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Zplsob vyroby 2-substituovanych 2-{cw-
~guanidinoalkanamido, w-guanidinoalka-
namido a cw-guanidinohydroxyalkanamido)-
~N-[4~({3-aminopropyl)aminobutyl)]ethana-
nidd a jejich sol{

(57) Zpisodb vyroby kancerostaticky d&innych
2-substituovanych 2-(cw-guanidino-alkana-
mido, «v -guanidinoalkenamido a < -guanidi-~
nohydroxyalkananidd -N- [4~(3-aminopropyl)-
—aminobutyl] ~ethanamidd a Jejich solf.
Zpldsob viroby kancerostaticky ulinnych 2-
~substituovanych 2-(cw -guanidinoalkanami-
do, w-guanidinoalkensamido a w-guanidi-
nohydroxyalkanamido)-N- [4-(3-aminopropyl)-
~aminobutyl]-ethanamidd obecného vzorce I

NZNENH(CHZ)n-Y-COEH?HCONH(CHZ)4NH(CH2)3N32
NH OR (1),
ve kterdm Y znal{ skupinu
~CH,~CH,~-, -CE=CH- nebo ~CH-~CH,-,
OH

R znamend vod{k, Cj.4 alky, popi{pad¥ sudb-~
stituovany hydroxylem, nebo benzylem,

a n jest celé &islo od 1 do 8, 8 podminkou,
%e kdy%Z Y znal{ skupinu -CH-Cﬁz-

H
a n Jest &{slo 4, Je R odli3né od vodfiku,
spodivajici{ v tom&iZe Be cwu-guanidinoal-

kanamid, cw -guanidinoalkenamid nebo w-
-guanidinohydroxyalkanamid vzorce II
HZNEHH(CHZ)n—Y'CONHZ
NH (11),
kondensuje s N- [4~-(3—aminopropyl)aminobu-
tyl] -2,2-dihydroxyethanamiden vzorce III

HO
g~ G CONH(CH) NE(CH) 3, (111,

a vznikly N-{4-(3-aminopropyl)aminobutyl]-
-2~{cw -guanidinoalkanamido, Cw-guanidino-
alkenamido nebo w-guanidinohydroxyalka-
namido)-2-hydroxyethanamid vzorce Ia

13121110 9 8 6 5
HZNENH(CBZ)n-Y-CONH?HCONECHZCH2C32CBZ—

s P2 CH

—NHCH20112€H2N12 (Ia),

popl{pad® reaguje, pop¥{pad¥® po chréndni
aminoskupiny a iminoskupiny, s Cj_4 ali-
fatickym alkoholem, diolem, diazoparafi-
nem nebo 8 benzylalkoholem,
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Vyndlez se tykd zplsobu vyroby novych kancerostaticky ud&innych P-substitucva-
nych 2-(w -guanidinoalkaramido, —-alkenamidc & -hydroxyalkanamido)—N-(A-B-aninopro-
pyl)aminobutyl]-ethnnamidﬁ obecného vzorce L

H?N(}ZINH(CHz)n—Y-CONHC'HCONH(CH2)4NH(CH2)3NH3 (L)
‘NH. OR
ve kterénm ,
Y znad{ skupinu -CH,-CH,-, -CH=CH- nebo -%H-CH7-,

CH
R znad{ atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 =% 4 atomy uhliku, popPipad® sudstituo-
vancu hydroxylovou skupinou, nebo benzylovou skupinu, a
n jest celé &islo od 1 do 8,
s podminkou, %e kdyZ Y zna&{ skupinu -?H—CH2- a n jest &fslo 4,

OH
predstavuje R Jiné skupiny neZ atom vodiku,
a zpisobu vyroby solf zmfininfch slouldenin.

P#i systematickém vyzkumu kancerostatik nalezli autofi vyndlezu nové kancerc-
staticky ydinné antibiotikum BMG 162—:F2, které nazvali spergualin. Toto antibio-
tikum isolovali z filtrdtu po kultivaci kmene BMG 16?-aF2 (ulo¥eného pod 2{sly
FERM P-5230 a ATCC 31932) mikroorganismu Bacillus laterosporue, patPficihc dc rodu
Bacillus (viz Journal of Antibioties, svazek 34, str. 1619 a str.; 1622 (1¢51)).
Chemickd struktura sperfgalinu je zndzornina ndsledujfcim vzorcem:

19 18 17 16 §)14 1312111098 7 6 5 4 3
HBNiFHCHZCHZQHECHZI -CHZCONH?ONHCH2CH2CH3CHZNHCH
NH CH OH

2 1
ZPHZCHZNHZ

Eonfigurace na uhliku v poloze 15 jest S, zatim co konfigurace na uhlfku 2] nen{ jes-

t& urdena /viz Journal of Antibiotics, svazek 34, str. 1622 (1981)/, Slculenins
uvedeného vzorce byla synthetisovéna kondensac{ p#{slu3ného Xarboxamidu = glyoxvlvl-
spermidinem; ziskand epimerni sloulenina bdbyla rcz3t¥pena na pf¥irozeny (-)-epergualin
a nepiirozeny (+)-spergualin /viz Journal of Antibiotics, sv. 34, 1625 (1381)/.

Auto¥i vyndlezu provedli rozséhlé studium ridznych sloudenin odvozenyca od sper-
gualinu. PredloZeny vyndlez je zsloZen na jejich objevu, %e sloudeniny zndzorniné
obecnym vzorcem [ vykazuji vynikajf{ci kancerostatickou udinnost, a zvl143t: v pi{pa-
d%, kdy? substituent R znal{ Jinou skupinu ne? atom vodiku, maj{ uvedené sloudeniny
rovnéZ vybornou stabilitu.

