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Nazev prihlaSky vynalezu:

Tricyklické amidy , které se pouzivaji
pro inhibici G-proteinové funkce

a k l1ééeni proliferativnich onemocnéni

Anotace:

Slouteniny obecného vzorce /1.0/, /IV.0/,
/XXI1.0/, /XXVIL.O/, /XXXII.O/ a /XXXIX.0/,
zptisoby pro inhibici abnormélniho réistu
bunék, pro inhibici farnesyl protein transfera-
sy a zpusoby lé¢eni rakovin za pouziti novych
sloucenin.
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Trlcykllcké amidy,»~“které se . pouéivaji wiq 1nh1bxc1_[‘

G proteinové funkce ak lééen! proleeratlvnich onenocnéni

Oblast techniky

V?ﬁélez se £7ké tricyklickych amidi, které jsou uéjteéné pPro
inhibici G-proteinové funkce a k 1é&eni proliferativnich
onemocnéni. Ziroven se tyka =zplsobl jejich pripravy a pripravy

farméceutidk?ch prostfedkﬁ‘

Dosavadni stav techniky

Biologicky vyznam Ras onkogenu a uloha jak Ras, tak enzymu,
ktery je =znamy jako farnesyl protein transferésa, A konverzi
normdlnfich bunék na rakovinné buliky, je popsdna v PCT
mezindrodni prihlasce &. W095/00497 a  ¥W095/10516. Kaxdi
z téchto publikaci také popisuie rozdilnou tL¥idu slouéeniﬁ,
které inhibuji{ aktivitu  enzymu farnesyl protein transferasy
a tfm také inhibuji farnesyiaci Ras proteinu.

PCT mezindrodni pfrihlaska &¢. W095/10516 se tLyka tricyklickych

sloudenin amidu a modoviny obecného vzorce (I.0),

(1.0)

Z R
a jejich vyuZit{ v metodé Pro inhibici Ras funkce
a abnormalniho rastu bunék. Je popsano mnoZstvi

sub-generickych t¥fd slou&enin vzorce (I.0). Popis zahrnuije

slou¢eniny vzorclh (V.0c), (V.Ic) a (V.Iia)




a také 11-R-isomer a 11-S-isomer sloudenin (V.0c¢) a (5.Ic¢). Je
ropsanc mnoZEstvi specifickych sloudenin, které spadaji do
takovych sub-generickych slouc¢enin. Je =de také popsdna

biologickad aktivita téchto slouenin.

Podstata vynalezu
Tento vyndlez poskytuje nové tricyklické amidové slouceniny,

které jsou vybrany ze skupiny, kterd se skladi =:
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nebo =z jejich farmaceuticky prijatelnych =soli.

Optické otadivosti sloudenin ((+) nebo (-5) jsou méreny v
methanolu nebo v ethanolu pri 25°C.

Tento vyndlez zahrnuje vyZ%e uvedené sloudeniny v amorfnim
stavu nebo v krystalickém stavu.

Slou¢eniny =z tohoto vynalezu =zahrnuji sloudeniny, které jsou
vybrany =ze skupiny, kterd se sklada z=: slou¢enin 1.0, I1I.0,
I11.0, v.0, VI.O, VII.O, VII.OA, VIII.O, VIII.OA, IX.0, X.O,
XI.0, XII.0, XIII.O, XIV.O, XV.0, XVI.O a XVII.O nebo = jejich
farmaceut icky pfijatelnych solfi, kde tyto slouéeﬁ%ny jsou
def inované Qyée.

Sloudeniny = tohoto vyndlezu také zahrnuiji sloudeniny, které
jsou vybrany ze skupiny, kterd se skl4adi z=: sloudenin XVIII.O,
XIX.0, XX.0, XXI.O0, XXII.O, XXIII.O, XXIV.0, XXV.0, XXVIi.O,
XXVII.O, XXVIII.O, XXIX.0, XXX.0, XXXI.0, XXXIY.O0, XXXIII.O,
XXXIV.0, XXXV.0, XXXVI.O, XXXVII.O, XXXVIII.O, XXXIX.0, XL.O,
a XLI1.0 nebo =z jejich farmaceuticky piijatelnych solil, kde tyto
sloudeniny jsou definované vySe.

Sloueniny =z tohoto vynidlezu také zahrnuji sloudeniny, které
isou vybrdny ze skupiny, kterd se skladad =: (+)-enantiomeri
sloucenin LXX.0, LXXI.O0, LXXII.O, LXXIII.O, LXXIV.0, LXXV.O,
LXXVI.O, LXXVII.O, LXXVIII.O, LXXIX.0, a LXXX.0 nebo =z jejich




i de£1nované vyse.

:f43“7lfﬂf;'

'jfarnaceuticky pfljatelnYch solf, ;,k¢§ﬂJ£§£§f slougeniny

- Slougeniny =z Lohoto vynélezu Laké)ééhfﬁﬁjf:slouééﬁih?;]kbefél
jsou vybrany =z=e skupiny., kterid sé' ékladé éi slouéénin XLII{O;
XLIII.0, XLIV.O, XLV.0, XLVI.O, XLVII.O, XLVIII.O, XLix.o,
L.O0, LI.O, LII.O, LIII.O, LIV.O, LV.O, LVI.O, LVII.O, LVIII.O,
LIX. 0, LX.0, LXI.O, LXIXI.O, LXIXII.O, LXIV.0O, LXV.O, - LXVI.O,
LXVII.O, LXVIII.O, a LXIX.0, nebo =z ijejich farmaceuticky
prijatelny¥ch soli, kde tyto sloufeniny jisou definované vy3e.

Preferované sloudeniny =zahrnuji 3,7,8-trihalogensloudeniny,
které maiji optickou otadivost (-). Nap¥riklad slou&eniny
XXII.0, XXIIX.0, XXV.0 a XXVII. '

Preferované sloudeniny také ‘=zahrnuij{
3,8,10-trihalogenslou&eniny, které maji opt ickou otééivost
(+). Nap¥iklad sloudeniny XXIX.O, XXXI.O, XXXI1.0, XXXiV.O,
XXXVI.O, XXXVII.O, XXXIX.0 a XLI.O.

Preferované slouc¢eniny takeé zahrnuiji
3,10-dihalogensloudeniny, které majii optickou otddivost (+),
napriklad sloudeninu XX.O0.

Preferované slouéeniny zahrnuiji take .
3,10-dibromn-8-c¢hlor-slou&eniny, které maji S konfiguraci
v poloze C-11. Naptiklad sloudeniny L.O, LIII.O, LV.O, LVIi.O.

Preferované slou€eniny také zahrnuj {
3,10-dibrom-8-chlorsloudeniny, které naj i R konf iguraci
v poloze C-11. Napi#iklad sloudeniny LXII.O, LXIV.0, LXVI.O
a LXVIII.O.

Preferované sloudeniny také =zahrnuij{ slouéeniny XVI.O,
XVII.O, XXXIX.0, XL.0O, XLI.OQ, LXVIII.O a LXIX.O.

Vice se dava piednost sloueninam XVI.O, XXXIX.0, XL.O,
LXVIII.O a LXIX. Jesté vice se davd prednost sloudeninim
XVI.O, XXXIX.0, a LXVIII.O a nejvice se dava prednost
sloud¢enindm XXXIX.0 nebo LXVIII.O. .

Odbornfikovi v oboru je zféjmé, Ze tricyklicky systém je

o&islovan:

Odbornfkovi v oboru je také =zrejmé, Ze S a R konfigurace




T

vazby v poloze C-11 je: et S

Inhibice farnesyl protein transferasy tricyklickymi

E

sloudeninami = tohoto vyndlezu nebyla d¥ive popsdna.

Proto tento vynalez= poskytuije zplsob PO inhibici
farnesyl protein transferdsy za pouziti tricyklickych sloudenin
2 tohoto vynalezu které:

(i) i lné inhibuji{ farnesyl protein transferdsu, ale ne
geranylgeranyl protein transferdsu I, in vitro

(ii) blokuiji fenotypovou - zZménu indukovanou formou
transformujicfho se Ras, ktery je akceptor farnesylu, ale ne
zménu  indukovanou formou transformujiciho se Ras, ktery je
akceptor geranylgeranyl =zbytku

(iii) blokuji intrabunéé¢ény vyvoj Ras, ktery je akceptorem
farnesylu, ale ne Ras, ktery je konstiruovdn jako geranylgeranyl
akceptor

Civ) blokuji abnormalni rust bunék v kulture, ktery je
indukovany transformujicim se Ras.

Ukazuje se, Z2e sloudeniny = tohoto vyndlezu vykazuiji
prot inddorovou aktivitu na =z=virecich modelech.

Tento vyndlez poskytuie =zplsob pro inhibici abnormilnfho
ristu bundk, ktery =zahrnuje transformované buﬁky,»podavénim
a¢inného mnoZstvi sloudeniny =z tohoto vynalezu. AbnOr;élni rust
bundk se tyka rﬁstu buné&k, ktery dje =zavigly na normélnfch
regulaénich mechanismech (napi. zt.raté kontaktni inhibiée).
Toto zahrnuje abnormalni rast:

(1) nadorovych bun&k (nadori), které se vyznaduii aktivovanymn
Ras onkogenem

(2) nddorovych bunék, ve kterych je Ras protein aktivovan jako
vysledek onkogenn{ nutace jiného genu

(3) benigni a maligni bufiky jinych proliferativnich onemocn&ni,
ve kterych se nenormalni aktivace Ras vyskytuje.

Tento vyndlez se také tyka =zpasobu inhibice rastu nddoru
rpoddvanim u¢inného mnozstvi tricyklické sloudeniny, kterad je

zde popsana, savcein (nap?. liden), kteri takovou 1é&bu




pot.f-ebu:)i Zejnéna ' tento ‘. vyndlez poskyt.u]e zpﬁsob xnhiblce‘ e

.rﬁstu nédorﬁ které se vyznaéuji, akt:vovanym Ras onkogenem
ipodévénim uéxnného mnoéstvi vvyée ropsanych slouéenln, Priklady
nddor®, které lze 1nh1bovat zahrhﬁji; ale'névymezujf: rakovinu
plic napd. adenokarcinom plic), rakovinu pankreatu (napf.‘
karcinom pankreatu jako ije exokrinni karcinom pankreatu),
rakovinu tra&niku (kolorektdlni karcinomy jako ie napr.
adenokarcinom tradniku a adenom traéniku), myeioidni leukenie
(napr¥riklad akutni nmyelogenn{ leukemii (AML)) , thyroidni
karcinom folikula, nyelodysplasticky syndrom (MDS), karcinom
mocového méchyre, epiderndalni karcinon, rakovinu pPrsu
a prostaty.

Tento vyndle= t.aké roskytuje zplsob PYO inhibici
proliferativnich onemocné&ni, jak benignich, tak malignich, kde
isou Ras proteiny nenormdaln& aktivovany jako v}sledek onkogenhi
nutace jinych gen- t.3j. Ras protein sdam neni aktivovan mutaci
na onkogenni fornu. Tato inhibice Jje provadéna poddvanim
u¢inného mnoZstvi tricyklickych sloufenin, kteréd jsou =z=de
Popsdny, savcecam (nap¥. lidem), kteri takovou 1é&bu potFebuii.
Napriklad benigni proliferativni onemocndni neurofibromatosa,
nebo nador, ve kiterém Jje Ram aktivovan kviali mutaci nebo
prreznadeni onkogeny tyrasin kinasy (nap®. neu, src, abl, lek,

a fyn) lze inhibovat tricyklickymi slouleninami, které jsou =z=de

ropsany.
Sloudeniny = tohoto vynalezu inhibuiji farnesyl protein
transferdsu a farnesylaci onkogenniho proteinu Ras. Tento

vyndlez dile poskytuije =zplsob inhibovdni Ras farnesyl protein
transferdsy u savce(, =zvlasté u lidi, poddvanim ddinnédho
mnoz2stvi tricyklickych slquéenin, které Jsou popsany vySe.
Podavani sloudenin =z tohoto vynalezu pacientam, aby wse
inhibovala farnesyl protein transferdsa, ije uZitedné v 16&bé
nadord, které jsou popsané vysSe.

Tricyklické slou&eniny = tLohoto vynilezu s=me pouéfvaji ve

zplhgsobech = tohoto vyndlezu, kiteré inhibui{ abnormdalni rast

bunék. Bez podloZeni teorii se uvazZuje, Ze tLyto sloudeniny
mohou fungovat piFres inhibici G-proteinové funkce, jako je ras
p21, tim 2e blokuji isoprenylaci G-proteinu. Proto djsou

uzZitedné pri 16&bé proliferativnich onemocnéni jako je rast
ndadoru nebo rakovina. Bez= podloZeni teorif se uvazuie, Ze tyto

sloudeniny inhibujf{ ras farnesyl protein transferdsu a pravé
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transformovanym ras.

PEiklady proveden{ vyndlezu

Nasledujic{ terminy, které jsou =zde pouZily, jsou definovany

nize, jestliZe nenf jinak uvedeno.

M* odpovidd molekuldrnimu iontu molekuly v hmotovém spektiru.
MH* predstavuie molekuldrni ion plus atom vodiku v hmotovém
spektru.
Pyridyl N-oxidy jsou =z=de representovany skupinou
0
4

Sy

Nasledujici rozpoustédla a &inidla jsou z=de uvedena pod dile
uvedenymi zkratkami : tetrahydrofuran (THE), ethanol (ELOH),
methanol (MeOH), kyselina octovada (HOAc nebo AcOH), ethylacetat
(EtOAc), N, N-dimethylformamid (DMF), kyselina trifluoroctova
(TFA), anhydrid kyseliny t.xrifluoroctové (TFAA),
1 -hydroxybenzotriazol (HOBT) , kyselina m-chlorperbenzoova
(MCPBA) , triethylamin (EtaN), diethylether (Etz20),
chlormravendan ethylnaty (ClCOzEﬂ), hydrochliorid
1-(3-dimethylaninopropyl)-3-ethyl karbodiimidu (DECY,
diisobutylaluminium hydrid (DIBAL), isopropyl alkohcl (iPrOH),
dimethylsulfoxid (DNMSO).

Ur&ité sloudeniny =z tohoto vynilezu existuifi v ro;diln?ch
isomernich formich (t.j. jako enantiomery nebo diasﬂepeomery),
které =zahrnujf{ atropoisomery (t.j. sloudeniny, kde 7-&lenny
kruh je ve fixn{ konformaci tak, Ze uhlikovy atom v poloze 11
je umistén nad a nebo pod rovinu p¥ipojienych benzenovych kruhﬂ
kvili p¥rfitomnosti brom substituentu v poloze 10). Vynalez
uvazuje vSechny takové isomery, jak v &isté formé , tak ve
smé&s{ch, které zahrnuji i racemické smési.

Ureité basické tricyklické sloudeniny tvori také
farmaceuticky prijatelné soli, nap¥. soli s kyselinanmi.
Naptiklad pyrido-dusfikové atomy mohou tvo#it sole se silnynmi
kyvselinami. Priklady vhodnych kyselin pro tvorbu soli jsou
kyseliny chlorovodfkova, sirovad, fosforednd, octovad, citronova,
Stavelovad, malonovd, salicylova, jablednd, fumarovd, jantarovd,

askorbova, maleinova, met hansul fonova a dalsi minerdlni




a karbox‘ylové ky’Sélin‘y, které JSOU v tom of oboru znané SOll se:f

" p§ipravuj! béénym zpﬁsobem suisenim slouéenlny ve formé volnéi’
bédse = dostateénym mnoéstvim ‘poéadované kyselxny, Lak aby
vznikla =dal. Volné bise mGZe byt opét uvoln&na =e soli
PlUsobenfm vhodného zired&ného vodhého roztoku alkalie jako je
zredény vodny roztok hydroxidu sodného, uhli&itanu draselného,
hydroxidu amonného, hydrogenuhli&itanu sodného. Formy volné’
bdse =se 1i81 od odpovidajficich solf v urd&itych fyzikalnich
viastnostech jako je rozpustnost v polarnich rozpoustédlech.
Ale kyselé i zasadité soli jsou ekvivalentni s odpovidajicimi
formami volné base pro G&ely tohoto vynale=zu.

VEechny tyto sole Jjsou uvazoviny, Ze Jsou farmaceuticky
prijatelné v rozsahu tohoto wvynilezu a v3echny jsou povaZoviny
za ekvivalentni k odpovidajicim formim volné bése sloudenin pro
a¢ely tohoto vyndlez=u. _

Slou&eniny = tohoto vyndlezu se pFipravuji zplscoby popsanymi
nizZe.

Slou&enina = p¥ikladu 10 je =iskdna v krystalickém stavu.
Odbornik si uvéddomi, Ze sloudeniny, které se zfskaji v amorfnim
stavu se mohou prevést do stavu krystalického dobre znsmynmi
zplhsoby krystalizace amorfnich materiill =z rozpoustddla nebo
smési rozpoustédel jako je aceton, diethylether, ethylacetit,
ethanol, 2-propanol, terc.butylether, voda a tak rodobné .

