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Postup konverze 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Il na taxol a jeho derivaty

Oblast techniky

PredloZeny vynalez se tyka konverze 9-dihydro-13-acetylbaccatinu il na taxol a
zvlasté se tyka postupu konverze 9-dihydro-13-acetylbaccatinu 1ll na taxol, baccatin
Ill, 10-deacetylbaccatin Il a jejich meziprodukty.

Dosavadni stav techniky

Paclitaxel (taxol) predstavovany strukturnim vzorcem

0

je potencialni protinddorovou slouceninou. Paclitaxel pfedstavuje jedineény
mechanismus pro pfedchazeni rlistu rakovmovych bunék ovhvnemm m|krotubulu
které hraji dleZitou Glohu pfi déleni bunék a dalsich bunéénych funk01 Na pocatku

bunélného déleni se vytvoii velké mnoZstvi mikrotubull a jakmile déleni skonéi,
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mikrotubuly norméiné prasknou. Taxol zabratiuje mikrotubul(im v praskani, coz ma
za nasledek koagulaci rakovinovych bunék do té miry, Ze buiiky pfestanou rist a

délit se.

Taxol je klinicky aginny pfi IéEbé rakoviny vaje¢nik(l a prsi vzdorujicich lé¢bé a
pfedstavuje slibné pisobeni proti velkému poétu jinych typl rakoviny jako je rakovina

jater, pobfisnice, krku, prostaty, traéniku a jicnu.

Taxol se nejprve extrahuje z pacifického tisu Taxus brevifolia. Nanestésti rostou tisy
velmi pomalu, pfiblizné osm palch za rok a strom je tudiZ jen omezenym zdrojem
taxolu. To vedio vyzkumniky k hledani alternativnich zplsob( vyroby taxolu a jeho

analogu, které mohou disponovat vynikajicim protinadorovym plisobenim.

Podstata vynalezu

Jednou strankou predlozeného vynalezu je postup pfipravy taxanu obsahujici krok
oxidace polohy C-9 v 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Il vhodnym oxidaénim ¢&inidlem
jakym je tetra-n-propylamoniumperruthenat, Collinovo ¢&inidlo nebo aktivovany
methylsulfoxid (DMSO).

Dalsi strankou predloZzeného vynalezu je zabezpedeni postupu pfipravy taxolu a jeho

derivatd spocivajici v téchto krocich:

(a) chranéni C-7 hydroxy skupiny 9-dihydro-13-acetylbaccatinu il vhodnou
chranici skupinou pro ziskani chranéného produktu; a

(b) oxidaci C-9 hydroxy skupiny chranéného produktu.
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Ochranna skupina se pfednostné vybird ze skupiny sestavajici z benzylu,
substituovaného benzylu, benzylformiatu, substituovaného benzylformiatu, tosylu,
substituovaného  tosylu, dihydropyranu, = methoxymethylu, benzoylu a
substituovaného benzoylu.

Postup muzZe dale obsahovat stupné deacetylace polohy C-13 a zrudeni chranéni
polohy C-7 k ziskani baccatinu Ill. Po deacetylaci polohy C-13 Ize alternativné
deacetylovat polohu C-10 a Ize zruit chranéni polohy C-7 k ziskani 10-
deacetylbacccatinu Ill. Alternativné je moZné po deacetylaci C-13 pfidat k poloze C-
13 vhodny postranni fetézec a u vysledného meziproduktu selektivné zrusit chranéni
a ziskat pozadovany produkt taxol. K ziskani taxolu se zruSeni ochrany provadi na
poloze C-7 a poloze 2'. Vhodnymi postrannimi fetézci jsou (2R,2S)-N-benzoyl-O-(1-
ethoxyethyl)-3-fenylisoserin  a  (3R,4S)-3-(1-ethoxyethoxy)-4-(fenyl)-N-benzoyl-2-
azetidinon. '

Pohlizeno jinak na predloZzeny vynalez, jde o slou€eninu néasledujici chemické
struktury:

()

kde se R vybird ze skupiny sestavajici z benzylu, substituovaného benzylu,
benzylformiatu, substituovaného benzylformiatu, tosylu, substituovaného tosyluy,
dihydropyranu, methoxymethyiu, benzoylu, substituovaného benzoylu,
benzoylmethylu a substituovaného benzoylmethylu.