Podle vyndlezu lze slouleniny obecného vzorce [ vyrdb&t ndsledujfcim zplsobem.

w ~guanidinoalkanamid, -alkenamid nebo ~-hyvdroxyalkanamid obecného vzorce II
H2§?FH(CH2)n—Y—CONH2 : (Im),
NH
ve kterém Y a n majf shora uvedeny vyznanm, kondensuje s N—[ﬁ—(}—aminoprOpyl)amino—
butyl]~2,Z—dihydroxyethnnamidem vzorce III

HO
HO>CH CONH(CH,,) ,NH(CH,,) ;N (11I),

za vzniku N-[47(3—amin0propyl)aminobutyl]—ﬁ-(uJ-guanidinoalkanamido, ~alkenamide ne-
bo -hydroxyalkansmido)-2-hydroxyethanamidu cbecného vzorce Ia
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HZN?rH(Cﬂz)n—Y—CONH?KCONHCHZCH2FH2932NHCHZCHch2NH2 (Ia),

NH OH
ve kterém n a Y maj{ shora uvedeny vyznam. PopF¥i{psd¥ reaguje slouenina obecného
vzorce Ia nebo spergualin, zf{skany isolac{ z filtrdtu po mikrobidlnf kultivaci, s
pop¥*ipadd chrén¥nymi emino- a iminoskupinami, s alifatickym alkoholem nebo diolem
g 1 af 4 atomy uhlfku, s diazoparafinem s 1 a% 4 atomy uhliku, nebo s benzylalkoho-
lem.
P¥{tomné chrdnic{ skupiny se p¥{padn¥ od3t¥p{.

SlouZeniny obecného vzorce I se obvykle pouZivaji ve form& svych farmakoclogic-
ky vhodnych adi¥nfich solf s kyselinami. Jako uvedenych adi¥nfch solf{ s kyselinami
1ze pou¥fvat jejich adi¥nich solf s snorganickymi kyselinami, jako s kyselinou chlo-
rovodfkovou, sirovou, fosforeinou nebo boritou, nebo s organickymi kyselinami, Jjako
s kyselinou octovou, citronovou, vinnou nebo glutarovou,

Sloudeniny obecného vzorce I
I5=454342 M g0 9 8-5 4 31

HZN?FH(CHz)n—Y—CONH?BCONH(CH_)4NH(CH

NH OR

ve kterém Y, R a n maj{ shora uvedeny vyznam, maj{ kaZdd asymetricky uhlik v poloze
11 a proto existujf ve form® epimerd vzhledem k uhlfiku 11, to Jest ve form& levcto-
¢ivého epimeru /v daldfm popisu oznadovany jako (-)/ & ve form# pravotodivého epi-
neru /v daldim oznadovany Jako (+)/. Pokud nenf specificky uvedeno jinak, jsou slou-
Seniny podle vyndlezu sm¥si (asi v pom¥ru 1:1) obcu zminnych epimerd /uvedend sm&s
epimerd Je v dal¥fm oznadovand, je-li tieba, Jako 2/, v pPipad%, %e Y znadi skupi-
nu

15 44
~-CH-CH
!

OH

nd sloudenina uvedeného vzorce rovn&Z asymetricky uhlik v pcloze 15, a proto exis-
tuje jeden epimer majfc{ S-konfiguraci v poloze 15 a druhy epimer majfc{ R-konfigu-
raci v poloze 15.

Pokud nenf specificky uvedenc Jinak, jest uvedend sloudenina podle vyndlezu smdef
(v pomSru asi 1:1) S-epimeru a R-epimeru.

2—’

Fysikdln¥-chemické a biologické vlastnosti typickych pPikladd sloudenin obecné-
ho vzorce I jsou popsdny niZe.
1, FysikdlnZ-chemické vlastnosti

Nézvy typickych sloudenin obecného vzorce I jeou uvedeny v tabulce I. Sumdrni
vzorce 8 elementdrn{ analysy hydrochloridd t&chto slcudenin Jsou shrnuty v tabulce
2, a infradervend spektra (v KBr tablet¥) a protoncvd NMR spektra (v deutero-metha-
nolu, za poufiti{ tetramethylsilanu (TMS) jako vnit¥nfho standardu) jsou uvedena v
tabulce 3, Specifické otddivosti cptickych isomerd nZkterych sloudenin podle vyndle-
zu Jscu zachyceny v tabulce 4.

Chemickd stabilita sloudenin obecného vzorce I byla stanovovdna zjiéiovénim re-
tence (obsahu nezm¥n&né vychozf{ ldétky) po zah¥{vén{ testované sloudeniny na teplotu
60 °c po dobu 4 hodin pf¥i rdzném pH. Vy¥sledky testu jscu zachyceny v tabulce 5, spo-
lu s vysledky zf{skanymi se sperguslinem jako standardem. Retence byly stancveny po-
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otlaké kapalinové chromatografie (HPLC), za pou2it{ kolony s nédpln{ Nuc-

5C18. Jako rozpoustZdla bylo v pPipad® spergualinu pouZito sa¥si (6:94)
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2. Biologické vlastnosti

VSechny slouleniny obecného vzorce I majf vyznamnou kancerostatickeou d&innost
2 vykazuj{ silny inhibiénf d¥inek na rist rakovinovych bunZk in vitro, a rovni% pro-
dluzuJi dodu %ivotas wy3{ s implantovanymi rakovinovymi bunkami, Jak je ukdézéno nfZe.