Odbornik si uvédomi, 2Ze racemickd smés sloudeniny VII.OA se
rripravi podle zZpisobu popsaného nie. Nap¥iklad meziprodukt =
preparativniho p¥ikladu 6 se vyu3ije pro p¥ipravu sloudeniny

VII.OA.

Preparativni prfklad 1
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109 (60,"5@9‘1) ‘ethyl 4-pyridylacetatu (PI) se smisf{ se 120ml
suchého CHaClz p#i -20°C, prid4 se 10,45 g (60,5 mmol) MCPBA
a mfch& se p*i -20°C 1 hodinu a pak pFi 259C 67 hodin. Pak se
prida dal&fch 3,489 (20,2 mmol) MCPBA a micha se 24 hodin p#i
2509C. Reak®ni smés se =zredf CHzClz a promyje se nésycen?m
vodnynm roztokem NaHCO3z a vodou. Suéi se MgS04, zkoncentruje se
ve vakuu do sucha a odparek se chromatografuje (silikagel
2%-5,5%, (10% NH4qOH v MeOH/CHzClz) a ziskd se 8,129 produktu
PIA. Hmotové spektrum MHY* = 182, 15.

Krok B:

| @_(':;A) — "~ (PY)
“O—~N? ) —_— “O—-N*
\ /, CO,Et \ /' CO,H

Snichd se 3,5 g (19,3 mmol) produktu = kroku A (PIA), 17,5 ml
EtOH a 96,6 ml 10% NaOH (vodného) a smés se =zahiriva pri 67°C
2 hodiny. pH se upravi 2N HCI1 (vodnou) na 2,37 a reak&ni smés
se zkoncentruje ve vakuu do sucha. Pridd se 200ml suchého EtOH,
zfiltruje se pres celit, filtradni kolad se promyje suchym ELOH
(2x50ml) . Spoiené filtraty se zkoncentrujifi ve vakuu a pogskytnou

2,43 g pozadované slou&eniny (PI).

Preparativni{ priklad 2

(o} - CO,H
(CH4)3C—O l

PoZadovand sloudenina PIl se pripravuie zplsobem popsanym

v PCT mezindrodni pirihlisce &. W095710516.

(PIX)




(PIII)

Krok A:

N~ (NLAG)
(l:OzEt
14, 95g . (39 v ' nmol)
8-chlor-11-(1-ethoxykarbonyl-4-piperidinyl)-11H-ben=ol5, 61cyk-
loheptal1l, 2-blpyridinu (II1) se smisf se 150 ml CHzClz, pak se
prida 13,079 (42,9 mmol) (nBu)4NNO3 a smés se ochladi na 0°C.
Pomalu po kapkdch se b&hem 1,5 hodiny pridd roztok 6,09 ml
(42,9 mmol) TFAA v 20 ml CHzClz. Smés se udrZuje pri 0°C pFes
noc, pak se opatrné promyie nasycenym vodnym roztokem NaHCOa,
vodou a solankou. Organickd faze se suif NazS04, zkoncentruije
se ve vakuu do sucha. Chromatografie odparku (silikagel,
EtOAc/hexan, gradient) poskytne dva produkty, 4,329 slouXeniny
ITIACiI) a 1,909 sloudeniny IIIAC(ii).
Hmotové spektrum pro sloudeninu IIIACi) MH*= 428,2
ITIACii) MH* = 428,3.




i
‘, . ’COQEt CO,Et
| LA .B

. 22,0 g (51,4 mmol) produktu IIIA(i) = kroku A se smisi se 150
ml 85% vodného ELOH, 25,85 g (0, 463 mol) pré%kového Zeleza a
2,42 g (21,8 mmol) CaClz a zah¥ivd se k refluxu pies noc. Prida
se 12,4 g (0,222 mol) Praskového Zeleza a 1.2 g (10,8 nmmol)
CaClz a reaké&ni smés se zahtivad k refluxu jestd 2 hodihy. Horka
reak®ni smé€s se z=filtruje pres Celit, celit se promyjie 50 ml
horkého ELOH a filtrat se zkoncentruje ve vakuu do sucha. P#ida
se 100 m1 bezvodého ELOH, zkoncentruje se do sucha.
Chronmatografie odparku ( silikagel, MeOH/CHz2C1lz, -gradient)
poskytne 16,47 g produktu (IIIB).

MH*= 398.

Krok

N mc,(.'{

I
CO,Et




16 47 g( 41,4 nmol) produkt.u =z kroku B (IIIB);" se snisi Se %

\150ml 48/ HBr (vodného) a och]adi naﬂ—3°C Pomalﬁ se pﬁ:dé (p03”5;-

‘ kapkéeh) 18 ml bromu pak sé pomalu ¢ PO kapkach) pridé roztokﬁ
8,55 g (0,124 mol) NaNOz v 85 ml vody. Reakni smés se michs
45 min p¥i teploté od -3°C do 0°C, pak se upravi{ pH na hodnotu
10 piidavkem 50% vodného rbztoku NaOH. Extrahuje se EtOAc;
extrakty se promyjf solankou a suf{ se NazSO4. Zkoncentruif sé
do sucha a chromatografujf (silikaqel, EiOAc/hexan, qradient).
Ziskaij{ se dva produkty, 10,69 sloudeniny IIIC(i) a 3,28
g sloudeniny IIIC(ii).

Huotovd spektra pro sloudeninu IIIC(i) MH*= 461, 2
ITICCii) MH*= 539,

Krok D:

CO,Et
mei) ' ‘ P

Produkt JIIIC(i) = kroku C s=se hydrolyzuje rozpousténim
v koncentrované HC1 a zah¥f{vanim na teplotu 100°C po dobu 16
hodin. Smés se ochladf, pak se zneutralizuije 1M vodnym roztokem
NaOH. Snés sme  extrahuje CHzClz, extrakty se susi MgS0O4,
zfiltrujf se a zkoncentrujf ve vakuu na poZadovanou slouéeninu
(PIIL).
Hmotové spektrum: MHY = 466, 9,

Preparativni pi¥riklad 4

(PIV)




6]

1 (PAVA)

\ )\ocn-zc% 0% T OCH,CHg

25, 86 g (55,9 nmol) ethylesteru
. 4-(8-chlor-3-brom-5,6-dihydro-11Hbenzol5, 61lcykloheptal 1, 21pyri -
din-11-yliden)-1-piperidin-1-karboxylové kyseliny (1V) se Smisi
s 250 ml koncentrované HzSO4 p#¥i -5°C, pak se pridd 4,8
g (56,4 mmol) NaNO3 a michad se 2 hodiny. Smés se nalije na 600
g ledu a zalkalizuje koncentrovanym vodnym roztokem NH40H. Snés
se =zfitruje, promyje 300 ml vody, pak se extrahuie 500 ml
CHz2Cl1z. Extrakt se promyie 200 ml vody, susi se MgS04, pak se
zfiltruje a =koncentruje ve vakuu do sucha. Chromatografie
odparku (silikagel, 10% EtOAc/CHz2Clz2) poskytne 24,4 g (86 %)
produktu (PIVA).

t.t. = 165-167°C
Hmotové spektrum MH* = 506 (CI) }
Elementarni analy=za: vypocteno: C 52,13, H 4,17, N 8,29
nalezeno @ C 52,18, H 4,51, N 8,16
- iy
Krok B:

07" ~OCH,CH, 0)\

OCH,CH
(PIVH) (Pwa)

20 g (40,5 nmol) produktu = kroku A (PVIA) a 200 nl

koncentrované Hz2504 se smisi pri 20°C. Pak se smés ochladi na




5_ nmol)bdlbromhydanv
'meés se nalxje na 400 gvledu : U > koncet
vodnym rothkem -NH4OH prx 0°C Vysledna pevna latka se spo;i

‘fitraci "~ Pevna latka se promyje 300 ‘ml: vodyn_nqgmighéﬁsewge

’ 200 ml acehonu na kasi a. 2£ ¥ruje ‘se. Ziské.

Produkt.u (PIVB) |

t.t. = 236-237°C S

Hmotové spektrum MH* = 584 (CI) | |

Elementdrn{ analyza: -vypdé't;éno. ¢ 45 u ‘H- 3 44, N 7,17
S B nalezeno"‘""b € 44,95, ' H 3 ‘5? N 7.16.

Krok C:

)\ocrbcn s - O)\OCHZCH3
VB - | @ wc

25 g (447 _mmol) éeleznych p111n=y“ Smis 10 9. (90mol)
CaClz a suspenzf 20 g (34 19 mmol) duktu z kroku B (PIVB)

v 700 ml 90:10 ELOH/voda PFi S0°C. Smés se’ ah#1va k refluxu

pfes noc, =zfiltruje se ‘pres celltfffltraéni koléé se promyje{vv
2x 200 ml horkého ELOH Flltréty a proplachy se ‘SPOJiw
a koncentruji ‘ve vakuu do sucha Odparek se’ extrahuje- 600'ml 
CHzClz, promyje. 300 m}évody ' : 51 o= 4
a zkoncentruje se ve vakuﬁ do‘ sucha “Pak ‘sge chromatografuae*;“”
(silikagel, 30% EtOAc/CHzC]z) a ziské se‘11,4,g (60%) produktu_,
(PIVC). | R
t.t. = 211-2120C
Hmot.. spek.: MHY = 554 (CI)
Elementarn{ analyza: vypo&teno: C 47,55, H 3,99, N 7,56

nalezeno: C 47,45 H 4,31, N 7,49.

- z£il tru:e se;_{,'_j




 120 ml koncentrované vodné HCI ; Vysledné smés se micha

| ocnzcua_
v o @:VD
Pomalu (po ééstech) se pfidé' Ppri -10°C 20 g (35 )
"produktu z- kroku ¢ (PIVO) do roztoku 8 g (116 mmol) NaNOz vef -
prx 0°Cpf”

.9 mmol)

- po 2 hodlny Pak se pomalu (po kapkéch) prl 0°C pﬁldévé 150 mlf

1, 44 mol) 50/ H3P02 Po dobu 1 hodlny Miché se. prl

0°c 3

hodlny, rak  se nallje na 600 g ledu av‘zalkalxzuje se

koncentrovanym vodnym NH@OH Extrahuje se’ 2x300 ml

EXtrakL?>Sé_sué1“Mg$O4. Zflltruji se a zkoncentru]i ve vakuu do   '

CHzClz,

sﬁdh&; »Chbbmatbgrafié odparku (8111kagel 25% EtOAcihexan)»’

-poskytne 13,67 g (70%) produktu PIVD).
t.t.= 163-1659C |
Hmot. spek.: MH* = 539 (CD)

Elementdrn{ analyz=a: Vypoéteno= C 48,97, H 4,05, N 5,22
nalezeno: Cv48,86, H 3,91, N 5,18

‘ K¥6k\E: 

pIvO Piv

6,8 g (12,59 mmol) produktu =z kroku D (PIVD) se smisi se 100

ml kOncentfované vodné HCl a michd pYri 85°C pies nbc.

Snmés se




NHAOH(vodny)) poskytne 5»4.
L.t 172~174°C

Hmot. spek. MH*= 467
 E1§hént5fniyanai?za=

-naieZend-, c 48 83 H 3 80 N 5 97  .

Preparativn{ priklad 5

(PV)

Krok A:

2,42 g ethylesteru kysellny 4- (8- chlor 3 brom 5, 6 dxhydro~

~-11H- benzo[5 6]cyklohepta[1 2~ h]pyrldln 11- ylxden) & plper1~

dznkarboxylové se hydrolyzuje stejn?n zpﬁsoben. kter? je

Popsany v preparativnim p#rikladu 3, krok D a poskytne 1,39

g (69%) produktu (PVA).
MH*= 389.




-@-Vé o v

g (2,48 mﬁolo-pfbduktn'z' kroku A (PVA) se smiché s 25 ml
suchého toluenu, pf:dé 'se 2,5 ml {M DIBAL v . toluenu a sm&s P
.é@ﬁféjé»k reflusxu. Po 0, 5 hodlné se prldé dalsich 2 5 ml 1“:::
DIBAL v toluenu a zahriva se. k refluxu 1 hodlnu ( Reakce Jeb
sledovana TLC ‘za pouéxti 50/ MeOH/CHzClz~ *:NH4OH(vodny) )
Rehkénl Snés se ochladf{ na teplotu mistnostl pﬁlda se 50 ml

1N HC1 (vodny) a micha hse 5 minut. Pf:da ‘se 100 ml 1N,NgQH   ”

(vodny) a pak se extrahuje EtOAc (3 % 150 ml). Exprakty se susi
MgS04, zflltrUJi se a zkoncentruji ve vakuuvdo'sﬁcha. Z(skéksé
1,19 poZ2adované slouéenlny (PV). v |
MH*= 391.

Preparativni piriklad 6

(PVI)

N
H




0”7 “OCH,CH,

16 6 g (0,03 mol) produktu = preparatxvniho prikladu 4 krok»
' b (PIVD) se smisi s 3: 1 roztokem CH30N a vody (212 65 ml CHacN;:
.a 70,8 m1 vody) a vysledna kaée se. micha pres noc p 1 teploté’ 
mistnostl. Prldé se 32 833 g (O, 153 mol) Na104 a pak O 31f1‘
9 (2,30 mmol) RuOz a pak se michd p#i teplotd mistnosti
( p¥idavek RuOz je spojen g 'exotermni reakct ; Leplota smé51
vzroste = 20°C na 309C).> Smés/se. micha 1,3 hodlny (teplotai
klesne zp&t na 25°C,béhem 30 minut) Reakcni smés se zflltruje
aby se odsﬁranila pevné fdze. Pevné fazef’se promyje CHzClz,'
Filtrat se zkoncentruje ve vakuu do sucha a odparek se rozpusti
v CHz2Clz. Zfiltruje se, aby se odstranily nerozpuéténé ééstlce
které se promyii CHz2Clz. Filtrit se Promyie vodou, zkoncentruje
na objem 200 ml a promvije bélidlem a pak vodou. Extrahuje se
6N HC1 (vodnou) . Vodn? podil se ocﬁladi na 0o°C a pomalu se_
prldévé 507 vodny rozhok NaOH kterym se upravi PH = 4 Teplota
pfi prldévéni ' se udrZuje pod 30°C Pak 'éé‘ 2 x extrahuje: 
CHz2Cl1z2, ext.rakt;y se suéi MgSO4 : é,_ . zkoncent.ru)i va vakuu do,"'_f?
su¢ha. Odparek se . rozmfichéa na kaéx N7 20 ml EtOH a ochladi na‘f
o°cC. Vysledné revnd latka, kters. se spojf na flltru ‘se _sudi- ve w
vakﬁu. Ziské se 7, 95 g produktu (PVIA) '; o e
C1H  MNR ccncm, 200 MHz): 8,7(s,1H), 7,85(m, 6H), 7.5(d, 2m,
3,45(m, 20), 3,15(m, 210). = R




ochladi na 0°C prldé se 100 ml vody a pHvse

HCI (vodnou) 'zatimco se teplota udréu)e pod 10°C Prlda sefﬁff~vf

250 ml ELOAc a vrstvy se odd&s11 . Organicka vrstva se promy]e,

solankou. (3 b4 -SOml),_pak se susi NazSO4 Zkoncentrune ‘se. ve‘5_.u;1

vakuu do-QSuché“(24~Oid) Chromatogra{:e odparku (sillkagel
30% hexan/CHzClz) poskytne produkt Clsté frakce byly élétény

opakovanou rchromatografli Celkové bylo ziskéno , 18 57‘f~s_h_

g produktu (PVIB).
1H NMR (DMSO de, 4oonnz) 8,5 (s,1H), 7,9(s, 1H>“ 7.5 (dd, 21,
6,2(5,1H),-6,1(s,1H),u3,5(m,'1H), 3,4(n, 1H), 3, 2(m zn>

Kfok»Cf“

18,57 ‘g’(46,02"mmol) produktu z kroku B (PVIB)‘ se smisiw'
s S00 ml CHClj;v pak se prldé 6 70 ml (91 2 mmol) SOClz -3 smés‘

' se mfch& prl teploté mistnostl .4 hodlny Béhem 5 mlnut se prldéf'

roztok 35,6 . g (O 413 mol) plperaZInu v 800 ml THF a reakénf

smés se miché 1 hodlnu prl teploté mistnostl Snés se zahrivé~

k refluxu pﬁes noc,kpak se. ochladi na teplotu m!stnostx a zrediénu

se 1000 ml CHzClz. Roztok se’ promyje vodou (5 x ‘200m1)’, vodnyﬁ
rodil se extrahuje CHCla'(3 x 100 ml). VZechny organické podily
se spoji a pronyj{ solankou (3 ¥ 200 ml1) a susf se MgSO4 Ve
vakuu se zkoncentruji do sucha a chromatografie “(silikagel.
gradient 5%, 7,5% a 10% MeOH/CHzClz + NH4OH) poskytne 18,49

g poZadované sloudeniny (PVI), coZ% je racemickd snids.