PohliZzeno jinak na pfedloZeny vynélez, jde o se slou¢eninu obecného vzorce :
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kde se R vybirda ze skupiny sestavajici z benzylu, substituovaného benzylu,
benzylformiatu, substituovaného benzyiformidtu, tosylu, substituovaného tosylu,
dihydropyranu, methoxymethylu, benzoylu, substituovaného benzoylu,
benzoylmethylu a substituovaného benzoylmethylu.

Priklady provedeni

Podrobny popis vynalezu

Tabulka 1 uvadi seznam chemickych struktur slouéenin zde pouzitych a jejich
definice a chemické struktury, které budou v pribé&hu popisu tohoto vynalezu
pouzivany.



Tabulka 1. Definice a chemické struktury

Nazev

Definice /chemicka struktura

Funkéni skupina

atom nebo skupina atomt majici charakteristickou

chemickou reaktivitu

Benzyl

O

Substituovén;’t benzyl”

benzylova skupina podle vyse 'uvedené definice

substituované jednou nebo vice funkénimi skupinami

Dihydropyran

Benzylformiat

O

Q_CHF’C\
O——

Substituovany benzyiformiat

benzylformiat podle vySe uvedené definice
substituované jednou nebo vice funkénimi skupinami

Methoxymethyl -CHy-0O-CHs
Benzoylmethyl o)
I
C—CH,—
Substituovany benzoylmethyl podle vySe uvedené definice
benzoylmethyl substituované jednou nebo vice funkénimi skupinami
Tosyl ’
—0,S CH,
Substituovany tosyl tosyl podle vy$e uvedené definice substituované

jednou nebo vice funkénimi skupinami
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Vychozi latku 9-dihydro-13-acetylbaccatin il Ize ziskat rdznymi zplsoby véetné
extrakce z druhu tisu (Taxus) popsané v pfihlaSce kanadského patentu ¢. 2,203,844
podané 28. dubna 1997 a publikované na konci fijna 1998. Ve struénosti: izolaéni
postup vyzaduje sbér rostlinného materialu jako jsou vétviéky a jehli¢i, rozemleti a
extrakci materialu v methanolu. Extrakce se provadi po dobu 24 hodin, vysledna
smés se filtruje a extrakt odebira. Extrakt se koncentruje na pfiblizné 10 %
plvodniho objemu odpafenim a dale se ziedi vodou. Vodny roztok se néekolikrat
extrahuje hexanem za vzniku vodné vrstvy a nevodné vrstvy. Vodna vrstva se
nékolikrat extrahuje chloroformem nebo dichlormethanem. Chloroformové nebo
dichlormethanové extrakty se zkoncentruji do sucha a zbytek se rozpusti ve smési
chloroformu, methanolu a acetonu (10:1:0,5) a frakcionuje suchou
chromatografickou kolonu za ziskani frakci taxolu a 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Ill.

Frakce se sloudi, extrahuji a 9-dihydro-13-acetylbaccatin Ill se neché vykrystalizovat.

Taxol a jeho derivaty Ize syntetizovat z 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Ill mnoha kroky
spodivajicimi v chranéni, oxidaci, reakci a zruSeni chranéni. Podle postupl
znazornénych napfiklad ve schématech 1 - 3 se 9-dihydro-13-acetylbaccatin i
nejprve chrani na poloze C-7 pfidanim ochranné skupiny jako je methoxybenzylova
nebo tosylova skupina za vzniku chranéného meziproduktu jako je slou€enina 2, 7
nebo 16. Dal$imi vhodnymi ochrannymi skupinami jsou substituovany benzyl,
dihydropyran, benzylformiat (CBZ), substituovany benzylformiat, methoxymethyl
(MOM), benzoylmethyl (BOM) a substituovany benzoylmethyl.



