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Zpusoby pripravy intermediata pro syntézu Obeticholové kyseliny

Oblast techniky

Vlynalez se tyka nového zplsobu pfipravy kliCovych intermediatl pro syntézu
farmaceuticky aktivni latky - kyseliny obeticholové vzorce 1 (dale jen jako OCA, R.
Pellicciari a kol J. Med. Chem. 2002, 45, 3569). OCA je vysoce G&inny a selektivni
agonista farnesoidniho X receptoru a je vyvijena pro 1é¢bu primarni biliarni cirhézy a

nealkoholické steatohepatitidy.

Viynalez se konkrétné tyka nového zplsobu piipravy klicovych intermediat(i, jmenovité
disilylovaného derivatu vzorce 2 (kde Rq je C1 az C4 linearni nebo vétveny alkyl) a

enontl vzorce 3 (smés E/Z isomer().
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Dosavadni stav techniky

Piihlagka zakladniho patentu W02002072598 popisuje syntézu (Schéma 1) vychazejici
z ketolitocholové kyseliny 4, ktera je pfevedena na tetrahydropyranylovy derivat 5.
Nasleduje enolisace za extrémné nizkych teplot (méné nez -70 °C) a alkylace ethyl
bromidem v pfitomnosti toxického hexamethyl-fosforamidu (HMPA). Hlavnimi

nevyhodami této syntézy jsou nizké vytézky a nutnost isolace produktd pomoci

kolonové chromatografie.



COOH

1) LDA, EiBr, HMPA,
THF,-78°Ctort

2) 2N HCVEOH, reft

12 % (chromatografie)

rRO™
DHP, TsOP—P 4 R=H
dioxane, t ™8 R=THP 74-84 % (chromatografie)

COOH

NaOH, EtOH, refl

—f-

43 % (chromatografie)

~ 81%

Obeticholova kyselina

Schéma 1

Prvni procesni patentova pfihlaska W02006122977 pfipravuje disilylovany intermediat
2 ve dvou oddélenych reakcich a pak ho in situ pfevadi na enolat, ktery reaguje s
acetaldehydem. Produkt této aldolové reakce pak podiéha dehydrataci a po saponifikaci
methyl esteru je isolovan krystalicky enon 3 (pfevazné (E)-isomer). Hydrogenace dvojné
vazby poskytne C6p ethyl keton 9, ktery je isomerizovan na Zadany o isomer 10. V

poslednim kroku je pak keton zredukovan na pfislusny alkohol 1 (Schéma 2).

1) TMSCI, EtsN,
PhMe, 80°C 1 h
2) TMSCI, LDA,

THF, -60 to -9Q°C

Ho™ )
4a R=H 2 |1)MeCHO, BF3.0Et, DCM,
ngﬂ /Efat(s R=Me 85% (kryst .60 a3 -90 °C, pak 35 °C
2) NaOH ag, MeOH, 50 °C

COOH  H, (3 atm), 5% Pd/C,

NaOH, H,0,rt
e

W
HO (E)>>(2) 3
105 °C (9 6p-Et 1) NaBH,, NaOH aq, rt 1

10 6a-Et % >
62 % (kryst/ACOEY) 896 %
Schéma 2
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Nasledujici patentova pfihlaska W02013192097 je procesnim vylepSenim technologie
pfihiasky zakladniho patentu WO2006122977.

Hlavnim zlep$enim je spojeni dvou krokové silylace a enolisace do jednoho kroku za
pouziti pfebytku silné baze (lithium diisopropylamid — LDA) a chlorotrimethyisilanu
(TMSCI) za nizké teploty -25 °C.

Zbytek syntézy nasleduje dle WO02006122977 s drobnymi udpravami typu zmény
pouzitého rozpoustédla, zmény vodného zpracovani a podobné s pozitivnim dopadem
na Gistotu produktu.

Jako prekursor ethylové skupiny je opét pouZit acetaldehyd, ktery ma extrémné nizky
bod varu pfi atmosférickém tlaku (20 °C) a je tedy nutné ho pouZivat silné podchlazeny.

Manipulace s nim ve v&tsim méfitku tedy pfedstavuje jisté riziko.

Podstata vynalezu

Byly vyvinuty primyslové vyuzitelné zplisoby pfipravy intermediatd 2 a 3. ZpUsob pro
piipravu bis(trimethylsilyl) derivatu 2 vyuZiva trimethylsilyl jodidu (TMSI), s vyhodou in
situ generovaného, ktery v kombinaci s bazi pfi vyhodné reakeni teploté (40 az 70 °C)

vede k intermediatu 2 ve vysokém vytéZku a Cistote.