A. Iphibidn{ d&inek na rdst rakovinych bun&k in vitro

My3{m kmene DBA/? bylo implantovéno kaZdé po 10 % bungk my3{ leukemie L-1710.
Ascites, odebrany asepticky my3im za 4 dny po naodkovénf, byl promyt t¥ikrdt fysio-
logickym roztokem soli. Zfskané bunka L-1210 pak byly suspendovény do Zivné pidy
RPML 1640 /viz. G.E. Moore, Journal of the American Medical Association, svazek 199,
str. 519 (1967); H.J. Morton, In Vitro, svazek 6, 89 (1970)/, do které bylo priddno
10 % fetdlntho telecfho sera a 5 mM 2-merkapteothanclu, a ziskand suspense byla zie-
d%na tak, aby obsahovala 5 x 10 4 bun&k L-1210 v 0,9 ml. Mikrodeska obsahujfc{ 0,9
wl dbun¥&né suspense a 0,1 ml Zivné pidy s testovanym vzorkem byla umfstina v inku-
bétoru promyvaném kyslidnfkem uhli¥itym a bunky kultivovény pii 37 °c pc dobu 48 he-
din. Pak byl zJi3t3n polet bun&k polftadem a stanovena inhibice ristu ze vzishu

(%) = (1 - T/C) x 100,

t.J. 1 minus (podet bundk vyrostlych v pdd¥ obsahujfcf testovany vzorek/podtem bu-
nék vyrostlych v kontrolnf pdd¥) x 100. ‘

Z hodnot inhibice ristu p¥i rdznych koncentracfch testovanych vzorkd dbyia vypcétena
koncentrace, p¥fi které dochdzf k 50 % inhibici rdstu bunik.

Vysledky testovéni typickych sloudenin obecného vzorce I na schopnost inhibové-
nf rdstu bundk L-1210 jsou shranuty v tabulce 6.
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B. Terapeutickd d¢innost u implantovanych my3{ch nddord

My3{im samcim kmene BDF 1» starym 5 tydnd, dbylo kaZidému intrasperitonedlin& inoku-
lovédno po 107 bunik ny3{ leukemle L-1210 a pak jim byla intraperitonedlnZ poddvéna
Jednou denn¥ testovand sloulenina rozpu3tind ve fvsiologickém roztoku soli po dodbu
6 po sob¥ jdoucfch dnd polfnaje ode dne inokulace. Pzk byly my3i chovény a pozorové-
ny po dobu 30 dnd a stanoven stupen prodlouZenf doby Jejich preZit{ (%) podle vztahu

(%) = 100 x T/C
t.J. 100 x (prim&rnd doba preiitf léZené skupiny)/(prim2rné doba pFefit{ kontroln{

skupiny). Terapeuticky d&inek typickych sloudenin obecného vzorce I na ny3{ leukemii
L-1210 u my3fch samcd BDF1 Jje uveden v tabulce 7.

Tabulka 7
Sloulenina Ddvka ProdlouZen{ doby pleZfit( FPolet my3{ prefivajicich
&{slo (ug/kg/den) % = T/C x 100 po 30 dnech
50 o} 0/4
25 336 G/4
12,5 »357 2/4
6,2 >369 1/4
4 3,13 »364 2/4
1,56 ’ >429 4/4
0,78 24?9 4/4
0,39 >390 T 3/4
0,20 197 0/4
50 (o} 0/4
25 306 0/4
5 12,5 181 0/4
6,25 125 0/4
3,13 118 0/4
1,56 104 ‘ 0/4
50 0 0/4
25 0 C/4
12,5 >429 4/4
6,25 >429 4/4
6 3,13 > 386 2/4
1,56 >393 3/4
0,78 >429 4/4
0,39 >383 2/4
O 20 >354 2/4
50 0 0/4
25 0 /4
12,5 >429 - 4/4
6,25 >429 4/4
9 3,13 >429 4/4
5 1,56 2411 1/4
- 0,78 > 300 2/4
0,39 171 0/4
0,20 114 0/4
25 o} 0/4
12,5 > 390 2/4
6,25 >336 1/4
9 3,13 > 411 3/4
) 1,56 >:356 /4
0,78 > 370 2/4
' 0,39 > 342 /4
0,20 177 0/4
0,10 110 0/4
50 0 /4
25 0 /4
o 1249 . 129 0/4
- 10 6,25 . - 107 . C/4
3,13 . 100 0,4

1,56 ' 1100 . ‘ 0,4
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Sloulenina Ddvka ProdlouZenf{ doby prefit{ Polet my3{ pFeffvajicich