Iz

Racemlcka smés s}ouéenlny = kroku C (PVI) je délena chxralni
chromahograf:i (Chlralpack AD kolona 5 om x 50 om, prﬁtok 100,
‘ml/min, 20% i{PrOH/hexan + 0,2% diethylaminw . Bylo zfskéno
9,14 g (+) enantiomeru a 9,30 g (- ) - enantlomeru ' S

Fyzikalnf data pro (+)- enantlomer- :
t.t.= 74,5-77, 50
hmot spek. MH*= 471,9, [«lp35 = +97 40 8, ?2 ng/2ml MeOH)

Fyzik4lni{ data pro (-)- enantlomer
t.t.= 82,9-84, 5°¢C v v
_ hmot . spek. MHf‘= 471,8, [«lp®5 = -97, 40 (8,32 mg/2ml MeOH) .

' Preparativn{ priklad 7




N PR 41:,’ o 7T'filfy%
//l\oancns | OCH20H3 e

PvnA

15 g (38,5 mmol) ethylesteru kysellny 4- (8 chlor 3 brom -5 6—
dxhydro liH benzo[S 6]cyklohepta[l 2 b]pyrldxn 11 ylldek

peridin- 1- karboxylové (VID) se, smisi se 150 ml koncent.rované"f;f

HzSO4 p?l ~5°C rak se prida 3, 89 g (38,5 mmo]) KN03 ‘a miché sew

4 hodiny. Reakéni smés se nallje ~na 3000 ml ledu a zalkalxzuje

50% vodnym roztokem NaOH Extrahuje Se - CHzClz - susi HgSO4 Pakfr

se zfxltruje a zkoncentruje ve vakuu do sucha Odparek se~
rekryshaluje = acetonu a ziska se 6, 69 g produktu (PVIIA)

'H NMR (CDClz, 200 MH=): 8,5(s,1H), 7, 75(s 1w, 7-,6(5,1}{).
7,35(s, 1H), 4, 15(q, 21, C3,8(m,2m), .3,5.3,‘:‘1'(-@,41{);
3,0-2,8(m,2H), 2,6-2,2(nm, 4H), 1,25(t,3H). MH*= 506.

Krok B:

o)\ - o)\ OCH,CH,

OCH,CH,

evin | PR

6,69 g (13,1 mrol) produktu =z kroku A (PVIIA) se snisgi s 100
ml 85% ELOH/voda, rak se pridd 0,66 g (5,9 mmol) CaClz a 6,56




' vakuu'a ziské se 7 72 g'provw 
Hmot spek MH*“ 476,0.

" Krok C:

o) ocngng ~ - 07 "OCH,CHj

T o Pruc

7 70 9. produktia = kroku B (PVIIB) se smisi s 35 ml HOAc, _pak
se’ prldé 45 ml roztoku bromu v AcOH a reakcni snés se miché pri
teploté mistnostl pres noc. Prida  se 300 mi 1N vodného roztoku'*
NaOH, Pak 75 ml 50% vodného roztokﬁ NaOH a extrahuije se ELOAC.
Extrakty se vysusf " MgS04 a zkoncentruijf se ve ‘vakuu do sucha.
Chromatografie odparku (silikagel, 20-30% EtOAc/hexan) poskytne
‘ 3 47 g9 produktu (PVIIC) (spolu = daléimi 1,28 g &astedns

vyéléténého produktu)
“ Huot spek MH* = 5%4 . .
_"H“ NMR (CDCla. 306 HHzi‘ 8, 5(s 1H) 7.50s, IH)‘ 7 15(8 lH) -
| 4,5(s,20),  4,15(m, 3, 3, 8(br s, 20, 3,43, 1(m, aHy, 9-2,75
(m, 1H), 2,7-2,5 (m,2H), 2,4-2,2(n, 2H), 1,25(m, 3H) . R

. Krok D:

O™ “OCH,CH,
Pvuc_




:produktu z kroku C (PVIIC) a 4 ml DHF Pak se re k &:
ochladf A Leplotu mistnosti. Prida se‘ daléich 0,64 mr’

L butylnltrltU‘ pﬁl 40°C a reakénf"SMés se 'znovu zah?ejeﬁ na o
60-70°C na 0,5 hodiny. Pak se snés ochladi na Leplotu mistnostiv
4 nalije se do 150 ml vody. Extrahuje se CHzClz, extr§khgsg”

susf  MgSO4 a - zkoncentruje ve vakuu do  sucha. Chromaﬁggfaf{é
edparku  (silikagel,  10-20x  EtOAc/hexan)  poskytne 0,74

g produktu (PVIID). ' T eE IR
Hmot . spek. MH*= 539, 0

‘HONMR (CDCls, 200 MHz): 8,52(s,1H), 7.5(d,20), 7,2(s, (1), |
4,15(q,2H),  3,9-3,7(m, 2H) 3,5-3,1(m, 4,  3,0-2,5(m, 20,
2,4-2,2(m,2H), 2,1-1,9(m, 2H), 1,26(t,3H). ] ‘

Krok E:

'OCH,CH,

®vnd N 7

;’4_‘;{:

Smés 0,70 g (1, 4mmo]) produktu z kroku D (PVIID) ‘a 8 'm]*’ 
koncentrované HC1 (vodné) se zahrivd k refluxu pﬁes nogc. Prxdé ,
se 30 ml 1N vodného NaOH, pak S5 mi 50/ vodného NaOH a extrahuje’
,se CHz2Clz. Extrakt se su¥f HgS04 a zkoncentruje ve vakuu Ziskai;y
se 0,59 g poéadované slouéenlny (PVII). i
Hmot . spek. MH*= 467, t.t.= 123,9 - 124, 2°C.




evi | Py

Pripravi se roztok_S,l 9 sloudeniny =z preparalivniho prikladu
7 (PVII) v toluenu a pridd se 17,3 ml 1M roztoku DIBAL
v toluenu. Reak&n{ smés se zahteje k refluxu a pomalu (po
‘kapkéch) se prida dalsich 21 ml 1M DIBAL/tbluen roztoku béhen
40 minut. Reak&nf sm&s se ochladi na 0°C a prida se 700 ml 1M
::ﬁci(vddné); Orqénicka fize se odd&li a odstrani.kVodné faze se
fpfom?je CHzClz, extrakﬁ‘ée 6ds£rani A vodné f&ze se-ZalkaliZuﬁe"
pﬁfdavkem 50% vodného roztoku NaOH. Vodna faze se pak éxtrahuje
 CHzC1z, extrakt se vysus{ MgSO4 a zkonéentruje vé‘vakﬁu. Ziska

'fse 7,30 g pozZadované sloudeniny (PVIII), coé_je racemické SHés

" enantiomerd.

MH* = 469.




Racemické slou®enina =z kroku A (PVIID) je dé&lena chirélni
chromatografif (Chiralpack AD, 'kolona 5 om x S0 cm”zafpdﬁéiti :
20% iPrOH/hexan + 0,2% diethylamjpu)ﬁ‘ Ziska se‘(+)jeﬁéﬁ§i§mg£ 
a (-)-enantiomexr poéaddvané sldﬂéeniny. | » L
Fyzikélné—chemicka data pro (+)—énantiomer=
t.t. = 148,8°C, hmot. spek. MH* = 469
[aIp35 = 465,6 (12,93 mg/2m1 MeOH) .

Fyzikdlné-chemicka data pro (-) -enant iomer:
t.t. = 112°C, hmot. spek. MH* = 469
[x1p3® = -65,2 (3,65 mg/2ml MeOH) .

Preparativn{ p¥fklad 9

N
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40,0 g (0 124 nol) vychoziho ketonu (IX) se smiché s -200 ml
j HzSO4 a ochladi na O°C Pomalu béhem 1, 5 ‘hodiny se prida 13,78 .
g (0,136 mol) KNOa; ,Pak se reakéni spés  =ahFfeje na ‘teplotu
mistndsti a mich4 se~p§es noc. Reak&n{ smés Se zpracovavi za
rouzZziti v podsﬂaté stejného zplsobu, kﬁér? je popsan pro
preparativni priklad 4, krok A. Chromatografie (silikagel,
20%, v30%, 40% , 50% EtOAc/hexan, rak 100% ELOAc) proskytne 28
g 9~nitroproduktu (PIXA) spolu s malym mnoZstvin
7- nltroproduktu a 19 g smés: 7~ nxtro a 9- nltro slouéenxn
FHH* (9- nltro) 367

Krok B’:

Reakce 28 g (v6,2 mmol) 9-nitroproduktu =z kroku A (PIXRn),
400 ml 85% EtOH/voda, 3,8 g (34,3 mmol) CaClz a 38,28 g (0,685
nol) Zeleza probihs steinym zplOsoben, ktery Se popsén




13g (38, S mmol) produktu = kroku B (PIXB) se smisi se 140 my
ACOH a pak se pomalu b&hem 20 minut prid4 roztok 2. 9% ml';(,s' 8
nmol) bromu v 10 ml AcOH. Reakéni snés se micha PE teplotéu
mistnosti, pak se zkoncentru)e ve vakuu do sucha. Prld& se :
CHzCla a Qoda, prak se upravi PrH na 8-9 50/ vodnyn . roztokem~f
NaOH. Organickd faze se promyje vodou, pak solankou a susi se:f"
NazS04. Zkoncentruije se ve vakuu a poskytne 11,3 g produktu;'”
(PIXC). ’ ‘ e
'H NMR  (CDClsz, 200 MHz): 8,73 (d,1H), 7.74(d, 1H) , 7,‘14(5,‘11{);
4,63(s, 2H) , 3,23-3,15(m, 2H) a 3,07-2,98(m, 2H) .

Krok D:

brxe b

100 ml koncentrované vodné HC1 se ochladi na 0°C, pak se
pPridad 5,61 g (81,4 mmol) NaNOz a michs me 10 minut . Pomalu (po
Castech) se prida 11 »3 9 (27,1 mmol) produktu = kroku C (PIXC)
a reakénf smés se michi 2,25 hodiny p¥i 0-3°C. Pomalu (po
kapkich) se prid4 180 ml 50% H3POz (vodné) a reak&nf snés se
ponechd stat p¥i  0°C pres noc. Pak se pomalu b&hen 30 min (po




a chromatograf:e odparkuc(sillkagel
8,6 g produktu (PIXD). i
MH* = 399,9. | | | . | IR
'H NMR (CDCls, 200 MH=): 8, 75(d 1m, ?,?7(§;4H), 7,56(d, 1H) , -
'7,21(d, 1H) a 3;3-3,0(n, 4H) R e

Krok E:

PixE

8,6 g (21,4 mmol) produktu = kroku D (PIXD) se-émiché-s 300
ml MeOH a ochladi na 0O- 20C. Prida se 1,21 g (32,1 mmol) NaBH4
a reakdnf{ smés se miché prlb =0°C' 1  hodinu. P?idé se dalsi
0.121 g (3,21 mmol) NaBH4 a michd se 2 hodiny p#i 0°C. Pak se
jest& ponechd stat pri ObC pres noc. Zkoncentruje =e ve vakuu
do sucha a pak se odparek fOzdéli mezi CHzClz a vodu. Organickd
fdze se oddéli a zkoncentruje ve vakuu (50°C) a ziskad se 8,2
g produktu (PIXE) . | ' SRR
"H NMR (CDC13,‘ 200 MHz)-~ 8 44(d, 1H), 7, 63(d 1H) ?,4?(d,1H),
7, 17(d 1H) , 6, 56(d 1H)v 4,17 4 O(m 1), 7,39(d, 11
3,46-3,3(m, 1H), 3,05-2,74(m, 2H) .

~Krok F:




: 30ﬂm1nut pr:dé 14 8 ml (203ummol) SOClzb Reakéni smés se‘ohf
"na tep]otu mistnostl a’ miché se pri Léto« teploté 4 5 hodlny

Pak se =zkoncentruije ve vakuu do sucha, prxdé se CHzCla Promyje"‘”

se 1 N NaOH (vodnym), pak solankou a susi  se NazSO4.

ZkoﬁCentruje se ve vakuu do sucha, pak sSe prldé suchy THF_

‘a 8 7og (101 mnol) plperaZInu a micha se. pfx Leploté mistnostaifﬁ

'pres noc. Zkoncentruje se ve_vakuu do sucha, prida se CHz2Clz.
Promyje se s 0,25 N NaOH (vodnym), vodou a pak solankou. Susi
se NazSO4 a zkoncentruje se ve vakuu. Ziskd se 9,46 g SurOVého'
produktu Jeho chromatografie (silikagel 5% MeOH/CH?Clz +
‘NH3) poskytne 3 59 g poZadované sloudeniny (PIX) jako racemét

- !H NMR (CDCla, 200 MHz): 8,43 (d,1H), 7,55(d, 1H), 7,45(d,1H);"‘

2,98-2,55(m, 6H), 2,45-2,20(m,SH) .
MH* = 470,

Krok G: D&len{ enantiomerd

()

N
H
PI1X
Racemickd =sloud®enina = kroku F (PIX) (5,7 g) je d&lena

chromatograficky 3jak je popsino v preparativnim p¥ikladu 6,

krok D. Byl pouZit 30% iPrOH/hexan + 0,2% diethylenamin. Bylo

7.11(d, 1H),  5,31(s, 1H),  4,86-4,65(n, 1H), 3,57-3,40(m, 1),



‘ zfskéno 2

,.Hmot spek HH‘ _ ’
Fy21kalné c emlcké data - Prc
MH*= 470, [d]Dzs"*13 20 (11 51 mglzml MeOH)

Preparat.ivni pfiklad 10

Krok A:

13 g (33,3 nmol) slouéenlny z preparativniho: pEikladu 4, krok
D se smichd s 300 ml toluenu pii 20°C pak se piridd 32,5 ml
(32,5 mmol) 1M roztoku DIBAL v toluenu Reakéni smés se zahrivé
k refluxu 1 hodinu. Ochladi se ha' 20°C a prldé ‘se daléich 32 53
ml 1M roztoku DIBAL a smés se opét zahrivé 1 hodinu k refluxu.
Sm&s se ochladf na 20°C a nalije do sm&si 400g ledu, 500 ml
EtOAc a 300 ml 10% NaOH(vodného. Vodna vrstva se extrahuije
CHzClz (3 x 200ml), organické vrstvy se su%{ MgSO4, rak se
zkoncentrujf ve vakuu do sucha. Chromatografie (silikagel, 12%
MeOH, CHz2Clz + 4% NH4O0H) roskytne 10,4 g poZadované slou&eniny
jako racemat (PX).




-Racemické sloudenina = kroku A (PX) je d&élena preparativni

chirdlni chromatografii ( Chiralpack AD, kolona S5 cm x 50 cm =Za
pouZiti 5% iPrOH/hexan +  0,2% diethylaminu}). Ziskd se
(+) -enantiomer a (-)-enantiomer poZadované slouleniny.
Fyzik&ln&-chemickd data pro (+) -enantiomer:
Hmot. spek. MH* = 469(FABS), [alp@5= +43,50 (c=0, 402, ELOH)
Sastené 1H NMR (CDCla, 400 MHz): 8,38(s, 1H), 7,57(s, 1),
7,27(d, 1), 7,05(d, 1), 3,95(d, 1H). o o
. Fyéikélné*chemicka data pro (-)-enantiomer:
Hnoﬁ.'spek. MH* = 469(FABS), [alp3S=. -41,8° (c=0,328, ELOH)
&aste&né 1'H NMR (CDCliz, 400 MH=z): 8,38(s,1H), 7,57(s, 10,
7,27(d,1H), 7,05(d, 1H), 3,95(d, 1H) . | |




Preparativnf priklad 1

PxI

Ethylester kysellny

4-(8-chlor-3-brom-5, 6-di hydro- 11H benzo[S 6]cyklohepta[1 2~ b]~

pyr1d1n—11~y]1den)~1~p1per1din 1- karboxylové
zpﬁsobem jako je popSan? v preparatlvni prikladu 6 kroky A D,'

reaguje

stejn?mk

Ziska se produkt jako v kroku C PXID) , coé Je racemét a déle ‘se’

ziskaji jako prrodukty v kroku

a S-(-)-enant.iomer poﬁadované slouéenzny

D R-(+) -

Fyzlkalné chemxcké data pro R C+) - enantlomer

13¢ NMR (CDClz): 155,8(C), 146,4(CH), 140.5(CH),
136,2(C), 135,3(C), 133,4(C), 132,0(CH), 129,9(CH),
119,30y, 79, 1(CH) , 52, 3(CHz) , 52, 3(CHz) ,

45, 6(CHz), 30,0(CHz), 29,8(CHz).
[alp@5= +25,89° (8,46 mg/2ml MeOH).