Intermediat 2 je pak vyuZit k reakci s 1,1-dimethoxyethanem, 1,1-diethoxyethanem nebo
2 4 6-trimethyl-1,3,5-trioxanem v pfitomnosti Lewisovy kyseliny pfi zvySenych reak¢nich
teplotach (-70 a2 25 °C) za vzniku intermediatu 3 v dobrych vytéZcich a Cistoté. Pomér
Z>>E isomertl enonti 3 Ize s vyhodou obratit isomerizaci za alkalickych nebo kyselych

podminek. Intermediat 3 se s vyhodou isoluje ve formé soli s aminy.

Predmétem vynalezu je zp(isob pfipravy intermediatu vzorce 2,
COOR,

reakci slou¢eniny vzorce 8,



kde R je C1 aZ C4 linearni nebo vétveny alkyl, s trimethylsilyl jodidem v pfitomnosti
baze a smési polarniho aprotického a nepolarniho rozpoustédla pod inertni atmosférou
pfi teploté v rozmezi od 40 °C do 70 °C. V nékterych provedenich je trimethylsily! jodid
generovan in situ ze smési jodidu sodného a trimethylsilyl chloridu. V nékterych
provedenich je baze vybrana ze skupiny, kterou tvoii triethylamin, diisopropylethyl amin
a tri-n-butylamin. V nékterych provedenich je polarni aprotické rozpoustédlo vybrano ze
skupiny, kterou tvofi acetonitril, N,N-dimethylformamid, dichloromethan a
1,2-dichloroethan. V né&kterych provedenich je nepolarni rozpoustédlo vybrano ze
skupiny, kterou tvofi toluen, xyleny, heptan a hexan. Ve vyhodném provedeni je
polarnim aprotickym rozpoustédlem acetonitril a nepolarnim rozpoustédlem toluen.

V nékterych provedenich reakce probiha pfi teploté v rozmezi 40 az 50 °C.

Dal§im pfedmétem vynélezu je zplsob pfipravy smési enond vzorce 3

reakci slouéeniny vzorce 2

s alkyladnim &inidlem vybranym ze skupiny, kterou tvofi 1,1-dimethoxyethan,

1,1-diethoxyethan a 2,4,6-trimethyl-1,3,5-trioxan, v pfitomnosti Lewisovy kyseliny
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vybrané ze skupiny, kterou tvofi BF3*Et,O, BF3*CH3CN a TiCls v dichlormethanu,
piic¢emz reakce probiha pii teploté¢ vrozmezi od -70 °C do 25°C, nasledovanou
zpracovanim s vodnym roztokem kyseliny nebo baze. Ve vyhodném provedeni je

alkylaénim &inidlem 1,1-dimethoxyethan a Lewisovou kyselinou BF3*CH3CN.

Dal$im pfedmétem vynalezu je zpUsob isomerizace smési enonl vzorce 3

s pfevazujicim zastoupenim (Z)—isomeru na smés s pfevaZujicim zastoupenim (E)—
isomeru, zahrnujici zpracovani smési pomoci silné kyseliny nebo baze v alkoholickem
nebo vodné alkoholickém roztoku pfi teploté vrozmezi od 0 do 60 °C. V nékterych
provedenich je kyselinou kyselina chlorovodikova a alkoholem je methanol. V nékterych
provedenich je bazi hydroxid sodny nebo draselny a vodné alkoholickym roztokem je
vodny methanol. V n&kterych provedenich je bazi ethoxid nebo methoxid sodny

v alkoholickém roztoku ethanolu nebo methanolu.

Dal$im pfedmétem vynalezu je zplsob isolace a CiSténi enonu 3, kdy je enon 3
preveden na krystalickou stl s organickou bazi. V nékterych provedenich je organicka
baze vybrana ze skupiny, kterou tvofi i-isopropylamin, t-butylamin, cyklopentylamin a

cyklohexylamin. S vyhodou je organickou bazi t-butylamin.

Dal§im predmétem vynalezu je krystalickd sdl enonu 3 s t-butylaminem, /-

isopropylaminem, cyklopentylaminem a/nebo cyklohexylaminem.

Detailni popis vynalezu

Predchozi stav techniky pfipravy intermediatu 2 vyuZival bud dvoukrokovou metodu
postupné silylace a enolisace s rozsahem reakénich teplot od 80°C do -70 °C
(W02006122977) nebo jednokrokové reakce s piebytkem silné baze (LDA) a
trimethylsilyl chloridu za nizkych teplot kolem -25 °C (W02013192097).
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V literatufe (Arendt, M. J. Prakt. Chem. 1998, 340, 760-763) je popisovan systém pro
generaci vysoce reaktivniho trimethylsilyl  jodidu reakci jodidu sodného
s trimethylsilylchloridem ve smési toluenu a acetonitrilu pfi teploté 50 °C. Tato
kombinace &inidel byla jiz s Uspé&chem vyzkou$ena na steroidnich substratech s volnou
karboxylovou skupinou (Kénigsberger, K. a kol Org. Proc. Res. Dev. 2002, 6, 665-669)

pro pfipravu trimethylsilyl enoletherd.