&islo (mg/kg/den) % = T/C x 100 pc 30 dnech
50 0 0/4

25 0 0/4

12,5 - > 357 : 2/4

6,25 >393 3/4

11 3,13 »357 2/4
1,56 200 0/4

0,78 200 0/4

0,39 143 0/4

0,20 107 0/4

50 0 0/4

25 236 0/4

12,5 >354 2/4

16 6,25 »350 2/4
3,13 ¥343 2/4

1,56 233 0/4

0,78 129 0/4

12,5 0 0/4

6,25 »350 : 2/4

3,13 >429 4/4

18 1,56 >429 3/4
0,78 200" 0/4

0,39 157 0/4

0,20 136 0/4

0,10 129 0/4

25 0 0/4

12,5 » 364 2/4

6,25 > 429 3/4

3,13 »321 2/4

19 1,56 >350 2/4
0,78 164 0/4

0,39 107 0/4

0,70 100 0/4

50 0 0/4

25 229 0/4

12,5 200 0/4

" 6,25 164 0/4
3,13 129 0/4

1,56 114 0/4

. 0,78 100 0/4
0,39 100 0/4

0,70 100 0/4

50 7 0/8

29 25 > 414 6/8
(8) 12,5 » 380 5/8
+ 6,25 y332 4/8
(=) 3,13 163 0/8
1,56 117 0/8

?5 >423 5/5

22 12,5 > 408 4/5
(8) 6,25 >400 4/5
(=) 3,13 >290 1/5
1,56 177 _ 0/5

25 200 0/4

»3 12,5 129 0/4
6,25 119 0/4

3,13 104 0/4

50 3429 4/4

25 25 229 0/4
’ 12,5 193 0/4

6425 107 0/4
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C. Toxicita

Viechny slouleniny obecného vzorce [ vykazujf relativn® nfzkou toxicitu =z vyznadu-
31 se nfzkou kumulativnf toxicitou p¥i kontinudlnfm poddvédnf. V ndsledujfc{ tabulce
8 jsou uvedeny stfedni smrtné ddvky (LDSO) typickych sloulenin podle vynélezu u m&éi
po Jednordzovém intraperitonedlnf{m podédni a rovn2%f maximdlnf snédené ddvky vyJddfené
ve form& celkové ddvky, ke které se dojde, kdyZ se urlené mnoZstvi létky na Jednotku
t&lesné hmotnosti poddvé uy3i intraperitonedln# Jednou denn# po dobu 3esti po scdE
nésledujicich dnd.

Tabulka 8
Sloulenina &{slo LDy x (mg/kg) Maximélnf sndZend dévka** (mg/kg)
1 . 50 < 300«
2 . 50 £ 300«
3 50 < 300¢<
4 25 - 50 150<
5 25 - 50 150¢
6 12,5 - 25 75¢
8 ' 25 - 50 150 ¢
12,5 - 25 75¢
10 12,5 - 25 75 <
11 12,5 - 25 75 ¢
12 12,5 - 25 75¢
14 25 - 50 150 ¢
15 12,5 - 25 75<
16 25 - 50 150«
17 12,5 - 25 75«
18 6,75 - 12,5 - 35,5%¢
19 12,5 - 25 75 <
20 50 & 300 <
21 25 - 50 150 <
22 25 - 50 150 <
23 25 < 150 <
SORE YR 50 < 300 <
25 50< 300 <

26 L1245 - 25 75 <
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Pozndmky: St¥edn{ smrtnd ddvka po jednordzovém poddni.

XX Maximdlnf hodnota celkové ddvky, ktersd nezpisobuje uvhynuti zvi¥at, kdy2

se uriené mnoZstvi ldtky na jednotku t&lesné hmotnosti poddvéd my3i Jed-
nou denn& po dobu Zesti po sob® Jdoucich dni,

Z ptedchdzejictho popisu Je zrejmé, Ze slouleniny obecného vzorce I Jsou pouZi-
telné jako kancerostatika. V3echny shora uvedené individudlni sloudeniny vykazujf vy-
nikajfc{ inhibiZn{ §¢innost na rist bun&k my3{ leukemie L-1710. 2 tZchto sloulenin -
maj{ velmi vysokou dinnost obzvld3t& ty slouleniny obecného vzorce I, ve kterém R
znadf atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhlfku, pop¥ipad¥ substituovanou
hydroxylovou skupinou, nebo benzylovou skupinu, a n Jest celd &fslo od 1 do 6, za
pPedpokladu, %e v pfipad¥, kdyZ Y zna&{ skupinu -CH-CH?-, znad{ R Jinou skupinu nei
atom vodfku. éH

Vynikajfcf{ terapeuticky u&inek u my3{ s implantovanymi nddory vykdzaly ddéle ty slou-
deniny obecného vzorce I, ve kterém R znad{ atom vodiku nebo alkylovou skupinu s 1
a% 2, vyhodn& s jednfm atomem uhlfku, pop¥{padZ substituovanou hydroxylovou skupi-
ncu, a2 n jest &1slo 4 nebo 6. Z uvedenych sloudenin vykazujf ty slouleniny, ve kte-
rych R znadf{ methylovou skupinu (to je alkylovou skupinu s jednim atcmem uhlfiu)
rovn&Z vybornou chemickou stabilitu, a z nich jsou sloudeniny &fslo 9, 19 a 22 nej-
vyhodn&j3{

Zpisob vyroby sloufenin obecného vzorce I je podrobn¥ objasn¥n v nédsledujicim
popisu. .

Kondensace amidd w-guanidinomastnych kyselin obecného vzorce II s dihydroxy-
ethanamidem obecného vzorce IIL, i kdy%Z Ji lze uskutednit v organickych rozpoustdd-
lech, se podle vyndlezu provédf obvykle v pF{tomnosti malého mnoZstvi vody, vzhle-
dem k rozpustnosti obou sloZek, které se obvykle pouZivajf ve form¥ svych adidnich
s0lf s kyselinami. : ’

V p¥ipad¥, %e se pouZije organickych rozpouitddel, jsou vhodnymi rozpoudt&dly
aceton nebo dimethylformamid, ale kondensace se vyhodn& provéddi v prostfed{ malého
mno¥stvi samotné vody, bez pouZitf organickych rozpoudt®del. Voda se md pouifvat v
nejmen3fm moZném mnoZistv{ potrebném k rozpult¥n{ obou sloZek. V praxi se pouZivéd
voda v mno%stvi v rozmezf od 2 do 60, vyhodn® od 4 do 40 mo) na 1 mol emidu guani-
dinomastné kyseliny obecného vzorce II. Vzhledem k tomu, %e se slouleniny odecnych
vzorcd II a III obvykle pouZivajl ve form# adidnfch solf s kyselinami, nenif nutné
ptiddvat dald{ kyselinu do roztoku k urychlenf reakce. Av3ak vzhledem k vyt¥Zkim
kondensétu je vhodné pouZivat kyselého katalyzdtoru. Jako kyselé katalyzdtory jsou
vhodné anorganické kyseliny, Jako kyselina chlorcvecdikovd, kyselina s{rovéd, kyse-
lina fosforednd nebo kyselina borité, nebo organické kyseliny, Jjako kyselina octo-
vé, kvselina citronovd, kyselina vinnd, kyselina jantarové, kyselina glutarové ne-
bo kyselina adipové. Vyhodné Jsou zv145t& dikarbexylové kyseliny, Jako kyselina glu-
tarovd. Vhodné mnoZstv{ kyseliny pro zminZnou kyselou katalysu jest O a% 10, vyhod-
a¥ 0,5 a% 4 moly na 1 mol amidu guanidinomastné kyseliny obecného vzorce IIL.