Fyzikdln&-chemickd data pro R-(+)-enantiomer:

13C NMR (CDClz): 155,9(C), 146, 4(CH),
136,2(C), 135,3(C), 133,3(0), 132,0(CH),
119,2(0), 79,1(CH), 52, 5(CHz) , 52;5(¢Hz),

30 O(CHz2), 29, 8(CH2)
[d]D25= -27,9° (8,90 mg/2ml MeOH)

Priklad 1

140.5(CH),
129 9(CH),
45 ?(CHz)

-enant. ionmer

140, 2(Cy,

125, 6(CH)

45, 6(CHz),

140, 2(C),
125 S(CH)
45 7(CH2)




en

1,160 g (2 98 mmol) slouéenxny = preparatlvniho pfikladu 3-
(PITI) sme rozpusti V. 20 ml DHF nichs se ‘Za teploty mistnostx

-Pak se prldé o, 3914 g (3 87 mmol) - 4- methylmorfollnu 0 ?418;  *3

g (3,87 mmol) DEC, 0,5229 g (3,87 mmol) HOBT a 0,8795 g (3,87
nrmol) | 1-N-t- butoxykarbonyl pxperzdxnyl 4-octové kyse}xny{
Reak&ni smés se micha,prl teplote¢mistnostl 2»dny; Pak $é ‘
zkdncentruje ve vakuu do sucha = a odparek sé réédéfi*mezi
CH:Cla a vodu' Urganlcké féze se opatrné» promyje nasycenym_
vodnym roztokem NaHCOa, 10/ vodnym NaHgPO4 a solankou Suéi se .
MgS04, =filtruje se -1 zkoncentruje ve vakuu do sucha.v
Chromatografie odparku "(silikagel, 2% MeOH/CHzClz +  NH3)
poskytne 1,72 g produktu CIA).
t.t. = 94,0-94,50C, hmot.spek. MH*- 614
Elementarni analyza: vypoétenb— C 60,54, H 6,06, N 6,83
| nalezeno- C 59,93, H 6,62, N 7,45

Krok B:




 organicks

' fa‘zk§ﬁcéntfﬁ5é Qé’?akuu;
t.t. = 140,2-140,8°C, hmot. spek. MH*s 514.

0.5 g produktu = kroku B (IB) se smichd s 20 ml CHaClz a 4,5
ekvivalenty (CH3)3SiNCO a miché. se ~pﬁiftéél§té misthdstiﬁ3_
hodiny. Reakd&nf{ smés se extrahuije 'nasycen?m"vodh?m:NaHCO§' 
a organickad faze se suii{ MgS04. Zfiltruje se a 2koncentrq3e vev
vakuu. Ziskad se 0,8 g surového produktu. Chromatbgrafie
surového produktu (silikagel, 5S% MeOH/CH2Clzs + NH3) poskytne

0,26 g produkpu (1. ‘
t.t.= 170,2-170,5°C, hmot. spek. MH*= 557,

Priklad 2

PIv | o ll




fz preparablvnlho pffk!adu*i
(4 53 mmol) I
DEC a 0,4 g (2, 96 mmol) HOBT a. reakéni smés se miché pﬁl 20°C2

pres noc. Zkoncentruje se ve vakuu do sucha a odparek sei

extrahuje CHz2Clz (2 x SO‘ml); Extrakty se promyji 25 mYl vody,

" suff{  MgSO0a4, . pak se  2k0hc§ntruji‘  ve vakuu doﬁf"“‘ 
Chromatografie odparku (silikagél 10/HeOHJEt0Ac 4 2% NH40H
(vodny)) poskytne 0,6 g (93,7%) poéadované slouéenlny (II)
Hmot.. spek. MH* = 602 (FABS)
éésteéné ?H NMR (CDCla, BQQ-‘MH2)= 8,48(s,1H), 8, 16(d 2H)
7,61(s,1H), - 7,29(m, 1H), 7'18(d‘2H), 7,04(d, 1H), 3, ?1(s 2H)
Elementérni analyza vypoéteno— C 48, 81 H 4, 10 N 6 57
nalezeno - C 49,10, H 3, 79 N 6 ?4

Priklad 3

I o

5.9 (9,78 mmol) sloudeniny z prfkladu 2 (ID) se rozpustf
v 300 ml 1:5 CHzClz/EtdAc pﬁi_OOC. Pomalu se »p¥idd (po kapkach)
3 ml 4N HCl (vodné) a reak&n{ smés se michd p¥ri 0°C S minf
Pridd se 200 mi EL20, v?éledné pevna latka se spoji fxltraci_'
a pevna l4tka se promyie 50 ml Etz0. Pevnd 14Lka se pak sud
Pri  teplot& 20°C a tlaku 27 Pa (0,2 mm Hg) a =iskd se 5,9
g (96%) pozadované sloudeniny (III).

Hmot. spek. MH*= 602(FAB)

C4ste&né 1H NMR (DMSO-de, 300 MH=z=): 8,66(4, 2H), 8,51(s, 1H),

7,95(s,1H), 7,67(d,2H), 7,47(m, 1H), 7,15(m, 1HY, 3,99(s, 2H) .

Elementarni analyza: vypo&teno-C 48,77, H 3,62, N 6,56
nalezeno- C 48,34, H 3,95, N 6,84.



Krok A:

VA

, 0,501 g (1,28 mmol) sloudeniny = preparativnfho prikladu 5'.
(PV) se smichd s 20 nl suchého DMF, pak se pridi 0O, 405
g (1,664 mmol) 1*N~t—butoxykarbonylpiperidinyl~4—oct6vé
kyseliny, 0,319 g (1,664 mmol) DEC, 0,225 g (1,664 mmol) HOBT
a 0,168 g (1,664 mmol) 4-methylmorfolinu. Reakdni smés se michav
p¥i teplotéd mistnosti pies noc, Zkohcentruie se ve vakgu’66 '
sucha. Odparek' se rozdéli me=i 150 ml Cth}z a. 150 ﬁl
nasyceného roztoku NaHCO3 (vodného). Vodna f4ze se extrahuié5'
dalsimi 150 mnl CHz2Cl2. Organiéké - faze sé susi MgSO04
a zkoncentruje se ve vakuu do sucha. Chromatografie odparku
(silikagel, 500 ml hexanu, 1000 ml_}%‘HGOH/CHzClz + 0,1% NH4aOH
(vodny)) poskytne 0,575 g produktu (IVA). B
t.t.= 115-125°C, hmot.spek. MH*= 616.




va | B ‘_J-'\"/B_‘

0,555 g (0,9 mnol) pProduktu =z kroku A CIVA) se smiché s 15 mi
CHz2Clz a smés se ochladi na O°C Prlda se 15 ml TFA a miché se
pri 0°C 2 hodlny Reakéni smés se prx 40- 450C. zkoncentru]e vé
vakuu do sucha pak se odparek rozd&lf{ mezi 150 n] CHzClz”
a 100 ml nasyceného vodného NaHCOa Vodné faze se’ extrahuje
100 m} CHzClz . Spojené extrakty se susi NgSO4 Zkoncentruji e
ve vakuu a ziski se 0,47 g produktu (IVB)
t.t.= 140-150°C, hmot. spek. MH* = 516.

Krok C:

lvdh : oy

0,449 g (0,87mmol) produktu = kroku B (IVB) se smichd s 20 ml
CHz2Clz2 a 0,501 g (0,59 mmol) (CH3)3SiNCO a miché se pri teplots
ristnosti pres noc. Pak se pridad S0-75 ml1 nasycendho vodného
NaHCO3 a michd se 0,5 hodiny. Reak&n{ smés se =tedi CHzClz,
vrstvy se oddélf a vodna vrstva se extrahuje 2 x 100 ml
CHz2Clz. Spojené CHz2Cl> extrakty se su%i{ MgS04 a zkoncentruiji se
ve vakuu do sucha. Chromatografie odparku (silikagel, S00 ml
CHzClz, 1000 ml 1% MeOH/CHzClz + 0, 1% NH4OH (vodny), 1000 ml
2% MeOH/CHzClz + O,2% NH40H a nakonec 3% MeOH/CHzClz + 0,3%




(-)-enantiomer

3,0 g (6,36 mmol) (-)~enanti9meru sloudeniny = preparativniho
prikladu 6, krok D se smich& se 70 ml suchého DNF. PKidd se
3,84 ml (34,94 nmol) N—methyimorfolinﬁ, ‘3,28'g 17,11 mmoi)
DEC, 2,23 g (16,52 mmol) HOBT a 2,09 g (13,55 mnmol) N—oxidu 
4¥pyr;dyloctové kyseliny = préparatjvﬁiho _pfikiadu 1 (PD).
Reak®n{ smds se michd pri teplotd mistnosti pres noc.
Zkoncentruje se ve vakuu, aby se odstranil DMF, p¥idd se 100 ml
nasyceného vodného NaHCO3z a 10 ml CHzClz a  michd se 15 minut.
Reak&ni smés se extrahuje CHzClz (2 x 500 ml). Extrakiy se susi
MgS04 a =zkoncentruji se ve vakuu do sucha. Odparek se
chromatografuje (500 g reversni faze C18 silica, gradient 75%&
80% a pak 85% MeOH/voda + 0,1% AcOH) . Pqéédované frakée'sé‘
zkoncentruji ve vakuu, aby se OGstranil'HeOH a pridad se 50'mi; 4
1M NaOH (vodného). Micha se 15 minut, pak se extrahuje CHzClz.
- (2 x 500 ml). Extrakt se suXf{ MgSO4 a zkoncentruie se ve vakuu,

Ziskd se 3,5 g po3adované sloufeniny (V).
. t.t.= 148,9-150,5°C, hmot. spek. MH*= 605
[«1p?S= -56,37° (9,4 mg/2m] MeOH).

Slou®eninu =z p¥ikladu 5 lze isolovat také jako hydrochlorid
reakcf roztoku produktu (V) v HC1 a CHzClz p¥i teplots
nistnosti. Dale se reak®&ni smés zkoncentruje ve vakuu
a poskytne hydrochlorid.

[alp2S= -31,9° (4,80 mg/ 2 ml MeOH + 1 ml1 vody)
P¥i pouZiti (+)-enantiomeru sloudeniny = preparativniho

pPrikladu 6 se stejnynm zpisobem, jako je popsany vyZe pro priklad




A _ spek MH"._: 6505
{dlnzs— +67 10 (7 o mqlzm} MeOH) S

Slouéenlnu = prikladu SA lze"lsolovat jako hydrochlorld'

vstejnym zpusobem jako je popsany pro priklad S.
t.t. =152, 9°oC :
[«lp@5= +41,7° ( 2 ml MeOH + 1 ml vody) .

Pri pouZit{ racemické slouleniny = preparatlvniho prikladu,

- 6, krok C (PVIC) se stejnou procedurou jako je popsana vyse pro”‘

- priklad 5 prlpravi racemat (Priklad SB).
t.t.= 84,3-85,6°C, hmot.spek. MH* = 607.

Priklad 6

(-)-enantiomer

CJ

O

o Vi .

quk A:

N
N
- v (-)—enantiomer( ]
N

3,21 g (6,80 mol) (-)-enantiomeru slou¢eniny =z preparativnfiho
rrikladu 6 se smichd se 150 ml bemvodého DMF. Pirids se 2,15

5 | Vi

g (8,8 mmol) 1-N-t-butoxykarbonylpiperidiny!-4-octové kyseliny,
1.6 g (8,8 mmol) DEC, 1,19 g (2,2 mmol) HOBT a 0,97 mnl (8,8
mmol) N-methylmorfolinu. Reak&ni snmés se michd pri Leploté

mistnosti pres noc. Pak se =zkoncentruje ve vakuu, aby se




suéi'

'-»fsolanky

"9304jx.
a chromatografxe (3111kaqél
poskytne 4, 75 g produkhu (VIA)
t.t.= 75,? ?8,5°C,»hmot.vspek,-HH*#”695
[2]lp®5= -5,5° (6,6 mg/2 ml_ﬂeOH);_ 7

Krok B

(CHg)gC~_ | N
E] L— )
o N NH i
0 | o

ViA na

4,70 g (6,74 mmol) produktu = kroku A (VIA)»se_smiché s 50 nml

MeOH, pak se p¥idd b&hem 1 hodiny 50 ml 10% HzSO4/dioxan po 10
nl bodilech. Reakdni smés se nalije do S0 ml vody a prida se
15 ml1 50% NaOH (vodného), aby se pH upfavilo 10-11. Smés se
=Zfiltruje, aby se odstranila vznikla pevnd 1ldtka a filtrat se
extrahuje CHxClz (2 x 250 nl). Vodnd vrstiva se zkoncentruie ve
vakuu, aby se odstranil MeOH a opét se extrahuije 250 ml'

. CHzClz; Spoijené extrakty se susi MgS0a4 é ékondenﬂruji se vakuu
do sucha. Ziski se prodﬁkt (VIB). _

. t.t.= 128,1-131,5°C, hmot. spek. MH*= 595.

' [alDp25= -6,02° (9,3 wg/2 ml MeOH).

R Krok C:*

vig Vi




Z SQ§$ se. micha prx teploté .mistnostl 2 dn»»_;’_ o ,
 NéHC03 (vodného), extrahuje CHzClz.‘(z X" ZSO‘ml)
'Extrakty se promyif 25 ml solanky a suXf{ MgSO4. Zkoncentruqi,sef

pak se

ve vakuu do sucha a'chromatografuji'(silikagel,-gbadient'z;s%,

5,0% pak 7,5% MeOH/CHzClz + 10% NHaOH) . Zisk4 se poadovand

slouenina (VI) . | |
t.t.= 150,5-153,0°C, hmot. spek. MH*= 638
[«21p25= -61,4° (8,18 mg/2 ml MeOH) . '

Priklad 7

i

Slou¢enina = preparativniho prikladu 7 (PVII) reaguje se
sloudeninou = preparativniho prikladu (PI) steinyn zpﬁsobem
jako je popsdno pro pfiklad 2. Ziskd se 0,25 g povadovane
sloudeniny (VII), co% je racemxcké smés atropOISomerﬁ '
Hmot.. spek. MH*= 602, t.t. 167, 2~ 167,8°C, _

Hydrochlorid slou&eniny = prikladu 7 se pripravuie micﬁénim
s HC1/CHzClz po dobu 1 hodiny. Pak se reakd&ni{ smés odpafi ve

vakuu a ziska se s0l1.

P¥iklady 7A & 7B
Priklad 7A P#iklad 7B

_0
N Z N




vchromatografli : P , g

% 50 cm) a 40% 1Pr0H/hexan + 0, 2V d:ethylamlnu Jako mob:ln!

féze.’Ziskaji se (#)- a (-)- enantlomery, pfiklady 7A a ?B
Fyzikélné;chemické data pro (- ) -enant iomer, priklad 7A

t.t. = 114,22~ 114 8°C, (a]p25?_—154 6° (8,73 mg/2ml HeOH) .

Fy21ka1né chemlcké data Pro. (+) enantxomer priklad 7B
L.t. = 112,6 113,500. [a]1p?5S= +159 70 (10 33 mq/Zml MeOH)
P¥iklad 8

vy

evn

C Yme

6,0 g (12,8 mmol) slou&eniny = preparativniho pfikladu 7
(PVITD) se ronecha reagovat s 3,78 g (16,6 mreol)
1-N-t-butoxykarbonylpiperidinyl -4-octové kyseliny steinym
zplUsobem jako Jje popsadn pro priklad 6, krok A. Ziskd se 8,52
g produktu (VIIIA).

Hmot.. spek. MH*= 692(FAB)




Cos3

'H NMR (CDCls, 200 MHz) :  8,5(d, 10, ?gsté;zu)fﬂ7,z(d;lﬂy, |
4,15-3,9(m, 30) , 3,8-3,6(m, 1H), 3,5-3,15(m, 30) , 2,9(d, 20,
2/ 8-2,5(m, 4, 2,4-1,8(m,60),  1,8-1,6(pr a,2H), 1,4(s, oW
1,25-1,0 (m,2H) . |

Krok B

0~ 0
VinAa ving
8,5 g produktu = kroku A (VIIIA) se smichd = 60 ml CHzClz

a ochladf se na 0°C. Pak sme pPridé 55 ml TFA. Reakéni sSnés se
michd 3 hodiny p#i 0°C. Pak se pfridd 500 ml 1N NaOH (vodného)
a dale 30 ml! 50% NaOH (vodného) . Extrahuje mse CHzClz. Extrakt
se su®i MgS04 a zkoncentruije ve vakuu. Zisk& se 7,86 g produktu
VIIIB).
Hmot. spek. MH*= S92(FAB).
H NMR (CDCls, 200 MHz) : 8,51(d, 1B), 7,52(dd, 2H), 7,20(d, 1H),
4,1-3,95(nm, 2H) , 3,8-3,65(n, 2H) , 3,5-3,05(n,5H), 3,0-2,5(n, 6H),
2,45-1,6(m, 6/, 1,4-1,1(m, 2H) .

Krok C:




54

7.80 g (13,1 mmol) produkiu = kroku B (VIIIB) sme ponechi
reagovat s 12,1 g (105 mmol) (C}b)ﬁSj'ﬁCO -‘stéj{xﬁﬁthﬁsébém~jak§
»jé ropsany v p¥ikladu 6, krok C. Zisk4a se‘S,SO q ‘poéadované
sloﬁéeniny (VIII), kterad je racemickou smes{ atropoisomeril.
t.t.= 163,6-164, 0°C, hmot. . spek. MH* =635(FAB).
1H NMR (CDC13, 200 MH=): 8,5(d, 1H), 7,524, 1H) 7,48(d, 1H),
7,21(d, 1H), 4, 54( s, 2H) 4,1-3,6(m, 4H), 3, 45-3, 15(m, 4H) ,
3,0-2,5(m, 5H), 2,45-1,6(m,7H), 1,4-1,0(n, 2H).