Chranény meziprodukt se v poloze C-9 oxiduje vhodnym oxida¢nim Cinidlem jako je
napfiklad tetra-n-propylamoniumperruthenat (TPAP), Collinovo ¢inidlo (oxid
chromovy a pyridin v dichlormethanu) nebo aktivovanym methylsulfoxidem (DMSO)
za ziskani oxidovaného meziproduktu jako je slou€enina 3, 8 nebo 17. Oxidovany
meiiprodukt mulzZe byt deacetylovan v poloze C-13 napfiklad reakci s butyllithiem v
hexanu nebo methyllithiem za ziskani analogu baccatinu Ill jako je slouCenina 4
nebo 9. V zavislosti na pozadovaném produktu miiZze byt analog baccatinu Il zbaven
chranici skupiny napfiklad 2,3-dichlor-5,6-dikyanbenzochinonem (DDQ) za vzniku
baccatinu lll (15) nebo déle ponechan reagovat za piipadného ziskani 10-

deacetylbaccatinu |1l (13) nebo taxolu (18) nebo jinych pozadovanych produktd.

Pro ziskani 10-deacetylbaccatinu se analog baccatinu il (4) dale deacetylujé v
poloze C-10 reakci napfiklad s triethylaminem v hydridu sodiku na slouéeninu 12, u
které se pak zru$i ochrana. K ziskani taxoiu se postranni fetézec taxolu v poloze C-
13 adduje na analog baccatinu lll reakci napfiklad s (2R,2S)-N-benzoyl-O-(1-
ethoxyethyl)-3-fenylisoserinem a lithium hexamethyldisilazidem za vzniku analogu
taxolu jako je slougenina 5 nebo 10. U analogu taxolu se déle odstrani chranéni v
poloze 2' reakci napiiklad s 1 % kyselinou chlorovodikovou a v poloze C-7 reakci
napfiklad s triethylaminem a UV zafenim za vzniku taxolu. Jiné vhodné postranni
fetézce na C-13 jako je (3R,4S)—3-(1—ethoxyethoxy)—4—_(feny|)—N—benzoyl-2-azetidinon

mohou byt k ziskani analogll taxolu pouZity take.

Odbornici si jisté uvédomi, Zze k ziskani stejnych vysledkll Ize pouzit i jinych
reakénich &inidel a vychozich latek, a Ze kroky chranéni, oxidace a zruSeni ochrany
mohou byt provedeny podle potfeby v rtizném pofadi nebo jinym poctem krokd, a ze

schémata 1 -3 maji na mysli tyto moznosti.
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9-dihydro-13-acetylbaccatin llI
7-0-p-methoxybenzyl-9-dihydro-13-acetylbaccatin il
7- O-p-methoxybenzyl-13-acetylbaccatin Il

7- O-p-methoxybenzylbaccatin |l
7-0O-p-methoxybenzyl-(2’-ethoxyethyl)taxol
7-O-p-methoxybenzyltaxol
7-O-tosyl-9-dihydro-13-acetylbaccatin |lI
7-O-tosyl-13-acetylbaccatin il

7-O-tosylbaccatin Il

7-O-tosyl-(2'-ethoxyethyl)taxol

7-O-tosyltaxol

10-deacetyl-7- O-p-methoxybenzylbaccatin lil nebo 7- O-p-methoxybenzyl-10-
deacetylbaccatin 1l

10-deacetylbaccatin lil

baccatin llI

7-0O-benzyl-9-dihydro-13-acetylbaccatin lll
7-0-benzyl-13-acetylbaccatin il

taxol nebo paclitaxel
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Materialy

V8echna &inidla byla ziskana od Aldrich Chemicals, USA

Pfiklad 1

Pfiprava taxolu

Krok 1(a): 7-O-p-methoxybenzyl-9-dihydro-13-acetylbaccatin Iil (2)

20 mg 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Ill (1) a 100 mg n-tetrabutylamoniumjodidu bylo
rozpusténo ve 3 ml dichlormethanu (CH.Cl,) ve 25 ml barice s kulatym dnem. Bylo
pfidano 23 mg hydridu sodného (NaH) a za laboratorni teploty smé&s michana po
dobu péti minut. Po kapkach bylo bé&hem 5 minut pfidavano 0,1 ml p-
methoxybenzylchloridu a teplota zvy$ena na 45°C. Smés byla michana po dobu 24
hodin a po této dobé& bylo k zastaveni reakce pfidano 30 ml destilované vody.
Produkt byl extrahovan dichlormethanem, piecistén preparativni chromatografii na
tenké vrstvé (TLC) a podle identifikace NMR spektroskopii ziskano 17 mg 7-O-p-
methoxybenzyl-9-dihydro-13-acetylbaccatinu lll, slou¢eniny 2.