Reakci lze provdd¥t pri teplot® v rozmezf od O do 100 °C, obvykle v rozmez{ od te-
ploty mistnosti do 80 OC, vyhodnd pri 40 a% 70 °C. Vyhodné reskdnf dcbs, vzhledem
k dosaZenf{ vy33fch vyt¥2kd, je jeden 8% ? dny. I kdyZ moldrn{ pom¥r amidu co-gua-
nidinomastné kyseliny obecného vzorce LI k dihydrexyvethansmidu cbecného vzorce IIL
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nen{ nijsk specificky omezen, v praxi. se obvykle pouZfvd 0,5 aZ 4 mol, vy¥hodn® 0,8
%z 1,5 mol, posléze uvedené slouleniny obecného vzorce IIL na 1 mol prvn¥ uvedené
slouteniny. Kondensacf vznikld sloulenina je N-(ﬁ-(3-nminopropy1)aminobutyl]—2—
-(w ~guanidinoalkanamido-, alkenamido nebo -hydroxyalkanamido)-2-hydroxyethanamid
obecného vzorce Ia

134211 09.8 Y & 5 43 2 4
HzN(IIINE(CH2)n-Y-CONH(’!HCONHCHZCHZCHECE2NHCH2CH261I?NH2 (Ia)
NH OH

ve kterém Y 2 n maj{ shora uvedeny vyznan; Je to sloudenina obecného vzorce I, ve
kterém R znal{ atom vodiku.

Sloufeniny obecného vzorce I, ve kterém R znadf jinou skupinu neZ atom vodfku,
lze ziskat alkylac{ hydroxylové skupiny v poloze 11 slouleniny obecného vzorce Ia
shora uvedenym alifatickym alkoholem, diazoparafineam nebo benzylalkcholea.

Jako vychoz{ sloufeniny obecného vzorce Ia lze pfi tom pouZivat bud slouleniny p¥i-
pravené vy3e popsanou kondensacf nebo spergualinu ziskaného mikrobidlni kultiwaci.
Sloudenina z{skand uvedenou alkylac{ Jest N—[4—(3—amin0propyl)=minobuty1 ~2-({cw -
~guanidinoalkanamido, -alkenamido nebo -hydroxyalkanamido)-2-alkoxyethanamid obec-

ného vzerce Idb

H2N$FH(Cﬁe)n-Y-CONH?SCONH(CHZ)4NH(CK2)3NH2 (Iv)
NH OR’

ve kterém Y & n majfl shora uvedeny vyznam a R* zna%{ alkylovou skupinu s 1 a% 4 ato-
my uhliku, popfipad¥ substituovanou hydroxylovou skupinou, nebo benzylovou skupinu.
Alkylace se podle vyndlezu provdd{ nésledujfcfa zpliscben.

Reakce N-[4;(3-nminopropy1)aminobutyl}~2—(o)—guanidinoalkannmido-, alkenamido
a ~hydroxyalkanamido)-2-hydroxyethanamidu obecného vzorce Ia s alkoholem se provéd{
obecn® v pritomnosti kyselého katalyzdtoru. Guanidinoskupinu s aminoskupinu hydro-
xyethanamidu obecného vzorce Ia nen{ nezbytn¥® nutné pred reakc{ chrénit, ale Jje moi3-
né Ji chrédnit. PouZivany alkohol md obecny vzorec LV

R'- OH (xv)
ve kterém R° zna&{ alkylovou skupinu s 1 8% 4 atomy uhlfku, popripad? substituova-
nou hydroxylovou skupinou, nebo benzylovou skupinu. Uvedeny cbecny vzorec zahrnuje
niZ3f alkoholy, Jako methanol, ethanol, propancl a dbutanol, glykoly, Jako ethylen-
glykol a propylenglykol, a benzylalkohol. Reakce se s vyhodou provédl v prostiedf
piebyteéného alkoholu obecného vzorce IV, zle lze pouZivat i inertnfho rozpou¥t&dla
jako prostfedi. Jako kyselého katalyzdtoru lze pouZfivat anorgnnickich kyselin, Jsko
kyseliny chlorovodfkové a kyseliny sirové, organickych kyselin, Jako kyseliny octo-
vé nebo kyseliny p-toluensulfonové, a katexovych iontom&nilovych pryskyfic.
Reakce se provdd{ p¥i teplotd v rozmezf od O do 100 ©c, obvykle v rozmezf od teplo-
#ty mistnosti do 80 °C, s vyhodou p¥i teplot® mfstnosti. Reaknf doba zdvis{ na re-
7ak&nf teplot® & pohybuje se v rozmezf od 1 hodiny do 10 dnd, vyhodn¥ od jednoho do
‘dvou.dnd.