Dle znamych postupli byly pfipraveny rizné estery (napfiklad methyl, ethyi)
ketolitocholové kyseliny 4 a byla vyzkousena jejich reakce s trimethylsilyl jodidem ve
smési  polarniho  aprotického  (napiiklad  acetonitri, N, N-dimethylformamid,
dichloromethan, 1,2-dichloroethan) a nepolarniho rozpoustédla (napfiklad toluen,
xyleny, heptan, hexan) za zvy$ené teploty (40 az 70 °C) v pfitomnosti vhodné baze
(napfiklad triethylamin, diisopropylethyl amin, tri-n-butylamin) pod inertni atmosférou.
Trimethylsilyl jodid byl s vyhodou generovan in sifu smési Einidel popsanych vySe. Tato
kombinace &inidel v nasem pfipadé hladce pievedla estery ketolitocholové kyseliny 8 na
piislusné bisTMS (bis(trimethylsilyl)) derivaty 2, pfekvapivé se zachovanim esterové

skupiny. Vyhodou tohoto zpUsobu je jeho jednoduchost a nenaroc¢nost na chlazeni.

S cilem jednak zvysit teplotu nasledujiciho reak&niho kroku a také vyhnout se pouZivani
nizkovrouciho a potencialné toxického acetaldehydu a usnadnit tak pramyslovou vyrobu
intermediatu 3 byly vyzkouseny 1,1-dimethoxyethan, 1,1-diethoxyethan a 2,4,6-
trimethyl-1,3,5-trioxan jako alkylagni €inidla (Schéma 3). Reakce bisTMS derivatli 2
s vy8e zmingnymi Einidly v pfitomnosti vhodné Lewisovy kyseliny vybrané ze skupiny,
kterou tvofi diethyletherat fluoridu boritého (BF3*Et,0), komplex fluorid bority/acetonitril
(BF5*CH3CN) a chlorid titanigity (TiCls) v dichlormethanu pii teplotach v rozmezi od -70
°C do 25 °C, nasledovanou zpracovanim svodnym roztokem kyseliny nebo baze

poskytly zadany produkt — enon 3 jako smés E/Z isomerd.

Bylo piekvapivé zjisténo, Ze tato Cinidla umozfiuji provadét reakci se srovnatelnymi
vysledky jako u acetaldehydu, a to i pfi daleko vys8ich (-30 — 25 °C) a tedy

technologicky vyhodnégjsich reakénich teplotach.

e
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Dale bylo prekvapivé zjisténo, ze v produktu je hlavnim isomerem enonu 3 na dvojné
vazbé (Z)-isomer na rozdil od technologie pfedchozich patentovych prihlaSek
WO02006122977 a WO2013192097, kde pfevaZuje (E)-isomer.

OOH

—— O T

R3 = cyklopentyl, cykiohexyl
{-butyl, i-propyl

Reakeni podminky: a) TMSCI/ Nai / Et;N / PhMe / MeCN, 50 °C, b) A/ BF3*MeCN / DCM/ 0°C, pak 28 °C, 2/ (E)- 12
¢) aq.HCI/MeOH pak NaOH / MeOH, d) Ra3NH; aceton

Schéma 3

Dale byla zkoumana také stabilita obou isomeri enonu 3. Oba isomery podléhaji pfi
zahfati ve vodném hydroxidu sodném (podminky pouZivané ve WO2006122977 a
W02013192097 pfi hydrogenaci v dal§im kroku) rozkladu zpét na vychozi latku,

ptitemz (Z)-isomer je reaktivnéjsi nez (E)-isomer.

Bylo také zji§téno, Ze (2)-isomer enonu 3 lze svyhodou isomerizovat bud za
kontrolovanych kyselych (roztoky kyseliny chiorovodikové) nebo alkalickych (roztoky
hydroxidu sodného nebo draselného, roztoky ethoxidu nebo methoxidu sodného)
podminek na lépe krystalujici (E)-isomer. Vhodnymi rozpoustedly pro isomerizace jsou
nizéi alkoholy (methanol, ethanol), voda a jejich smési pii reakénich teplotach od 0 do
60 °C.