"H-NMR (200 MHz, CDCls), 8: 8,10 (d, Ar-H-2, H-6): 7,60 (t, Ar-H-4); 7,50 (t, Ar-H-3,
H-5); 7,21 (d, 2Ar-H); 6,90 (d, 2Ar-H); 6,30 (d, H-10); 6,17 (t, H-13); 5,80 (d, H-2):
4,92 (d, H-5); 4,75 (dd, H-7), 4,50 (d, H-9); 4,31 (d, H-20a); 4,29 (d, H-20b): 4,15 (s, -
OCHy); 3,80 (s, OCHs); 3,01 (s, H-3); 2,59 (m, H-6); 2,26 (s, CHsC=0); 2,18 (s,
CHsC=0); 2,10 (H-14a); 2,02 (s, CHsC=0); 1,97 (s, CHa); 1,85 (H-14b); 1,77 (s,
CHa): 1,75 (s, CHas); 1,26 (S, CHs) ppm.
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Krok 1(b): 7- O-p-methoxybenzyl-13-acetylbaccatin IlI (3)

Ve 25 ml barice s kulatym dnem bylo k 10,8 mg 4-methylmorfolin-N-oxidu (NMO)
pfidano 10 mg produktu z kroku 1(a), slouceniny 2 a smés rozpusténa ve 3 mi
dichlormethanu. Ke smési bylo piidano molekulové sito 4A a michano po dobu 5
minut. Dale bylo pfidano 3,5 mg tetra-n-propylamonium perruthenatu (TPAP) a smés
za laboratorni teploty michana po dobu 6 hodin, po které byla teplota zvyena na
40°C. Pfi této teploté byla smés k dovrSeni reakce ponechana pres noc. Jakmile
reakce skontila, byla smés vylita na kratkou kolonu se silikagelem. Kolona byla
eluovana 50 ml chloroformu (CHCIl3) a ziskana chloroformova frakce, ktera byla
zkoncentrovana do sucha. Zbytek byl preéistén preparativni TLC za ziskani 2 mg
bilych jehlicek, které byly NMR spektroskopii identifikovany jako 7- O-p-

methoxybenzyl-13-acetylbaccatin Ill, slouéenina 3.

"H-NMR (400 MHz, CDCly), &: 8,10 (d, Ar-H-2, H-6); 7,60 (t, Ar-H-4); 7,49 (t, Ar-H-3
H-5); 7,22 (s, 4Ar-H); 6,28 (s, H-10); 6,18 (t, H-13); 5,65 (d, H-2); 5,60 (dd, H-7):
5,27 (s, -OCH3); 4,95 (d, H-5); 4,33 (d, H-20a); 4,17 (d, H-20b); 3,95 (s, -OCH,):
3,81 (d, H-3); 2,60 (m, H-6); 2,35 (s, CH3C=0); 2,22 (dd, H-14a); 2,20 (s, CH3C=0);
2,15 (s, CH3); 2,05 (s, CHyC=0); 2.01 (H-14b); 1,96 (s, CHs); 1,24 (s, CH3); 1,18 (s,
CHz) ppm.

Krok 1 (c): 7- O-p-methoxybenzylbaccatin Ill (4)

50 mg produktu z kroku 1(b) slou€eniny 3 bylo rozpusténo v 5 ml tetrahydrofuranu pfi
-44°C a k odstranéni acetylové skupiny C-13 po kapkéach pfidavano 5 molekvivalent(
methyllithia. Po ukonCeni deacetylaéni reakce byla smés roztiepana mezi 50 ml

smési nasyceneho Ustojného roztoku chloridu amonného a dichlormethanu (1 : 1).
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Organicka vrstva byla zkoncentrovana a peisténa flash chromatografii na koloné
se silikagelem, eluovano smési dichlormethanu a methanolu (97:3) a ziskano 22 mg

7-O-p-methoxybenzylbaccatinu lil jako bila tuha latka.