"Witp¥{pad¥, %e rozpustnost vychozfho hydroxyethanasmidu obecného vzorce Ia v al-
‘koholuriobeeného vzorce IV jest nfzkd, jest z divodu zvy3enf vytZ3kd vhodné pcuift
/Juko;iv¥choz{ isloudeniny hydroxyethansmidu, Jeho% amino- a iminoskupina jsou chrén¥-
méivhodnyuni chréniciei skupinami.
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Vhodné chrénfci skupiny lze vybrat podle udaji odborné literatury; viz na piiklad
J.F. W, Mcomie, Ed., "Protective Groups in Organic Chemistry”, Plenum Press. N. Y.
1973. Pro chrén¥ni aminoskupiny jsou vhodné na pifklad chrénfci{ skupiny pouZivané
obvykle pii synthese peptidd. Jako prfklad lze uvést jednovazné chrénici skupiny,
jako skupinu benzyloxykarbonylovou, p-methoxybenzyloxykarbonylovou, p-nitrobenzy-
loxykarbonylovou, ters.-butoxykarbonylovou, trichlorethoxykarbonylovou a isobor-
nyloxykarbonylovou, & dvojvazné chrénfc{ skupiny, Ja=ko skupinu ftaloylovou a suk-
cinylovou. 2 uvedenych skupin Jsou vyhodné aralkoxykarbonylové skupiny, Jako sku-
pina benzyloxykarbonylové a p-methoxybenzyloxykarbonylové vzhledem k snadnosti Jje-
jich zaveden{ a op&tného odstran¥nf., Uvedené chrénic{ skupiny se zavédd¥j{ znéumymi
postupy, s vyhodou mstodou aktivovanych esterd. Pfi tomto zplscbu zlistédvd guanidi-
nové skupina ve sloufenin¥ obecného vzorce [a nezm¥nZna,

Alkylace hydroxylové skupiny v poloze 11 hydroxyethanamidu obecnéhc vzerce Ia
reakci s diazoparafinem se provédi nésledujicim zpdscbem.

Obvykle 3e nejprve amino- a iminoskupina hydroxyethanamidu obecného vzerce isa
chrénf n¥kterou ze shora uvedenych chrénfcich skupin a z{skand sloufenina se uvéd{
do reakce s diazoparafinem v prostied{ inertnfho organického rozpoudtidla, Jako
methylenchloridu nebo tetrahydrofuranu, pfi teplotd v rozmez{ od -20 do 420 °c,
obvykle od -10 do +10 °C, vyhodn& od -3 do +3 °C, po dobu 1 a% 15 hodin, obvykle °
2% 8 hodin, aby do3lo k alkylaci. Reakce nevyZaduje nezbytn® katalysdtoru, ale je
urychlovéna v pfitomnosti katalysdtord typu Lewisovych kyselin, jako fluoridu bori-
tého, chloridu hlinitého, kyseliny fluoroborité nebo kysliéniku seleniditého.

Jako pPfklad diszoparafind s 1 a% 4 atomy uhlfiku 1lze uvést diazomethan, diazoethan,
diazopropsn a diazobutan. Tyto diazoparafiny lze synthesovat znédmymi zplscby z pri-
slusnych N-nitrosoalkylmodovin, N-nitrosoalkylurethand, N-nitrosoalkylsulfonamidd

a N-nitrosoalkyl-N'-nitroguanidind /viz na p¥fkled "Organic Synthesis" (John Wiley
and Sons, Inc.), II, 165 (1943); III, 119 (1955); Journal of Organic Chemistry 13,
763 (1948); "Organic Synthesis", IV, 250 (1963); Chemische Berichte 94, 2547 (1961);
Canadian Journal of Research, 28B, 683 (1950); "Organic Synthesis", III, 244 (1955);
Journal of Chemical Society, 1935, 286/,

Zpisob alkylace pomoci diazoparafind dovoluje alkylovat hydroxylovou skupinu v
poloze 11 beze zm&ny konfigurace na uhliku 11 sloculeniny obecného vzorce Ia.
Na p¥fklad (-)-hydroxyethanamid obecného vzorce la se timto zplsobem pievede na od-
povidajfci (-)-alkoxyethanamid obecného vzorce Ib. Z p#{rlusného (+)-hydroxyethana-
widu, popf{padd z (I)-hydroxyethansmidu, se zfskd (+)-alkoxyethanamid, pop¥fpad¥
epimerni sm&s (¥)-isomerd vzhledem k poloze 11.

Hydroxyethanamid obecného vzorce Ia miZfe mit v p¥{padé, Ze Y zna&{ skupinu
-CH-CH,, -, hydroxylové skupiny v polohdch 11 a 15. V tomto pf{pad¥, vzhledem k roz-

OH
d{1dm v reaktivit& mezi obZma hydroxylovymi skupinami, Jest moZné alkylovat selek-
tivn& hydroxylovou skupinu v poloze 11l.

Chrénfc{ skupiny amino- a iminoskupiny alkylovaného produktu lze odstranit cd-
vyklym zpdsobem za vzniku %édaného alkoxyethanamidu obecného vzorce 1b. Tak na p¥{-
klad aralkyloxykarbonylovd chrénfc{ skupins se d4 obvykle odstranit katalytickou
hydrogenac{ za atmosférického tlaku. Hydrogenmce se provéd{ v prostiedf{ vhecdného
rozpoudtddla, jako methanolu, ethanolu, dioxanu nebo jeJich sm&sf, v pr{tomnosti pa-
ladia nebo platiny Jako katalysdtoru.
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Reakce se dd urychlit p¥idédnfm kyseliny, Jako kyseliny chlorovod{kov€ nebe cctové.