P¥riklady 8A & 8B

. ‘ NH
~-)-e 2 .
(-)-enantiomer /K (+)-enantiomer NH,
N ' /L§
0 o
Priklad 8A Priklad 8R
Sloudenina = prikladu 8 (VIily je racemnickd smnés
atropoisomerd. Tyto atropoisomery jsou déleny preparativng

chromatografii (HPLC) =a pouxiti kolony Chiralpack AD (S5 cm
x 50 cm) a 20% iPrOH/hexan + 0,2% ethylaminu jako mobi}ni féze‘
PrGtok byl nizky 100 ml/min. Ziskd se (+)- a (-)-enantiomery,
p¥iklady 8B a 8A.
Fyzikdln&-chemicka data Pro (-)-enantiomer, priklad SA
t.t. = 142,9-143,5°C, [alp25= -151, 70 (11, 06 mg/2ml MeOH)
Fyzikélhé—chemické data pro (+)-enantiomer, pi¥iklad 8B
t.t. = 126,5-127,0°C, [«1p2%= +145, 60 (8,38 mg/2ml MeOH)




 P¥fklad 9

X

3,32 g (+)-enantiomeru sloudeniny =z preparativniho prikladu
8, krok B (PVIIB) s5e smicha s 2,38 g9 slouXeniny
Z preparativniho prikladu 1 (PI), 1,92 g HOBT, 2,70 g DEC,
1,56 ml N-methylmorfolinu a SO0 ml suchéhe DMF. Michd se pri
25°C 24 hodin. Zkoncentruije se ve vakuu, pak se odparek z=iredf
CHzClz. Pronyvie se i1N NaOH (vodnym), pak nasycenynm roztokemnm
NaHzPO4 (vodnym) a susi se'MgSO4. Zkoncentruije se ve vakuu do
sucha a chromatografie odparku (silikagel, 2% MeOH/CHzClz +
NH40H) poskytne 3,82 g pozZadované sloueniny (IX).

Hmot. spek. MH*= 604 (FAB).

SG1 hydrochloridu byla p#¥ipravena rozpufténim slouceniny =
prfkladu 9 v dichlormethanu, ktery byl nasycen chlorovodikem.
Po zkoncentrovani ve vakuu bylo ziskdno sloudenina = prikladu 9
jako HCl =nl.
t.t.= 166,5°C,

[elp@2= +70,890 (9,9 mg/2m1 MeOH) .

P¥iklady 9A & 9B

(-)-enantiomer ~ ' .

A N’O racemit N\ F |N/0
|

0 \ o \
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(—)-ehantidmer slouééniny = preparativniho ‘pif;.i'kladu .8, krok
'B (3,38 a) je ponéchéno‘ reagovat s»'z,zb.‘q ‘siouéenjny ‘
= pfeparativniho prrikladu 1 (PD steinym =zpisobem jako je-
pbpsan v prikladé 9. Zisks se 3,58 g slou&eniny = prikladu 9a.

HC1 s0il sloudeniny =z pirfkladu 9A je piipravena rozpusténim
této sloudeniny v CHz2Clz. Pak se k roztoku p¥ridad 6M HC1 (g}
v CHzClz. Pak se roztok zkoncentruie ve vakuu a poskytne sal.

t.t.= 1299C, [«lp25= -72,3° (3,32 mg/2m]1 MeOH) .

Racenmat sloudeniny = preparativniho p¥rikladu g, krok
A (PVIIIA), je ronechan reagovat se slou&eninou
- 2 preparativniho prikladu 1 (PI) steinym =zpidsobem Jjako je

ropgan v prrikladu 9. Ziskd se sloufenina = prikladu 9B,

) t.t.= 145, 0°C.

Priklad 10

Krok A

N (+)-enantiomer
H

1,33 g (+)-enantiomeru sloudeniny = rPreparativniho p¥ikladu
8, krok B se necha reagovat s 1,37
g 1-N-t-butoxykarbonylpiperidinyl-4-octové kyseliny =zpiisoben,

ktery je popsany pro prfiklad 6, krok A. Ziskd se 2,78




g produkvt.u" (xp) . R
Hmot . spek. NH*= 694, OCFAB) SRR
[alp@S= +34,1° (5,45 mg/2m] MeOH) .

Krok B

Xn X5

2,78 g produktu = kroku A (XA) se ponechd reagovalt =z=pasoben,

ktery je popsany v p¥iklad 8, krok B. Ziska se 1,72 g9 produktu
(XB).

t.t.= 104, 1°C. hmot.spek. MH*= 594
[alp25= +53,4° (11,42 mg/2ml MeOH) .

Krok C:

O ) o
X8 X

1,58 g produktu = kroku B (XB) reaguje s 6 nml (CH3)3SiNCO

zplsobem, ktery je popsany pro rriklad 6, krok C. Ziska se
1,40 g po2adované slouCeniny (X).
L.t.= 140°C
Hmot. spek. NH*= 637
[alp25= +49,1° (4,24 ng/2m1 MeOH) .

Rekrystalizaci =z acetonu se ziskad poZadovani latka jako pevna
latka. t.t.= 214,5-215, 9o¢.




S :
P¥iklady 10A & 10B

Br

racemat
(¢] O
Priklad 10A P¥riklad 10B

(-)-enantiomer slou&eniny = preparativniho pfikladu 8, krok
B, je prreveden na po3adovanou slou&eninu (p¥riklad 10R)
v podstaté stejnym =zpGsoben, ktery je popsan pro p¥riklad 10,
kroky A-C. Ziski se sloudenina, priklad 10OA.
t.t.= 152°C, hmot. spek. MH*= 637
[alp2S= -62,5° (1,12 mg/2ml MeOH) .

Racemickd sloudenina z preparativniho pirikladu 8, krok A, je
prevedena na poZadovanou sloudeninu (prriklad 9B) v podstatsd
stejnym zplhsobemn, ktery je popséan pro priklad 10, kroky A-C.
Ziskd se slou®enina, p¥riklad 10B.

L.t.= 111,20C.

Priklad 11

X

PoZadovana slouenina (XI) je pripravena =z racenmické
sloudeniny = preparativniho p#rikladu 9, krok F v podstaté&
steijnym zplsobem, ktery je popsan pro priklad 2.
1H NMR (CDClg3, 400 MH=z) * 8,44(d, 1H), 8,14(4,2H), 7,58(d, 1H),
7,47(d,1H) , 7,14(m, 3H), 5, 32(s, 1H), 4,65-4,57(n, 1H),
3,68(s5,2H), 3,65-3,39(r,4H), 2,91-2,87(n, 1H), 2,69-2,63(n, 1H),
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2,45:2,33(m, 4H) . s
MH*= 605.

P*iklady 11A & 11B

Priklad 11A Priklad 11B

Z R(+)- nebo S(-)- enantiomeru sloudeniny = preparativniho

prikladu 9, krok G, je pripraven R(+)-enantiomer (piiklad 11R)

a S(-)-enant ioner (priklad 118} v rodstaté stejnyn

zplUsoben, ktery je popsin pro priklad 2.
Fyzikaln&-chemickd data pro R-(+)-enantiomer, pirfklad 11A:
t.t.= 167,0-167,8°C, [alp35= +32,6° (¢ = 1, MeOH).

1H NMR (CDClz, 400 MH=z) @ 8,44(d, 1H), 8,14(d.2H), 7,58(d, 1),
7,47(4, 1H), 7,14(m, 3H) , 5,32(s, 1H), 4,65-4,57(m, 1H) ,
3,68(s,2H), 3,65-3,39(m,4H), 2,91-2,87(m, 1H), 2 69-2,63(m, 1H),

2,45-2,33(m, 4H) .
MH* = 605.

Fyzikdln&-chemicka data pro S-(-)-enantiomer, priklad 11B:
[x]1p25= -38,2° (14,67mg/2 m1 MeOH).

'H NMR (CDClz, 400 MH=): 8,44(d, 1H), 8,14(4,2H), 7,58(d4d, 1H),
7,47(d4, 1H), 7,14(m, 3H), 5, 32(s, 1H), 4,64-4,57(n, 1H),
3.67(s,2H), 3,70-3,34(n,4H), 2,95-2,87(m, 1H), 2,69-2,63(m, 1H),

2,45-2,31(nm, 4H) .
MH* = 605.




Pri{klad 12

o XN

PoZadovand sloudenina =z prikladu 12 (XII) je pripravena
=z racenické sloudeniny = preparativniho prikladu 9, krok
F v podstaté steinym zplsobem, ktery jJe popsany pro priklad 8,
kroky A-C. Sloudenina XII je racemdt.

Priklady 12A & 12B.

O

Priklad 12A Priklad 12B

Sloudenina =z p¥ikladu 12 je racemickd smés. Chromatografie
2,45 g sloudeniny =z prikladu 12 =za pouZiti{ kolony Chiralpack
AD, 20% iPrOH/hexan + 0,2% dieithylamin jako mobilni faze pri
nizké pritokové rychlost i 100ml/min, roskytne 0, 970
g (+)-enantiomeru (p¥riklad 12B) a 0,982 g (-)-enantiomeru
(priklad 12A).

Fyzikdlné-chemickd data pro (-)-enantiomer, priklad 12A:
[alp3%= -31,2° (¢ = 0,453, MeOH).
1H NMR (CDCla, 200 MH=z): 8,43(d.1H), 7.58(d.1H), 7.48(d.1H),
7,14(m, 1H), 5,32(s,1H), 4,5-4,75(m, 1H), 4, 4(s,2H), 3,904, 2H),
3,2-3,7(m, 5H) 2,52-2,05(n, 4H) , 1,85-2,5(nm, 6H),
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1,5-1,85(m, 4W), 1,0-1,4(m, 1H). L R
| ‘Fyzikélné-Chemickéidéﬁafbro'(+)Féﬁ;ﬁ£ibﬁéf? pf{ki5d'iéﬁ?
[«1p@S= +29,8° (c = 0,414, MeOH) | | ,
"H NMR (CDCls, 200 MHz): 8, 43(d,1H), 7,58(d,1H), 7,48(d, 1)
7.14(d, 11, 5,32(s,1H), 4,5-4,75(n, 1D, 4,4(s,2H), 3,9(d,2H)
3,2-3,7(nm, SH) 2,52-3,05(n, 4H) , 1,85-2,5((n, 6H),
1,5-1,85(m, 4H), 1,0-1,4(m, 1H) .

P¥iklad 13

- X

Krok A:

" (-)-enantiomer

PXND XA

1,35 g (-)-enantioneru sloueniny =z preparativniho rrikladu
10, krok B (PXB), je pronechéno reagovat, = 1,4
q !—N~t"butoxykarbonylpiperidinyl-4~octové kyseliny v podstats
steinym =zpisobem, ktery je popsany pro pr¥riklad 6, krok A. Zisk4&
se 2,0 g produktu (XITIA).

Hmot .spek. MH*= 694(FAB)
Castefné 1H NMR (CDClz, 300 MHz): 8,38(s, 1H), 7,60(s, 1H),




. 7,25(d, 1H), 7,05(m, 1H), 1, 45(s,9H) .

Krok B:

XNy

1,95 g produktu = kroku A (XIXIA) je ponechano reagovat
zplUsoken, ktery je popsany pro priklad 8, krok B. Ziski mse
1,63 g produktu (XIIIBR).

Hmot. . spek. MH*= S94(FAB)
Castedné 1H NMR (CDClz, 300 MH=z): 8,38(s,1H), 7,60(s, 1H),
7,25(d, 1H), 7,03(m, tH), 4,64(d, 1H), 3,90(m, 2H).

Krok C:

O

(-)-isomer
Xing Xty

1,6 g produktu =z kroku B (XIIIR) je ponechdno reagovat s 1,3
ml (CH3)3SiNCO steijnym zplisobem jako je repsany pro priklad 6,
krok C. Zisk4 se 1,27 g produktu (XITI).
Hmot . spek. MH*= 637(FABS)
Cadstenéd 1H NMR (CDClz, 400 MHz): ®,38(s, 1HY, 7,59(s, 1H),
7,254, 1), 7,04(m, 1H), 4,60(4, 1H), 4, 41(s, 2H) .
[alp?%= -33,1° (¢ = 0,58, ELOH).




Priklad 13A T e Pfiklad 138

(*) enantlomer slcucenlny 2 'preparatlvniho pﬁikladu 10, krok; "

B, - (2 1 g), 39- pbevedeno, na. poﬁadovanou slouéenlnu stejnym’\
‘zpﬁsobem jako je popsany prb priklad 10 kroky A C Zfské sef
sloudenina, p¥iklad 13A.

‘ Hmot. spek. MH*= 637(FABS), [«lp25= +32,4° (¢=0,57, ELOH)
»éésteéné 1H NMR (CDClsg 400 MHz): 8, 39(8,1H) 7.59(s, 1H)
7,25(6,1H), ?;04(m'1H)V 4, 60(d 1H), 4, 41(3 2H) _ Ll
¢dstedné 1H NMR (DMSO- d6 400 NHz)“S 42(s 1H) , ?,SS(S,iH);F
7,41(d, 1H), 7;29(m,1H), 5,85(3,2H) 4,20(d, 1H) .

Récemicka slou®enina = preparativniho.prikladu ib,.krok A, je
rfevedena na racemickou bslouéeninu,'pfiklad 13B, analogiék?m
zplsobemn. k - ’ '
éasteéné 'H NMR (CDClz, 400 HMHz) : 8,38(s, 1H), 7,59(s, 1H),
7,25(d, 1H) 7,04(m, 1H), 4, 60(d 1H), 4 41(s 2H) : “ o
4ste¥né 1H NMR (Dnso ~ds, 400 MHz) : 8, 42(s, 1H),  7,88(s, 1)
b-?,41(d,1H), 7;29(d,1H), S,SS(S,QH).'4,20(d,1H}.~3f> L o

Prfklad 14

XW




'VJpopsany Pro .

p?iklad 9 Zisk4 'se 2,10 Ed ”poéadované sloudéniny -
(XIV). . e , _'vdub/‘;;'
Hmot. spek. HH*=‘604(FAB), {a]nzsé.f34 1° (10, éshqlzml'ELOH) v
kéésteéné 'H NHMR  (CDClz, 400 MH=): 8, 38(5 11, 8715(d'2H1;
7,58(s, 1H), 7, 26(d 1H) ; 7,15(d, 2H) 7,03(d, 1H) 4, 57(d, 1H) i
HC1 sul slouéenlny = pﬁikladu 14 se pﬁlpravi rozpuéténim ?OO-?f
mg sloudeniny (XIV) ve 4 ml CHzClz. P¥idajf se 4 ml Etz0, =
ochladf na 0°C a pomalu (po  kapkach se prida 1 ml HCl(g) 

v dioxanu. Pridajf se 2 ml Etz0 a reakdnf smés se michs pii

ooC 7 mlnut Pak 56 zredi 30 m] EtzO pevny produkt Se spoai na]]»

filtru a promyje 30 ml Etzo Pevny. produkt se su§i ve .vakuuﬁ;;ﬁ'

a zfské se O, 836 g HCY solx slouéenxny b= prikladu 14
[al1p35= +64 80 (9, 94mg/2m] ELOH) .

Priklady 14RA & 14B

8)

Priklad 14A P¥fklad 14B

0,6 g (+)-enantiomeru slouXeniny = preparatxvn(ho prikladu
10, krok B ‘jé‘vponechéno reagovat s 0 39 g slouéenlny
2 preparatlvniho pﬁikladu 1 (PI), analogxckym zpﬁsobem 3ako je
popsany pro pFiklad 9. Zisksa se 0,705 g poZadované sloufeniny.
Hnmot.. spek. MH*=_604(FABS), [alp3S= -41,8° (ELOH)
- &3stené 1H NMR (CDCls, 300 MH=z): 8,38(s, 1H), 8,15(d, 2H),
7.58(s,1H), 7,26(d,1H), 7,15(d.2H), 7.03(4d, 1H), 4,57(d,1H) .

HC1 sl sloueniny = prikladu 14A se piipravi steinyn
zplsobem, ktery je popsany pro piriklad 14.
[a]p25=>‘63,2° (ELOH) .




~5zpﬁsobem Jako Je popsan prO‘p ikiad 9" o : :
"éésteéné 1H NNR (CDC]3, 400 ﬂHz) 8 38 (s 1}1) 8 15(d 2H)
'7,58('5,"1}!),, 7,26(d, 1H), 7, 15(d 2H) ? 03(d 1H) ‘4, 5?(d 1H) . ;
S&stedné IH NMR (DMSO-de, 400 HMHH=z): 8,?7(d,2H), :8,47(5,1H5;
?,95(5,1H);’7,?4(d;2H)._?f43(ﬁ,lﬂ),'?,27(d,gﬁi; 4,35ﬁd,1H);

Priklad 15

- racemdt
XV

Sloudenina = préparétivniho prikladu 4 reaguje steinymi
zplsoby, které jsou poﬁsany Pro pﬁiklaﬂ 8, krok? A-C. Zisk4 seé
poZadovana slou&enina (XV), kteri je racemit . .