Dal$im podstatnym zlepSenim bylo nalezeni krystalickych soli enonl 3 s primarnimi

aminy jako jsou i-isopropylamin, t-butylamin, cyklopentylamin a cyklohexylamin.

Tyto krystalické soli 12 umozZfiuji ziskat Zadany produkt 3 ve vysoké Cistote a také ve
vét§im vytéZku nez ze zplsobu s isolaci voiné kyseliny 3. Z hlediska vytéZzku a Cistoty

produktu je zejména vyhodna sil kyseliny 3 s t-butylaminem.



Priklady provedeni

Priklad 1
Methyl (3a,5p)-3,7-bis[(trimethylsilyl)oxylchol-6-en-24-o0at vzorce 2

Reakce byla provedena v pfedsu$ené aparatufe za strikiné bezvodych podminek
v dusikové atmosféfe. Do bariky byl pfedioZen jodid sodny (4,14 g; 27,6 mmol; 5,5 ekv.)
a prilit toluen (5 ml) a acetonitrit (5 ml). Do vzniklé suspenze byl za michani béhem 10
min pfikapan TMSCI (3,18 ml; 25,1 mmol; 5 ekv.) a reakéni smés byla michana jednu
hodinu pfi laboratorni teploté (ca. 22 °C). Methylester 8 (2,03 g; 5,02 mmol) byl
rozpustén v toluenu (5 ml) a acetonitrilu (5 ml) a pfidan Et;N (4,2 ml; 30,12 mmol; 6
ekv.). Roztok methylesteru 8 byl kanylou pfetla¢en do roztoku TMSI a reakeni smés
byla zahfivana 5 hodin pii teploté 50 °C. Poté byla reakéni smés ochlazena na 10°C a
nalita do roztoku monohydratu kyseliny citronové (2 g) ve vodé (21 ml) vychlazeném na
10 °C. Vznikla smés byla michana 10 minut. Vodna faze byla oddélena a odstranéna.
Do organické faze byla pfidana voda (10 ml), smés byla michana 10 minut a vodna faze
byla oddélena a odstranéna. Rozpoustédla byla oddestilovana pfi 50-60 °C a 300 hPa.
Ziskany intermediat 2 byl bez dal$iho ¢isténi pouZit pro dalsi krok. Cistota a identita

intermediatu 2 byla ovéfena pomoci 'H NMR spektroskopie.

Priklad 2
Methyl (3a,5p)-3,7-bis[(trimethylsilyl)oxy]chol-6-en-24-oat vzorce 2

Reakce byla provedena v piedsu$ené aparatufe za strikiné bezvodych podminek
v dusikové atmosféie. Do reaktoru o obsahu 2! byl piedlozen methylester 8 (130 g; 371
mmol), piilit toluen (350 ml) a roztok zahfat na teplotu 50-60 °C a za sniZzeného tlaku
(300 hPa) oddestilovan toluen (190 ml). Do reakéni smési byl pfidan acetonitril (150 ml),
jodid sodny (150 g; 371 mmol), pilit Et;N (62 ml; 444,9 mmol; 6 ekv.), a béhem 10 min
piikapan TMSCI (47 ml; 370,8 mmol; 5 ekv.). Reakéni smés byla zahfivana 3,5 hodiny
pii teploté 50 °C. Poté byla reakéni smés ochlazena na 10 °C a vypusténa. Do reaktoru
by! nalit roztok monohydratu kyseliny citronove (15,44 g; 73,5 mmol; 0,99 ekv.) ve vodé
(300 ml) a vychlazen na 10 °C. Reakéni smés byla nalita do vychlazeného roztoku
kyseliny citronové a vznikla smés byla michana 10 minut. Vodna faze byla oddélena a

odstranéna. Do organické faze byla pfidana voda (80 ml), smés byla michana 10 minut
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a vodna faze byla oddélena a odstranéna. Rozpoustédla byla oddestilovana pfi 50-60
°C a 300 hPa. Ziskany intermediat 2 byl bez dalSiho &iSténi pouzit pro dalsi krok.

Cistota a identita intermediatu 2 byla ovéfena pomoci 'H NMR spektroskopie.