V pr{pad¥, %e Y znadf skupinu vzorce -sﬂ-CHz-, 2{skd se pri alkylaci jake
OH | ‘
2-substituovany ethanamid obecného vzorce I specificky 2-substituovany N—[k-(}-
-am;nopropyl)lninobutyl)-?-(n)-guanidino-ﬂ-mydroxynlknnanido)cthanalid obecného
vzorce Ic

58 434241208 §-5 o 3-4 .
H2N?PH(CH2)nﬁHCH2C0NH§HCOKK(CH2)4NH(CH2)3NHZ {(Ic)
NH OH OR

ve kterém R 2 n majf shora uvedeny vyznam, s podminkou, Ze kdy: n jest &fslo 4,
znad{ R jinou skupinu neZ atom vodfku. Je-li konfigurace této sloudeniny v polo-
ze 15 bud (S) nebo (R), a jJednd-1i se o epimernf sm&s vzhledem k uhlfku v poloze
11, lze uvedenou sm&s rozd&lit v Jednotlivé isomery /(+)-forau a (-)-formu/ pomo~
c{ chromatografie. Pro uvedeny udlel jest vhodnd vysokouldinné kapalinovéd chromato-
grafie (HPLC). Z4daného rozdZlenf na jednotlivé epimery se dosdhne ns prikled za
pouzitf Nucleosilu (:) C 18 (vyrobek firmy M. Nagel Co.) jako néplnd kolcny a sm¥-
si acetonitrilu s pufrem sloZenyz z pentansulfonétu sodného a fosferednanu sodné-
ho jakoZto eluiniho &inidla.

Jak bylo popséno vyle, ziskd se alkylacf hydroxylové skupiny v poloze 11 dia-
zoparafinem nebo rozd¥lenim sm¥si diastereomerd pomocf HPLIC opticky aktivn{ N—[Z~
-(B—aminopropyl)aminobutyl]—2-0&)-suanidino—/?-hydroxyalkanamido)-2-a1koxyethanamid
obecného vzorce Id

45 45 43 12 14 -
H2NCNH(CH2)nCHCHZCONHCHCCNH(CKZ)4NH(CH2)3NK2 (1)
NH OH OR’

ve kterém R'a n majf shora uvedeny vyznam. Kdy? se hydroxylové skupina v poloze 15

uvedené slouleniny Id odstranf{ dehydratac{ nebo deoxygenacf, vznikne opticky aktiv-
n{ N-[l3-aminopropy1)aminobutyl)-?-(a)-guanidino- Ad. 3 -alkenamidc)-2-alkoxyetha-

namid obecného vzorce le

HZN?FH(Cﬂz)nCH=CHCONH?HCONH(CHZ)4NH(CH2)3NH2 {Ie)

NH OR’
ve kterém R’ a n maj{ shora uvedeny} vyznam, nebo opticky aktivnf N-[k-(3-aminopro-
pyl)aminobutyl]-?-kﬂ)-guanidincalkanamido)-2-a1koxyethanamid obecného vzorce If

HZN(’:!CH(Cﬂz)nCHZCHZCONH('!HCONH(CHE)4NH(CH2)JNH2 . (res)

NH OR’
ve kterém R’ a n majf shora uvedeny vyznam,

Sloutenina obecného vzorce Ie se ziskd tfm zplsobem, 2e se amino- a iminosku-
pina slouleniny obecného vzorce Id chrdn{ shora uvedenymi chrénfc{mi skupinami, z{-
skand chrédn&nd sloulenina se pcdrodl dehydrata&n{ reakci a pak se chrdnic{ skupiny
odstran{. Dehydrataci lze provéd®t nap?fklad o sob¥ zndmym zplsobem, p¥i kterém se
na, hydroxysloudeninu pdsobf dicyklohexylkarbodiimidem v pF{tcanosti chloridu mddnéhc
nebo ‘médnatého /viz Journal of the American Chemical Society, 90, 3245 (1965)/.
Tento zpisob je zv1A3t¥ vhodny, nebol se provdd! za mfrnych neutrdélnfch podumfnek.
PouZitim pfebyticu dicyklohexylkarbodiimidu se dd zkrdtit reakZnf dcba. Vhodnym roz-
poult¥dlen pro:.reakci je, vzhledem k rozpustnosti vychozich slou&enin, N,N-dimethyl-
formamid.
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Reakce se provddi obvykle pIi teplot® v rozmezf od teploty mistnosti do 100 °c.
Reak#ni doba kolf{sd od n¥kolika hodin do ndkolika dnd, v zévislosti na reakinf
teplotd.

Sloulenina obecného vzorce If, kterou lze ziskat ze slouleniny obecného vzor-
ce 14 deoxygenaci hydroxylové ékupiny v poloze 15, lze vyhodn¥ pfipravovat ze slou- .
geniny obecného vzorce Ie redukef dvoJjné vazby. Redukce dvojnd vazby se provdd{ ob-
vykljui zpdsoby, jako na pFfklad katalytickou hydrogenacf. V p¥{pad&, %Ze bylo k
chrén¥ni amino- a iminoskupiny pouZito aralkyloxykarbonylové skupiny, lze kataly-
tickou hydrogenaci dosdhnout souasn® redukci dvojné vazby i odstran¥nf chrénfcich
skupin.