Hmot. spek. MH*= 635(FAB)
Eastedné 'H HNMR (CDCl3): 8,45 (s,1H), 7,60(s, 1H), 7,35(d, 1H),
7,050(d, 1H), 4,45(s, 1H) .

Priklady 16A & 16B

211 fn

(+)-enant10mer[ j : '(—)b—.enantiomcrk[ j
44\\//[:::j N ] v _ N/O
o N ' N ¥y

(6]
Priklad t16A Priklad 16B
R(+) ~enantiomer . nebo S~(—)—enantiomer sloudeniny =

preparativnfho pffkladu 11 je pireveden steinym zpisobem, ktery




 a Fyz1kalné chemlcka dat ;pro R (+) enantxomer‘“k¢' 
130 NMR 154 8(C) !46 6(CH) ‘140 8(CH);

(CDC13): 166,5(C)
140, 4(C), 138,5(CH), 138(CH),  136,3(C), v134,6(C), 133,8(C),
133, 6(C), 132,0(CH), 130, 0(CH) 126,3(CH), 126, 3(CH),
125, 8(CH), 119,6(C),  78,4(CH), 51, 1(CH2) 50, 6(CH2)

45, 4(CHz), 41,5(CHz), 38, O(CHz) 30, 1(CHz) , 30, O(Cﬂz)
[anzs= +30,7° (10,35 mg/2ml MeOH) . v

Fyzikaln&-chemicki data-prd'S—(?)—enantfémeri
13C NMR (CDCl3): 166,5(C), 154,8(C), 146, 6(CH) , 140 8(CH),
140,4(C), 138,5(CH), 138,5(CH), 136,3(C), 134, 600y, 133, S(C)
133, 6(C), 132, 0(CH) , 130,0(CH), 126, 3(CH) 126, 3(CH) , }
125, 8(CH) , 119,6(C), - 78,4(CH), 51, 1(CHz) ) 50,6(cng>,g’
45,4(CHz), 41,5(CHz), 38,0(CHz), 30, 1(cuz>‘ 29.9(CHz).
[alp3%= -30,9° (9,70 mg/2ml MeOH) .

Priklady 17 & 17A

Prfkiad 17 ' Priklad 17A

(+) -enant. i omer nebo (-)-enantiomer slouéeniny
2 preparativniho pfikiadu 11 se zpracovavad steinym zplsobenm,
ktery je popsan pro p¥ifklad 1, kroky A-C. Zisk& se
R-(+) -enant iomer, pﬁfkléd 17 a S*(-)*enantiomer, pﬁiklad'i7h,
rozZadované sloudeniny.

Fyzikalné-chemickd data pro R-(+)-enantiomer:
13¢ NMR (CDCl3): 169, 3(C), 157, 5(C), 155, 0CC), 146, 6(CH),
140,8(CH), 140,4(C), 136,3(C), 134,8(C), 133,7(C), 132,0(CH),
130, 0(CH) , 125,8(CH), 119,6(C), 78, 5(CH), 51, 4(CHz),
50, 9(CHz) , 45, 2(CHz) , 43, 9(CH=2) , 43, 9(CHz), 38,8(CH2),
32,5(CHz2), 31,5(CHz), 31,5(CHz), 30,1(CHz), 30,0(CHz).




136,3(0), 134,8(0), 133,7(C),

132, 0(CH) ;.

130, 0(CH),  125,8(CH),  119,6(C), 78,5(CH),  51,4(CHz),

50,9(CHz),  45,2(CHa),  43,9(CHz),  43,9(CHz),  38,8(CHz),
32,5(CHz), 31,5(CHz), 31,5(CHz), 30,1(CHz), 30,0(CHz).
, [d]D24?3= *23»5°’(10>f mg/2m1 MeOH) . : AR S

P¥fklad 18

Krok A:

OCH,CHs o

PN Noorons
ovn3a Xvma

9.90 g (18,9 mmol) produktu z preparativniho prikladu 7, krok
B (PVIIB), =se rozpusti ve 150 ml CHzClz a 200 ml CH3CN
a zahreje se na 60°C. Prida se 2,77 g (20,8 mwol)
N-chlorsuccinimidu a zah#ivd se k refluxu Po dobu 3 hodin.
Reakce se monitoruje TLC (30% EiLOAc/voda). Prida se dalsich
2,35 g (10,4 mmol) N-chlorsuccinimidu a zahP{iva se k refluxu
dalsZfch 45 minut. Reak&n{ smés se ochladi na teplotu mistnqsti

a extrahuje se {N NaOH a CHzClz. CHaClz vrstva se sus{ MgSO4,




 g poéadovaného produktu (XVIIIA),f"
t.t.= 193-195,4°C. ”

Krok B:

- Brs

o)*ocHacH3 . )\

OCH20H3
xvmr-) B quB

Ke 160 ml koncentrované HCI se pri ¥‘1ooc i:f-/i‘dé 2,07 g (30,1
mmol) NaNOz a michd se 10 mlnut Prldé se 5 18 g (10 1 mnol) 
produktu = kroku A (XVIIIA). Reakéni smés se ohre?e z'—lOOC na
0° C b&hem 2 hodin. Pak se reak&nf smés ochladi né - -10°¢
a pridd se 100 ml H3POz a reak&ni smés se poneché stéh pﬁeé
no¢. Reak®ni smés se pak nalije na drcenyvled a zalkallzuje se
S50% NaOH, extrahuje se CH2Cl1=. Organickd vrstva‘se suéi'MgSO4,
zfiltruje a zkoncentruje do sucha. _éisti se flash
chromatografli (600 ml s;llkagelu s normalni fa=1, eluce 20%
ELOAc/ hexan) . Ziska se 3,98 g produktu (XVIIIB) B
Hmot.. spek. MH*= 495.

- Krok C:




'se ochladf, =zalkalizuje 50% NaOH a ed
CHaCla. CHaCls vrstva se susi HgSos,

:Iszpouétédlb‘a produkt se usﬁéi;11215ké-éév3;09g POﬁédOVéﬁéﬁdf'v

produktu (XVIIIC).
Hmot . spek. MH*= 423,

Krok D:

Xvin ¢ | XVnid

Za pouZitf{ zplsobu, ktery ije pododny 2pﬁsobu, kter& jie popsan
v preparativnim prikladé 6, se =z=iskd 1,73 g pozadovaného
rroduktu (XVIIID).
t.t.= 169,8-170,1°C, [alp2S= + 48,2°(c=1, MeOH), MH*= 425,

Krok E: _
Za pouZit{ =zplsobu, ktery je podobny zpisobu, ktery je popsan
v pfikladu 4, se = vychoz{ 14atky, produktu = kroku
D (XVIIID), =z=isk& poZadovand slou&enina (XVIII). .
t.t.= 152,3-153,3°C, [alp35= + 53,0°(c=1, MeOH), MH*= 593.

Priklad 19

XIX




| -X I?S.'F}

15,0 (44,4 mmol) produktu = preparatlvniho prikladu 9, krok B,
se ponechd reagovat s 6,52 g (48,9 mmol) N- chlorsucc:nlmldu:»rﬂ
zplUsobem ,ktery je podobny tomu, ktery je popsany 4 prikladu

18, krok A. Extrahuije se, jak je popsino a 'ziské se. 16 56{:‘
g po%adovaného produktu (XIXA). o TR i
t.t.= 234,7-235,0°C, MH*s 370.

Krok B:

16,95 g (45, 6mmol) produktu = kroku B (XIXA) se‘poneéha
reagovat =zplisobem popsanym v p¥rikladu 18, krok B a ziské se
13,07 g poZadovandho produkiu (XIXB). |
t.t.= 191,7-192, {°C. MH*= 356.

Krok C:

XIXB

10,0 g (28,0 mmol) produktu =z kroku B (XIXB) se ponecha
reagovat. s NaBH4 2zplsobem, kiery je popsany v preparativnin
prikladsd 9, krok B. Ziskd se poZ2adovany produkt (XIXC), kt.ery
se pouZije v nasledujicim kroku bez dal%fho %i%t&nf.




)(uxc;,,_

10,0 g (27,9 mﬁol) produktu =  kroku C (XIXC) sme rdzpﬁsti rod
dusfkem v 200 ml CHzCiz 'za michani a p#i teplots mistndsti,
~ Reak&nf sm&s se ochladf na 0°C a Prida se 2,63 g triethylaminu
 a'4,8O g (41,9 mmol) methansulfonylchioridﬁ. K v?Slédhéﬁu
‘roztoku se pri 0°C prids roztok 16,84 g (19,6 mmol) piperazinu
a 100 ml THF a dale se bez prodlenf p¥ida 100 ml DMF. Mfcha se
pri teploté mistnosti rres noc; Odpar{  se rdzéouétédlo
a Q?sledn? zbytek me extrahuje s ‘CHzCla a nas?cen?ﬁ roztokem
NaHCOa. CHzCl12 vrStvg se suf{ MgSO4, filtruje se a koncehtrufe,
vaby se =ziskal sUfov? prodﬁkt. Chromaiogréfie sﬁfovéhb produktﬁ
(1200 ml silikageiu, eluce 5% MeOH (nasyéen? NH:)/CHzClz) se
zfiska racemickd smés. Racemicks sloudenina se dé&li chirdlnf
chromatografii na koloné& Chiralpack AD (5 cm x S0 cm) eluce
30% iPrOH/ hexan + 0,2% diethylaminu.

Hrot. spek. MH*= 426. PoZadovany isomer je (+)-enantioner.

Krok E: v

2,0 g (4.7 mmol) produktu = kroku D se miché v 40 ml DMF pod
dusikem, smés se ochladf na 0°C a pridd se 0,615 g (6;1 mnol)
N-methylmorfolinu, 1,1668 g (6,1 mmol) DEC, 0,8225qg (6,1 mmol)
HOBT a 1,6042 g (6,1 mmol) produktu = preparatiﬁniho prikladu
1 (PI). Reak&ni{ smés se michd pii teploté mistnosti pfes noc.
Odpari se rozpouétédlo a vysledny =zbytek se extrahuie CHz2C1z2,
ktery se proumyvie vodou, nasycenyn NaHCOz3, 10%  NaHzPO4
a solankou. 0dd&1f se CHz2Clz vrstva, suli se MgS04, =zfiltruje
se a zkoncentruje do sucha. Odparek Se Cist i flash
chromatografii (400 ml silikagelu, eluce S% MeOH/ NHz-CH2C12) .
Ziskd se 2,43 g po2adovanédho produktu (YIY).
t.t.= 145,3-146,1°C, [alp?5S= +33,6° (c=1, HeOH). MH*= 561.




Krok A:

200 mg vychoz=f kyanosiouéeniny se =zah¥ivd v 17 g k?seliny
rolyfosforedné pri teplotd 190-200°C 45 minut . Vysledni smés se
nalije na led, prids se 30% HCI a michd se 30 minut. Reakénf
smés se extrahuje CHzCiz, promyije solankou .a_sgéi»NazSO4.
Extrakt se zfiltruje a =zkoncentruje. Cisti se ﬁrepaf?}ivni TLC
(eluce EtOAc/hexan) a =z=iska se 21 mg _poéédované slogéeniny'
(XXR) (také se ziskd 59 mg 10-chlorproduktu) . ' '

Krok B:

XX3B

ZpGsobem, ktery +e popsany v preparativnim prikladd 9, krok




XX DB
Latka =ziskand v kroku B (XXB) se p#i teplot& mistnosti
rozpustf v 50 ml CH2Clz, piid4 se 3,95 ml (5,425 mmol) SOCI

a mfchd se pfj teplotd mistnosti pres noc. Za vakua se odstrani

pﬁebyték;SOClz a rozpousdtédlo. Odparek se rozpust i v CHzCIz,
pPromyje nasycenym roztokem NaHCO3 a éolankou. Suéﬁ se NazSQ4,
zfiltruje se a»koncentruje. K vzniklé }étcé se pfidéiZS mi,THF
a 2,33 g (27,125 mmél) piperazinu a michd se p¥i teplot&
mistnqsti r¥es noc. Rozpouétédlo se odpat¥i, prids se CHz2Clz.
Promyjé se nasyéen?m roztokem NaHCOs ‘a solankou. Sussi se
NazS04, zfiltruie se a =zkoncentruje. Vyslednd ldtka se &igtf
chiradln{ chromatografrii =a pouziti kolony Chiralpack AD, eluce
20% iPrOH/hexan s 0,2% diethylaminu.

Hmot. spek.: MH*- 392. |

Poéadovan? isomer je (+)-enantiomer.

Krok D:

770 mg (1,960 mmol) produktu = kroku C se smichd s 323 ul
(2,548 mmol) N-methylmorfolinu, 344 ng (2,548 mmol) HOBT, 487
ng (2,548 mmol) DEC, 390 mg (2,548 mmol) sloudeniny
Z preparativniho p¥ikladu 1 (PI) a 8 ml DMF. Reakd&n{ smés se
michd p¥i teploté mistnosti pFres noc. Rozpoustédlo se odpa¥vri,
rrida se EtOAc, Promyije se nasycenym roztokem NaHCO3, vodou
a solankou. Sus{ se NazS0g4 . Produkt se &isti flash
chromatografi{ na silikagelu, eluce EtORc a® gradient 10, 12%
(10% NH40H/MeOH/ EtLOAC) . D4ale se Cist rreparativni TLC
(silikagel 10004) a =Ziskd se 750 mg poZadované sloudeniny (XX).
[alp2S= + 23,39 (¢= 0,332, MeOH).




xxiq.

10,09 (29,6 mmol) produktu =z preparativniho pfikiédu\Q;'krdk
B, se rozpusti v 150 ml CHzClz a 200 ml CH3CN p¥i teplots
mistnosti. Smés se =zahPeje na 60°C, pridad se 10,45 g (32,6
mmol) 1wfluor~4~hydroxy—1,4—dia20niabicyklo[2,2.2]oktan e
bistetrafluoroboritanu a =zah*iva se k refluxu 4 hodiny. Reak®nfi

smés se ochladf na teplotu mistnosti, extrahuje se CHzCIz'a 1 N

NaOH. CHzClza vrstva se suf{ MygS04, =filtruje se a zkoncéntruje
do sucha. Vyslednsd 1l4tka se <&isti flash chromatggrafif za
pouZiti 1400 ml silikagelu s norhalni fa=fg, ;elucé io%
EtOAc-CHzCla+ 2 kapky NH40H: Zfské se 2,00 g produktuv(XXiA).

. L.t.= 103,2-103,5°C, MH*= 355,

- Krok B:

XX160

ZpGisobem, ktery je popsany v preparativnim p¥Frikladd 9, krok

D, se ponechd& reagovat 1,80 g (5,1 mrol) produktu =z kroku
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A (XXIA). Surovy produkt se &ist{ flash chromatografif{ =a
pouziti 200 ml silikagelu = normdalni{ fa=1, eluce 20%
EtOAc/ hexan.

Hmot . spek.: MH*= 339,

Krok C:

XX

Zpruscbem, ktery je popsany v preparativnim pRriklads 9, krok
E, se ponechd& reagovat 0, 47 g (1,4 mmol) produktu = kroku
B = NaPH4. Ziska po2adovany produkt (XXIC).

Hmot. =pek.: MH*= 2342

Krok D:

>
I
H
XXlc xXX|

0,37 g (1,1 nmmol) produktu = kroku C (XXICY) se rozpusti v 20
ml toluenu pod dusikovou atmosfercu a ochladi s =z fteploty
nistnosti na 0°C. Prida se 00,3855 g (32,2 mmol) SCC12 a michd se
pri Leplotd mistnosti, pak se rrida 10 m1 CHC12 a8 michd se 2=
hodiny. Rozpousiddlin se odpari 3 vyalednd 1atka se extrahuvie
1N NaOH-CH:aClo . CHoC Y vrstva <ig: ausi MagS0a, z=filbririe se

a zZkoncontruje Ao sucha. Vyaledsd Y34k an roorucst v 10 21 THR

v oatmosfdve dusiky, pRidd oo O 40 g (%, 4 mmal) riperazinue, 10
ml THEF a michi =e pYY o teontot s mirtract {0 e ia¥eTed Znovy o

zovakuie ewlrakee a miakid «m nnigdooa s Py ocfict

Huot . spek.: MH*= 410.
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Krok E:
0,44 g (1,1 mmol) produktu = kroku D s=e ronechd reagovat,
s N-methylmorfolinen, N-oxidem kyseliny 4-pyridyloctové, DEC

a HOBT v DMF =zpisobem, ktery e ropsany v prikladu S. Odpari se

rozpoustédlo a vysledns latka se extrahuje CH:C1z -voda,
nasycenym roztokem NaHCO4, 10% NaHz2PO04 a =molankou. CHzCla
vrstva se susi MgS04. filtruje se a koncentruie do sucha.
Vyslednd latka se &isti flash chromatografii na 150 n!
silikagelu s normaln{i fa=<. eluce 5% MeOH/NH:-CH2Cl: . Ziskad se

0,41 g po3adovanég sloudeniny (XXI).
L.t..= 195, 0155, g0,
Hmot . spek.: MH*= S4%.