Priklad 3
(30, 5p)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ova kyselina vzorce 3

Reakce byla provedena v predsu$ené aparatufe za strikiné bezvodych podminek
v dusikové atmosféfe. Do reaktoru o obsahu 1l byl pfedlozen dichlormethan (176 ml) a
roztok byl vychlazen na teplotu -30 °C. Do roztoku byl pfidan BF3;.MeCN (145 ml;
185,35 mmol; 2,5 ekv.; 16% roztok). Poté byl pfi -30 °C pfidan béhem péti minut roztok
intermediatu 2 (40,7 g; 74,14 mmol; 1 ekv.) a 1,1-dimethoxyethanu (23,5 ml; 2224
mmol; 3 ekv.) v dichlormethanu (50 ml) vychlazeny na -30 °C. Reak¢ni smés byla
michana dvé& hodiny pfi -30 °C a potom byla béhem jedné hodiny ohfata na laboratorni
teplotu a michana dali dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Potom byla reakéni smés
ochlazena na 10 °C a vypusténa z reaktoru. Do reaktoru byl pfedloZen roztok NaOH
(7,57 g; 189,25 mmol; 2,55 ekv.) ve vodé (170 ml) a vychlazen na 10 °C. Reakéni smés
byla nalita do roztoku NaOH a michana 10 minut. Poté byla oddélena a odstranéna
vodna faze a organicka faze byla navracena do reaktoru. Organicka rozpoustédla byla
odpafena pfi 55 °C a 800 hPa. Odparek byl ochlazen na 20 °C a suspendovan v MeOH
(50 ml). Do reakéni smési byl piilit roztok NaOH (5,09 g; 127,25 mmol; 1,72 ekv.) ve
vodé (14 ml). Reakéni smés byla zahiata na 50 °C a michana pifi této teploté tfi hodiny.
Poté byla reakéni smés ochlazena na 20 °C, zfedéna vodou (112 ml) a byl pfidan ethyl
acetat (174 ml). B&hem péti minut byl za michani do reakEni smési pfidan roztok
monohydratu kyseliny citronové (30,20 g; 144 mmol; 1,94 ekv.) ve vodé (60 ml).
Reakéni smés byla michana 10 minut. Vodna faze byla oddélena a odstranéna.
Reakéni smés byla zahusténa destilaci pfi 50-60 °C a 500 hPa. Po ochiazeni na 20 °C
byla krystalizovana za michani pfes noc. Krystaly produktu byly pfefiltrovany a promyty
ethyl acetatem (50 ml) a sudeny pfi 50 °C/180 hPa. Bylo ziskano 10,7 g (35%)
nazloutlych krystal(, HPLC: (Z)-3 — 80,70%, (E)-3 — 15,34%.



Priklad 4
(3a,5B)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ova kyselina vzorce 3

Reakce byla provedena v piedsu$ené aparatuie za striktné bezvodych podminek
v dusikové atmosféie. Do bariky byl predloZzen dichlormethan (9,0 ml) a roztok byl
vychlazen na teplotu 0 °C. Do roztoku byl pfidan BF3*MeCN (7,58 ml; 9,53 mmol; 2,5
ekv.; 16% roztok). Poté byl pfi 0 °C pfidan béhem péti minut roztok intermediatu 2 (2,09
g; 3,81 mmol; 1 ekv.) a 1,1-dimethoxyethanu (1,21 ml; 11,42 mmol; 3 ekv.)
v dichlormethanu (2,5 ml) vychlazeny na 0 °C. Reakéni smés byla michana dvé hodiny
pii 0 °C a potom byla béhem jedné hodiny ohfata na RT a michéana dalsi dvé hodiny pfi
RT. Potom byla reakcéni smés ochlazena na 10 °C, nalita do roztoku NaOH (252 mg) ve
vodé (8,38 ml) vychlazeném na 10 °C a michana deset minut. Poté byla oddélena a
odstranéna vodna faze. Organicka rozpoustédla byla odpafena pfi 55 °C a 800 mbar.
Odparek reakéni smési byl suspendovan v MeOH (4,2 ml). Do reak&ni smési byl pfilit
roztok NaOH (362 mg) ve vodé (1,1 ml). Reakéni smés byla zahfata na 50 °C a
michana pfi této teploté po dobu tfi hodin. Poté byla reakéni smés ochlazena na 20 °C,
zifedéna vodou (10 ml) a byl pfidan ethyl acetat (10 ml). Do reakéni smési byla pfidana
85% hm. kyselina fosforeéna (0,5 ml) a reakéni smés byla michana 10 minut. Vodna
faze byla oddélena a odstranéna. Reakéni smés byla odparena do sucha. Bylo ziskano
0,8 g (50%) Zluto-hnédé pény, HPLC: (2)-3 — 52,77%, (E)-3 — 13,47%.

