujici se tim, Ze navic obsahuje

antivirovy prostiedek.

Farmaceuticky prostfedek podle naroku 32 nebo 33,
vyznadujici se tim, ze jesté dale obsahuje

interferon.

Farmaceuticky prostfedek podie naroku 34,
vyznadcujici se tim, Zze antivirovy prostfedek

je ribavirin a interferon je a-interferon.
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36. Makrocyklicka slou¢enina vzorce

kde V = OR nebo NHR, kde R je H nebo alkyl; a X, Y, Q Q, M,
W. L E, G, J, Z, R* a R* jsou jak definovano v naroku 1.

Zastupuje:
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