Ndsleduiici sloudeniny se pfipravi = odpovidaijicich vychozich

sloudenin a =zplisoby, které +mou POPSANY vvde

Br
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- Stanovent
- 1. In wvitro stanoveni enzymii: Inhibice farnesyviprotein

transferidisy a geranylgeranyl protein Lransferiz

Jak farnesviprotein Lransfevrdsa (FPT)Yy | tak geranylgeranyl
protein tranzsferdsza (GGPTS byl RastaXnd  2ists ny =z krvsiho
membn =g RIS LTOTSR | frakcionace siranen AWHINNY M a  soslodnou
aniont oud . onrmdnne ~hromat Gdgyrari$ na Q-Sephavose (Pharmaoia,

Inc.), djak ie  popsanad  Yokovmou a kol . C Yokonvama a kol..

(1991), A protoin Jeranvigeranvliransferase from bovi ne brain:
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Implications for protein prenylation specdificity, Proc. Natl.
Acad. Sci USA 88 S5302-5306. Lidsks farnesyl protein transferisa
byla také vyznadena v E. celi za pou2itf ¢DNA  klonii, které
kdédovaly dak, a tak b subjednotky. Tyto pouZité nmetody byly
rodobné metodam, které byly publikovany (C.Omer a kol.,
(1992), Charakterization of recombinant human farnesyl protein
Lransferas=se : Cloning, exprassion, farnesyl diprhosphate

binding, and functional homology with yeast prenyl-protein

Lransferases, Biochemistry 3R32:5167-5176). Lidska farnesyl
Protein transferasa byla Castedns Cisténa = rozpustng

proteinové frakce E. Coli, jak byvlo popsadno vySe. Tricyklické

inhibitory farnesyl rrotein transferasy,. ktere jsou =zde
ropsané, inhibuij{ jak lidsky, tak krvst enzZyr s podobnou

u¢innosti. Byly p¥ipraveny dvé formy vall?-Ha-Ras rroteinu jake
substrity pro tyto enzvmy. Tvio formy se 1i%f ve svyceh karbowy
terminadinich sekvencich. Jadna forma je ukondena
cystein-valin-leucin-serin sekvenci (Ras-CVLS) a druhg sekvenc{
cvstein-valin-leucin-leucin (Ras-CVLL) . Ras-CVLS He substrat
Pro farnesyl protein transferidsu, =atimco Ras- CVLL je substriat
Pro  geranvligeranyl protein transferidsuy I. cDNR, kterd koduifi
tyto proteiny, byly konstruoviany tak, Ze tyto proteiny obsahudi
aminoc-termingdling exlenzi 6-histidinovych =byviki. Oba proteiny

byly vyznad&eny v Escherichia coli a CiSt8ny =a pouiti afinitni

chromatografie s chet dt v kowvy, RadioznaXend Isoprenyl
pyrofosfitovs substraty, [3H1farnesylpyrofosf gt
a3 [3H]gnrany}q&ranylpyrofosfét bvlyvy =ziskiny 273 DuPont/New

England Nuclear.

Nékolik metod Pro méven{ aktivity farnesy§ prrotein
Ltransferadsy He v {(Reisma a kol . 1920, Cell 62: 21
Schaber a kol | 129D T Ripl. Them 26%: 14701 Manne a kol.,
19920, PNRES &7 7S g Parhawid a Manne 19977 US patent
&5, 1285 429) Rkt ivita hulp st anovoevana mevaenin rrenosu
[3Hlfarnesyviu w2 [3Hlfarnesvipyrofosfatu na Ras-CVLS =a
rodminolk, ktord ey roddobng podmninkdn, kterd Hda0u popsand
v Reigs a kol. . 1960 (0pld 20 R1)Y . Reakdni =més ohuahovala 40
mM Hoepos, o VAR 20 M oh o idy horednatsho, S M
dithiothreitolu, O, 2% uM {3H]farnesv?ﬁyrofogfétu, 10 m?
farnesyl rroflein Pranafoerisy, kterad Ny la Si15béna oY G
- Sepharose . Dale obhsahovala indikovanou koncentraca:

tricvyklicke sloudeniny nebo dimethylsulfoxid dako slepy pokus
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s nosi&em (5% DMSO kone&ného) a 5 mM Ras-CVLS v celkovém objemu
100 m1l. Reakce byla ponechdna rProbihat p#i teplots ristnosti
30 minut a pak byla zastavena 0,5 m} 4% dodecylsfranu sodného
(SDs) rak se pridalo 0.5 ml chladnd 230% TCA. Vzorky byvly
ronechdny stat v ledu 45 minut a sraenina Ras- proteinu hvla
rak spoiena na GF/C filradénim papiru =a rouziti Brandelova
sbérade bundk. Povliaky na filtru byly promyty poume 6% TCA 2%
SDS  a radioaktivita byla né¥rena ve Wallac 1204 Betaplate BS
kapalnén scintiladnin poditadle. Procenta inhibice byvla
vypodlena relalivnd k DMSO jako slepénu pokusu = nosidem.

Stanoveni geranvigerany! protein transferdsy I bylo ident icke
ke stanoveni farnesyvl protein transferasy, které je popsand
vySe, me dvéma vyiimkami:
Farnesylproteinpyrofosf&t jako donor isoprencidu bvl nahrazen
[RH]geranqueranylpyrmfosfétem a Ras-CVLL by} akceptor
rroteinu. Toto stanovent je podobné stanoveni, kters je popsand
Casmey a kol. (P.TJ. Casey a kol., (1991, Enzvmatic modification
Of proLeigs with a geranylgeranyl isoprencoid, Proc. Ratl BAcad.
Sci, USSR 88: 2631-863%5.

2. Stanovent zaloZend na bunikach: Prechodnd vvznaden
vallZ-Ha-Ras-CVLS a vallZ2-Ha-Ras-CVLL v C0S v bhuifkich = opi&iah
ledvin: V3iiv inhibitorn farnesyl rrolein tLransferisy na Prithaéh

3 chorochny riist,. bundk indukovany transformuiicin

Buntky v  apidich ledvindch byly pie neseny elektroporaci
Z apizomem  pSV-SPORT  (Giboo/RBRRL) \ ktery obsahuije <DNA Stép,
kiary je kadovany bud Ras-CVLS nebo Ras-CVLL . To  vede
k prechodnému preznadeni Ras substritu pro farnesyl protein
transferdsu nebo geranylgerany? rrotein transferdzu I (viz
Vi )

Po elektroporiaci byvlv buntky roz=prostfeny do misek 3 Seost:
olvory s tkaftoveou kulturomu. kterds ob=zahovaly 1,5 nl Dulhecoo

nodifikovand Faglovy kultivadnd vidy  LGTRCO, Inc.), ktera bhyla

B

ot Yo 0% e IR R telecin assrem a odpovidaiicimi
inhibitory  farnoael oyeloin Lraonagfardcy. Po 24 hodinpscoh hvla
kutthivadni ehda cdrtvandns a Xawmtus kol wadni s Ftors

1

salivala odpovidadiof 130Lky hola Znovy ot idinas

A hedin A Y obb oy v jsi'8 % huslky =bkooumbn mexd
mikroskopon, aby byl monitoroudn <~horobny v»iist bundk indulooa [svs
Ly Gt ienim i Wz, Bunky, kfLerea se vyznaduif




fenotyp. Buﬁky byly pak fotografovény, proﬁyty dvakrat l mli

ch]adného‘_Efyzxoloqxckého ' roztoku, ktery 5b&1 pufrovénvs
fosforeénanem (PBS), a byly odstranény = mxsky‘seékrabénim do
1 ml pufru, ktery obsahoval 25 mﬁ Tris, pH 8.0, 1 mM kyseliny
ethylendiamintetraoctové, 1 mM fenylmethylsulfony! fluoridu,

50 pn 1eupeptinu a 0,1 mM pepstatinu. Buﬁky byly étépeny na
homogeniz4t a bﬁnééna tkan byla odstranéna centrlfugaci p¥i
2000 x g po dobu 10 minut .

Bunéén?vprotein byl sraZen pr¥ridavkem ledem chlazené kyseliny
trifluoroctové a zZnovu rozpuitdn v 100 ml SDS-pufr Pro
elektroforé=u. Vzorky (5-10m1>  byly naneseny na 14%
polyakrylamidové - minigely (Novesx, Inc.) a _elekﬂroforéZa
rrobihala aé. do té doby, kdy se Pas barviva priblizil ke dnu
gelu. Proteiny d&lené na gelu byly elektronaneseny n&
nitroceluloscové membrainy pro inunodetekci.

Membrdny byly vyvijeny p¥es noc pPi 4°C v  PBS, ktery
obsahoval 2,5% sufSeného mléka a 0,5% Tween-20 a pak byly
inkubovany s Rax specifickou monoklonslni protxlétkou Y13-259
(M.E.Furth a kol., (1982) : Monoclonal antibodies to the r21
prrodukts of transforming gene of Harvey murine =marcome virus
and of the cellular ras gene famils, J. Virol. 43: 294-304) ;
v PBS, ktery obsahoval 1% zarodefného teleciho sera ro dobu 1
hodiny p¥i Lteploté mistnosti. Po rromvt i byly membriany
inkubovany 1 hodinu p#i teprlots mistnosti s sekundarni
‘protilatkou krali&i anti-rat IgG pri =Heddni 1:5000, ktersd je
konjugovédna s ki#enovou peroxiddsou. Inkubace probihala v PBS,
ktery obsahoval 1% zdrode&ného teleciho séra. Pritomnost
Zreagovaného a nezreagovaného Ras-CVLS nebo Ras-CVLL byly
detekovany =za pouZiti kolorimetrického reroxiddsového &inidla
(4-chlornaftol), jak je popsmané vyrobcem (Bio-Rad).

3. Stanoveni bun&&ného povlaku

Normdlnf 1lidské fibroblasty byly rozprost¥eny v 3,5 cn
miskiach pHi hustoté S x 104 bunédk/misku v 2 nml ristové

kultiva&ni paGdy. Byly inkubovany 3-5 dnf{ a¥ se dosdhlo sbihdni .

Kultiva&ni ptada byla odssdta = ka3dé nisky a na vrsek
fibroblastové monovrstvy P i hustote 2 » 103  bundk na misku
v 2 m! ristové kultivani ady, hyl umistén indika&tor

rakovinnych bundk T24-BAG4, lidsks buriky =z karcinomu modového




_»méc:h?f-e kt.er)* se vyznaéuje akt 1v1 vanym 'H ras’ genen V=zore]
= Ponechén pres noc Slou&enxnouP ndukfva\é h & 10 la-
stanovena pridavkem postupné zfedované slouéenzny 'pfimo do
kultiva&ni{ pady 24 hodin po umisténi nédorovych bunék : Buﬁky
byly inkubovany dalZich i4 dni{, aby se kolonie vytvoﬁila.
Stanoveni byla ukon&ena vynachinim monovrstev dvakrat ve
fyziologickém roztoku, ktery byl pufrovin fosforednanem (PBS).
Monovrstvy byly fixovany 1% roztokem glutaraldehyduvv PBS. Pak
byly nadorové buiiky zviditeinény obarvenim X-Gal (J.Price
a kol., Lineage analysis in vertebrate nervous system by
retrovirus-mediated gene transfer, Proc. Natl. Acad. Sci.84,
156~16O (1987)). P¥ri stanoveni inhibice kolonie byly_slouéeniny
hodnoceny na z4klad& dvou ICso. hodnot.: koncenprace 14tky nutna
k zabranéni ristu 50% mnoZstvi nadorov?ch bunék (tICso)
koncentrace 14tky nutnd k sni{Senf{ hustoty bunék, které obsahuiji
bun&dny povliak o 5S0% (nICso). Obé ICsg hddnoty byly =z=iskany
ur&enim hustoty nddorovych bundk a mrivych bunék vizudlnim
rozorovanin pod mikroskopem. Terapeut icky index sloudeniny byl
kvantLitativn& vyijadren dako ponér mICso/tICso, s hodnot.ami
véLtEimi nez je hodnota cilové specifikace nadoru.

Dalsi stanoveni byly Provadény nasledujicinm v podstaté
stejnym =zpisobem Jako jé ropsan vyle, pouze s néhrédou
indika®nich nadorovych bund&nych ad na misto T24-BAG bundk.
Stanoventi byla vedena s pouZzitim DLD-1-BAG lidskych nadorovych
bunék tra&niku, oznadujicit se jako K-ras gen hebo SW620-BAG
lidskyni nadorovymi burikami tra&niku vyénaéujicimi se
aktivovanym K-ras genem. Pri pouZiti jinych nédorov?ch
bunénych »ad, které Jjsou v tomio oboru znémy, mﬁée'bft
aktivita slouXenin = tohoto vynidlezu demonstrovéna protx 11nym
typim rakovinnych bundk (takovych jaké jsou vyimenovany =de na
strané 15 a 16).

4. Jemné¢ agarové stanoveni

Na podkladu =4visly rast je charakteristika tumorigennfch
buné&nych ad. Lidské nadorové bufiky byly suspendovdny v
rustové kultiva&nf pads, kterd obsahovala 0,2% agarosy
a indikovanou koncentraci inhibitoru farnesyl transferisy.
Roztokem je pPfevrstvena kultiva&ni rida zahuxténa O, 6% agarogy

a ktera ohsahuje tutéz koncentraci inhibitoru farnesyl




Lransferasy jako vrchnf vx‘st.va ;_Pél"c.: byla vrchni vr-st,va-"' !
zahu¥t&na, platky byly mkubovany 10-16  dnf PRI 3vec pod“‘_
atmosférou 5% COz2, aby se kolonxe rozrostla. Pé 1nkubac1 isou
kolonie | obarveny prevrstvenin agaru roztokem MTT
(3-{4,5- direthylthiazol-2- v1l-2,5- dxfenyltetrazollum bronidu
(thiazolylovd mod®) (img/ml v PBS). Kolonie byly spofteny a

hodnoty ICso ur&eny.

Inhibice rastu lidskych nadorovych bundk jemnym agarovym

stanovenim

Jemné agarové stanovenft bylo provadéno se sloudeninou vzorku
10 a nésleduniciml nadorovynmi bun&&nymni radami : K ras NIH_3T3,
H ras NIH 3TX, HTB 177 (NSCLCY K ras mnmutace, HTB 172
(NCIH146) (SCLC) ras mutac. neurdena, BAS549 (plice) K ras mutace,
HTB 175 (SCLC) ras mutace neurdena, HTB 119 (NCI He9) {SCLCY,
HTB 183 (NCI H661) (NSCLC) ras mutace neurdena, HPAF II
(pancreas) K ras mutace, MCF-7 (prs) ras mutace neurdena, HAL
100 (pr=) ras nutace neurdena, Du4475 (prs) ras mutace
neurdena, MDA MB 468 (prs) ras multace neurd&ena, DU 145
(prostata) ras mutace neurdena, MDA MB4S3 (prs), BT474 (prs),
PC3 (prostata), pLD 1 {(tLra®&nik) K ras mutace a AsPc-1
(pancreas) X ras nutace. Ras mutace bvla urdena ELISA (oncogene
Science) . ICso (uM) rPro kazdou bunddénou Padu byl v rozsahu
0,04 az 3,0.

Jemné agarové stanoveni bylo providéno se sloud&eninou vzorku
18 a nésledujicimx bund&nymi %adami: K ras NIH 3T3, H ras NIH
3T3, HBT 177 (NSCLC®) K ras mutace, AS49 (plice) X ;as mutace
a HTB 175 (SCLC) ras mutace neurdena. Ras mutace byla ur&ovina
ELISA (Oncogene Science). ICso (uyM) Pro kaZdou bund&nou Padu
bylo v rozmezf 0,175 a3 0,8.

Vysiedky:

1. Enzymologie

Data demonstruiji, Ze =mloudeniny =z Lohoto vyndlezu Jjsou
inhibitory Ras-CVLS farnesylace &aste®nd &idtédnou farnesyl
rrotein transferdsou = krysiho mozku (FPT) . Data také uka=udif,
Ze tyto sloudeniny +de mo3né rovazovat zZa velni udinné

(ICs0<<0, 1 uM) inhibitory Ras-CVLS farnesvlace Castednsd




‘tﬁéiétém?m krysim nozkem FPT C
M‘ Data také demonstruji‘ ée slouéen:ny = tohoto vyné‘
horéi‘ lnhlblhory geranylgeranyl protexn Lransferésy (GGPT)

stanoveno =a pouélti Ras-CVLL jako akceptoru xsoprenoxdu Tato.
selektivita 5e ditleZitad pro terapeuticky G&%inek sloudenin
pouZitych ve zplisobech = tohoto vynalezu. Roste moéhost, Ze
sloudeniny budou mit vlastnosti jako selektivni inhibitory

rstu proti bufikdm transformovanym Ras:

2. Stanoven{ COS bun&k =zaloXené na buﬁkéch

Analyza Ras proteinu vyzna&endho v COS bufikdch, kiteré Jsou
transformované Ras a nasledujici plisobeni tricyklickych
inhibitord farnesyl protein transferasy indikuie, Ze tyt6~létky
inhibujf vyvoi Ras-CVLS, coz vede k akumulaci nezreagovandho
Ras (viz Tabulka 3). SlouXenina = prikladu 2, népfikiad,
inhibuje vyvoj Ras-CVLS « ICsohodnotani €, 025 uM, ale neblokuje
geranylgeranylaci Ras-CVLL p#i koncentracich a% do 33 uM.