Priklad 5
(3a,5p)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ova kyselina vzorce 3

Reakce byla provedena v piedsuSené aparatufe za striktné bezvodych podminek
v dusikové atmosféfe. Do bariky byl predioZzen dichlormethan (4,25 ml) a roztok byl
vychlazen na teplotu -60 °C. Do roztoku byl pfidan BF3.MeCN (3,5 ml; 4,55 mmol; 2,5
ekv.; 16% hm. roztok). Poté byl pfi -60 °C pfidan béhem péti minut roztok intermediatu 2
(1,00 g; 1,82 mmol; 1 ekv.) a 2,4,6-trimethyl-1,3,5-trioxanu (0,484 ml; 3,64 mmol; 2
ekv.) v dichlormethanu (1,2 ml) vychlazeny na -60 °C. Reakéni smés byla michana dvé
hodiny pfi -60 °C a potom byla béhem jedné hodiny ohfata na laboratorni teplotu a
michana dal$i dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Potom byla reak¢ni smés ochlazena
na 10 °C, nalita do roztoku NaOH (120 mg) ve vodé (4,00 ml) vychlazeném na 10 °C a

michana deset minut. Poté byla oddélena a odstranéna vodna faze. Organicka
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rozpoustédla byla odpafena pfi 55°C a 800 hPa. Odparek reakéni smési byl
suspendovan v MeOH (2,0 ml). Do reakéni smési byl pfilit roztok NaOH (165 mg) ve
vodé (0,5 ml). Reakéni smés byla zahiata na 50 °C a michana pfi této teploté po dobu
tfi hodin. Poté byla reakéni smés ochlazena na 20 °C, zfedéna vodou (10 ml) a byl
pfidan ethyl acetat (10 mi). Do reakéni smési byla pfidana 85% hm. kyselina fosforecna
(0,25 ml) a reakéni smés byla michana 10 minut. Vodna faze byla oddélena a
odstranéna. Reakéni smés byla odpafena do sucha. Bylo ziskano 0,31 g (41%) Zluto-
hné&dé pény, HPLC: (2)-3 ~ 24,02%, (E)-3 — 43,67 %.

Priklad 6
(3a,5p)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ovéa kyselina vzorce 3

Reakce byla provedena v piedsuSené aparatufe za striktné bezvodych podminek
v dusikové atmosféfe. Do bariky byl pfedloZen dichlormethan (13,0 ml) a roztok byl
vychlazen na teplotu 0 °C. Do roztoku byl pfidan BF;*MeCN (10,69 ml; 13,66 mmol; 2,5
ekv.; 16% hm. roztok). Poté byl pfi 0 °C piidan béhem pé&ti minut roztok intermediatu 2
(3,00 g; 547 mmol; 1 ekv.) a1,1-dimethoxyethanu (1,73 mi; 16,40 mmol; 3 ekv.)
v dichlormethanu (3,7 ml) vychlazeny na 0 °C. Reakéni smés byla michana dvé hodiny
pfi 0 °C a potom byla b&hem jedné hodiny ohfata na laboratorni teplotu a michana dalsi
dvé hodiny pfi laboratorni teploté. Potom byla reakéni smés ochlazena na 10 °C, nalita
do roztoku NaOH (360 mg) ve vodé (12 ml) vychlazeného na 10 °C a michana deset
minut. Poté byla oddélena a odstranéna vodné faze. Organicka rozpousteédla byla
odpafena pfi 55 °C a 800 hPa. Odparek reakéni smési byl suspendovan v MeOH (10
ml). Do reakéni smési byla pfilita 35% hm. HCI (2 ml) a voda (1 ml). Reakéni smés byla
zahtata na 50 °C a michana pfi této teploté Sest hodin. Poté byla reakéni smes
ochlazena na 20 °C, ziedéna vodou (10 ml) a byl pfidan ethyl acetat (10 ml). Vodna
faze byla odstranéna. Reakéni smés byla odpafena do sucha. Odparek byl
suspendovan v methanolu (6,0 ml). Do reakéni smési by! prilit roztok NaOH (5620 mg) ve
vodé (1,6 ml). Reakéni smés byla zahfata na 50 °C a michana pfi této teploté po dobu
tfi hodin. Poté byla reakéni smés ochlazena na 20 °C, zfedéna vodou (20 ml) a byl
piidan ethyl acetat (10 ml). Do reakéni smési byla pfidana 85% hm. kyselina fosfore¢na
(0,5 ml) a reakéni smés byla michana 10 minut. Vodna faze byla oddélena a
odstranéna. Reak&ni smés byla odpafena do sucha. Bylo ziskano 2,28 g (75%) Zluto-
hnédé pény, HPLC: (2)-3 — 20,86%, (E)-3 — 61,35%.
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Priklad 7
(30,,5p)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ovéa kyselina vzorce 3

Pro reakci byl pouZit intermediat 3 (0,1 g; 0,24 mmol) o sloZeni podle HPLC: (E)-3-22%,
(2)-3-71%. Vychozi material byl rozpu$tén v methanolu (1 ml) a byla pfidana kyselina
chlorovodikova (0,5 ml; 1M roztok ve vodé). Reakéni smés byla zahfivana pfi 50 °C po
dobu 19 hodin. Po ochlazeni reakéni smési na 20 °C byla pfidana voda (5 mi) a produkt
byl extrahovan do ethyl acetatu (5 ml). Organicka faze byla oddélena a odpafena do

sucha. Analyza vzniklé smési pomoci '"H NMR uréila pomér (E)-3-72%, (2)-3-18%.