Krok 1(d): 7-O-p-methoxybenzyl-(2'-ethoxyethyl)taxol (5)

15 mg produktu z kroku 1(c)(4) bylo spojeno se 6 mol ekvivalenty (2R,2S)-N-benzoyl-
O-(1-ethoxyethyl)-3-fenylisoserinu  nebo 5 mol ekvivalenty (3R 4S)-3-(1-
ethoxyethoxy)-4-(fenyl)-N-benzoyl-2-azetidinonu a 3 molekvivalenty
lithiumhexamethyldisilazidu (LIHMDS) v 5 ml tetrahydrofuranu pfi -78°C po dobu
pfiblizné 20 minut ve 25 ml bafice s kulatym dnem. Reakéni smés byla zahtata a
udrzovana na teploté 0°C -po dobu 6 hodin, nebo aZ do ukondeni reakce, coz se
potvrzovalo TLC analyzou. Po ukonéeni reakce se smés vysolila 30 ml ustojného
roztoku o pH 7 a produkt byl extrahovan dichlormethanem, vysusen a pregistén na
koloné se silikagelem flash chromatografii za pouZiti eluéniho g&inidla dichlormethanu
a methanolu (97:3) a ziskano 16 mg 7-O-p-methoxybenzyl-(2'-ethoxyethyl)taxolu.

Krok 1(e): 7-O-p-methoxybenzyltaxol

10 mg produktu z kroku 1(d) bylo za laboratorni teploty rozpusténo v ethanolu v 5 mi
barce s kulatym dnem. Byl pfidan prebytek 1 % kyseliny chlorovodikové a
ponechano reagovat pfiblizné 4 hodiny. Reakéni produkt byl vylit do 25 ml délici
nalevky a pfidano 50 ml smési Ustojného roztoku o pH 7 a dichlormethanu (1:1).

Organicka vrstva byla odparena k suchu a ziskan zbytek.




- 17 -

Krok 1(f): taxol nebo paclitaxel (18)

Ke zbytku ziskanému v kroku 1(e) bylo pfidano 5 ml dichlormethanu a vmichano
0,25 ml vody. V tomto pfipadé byl pomér vody k dichlormethanu 1:20. Ke smési bylo
pfidano 1,0-1,5 molekvivalentl 2,3-dichlor-5,6-dikyanbenzochinonu (DDQ) a teplota
udrZovana na laboratorni teploté nebo 5°C. Po ukon&eni reakce bylo k reakéni smési
pfidano 10 ml nasyceného roztoku hydrogenuhliitanu sodného (NaHCO;) a tato
smés extrahovana 10 ml dichlormethanu. Extrakt byl promyt 5 ml nasyceného
vodného roztoku hydrogenuhli€itanu sodného a vysudeno nad siranem sodnym
(Na2S04). Rozpoustédlo bylo odpareno, zbytek pfetistén na koloné se silikagelem a

ziskano 3,5 mg taxolu.

Piiklad 3
Pfiprava taxolu
Krok 2(a): 7-O-tosyl-9-dihydro-13-acetylbaccatin lIl (7)

1,0 g 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Il (1) bylo vioZzeno do 50 ml bariky s kulatym
dnem se 454 mg p-toluensulfonylchloridu a 589 mg tetrabutylamoniumjodidu. Smés
byla rozpusténa v 15 ml dichlormethanu a za laboratorni teploty michana po dobu 5
minut. Ke smési bylo pomalu pfidavano 57 mg hydridu sodného a smés za
laboratorni teploty michana po dobu 2 hodin, po kterych bylo pfidano 100 ml vody.
Smés byla extrahovana 70 ml dichlormethanu. Organickd vrstva byla
zkoncentrovana k suchu, zbytek precistén flash chromatografii na koloné se
silikagelem, eluovano smési dichlormethanu a methanolu (97:3) a ziskano 1,1 g 7-O-

tosyl-9-dihydro-13-acetylbaccatinu Iil.
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Krok 2(b): 7-O-tosyl-13-acetylbaccatin Ill (8)

400 mg produktu slouéeniny 7 z kroku 2(a) bylo umisténo v 50 ml bafice s kulatym
dnem a k tomu pfidano 126 mg 4-methylmorfolin-N-oxidu. Smés byla rozpusténa v 5
ml acetonitrilu (CH3CN) a pfidano 126 mg molekulového sita 4A. Smés byla za
laboratorni teploty michana po dobu pfiblizné 10 minut a potom pfidano 18 mg
TPAP. Smés byla za laboratorni teploty michana po dobu 5 hodin a prolita kratkou
kolonou se silikagelem a eluovano dichlormethanem. Frakce byla dale na koloné se
silikagelem pieci§téna flash chromatografii, eluovano smési ethylacetatu (EtOAc) a
hexanu (7:3) a ziskano okolo 350 mg bilych krystal(, které byly identifikovany jako 7-
O-tosyl-13-acetylbaccatin Il o istoté 98 %.