Tyto vysledky roskytuiji dikaz pro specifickou inhibici
farnesyl protein transferdsy, ale ne geranylgeranyl transferisy
I sloudeninami = tohoto vynilezu v neporusenych buitkdch. Také
indikuii moZnost, Z%e tytito latky prichd=zeji v tvahu k blokovani

bun&&nych transformaci aktivovanymi Ras onkogeny.
3. Stanoveni buné&&ného povlaku zaloZené na burikdch

Tricyklické inhibitory farnesyl protein transferdsy = tohoto
vyna&lez=u také inhibuj{ rast nddorovyvh bunék transformovdn?ch
Ras ve stanovenf{ povlaku bexz vykdz4ni cytotoxické akLivity

rroti normalnf{ monovrstvs.
In vivo anti-tumor studie
NAddorové buttky (od Sx 105 do 8 x 106) DLD-1 (1idské hédorové

bunky tradniku), ATCC CCL 221) byly nao&kovany podkozn& do
slabin 5-6 tydennich o,d athymickych nu/nu mysi (samic) .,

Zvitrata, kterd nesla nador, byla vybrana a randomizovina, kdyz
byl nador potvrzen. Zvirata byla l1éZena pouze nosiden
(beta-cvklodextrin pro i.p. nebo kuku#i&ny oleij pro P.o.) nebo

nosidem se sloudeninou ==  tohoto vyndlezu &tLyPrikrit denns (QID)Y

ro 7 dnf{ v Lydnu 4 tydny. Procenta inhibice rdastu nadoru byla




uréena relativné k pusobeni nosxée méreniml nédoru Y B
» Prﬁmérné *1nb1b1ce niadoru pro kaédou slouéenlnu z pﬁikladﬁ”
1, 2, 4, 5, »6 7, 7A, 8B, . 9, 10, 11R, 115 123 : 13 14A 165’”
a 18 .byla v rozmez{ od 7 do 50? pro davku 10 mg/kg p.o.
a v rozmez{ od 35,4 do 83 pro davku 50 mg/ kg p.o.

Pro p¥ripravu farmaceut ickych prrostiedkit ze slouégnin zvtohoto
vynalezu se pOU§!vaji inertnf, farmaceuticky pfijatelné nbéiée,
které jsou bud tuhé nebo kapalné. Pevné fofma rrostredkd
‘zahrnuje Prasky, tablety, disperzibilnf{ granule, 'kapsle,
oplatky a &ipky. Pra%ky a Ltablety obsahuii od S do 70% akiivni
sloZky. Vhodné tuhé nosid&e, které jsou v tomto oboru z=niny,
isou nap¥. uhli&itan hoe&naty, stearan ho¥eénaty, talek, cukr,
laktosa. Tablety, pragky, oplatky a kapsle se pousivaift jako
revné davkbvacf formy vhodné pro ordlni »odavani.

Pro p¥ipravu &ipkli se pouzivd nizko tajici vosk, steind jako
smés glyceridd mastnych kvselin nebo kakaové miéslo. Tyvio glozky
se nejprve tavi, pak se v nich za michani homogenné disperguie
aktivni sloZ%ka. Roztavens honrogenn smés =e pak nalije do'forem
b&2né velikosti a m=de se nechi =ztuhnout..

Kapalné formy prost¥edk@ zahrnuif roztoky, suspenze a enulze.
Jako p¥iklad uvedme vodu nebo roztoky voda-propylenglvkol PYO
parenterdalni injekce.

Kapalné formy rrost¥edkdl =zahrnuijf{ také roztoky Pro
intranas&lni{ podivani.

Aerosolaové prostiedky vhodné pro inhalaci zahrnujivroztoky
nebo tuhou slo%ku ve forms prasku, které jsou v kombinaci
s farmaceuticky pFijatelnym nosiden jako de inertni st 1adeny
rlyn.

Dale jsou =zde =zahrnuty tuhé formy rrostfedki, které se kritce
rred pouZitim prevadéii na kapalnou formu prost¥edkil pro orilni
nebo parenteraln{ poddvani. Takové kapalné formy -zahrnuji
roztoky, suspenze a emulze.

Sloudeniny = tohoto vynalezu isou také arlikovany
transdernilnég, Transdermdln{ prostiredky ‘sou ve forns krém(,
mlék, aerosolfl a/nebo  emulzf{. Lze Jje trasdermalns aplikovat
2 matrice nebo = typu zasobniku, ktery je b&%ny v tomto oboru
Pro danné udely.

S vyhodou jsou slou&eniny poddvany oridlnd.

S vyhodou je farmaceuticky prostifedek v jedanotkové divkové




: :évky,a ketré ‘obsahff
t. 5,

>Hn0*stvi aktivng slouéeniny v jednotkové dévce prostredku"

uéxnné mnoéstvi kter?m se dosahne poéadovaného uéelu

mi%e byt rizné nebo je nastaveno od 0,1 mg do 1000 ng,
v¥hodn&ji od 1 mg do 300 mg, podle aplikace. o
k Aktudlni ddavka je yfznd v zdvislosti na poZadavcich pacienta
.8 . na vazZnosti stavu, kﬂer? je - 1é&en. Urdéeni spravné déﬁky Pro
ur¢itou situaci je odborﬁfkovi v tomto oboru z=¥eimé. Obecnsd se
1é&eni zadind s men®imi divkami, kterd jsou men#i ne opt.ima&lnf{
- davka slou&eniny. Potom se davka zvy3uje po. malych p#irdstceich
aZ do optimalniho u&inku =a dannych okolnosti. V?hodné je
. celkovd denni ddvka rozddlena a roddvana po &istech b&hen dne,
je-1i potifeba. ‘ ‘ ;
MnoZ%stvi a frekvence podivdni sloudenin = tohoto vynédlezu
a jejich farmaceulticky prijatelnych =solf He regulovénd rodle
vahy ofetPrujiciho lékaie vzhledem k takovyn faktorﬁm, jako je
vék, kondice a velikost racienta stein& jako vidnost synpt.omd,
které jsou 1é&eny. Typicky doporudeny davkovy reZinm je orélni
rodavini od 10 mg do 2000 mg/den, s vvyhoedou od 10 do 1000
mg/den ve dvou nebo &tyrech davkach, aby se zablokoval ridst
nadoru. Sloudeniny jgou netoxické, jestliSe =e poddvaii v tomto

rozme={ davek.

Niasledudits priklady farmaceutickych ddvkovych forem, kterd

obsahuji{ sloud&eninu =z tohoto vyndlezu. Rozsah vyndlezu zahrnuje

aspekt farmaceuticky rrost¥edek, ktery neni vymezen poskytnutym:

prriklady.
" Farmaceut ické davkové formy -p¥iklady
P¥riklad A
. Tablety
&, SloZzky mg/tableta mg/tableta
1. aktivni sloZka 100 500
laktosa USP 122 113
3. kukufidny Ekrob, potrav. 20 40

kvalita jako 10% pasta

v &igténd vods




4. kukuFiny Skrob o as 40
| - potrav. kvalita . e e

5. SLearan hoteZnaty e v 3 7

Celkové 300 700

Zplisob p#ipravy

SloZky &fslo 1 a 2 se misf ve vhodném m{si&i 10-15 minut
SloZkou &¢. 3 sme snés granuluje. V1ihké granule se rozdrt i pres
hrubé &esle (nap¥. 1/4",0,63 ocm), je-1li pot¥eba. V1ihké granule
se sufi. SuSenéd granule se tridi, Hdestlize jé rot¥eba, a misf
se  sloZkou &€.4. Misi se 10-15 minut. PFrids se sloika &5
a misf se 1-3 minuty. Smés se stla%{ na vhodnou velikost

4 zZpracuje na vhodném tabletovacim stroji.

Priklad B
Kapsle
&, SloZka mg/kapslie mg/kapsle
1. aktivnf slouenina 100 500
2. laktosa USP 106 123
3. kuku¥idny Zkrob 40 60
rotrav. kvalita
4. stearan ho¥e&naty NF 7 e
Celkovs | 253 700

Zplisob p¥*ipravy

Slozky &. 1, 2 a 3 se misi ve vhodnén misiéi 10-15 minut.
Pridd se sloZka &.4 a mis{ se 1-3 minuty. Smés se naplni do
vhodnych dvoudfilnych tvrdych Zelatinovych kaps]i na vhodném

stroji na vyrobu kapslfi.

ProtoZe tento vyndlez byl roprsdn ve shodd =e specifickymi
sloZenimi, které Hdsou uvedenéd vyZe, odbornfkovi ie =¥eimé
mnozZstv{ alternativ, modifikaci a variaci. Viechny takové
alternativy, modifikace a variace jsou uvazZovany, 2Ze spadaif do

rozsahu tohoto vynalezu.




‘Tabulka 1 - inhibice FPT .

FPT ICso

VZOREK

87

FPT ICso

VZOREK
(mM) (mM)

1 <0.034 2 0.010

0.016

4 0.046 16A . 026

G. 032

i6B 0.038 11B 0.095

0.023

15 0.022 7 0.012
8 0.021 11A 0.0018
0.0021

5 0.0023 128 0.0025
9 0.0013 10 0.0019
7B <0.003 8B 0.013
14A 0.0026 14 0.062
13A 0.078 13 0. 005
SA >0.099 7A 0.1
8A >0.094 10A >0.094
SA >0.088 6 0.0021
11 0.002 5B 0.003
124 >0.094 13B 0.005
14B 0.005% 5.HC1 =01 0.0038
14A.HC1 =0l <0.0031 9B G.003
10B 0.003 17 0.043
178 0. 048 18 0.0031
19 <0.0038 20 Q. 0062

21 0.0084

T
P




Tabulka 2

Srovnanf FPT inhibice a GCPT inhibice

VZOREK INHIBICE INHIBICE
enzymu enzymu
FPT ICsomM GCPT ICso nM
2 0.010 5300
0.016
4 0.046 535 .7
5B 0.003 >300
16A 0.032 538
0.026
16B 0.038 >76
0.023
4 0.012 5300
11A 0.0018 >66
0.0021
° 0.0013 >59
5 0.0023 566
14A 0.0026 62
13 0.005 Y63
7B <0.003 >66
8B 0.013 560
18 0.0031 >50
20 0.0062 538




Inhibice vyvoije

COS buiikdch .

Inhibice G?voje

Vzorek Vzarek
Ras Ras

ICs0 ( uM) ICs0 ( uM)
8 <0.25 2 0.25
1.5 0.60 16A 0.5
7 0.125 11 <0.25
10 <0.025 10R 2.0
128 <0.025 12A 0.95
11A <0.025 11B 2.25
5 0.098 14A.HC1 0.015
13 0. 420 9 0.010
7B 0.025 8B 0.280
9n 0.85 S.HC1 0.010
SA 5.0 14n 0.480

1.0

14 >1.0 13A >1.0
7A 1.0 8a >1.0
17 0.350 178 0.500
14B 0.045 & 0.040
18 0.025 19 0.045
20 0.030 21 0.42
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- Tabulka 4 e
.Iﬁhfﬁfce rastu nidorovych bundk
 Stanoveni bun&&ného povlaku
Vzorek Nidor Nddor Nador Normalni
(T-24) (DLD-1)  (SW620) ICs0
ICso0 (uM) ICso(uM) ICso(uM) CuM)
1 1.6 -- - - >25
4 3.1 - - - > 25
7 1.6 1.6 6.25 >25
5B 1.6 3.1 10 >25
138 1.6 3.1 >3.1 25
11B 1.6 8 18 D25
9A <1.6 12.5 12.5 18
10A 1.6 2.0 1.6 8
5 1.6 3.1 6.25 >25
14A <1.6 6.25 12.5 >25
13A 3.1 6.25 6.25 >25
7B <1.6 1.6 3.1 >25
8A 1.6 <1.6 3.1 >25
2 1.6 6.25 6.25 >25
168 <1.6 6.25 25 >25
8 1.6 2.1 3.1 >25
15 3.1 6.25 6. 25 >25
11A 1.6 1.6 >6.25 >25
9 <1.6 1.6 6.25 >25
10 <1.6 1.6 3.1 >25
128 <1.6 2.0 4 >25
SA 12.5 12.5 >25 >25
14 1.6 6.25 >12.5 >25
13 1.6 3.1 >1.6 >25
8B 1.6 1.6 3.1 >25
17 1.6 6.25 25 525
17A 3.1 4 18 >25
10B 1.6 1.6 1.6 >25
12B 1.6 3.1 6.25 >25
7R 1.6 1.6 2.1 >25
6 1.6 4.0 6.24 --
19 1.6 <1.6 6.25 >25
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PATENTOVE NAROKY .

kterd je vybrand =ze skupiny,

kterd se skl&d4 =:
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nebo farmaceuticky prijatelnych soli téchto sloudenin

2. Slou&enina podle naroku 1, kterda je vybrana ze skupiny,

kterd se sklada =:
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racemat racemat

N N~ TNH,
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3. Sloudenina podle ndroku 1, ktera je vybréna ze skupiny,
‘kterd se sklads =z: ‘ e




o113

4. Sloutenina podle ndroku 1, kiera je vybréna ze skupiny,
kterd se sklada =: R L . o

N ' \N/O )N\/C\I,O
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; (+) - enantiomer
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(+) - enantiomer . (+) - enantiomer
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5. Sloudenina, kterad je vybrana =e skupiny, ktera se sklada =:
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6. Sloutenina podle naroku 5.kterd je vybrdna ze skupiny, kterd
se sklada z: » B

Y. Sloudenina podle naroku S, kterd nd strukturni vzorec:

racemat j\/C'\]JI\ NH,,
e)

8. Sloud¢enina podle naroku 5, ktera ma strukturni vzorec:

(+) - enantiomer




O

10. Slou¢enina podle naroku 1, kterd je vybrana ze skupiny,

ktera se sklada =

o
(-+)-1somer

11. Farmaceuticky prostredek v y 2z n a & u j { ¢ i se L im,
Ze obsahuje U&inné mnozstvi sloud¢eniny podle jakéhokoliv
=z narok 1 az 10 v kombinaci s farmaceuticky prijatelnym

nosiden.

12. Pouziti sloudeniny podle jakéhokoli Z ndrokd 1 az 10 pro

pEipravu l1é&iva pro inhibici farnesyl proltein tLransferasy.

13. PouZiti sloudeniny podle +dakéhokoli 2 ndarokd 1 az 10 pro
pripravu léd¢iva pro lé&eni rakoviny pankreatu, plic, myeloidni
leukénmie, thyroidni rakoviny folikula, nyelodysplast ického

syndronu, epidermdlnich nadorua, nidderu nmodového nméchyre,
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‘rakoviny tradniku, rakoviny prsu nebo rakoviny prostaty.

14. Pouzit{ sloudeniny podle jakéhokoli = narokid 1 a% 10 pro
inhibici farnesyl protein transferdsy u pacientir, kteri takovou
1é&bu  potirebuif, kterda =z=ahrnuje podivéni G&inného mnoZstvi

sloudeniny podle jakéhokoliv =z narokd 1 azZ 10.

15. PouzZiti sloudeniny podle jakéhokoli = naroka 1  az 10 pro
lé¢eni rakoviny pankreatu, rakoviny plic, nmyeloidni leukemie,
thyroidni rakoviny folikula, myelodysplastického syndronu,
epidermalniho karcinomu, karcinomu moedovdého méchy¥e, rakoviny
traéniku, rakoviny prsu nebo rakoviny prostaty o pacientd,
kteri takovou 1é&bu potLrebuii, které z=ahrnuje podivani G&inného

rnoZstvi sloudeniny podle jakéhokoli = ndrokd 1 aZ 10.

16. Pouziti sloudeniny podle jakéhockoli =z naroka 1 az 10 pro

pripravu lé&iva pro inhibici abnormradlniho ristu bunék.

17. Pouziti slouceniny podle jakéhokoli =z ndarokda 1 az 10 pro
pripravu 1é&iva pro inhibici abnormalniho ristu bundk, kde
inhibované bunky {dsou nadorové burnky, které se vyznaduiji

aktivovanymi ras onkogeny.

18. Pouzziti sloucdeniny podle jakéhokeoli =z naroktt 1 aZ 10 pro
pripravu lédiva pro inhibici abnormdalniho rGstu bunédk, kde ijisou
inhibované bunky, ve kterych Jje Ras protein aktivovan jako

vysledek onkogenni mutace v jinych genech neZ je Ras gen.

19. Pouziti =loudeniny podle nédroku 11 pro pfipravu lé&iva pro
lé&eni rakoviny pankreatu, rakoviny plic, nyveloidni leukenmie,
thyroidni rakoviny folikula, nyelodysplastického syndromu,
epiderndlniho karcinomu, karcinomu modového mé&chyre, rakoviny

tradniku, rakoviny prsu nebo rakoviny prostaty.
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