Priklad 8
(3a,5p)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ova kyselina vzorce 3

Isolovany enon 3 ((E)-:(2)- 19 : 81; 0,017 g; 0,041 mmol) byl suspendovan v 50% hm.
vodném hydroxidu sodném (1 ml) a byl pfidan ethanol (1 kapka). Smés byla michana
pfi laboratorni teploté po dobu 24 h. Po Upravé na pH~1 pfidavkem 35% hm. kyseliny
chlorovodikové byl produkt extrahovan do dichlormethanu (10 ml celkem), organika byla
promyta vodou a odparena. Analyza pomoci 'H NMR urgila pomér ((E)-:(2)- 78 : 22),
indikujici uginnou isomerizaci (Z)-enonu na (E)-enon s pouze stopami ketolitocholové

kyseliny 4a.

Priklad 9
Test stability (3o, 5p)-6-Ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ové kyseliny

Isolovany enon 3 ((E)-:(2)- 19 : 81; 0,017 g; 0,041 mmol) byl suspendovan v 50% hm.
vodném hydroxidu sodném (1 ml) a byl pfidan ethanol (1 kapka). Smés byla michana za
zahtivani v olejové lazni pii 90 °C po dobu 24 h. Po Gpravé na pH ~1 pridavkem 35%
kyseliny chlorovodikové byl produkt extrahovan do dichlormethanu (10 ml celkem),
organika byla promyta vodou a odpafena. Analyza pomoci "H NMR ukézala, Ze doslo k

upInému rozkladu enonti 3 na ketolitocholovou kyselinu 4a.
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Priklad 10
t-Butyl amoniova st (3a,58)-6-ethyliden-3-hydroxy-7-oxocholan-24-ové kyseliny vzorce

12

Reakce byla provedena v pfedsusené aparatufe za strikiné bezvodych podminek
v dusikové atmosféie. Do reaktoru o obsahu 25 | byl pfedloZen dichlormethan (2500 ml)
a roztok byl vychlazen na teplotu -30 °C. Do roztoku byl pfidan BF3;.MeCN (2060 mi;
2,66 mol; 2,5 ekv.; 16% roztok). Poté byl pfi -30 °C pfidan béhem péti minut roztok
intermediatu 2 (583,4 g; 1,06 mol; 1 ekv.) a 1,1-dimethoxyethanu (337 ml; 3,19 mol; 3
ekv.) v dichlormethanu (720 ml) vychlazeny na -30 °C. Reak&ni smés byla michana dve
hodiny pfi -30 °C a potom byla béhem jedné hodiny ohfata na teplotu 25 °C a michana
daldi dvé hodiny pii teploté 25 °C. Poté byla reakéni smés ochlazena na 10 °C a
prederpana k pfedem ochlazenému (10 °C) vodnému roztoku NaOH (108,4 g; 2,71 mol;
255 ekv. NaOH ve vodé 2400 ml) vreaktoru o objemu 15l. Vznikla emulze byla
mich&na po dobu 15 minut, poté byla oddélena a odstranéna vodna faze a organicka
faze byla navracena do reaktoru.

Organicka rozpoustédla byla odpafena pfi 55°C a 800 hPa. Odparek byl
suspendovan v MeOH (860 mi). Kvzniklému roztoku byl pfilit roztok kyseliny
chlorovodikové (265 ml 36% HCI; 3,29 mol; 3 ekv) ve vodé (170 ml). Vznikia reakeni
smés byla ohtata na 50 °C a michana po dobu 1,5 h. Nasledné byla reakéni smeés
ochlazena na teplotu 40 °C. Do reakéni smési byl pfilit roztok NaOH (208 g; 5,21 mol;
4.9 ekv.) ve vodé (465 ml). Reakéni smés byla zahfata na 50 °C a michana pfi této
teploté dvé hodiny. Poté byla reakéni smés ochlazena na 20 °C, zfedéna vodou (1700
ml) a toluenem (2500 ml). Vrstvy byly oddéleny a k vodne vrstvé byl pfilit isopropyl
acetat (3000 ml). Béhem péti minut byl za michani do reakéni smési pfidan roztok
kyseliny citronové (430 g; 2,23 mol; 2,1 ekv.) ve vodé (860 ml).