"H-NMR (400 MHz, CDCly), 5: 8,05 (dd, 2H, Ar-H); 7,74 (d, 2H, tosyl); 7,60 (ddd, Ar-
Hs); 7,47 (dd, 2H, Ar-H); 7,30 (d, 2H, tosyl); 6,69 (s, Hio); 6,16 (t, Hy3); 5,66 (dd, Hy);
5,30 (dd, Hy); 4,85 (dd, H-5); 4,30 (d, H-20a); 4,10 (d, H-20b); 3,00 (s, 3H, tosyl);
3,92 (d, H-3); 2,60 (m, H-6a); 2,42 (s, -OCHs3); 2,33 (s, -OCHj3); 2.30 (dd, H-14a);
2,21 (s, -OCHa); 2,13 (s, CHa); 2,10 (dd, H-14b); 1,77 (s, CH3); 1,20 (s, CHs); 1,17
(s, CHs) ppm.

Krok 2(c): 7-O-tosylbaccatin H1:(9)

100 mg produktu z kroku 2(b) (sloucenina 8) bylo rozpusténo v 10 ml
tetrahydrofuranu ve 25 ml barice s kulatym'dnem. Banka byla potom umisténa do
kontejneru, kde byla udrzovana teplota -43°C. Roztok byl michan a po kapkach
pfidano béhem 3 minut 0,4 ml n-butyllithia v hexanu. Smés byla michana po dobu 30
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minut za vzristu teploty na pfiblizné 0°C a dale pfevedena do 500 mi délici nalevky
obsahujici 100 ml vody a extrahovano 150 ml dichlormethanu. Produkt byl pregistén
preparativni TLC a ziskano 62 mg bilych krystalkd, které byly identifikovany jako 7- -
O-tosylbaccatin Il1. |

Krok 2(d): 7-O-tosyl-(2'-ethoxyethyl)taxol (10)

100 mg slouceniny 8 bylo umisténo do 25 ml bariky s kulatym dnem a pomalu
pfidavano 6 molekvivalentl (2R,28)-N-benzoyl-O-(1-ethoxyethyl)-3-fenylisoserinu
rozpusténého v 5 ml tetrahydrofuranu pfi -78°C. Pomalu byly pfidavany 3
molekvivalenty LIHMDS. Smés byla michana pfi -78°C po dobu pfiblizné 20 minut,
potom ohfata na pfiblizné 0 az 20°C. Prlbéh reakce byl az k dokon&eni reakce
sledovan TLC. Jakmile reakce skondila, byla tato reakéni smés vysolena Ustojnym
roztokem o pH 7 a extrahovano 40 ml dichlormethanu. Organicka vrstva byla za
vakua zkoncentrovana k suchu, zbytek precistén preparativni TLC a ziskano 85 mg

bilych krystalk(, které byly identifikovany jako 7-O-tosyl-(2’-ethoxyethyl)taxol.

Krok 2(e): 7-O-tosyl-taxol (11)

50 mg produktu slouceniny 10 z kroku 2(d) bylo umisténo do 25 ml bariky s kulatym
dnem a za laboratorni teploty rozpusténo v 15 ml ethanolu. Byl pfidan piebytek 1 %
kyseliny chlorovodikové a smés udrZzovana na laboratorni teploté po dobu pfiblizné 5
hodin. Potom byla reakéni smés vysolena 20 ml vody a 40 ml dichlormethanu.

Organicka vrstva byla za vakua odparena k suchu a ziskan 7-O-tosyl-taxol.

Krok 2(f): taxol nebo paclitaxel (18)
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Zbytek ziskany v kroku 2(e) byl rozpustén v 10 ml 0,02 M roztoku triethylaminu v
methanolu a ozafeno UV zéfenim po dobu pfiblizné 6 hodin nebo do doby, kdy
reakce podle analyzy TLC skongila. Po ozafeni bylo triethylaminové rozpoustédio za
vakua odpareno. Zbytek byl pfecistén flash chromatografii na koloné se silikagelem,
eluovano smési dichlormethanu a methanolu (97:3) a ziskano 25 mg taxolu, ktery byl
charakterizovan jako surovy taxol.