Reakéni smés byla michana 10 minut. Vodna faze byla oddélena a odstranéna.
Reakéni smés byla zfed&na acetonem (1300 ml) a ohfata na teplotu 40 °C. Béhem 10
minut byl pfidan t-butyl amin (134 mi; 1,28 mol; 1,2 ekv) pfi teploté 40 °C. Vznikla
suspenze byla ochlazena na teplotu 10 °C a krystalizovana za michani po dobu 1
hodiny. Krystaly produktu byly pefiltrovany a promyty acetonem (750 ml) a sudeny pii
40 °C a 180 hPa. Bylo ziskano 311 g (60 %) ZlutooranZovych krystalll ammoniové soli
12 HPLC: (E)-3 —79,92%, (Z)-3 — 13,68%.
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Patentové naroky

1. ZpUsob pfipravy intermediatu vzorce 2,

kde Ry je C1 az C4 linearni nebo vétveny alkyl, s trimethylsilyl jodidem
v pfitomnosti baze a smési polarniho aprotického a nepolarniho rozpoustédia

pod inertni atmosférou pii teploté v rozmezi od 40 °C do 70 °C.

2. Zplsob pripravy podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze trimethylsilyl jodid je

generovan in situ ze smési jodidu sodného a trimethylsilyl chloridu.

3. Zplisob pfipravy podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze baze je vybrana ze

skupiny, kterou tvofi triethylamin, diisopropylethyl amin a tri-n-butylamin.
4. Zpusob pfipravy podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze polarni aproticke
rozpoustédlo je vybrano ze skupiny, kterou tvori acetonitril, N,N-

dimethylformamid, dichloromethan a 1,2-dichloroethan.

5. Zplsob pfipravy podle naroku 1, vyznadujici se tim, ze nepolarni rozpoustédlo

je vybrano ze skupiny, kterou tvoii toluen, xyleny, heptan a hexan.

14



6. Zpusob pfipravy podie narokl 4 a 5, vyznadujici se tim, ze polarni aprotické

rozpoustédlo je acetonitril a nepolarni rozpoustédlo je toluen.

7. Zplisob piipravy podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze reakce probiha pfi

teploté v rozmezi 40 az 50 °C.

8. ZpUsob pfipravy smési enoni vzorce 3

s alkylagnim &inidlem vybranym ze skupiny, kterou tvofi 1,1-dimethoxyethan,
1,1-diethoxyethan a 2,4,6-trimethyl-1,3,5-trioxan, v pfitomnosti Lewisovy kyseliny
vybrané ze skupiny, kterou tvofi BF3*Et,0, BF3*CH3CN a TiCls v dichlormethanu,
piitemz reakce probiha pfi teploté v rozmezi od -70 °C do 25 °C, nasledovanou
zpracovanim s vodnym roztokem kyseliny nebo baze.

9. Zplsob pripravy podle naroku 8, vyznadujici se tim, ze alkylaénim Cinidlem je

1,1-dimethoxyethan a Lewisovou kyselinou je BF3*CH3CN.

10.Zplisob isomerizace smési enoni vzorce 3

15



s pfevazujicim zastoupenim (Z)-isomeru na smés s pfevazujicim zastoupenim
(E)-isomeru, vyzna&ujici se tim, Ze zahrnuje zpracovani smeési pomoci silné
kyseliny nebo baze v alkoholickém nebo vodné alkoholickém roztoku pfi teploté

v rozmezi od 0 do 60 °C.

11.Zplsob isomerizace podle naroku 10, vyznadujici se tim, Ze kyselinou je

kyselina chlorovodikova a alkoholem je methanol.

12.Zpusob isomerizace podle naroku 10, vyznadujici se tim, ze bazi je hydroxid

sodny nebo draselny a vodné alkoholickym roztokem je vodny methanol.

13.Zplisob isomerizace podle naroku 10, vyznacujici se tim, Ze bazi je ethoxid

nebo methoxid sodny v alkoholickém roztoku ethanolu nebo methanolu.

14.ZpUsob isolace a &isténi enonu 3, vyznadujici se tim, Ze enon 3 je pfeveden na

krystalickou sUl s organickou bazi.
15. Zpusob isolace a &isténi podle naroku 14, vyznadujici se tim, Ze organicka
baze je vybrana ze skupiny, kterou tvofi i-isopropylamin, f-butylamin,

cyklopentylamin a cyklohexylamin.

16. Zpusob isolace a &idténi podle naroku 15, vyznacujici se tim, Ze organickou

bazi je t-butylamin.

17.Krystalicka stl enonu 3 s t-butylaminem.
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