"H-NMR (400 MHz, CDCl), &: 8,12; 7,73; 7,61; 7,51; 7,41; 7,38; 6,97; 6,27; 6,23;
5,78, 5,67, 4,94, 4,79; 4,40; 4,30; 4,19; 3,79; 3,54; 2,51; 2,46; 2,38; 2,36; 2,28; 2,24;
1,89; 1,89; 1,79; 1,68; 1,24; 1,14 ppm.

Priklad 3
Ptiprava 10-deacetylbaccatinu |l|
Krok 3(a): 7-O-p-methoxybenzyl-10-deacetylbaccatin Il (12)

70 mg produktu slou€eniny 4 z kroku 1(c) bylo umisténo do 25 ml bariky s kulatym
dnem spole¢né s 5 ml dichlormethanu. Bylo pfidano 1,5 molekvivalentu hydridu
sodneho a potom 3 ml triethylaminu a smés byla michana magnetickym michadlem
po dobu 2 aZ 3 hodin. Pribéh reakce byl sledovan TLC. Po ukon&eni deacetylace
byl roztok nalit do 25 ml vody a extrahovano 30 ml dichlormethanu. Organicka vrstva
byla za vakua zkoncentrovana k suchu. Zbytek byl pie¢i§tén na koloné flash
chromatografii a ziskano 42 mg 7-O-p-methoxybenzyl-10-deacetylbaccatinu Il jako
bila tuha hmota.
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Krok 3(b): 10-deacetylbaccatin il (13)

30 mg slou€eniny 12, tj. 7-O-p-methoxybenzyl-10-deacetylbaccatinu Il bylo
umisténo do 25 ml barky s kulatym dnem spoleéné s 5 ml dichlormethanu, ktery
obsahoval malé mnozstvi vody v poméru vody k dichlormethanu 1:20. Byl pfidan 1,0
molekvivalent 2,3-dichlor-5,6-dikyanbenzochinonu (DDQ) a smés za laboratorni
teploty michana po dobu 3 hodin. Po ukonéeni reakce bylo pfidano 15 mi
nasyceného roztoku hydrogenuhliéitanu sodného a smés extrahovana 20 ml
dichlormethanu. Extrakt byl vysusSen nad siranem sodnym. Dichlormethanovy extrakt
byl odpafen, zbytek pifecistén na koloné se silikagelem a ziskano 16 mg 10-
deacetylbaccatinu Ill.

Pfiklad 4
Pfiprava baccatinu 1l

25 mg slouc¢eniny 4 (7-O-p-methoxybenzylbaccatin lll) nebo 9 (7-O-tosylbaccacin lil)
obsahujici malé mnozstvi vody bylo umisténo do 25 ml bariky s kulatym dnem a
pfidano 5 ml dichlormethanu. V tomto pfipadé byl pomér vody k dichlormethanu
1:18. Ke smési bylo pfidano 1,0 az 1,5 molekvivalentu DDQ a michano za
laboratorni teploty nebo pfi 5°C. Po ukon&eni reakce bylo pfidano 20 ml nasyceného
roztoku hydrogenuhliitanu sodného, smés extrahovana 30 ml dichlormethanu a
vysuSeno nad siranem sodnym. Rozpoustédlo bylo odpafeno, zbytek precistén na
koloné flash chromatografii, eluovano smési dichlormethanu a methanolu (96:4) a

ziskano 17 mg slou€eniny 15, baccatinu il jako bila tuha hmota.
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Pfiklad 5
Pliprava meziproduktu 7-O-benzyl-13-acetylbaccatinu IlI
Krok 4(a): 7-O-benzyl-9-dihydro-13-acetylbaccatin /1l (16)

10 mg 9-dihydro-13-acetylbaccatinu lI, slougeniny 1, bylo v 5 ml bafice s kulatym
dnem rozpusténo ve 3 ml tetrahydrofuranu (THF) a pfidano 20 mg n-
tetrabutylamoniumjodidu. Smés byla michana po dobu 5 minut a pfiddno 12 mg
hydridu sodného. Po kapkach bylo pfidano 170 mg benzylbromidu a smés michéna
pfi 40°C. V michani se pokracovalo pfes noc. K zastaveni reakce bylo piidano 40 ml
vody. Produkt byl extrahovan chloroformem. Chloroformovy roztok byl odparen,
zbytek precistén preparativni TLC a ziskano 8 mg 7-O-benzyl-9-dihydro-13-
acetylbaccatinu Ill.

Krok 4(b): 7-O-benzyl-13-acetylbaccatin Il (17)

Podobnym zpiisobem jako v kroku 1(b) Ize pfipravit slougeninu 17. V tomto ptipadé
se Cinidlo methylmorfin-N-oxid (NMO) zameni za chlornan sodny (NaOCI).

Taxol, 10-deacetylbaccatin Il a baccatin Il Ize ziskat ze 7-O-benzyl-13-
acetylbaccatinu Ill podobnym zpisobem jako je to popsano v pfedchozich

pfikladech.
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Patentové naroky

1. Postup konverze 9-dihydro-13-acetylbaccatinu Ill na taxan vyznacujici se tim, Ze
se provede oxidace polohy C-9 latky 9-dihydro-13-acetylbaccatinu IIl.

2. Postup podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze se oxidace dosahne pfidavkem
oxidacniho ¢inidla vybraného ze skupiny latek sestavajici z tetra-n-propylamonium

perruthenatu, Collinova ¢inidla a aktivovaného methylsulfoxidu.
3. Postup pfipravy taxolu a jeho derivatt vyznadujici se tim, ze spociva v

(a) chranéni hydroxyskupiny C-7 v  9-dihydro-13-acetylbaccatinu Il vhodnou
chranici skupinou k ziskani chranéného produktu; a
(b) oxidaci hydroxyskupiny C-9 chranéného produktu.

4. Postup podle naroku 3 vyznadujici se tim, Ze se chranici skupina vybira ze
skupiny sestavajici z benzylu, substituovaného benzylu, benzylformiatu,
substituovaného benzylformiatu, tosylu, substituovaného tosylu, dihydropyranu,

methoxymethylu, benzoylu a substituovaného benzoylu.

5. Postup podle naroku 3 vyznacujici se tim, Ze se oxidace dosahne pfidavkem
oxidacniho Cinidla vybraného ze skupiny latek sestavajici z tetra-n-propylamonium
perruthenatu, Collinova &inidla a aktivovaného methylsulfoxidu.

6. Postup podle naroku 3 jvyznaéujici se tim, Ze obsahuje krok deacetylace polohy
C-13.
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7. Postup podle naroku 6 vyznacujici se tim, Ze obsahuje k ziskani baccatinu il

jesté krok zruSeni ochrany polohy C-7.

8. Postup podle naroku 6 vyznadujici se tim, Ze obsahuje jesté krok deacetylace
polohy C-10.

9. Postup podle naroku 8 vyznadujici se tim, Ze obsahuje k ziskani 10-

deacetylbaccatinu Il jesté krok zruseni ochrany polohy C-7.

10. Postup podle naroku 6 vyznacujici se tim, Ze obsahuje k ziskani poZzadovaného
produktu jesté krok addice vhodného fetézce do polohy C-13 a selektivniho

zruSeni ochrany.

11. Postup podle naroku 10 vyznadujici se tim, Ze se pro ziskani taxolu provadi

zruseni ochrany na poloze C-7 a 2.

12. Postup podle naroku 10 vyznaéujici se tim, Ze se postranni fetézec vybira ze
skupiny sestavajici z (2R,2S)-N-benzoyl-O-(1-ethoxyethyl)-3-fenylisoserinu a
(3R,48)-3-(1-ethoxyethoxy)-4-(fenyl)-N-benzoyl-2-azetidinonu.




13. Slouéenina obecného vzorce

kde se R vybira ze skupiny obsahujici benzyl, substituovany benzyl, tosyl,
substituovany tosyl, dihydropyran, methoxymethyl, benzoyl a substituovany

benzoyl.

14. Sloucenina podle naroku 13 vyznaéujici se tim, Ze benzyl je benzylformiat a

benzoyl je benzoyimethyl.
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kde se R vybirda ze skupiny obsahujici benzyl, substituovany benzyl, tosyl,
substituovany tosyl, dihydropyran, methoxymethyl, benzoyl a substituovany

benzoyl.

16. Slou€enina podle naroku 15 vyznacujici se tim, Ze benzyl je benzylformiat a -

benzoyl je benzoylmethyl.
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