Kdy% substituent R’ v alkoxyethanamidu obecného vzorce Ib pPredstavuje benzy-
lovou skupinu, lze zm{nZnou benzylovou skupinu odstranit katalytickou hydrogenac{
a vychoz{ sloulenina se pifi tom prevede na hydroxyethanamid obecného vzorce Ia za
zachovdni konfigurace v poloze ll. V tomto p¥fpad¥ odredukovén{ aralkylové chréni-
c{ skupiny katalytickou hydrogenaci probihd za atmosférického tlaku pomalu, ale
dobré vysledky, za soulasného zkrdceni reakdn{ doby, se zf{skdvajl pfi provedent
reakce v prostiedf vodné kyseliny octové za zvy3enédho tlaku n&kolika atmosfér aZ
n¥kolika desftek atmosfér (n¥kolika desetin a% n¥kolika MPa),

Amidy w-guanidinomastnych kyselin obecného vzorce II

Hz“?PH(CHZ)n'Y’CONHZ (11)

NH .
ve kterém Y a n maj{ shora uvedeny vyznam, které jsou vychozimi ldtkami pro synthe-
su sloudenin obecného vzorce Ia, lze pfipravovat nfZe uvedenymi zpisoby.

a) Synthesa sloulenin obecného vzorce II, ve kterém Y znadi skupinu 'CHZCHZ':

Tyto sloudeniny jsou amidy nasycenych cv-guanidinomastnych kyselin (t.j.w -
-guanidinoalkanamidy) obecného vzorce IIa

H2N<’Z!NH(CH2)nCHch2CONH2 (I1a)
NH
ve kterém n md shora uvedeny vyznam. co -guanidinoalkanamidy obecnéhc vzorce IIa jsou
zndmé ldtky a lze Je synthetisovat z komerdné& dostupnych surovych materidld zndmymi

postupy. Tak napPiklad lze zmin¥né amidy pFipravit t{m zpisobem, %e se chrén{ ami-
noskupina w-aminomastné kyseliny obecného vzorce V-

HZN(Cﬂg)nCHchacOCH (V)
ve kterém n mé shora uvedeny vyznam, karboxylovéd skupina chrén¥né aminokyseliny se

esterifikuje, ziskany ester se uvede do reakce a amoniakem, ze vzniklého amidu se
odstran{ chrénfc{ skupina a volnd aminoskupina se pfevede na guanidinovou skupinu.

Sloudeniny obecného vzorce IIa lze rovndZ pripravovat oxidac{ diamind na odpo-
vidajfc{ nitrily obecného vzorce VI

HzN(CHZ)nCH2CHZCH (VI?
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ve kterém n md shora uvedeny vyznam, poté hydrolysocu nitrilové skupiny na amidickou
skupinu a prevedenim aminoskupiny vzniklého amidu aminokyseliny na guanidinovou sku-
pinu. Jako priklad amidd nasycenfch e« -guanidinomastnych kyselin pou¥itelnych pii
zpisobu podle vyndlezu lze uvést 4-guanidinodbutanamid, S5-guanidinopentanamid, 6-gua-
nidinohexanamid, 7-guanidinoheptanamid, 8-guanidinooktanamid, 9-guanidinononanamid,
10-guanidinodekanamid a ll-guanidinoundekanamid. *

b) Synthesa sloufenin obecného vzorce II, ve kterém Y znal{ skupinu -%H-CHZ-:
CH

Tyto slouleniny Jsou amidy ao-gunnidino-£3-hydroxyma;tnych kyselin,(t.j.ﬁb’-, ST

-guanidino-3-hydroxyalkanamidy) obecného vzorce IIb

HZNayH(CKZ)niHCKZCONHZ (IIb)
¥H OH

ve kterém n mé shora uvedeny vyznam, a lze je synthetisovat o sob& zndaymi zpisodby
riznymi cestami. Tak nap¥{klad Je lze piipravit tim zpisobem, fe se chréni amino-
skupina nasycené (w-aminomastné kyseliny obecného vzorce VII

HZN(CHZ)BCOOH (VII)
ve kterém n md shora uvedeny vyznam, pak se prodlouZf uhlfkaty Fet¥zec o dva atomy
uhl{ku, ziskand sloulenina se radou reakci poufivanych p¥i synthese derivétd -
-hydroxykarboxylovych kyselin pievede na amid B-hydroxymastné kyseliny, poté se
odstranf{ chrédnic{ skupina z aminové skupiny a volnd aminoskupina se plevede na gua-
nidinovou skupinu. Postup je ni%e podrobn¥ popsdn jJako pi¥iklad.

Pri uvedené synthese amidu cu;guanidino-[3—hydroxymastné kyseliny obecného vzor-
ce IIb se nejprve aminoskupina vychozi cu-aminomastné kyseliny (w -amincalkankarbo-
xylové kyseliny) obecného vzorce VII chrén{ vhodnou chrénfc{ skupinou, jako benzy-
loxykarbonylovou skupinou, karboxylové skupina chrén¥né aminokyseliny se plevede na
reaktivaf derivét, jako na prfslusny imidazolid kyseliny, zfskany reaktivnf derivét
se kondensuje s magnesium-enoldtem monoethylmalonanu vzorce VIII

0
"
£ 0
cx\ >Mg (VIII)
e -0 . S
0C,Hg

/viz Buletin de la Société Chimique de France, 945 (1964)/, v ziskaném /3—ketoeste-
ru obecného vzorce IX

X -NH(CHZ)HCOCHZCOOC (IX).

2ts
ve kterém X° zna¥{ chrénfc{ skupinu aminoskupiny & n mé shora uvedeny vjznam, se
zredukuje ketonické katbonylovéd skupina, zi{skany lg-hydroxyester se uvede do reakce
s:samoniakem, ze vzniklého amidu se odstranf chrénfci skupina aminoskupiny, a volné
agiinoskupina se plevede na guanidinovou skupinu. Jako prfklad timto zplsobem pii-
pravenych amidd OJ-guunidino-ﬂ3-hydroxymastnjch kyselin lze uvést 4-guanidino-3-hy-
droxybutanamid, 5-guanidino-3-hydroxypentanamid, 6-guanidino-3-hydroxyhexanamid,
T-guanidino=3~hydroxyheptanamid, 8-guanidino-3-hydroxyoktanamid, a 9-guanidino-3-
hydroxynonanamid.
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Opticky aktivnf (S)-7-guanidino-3-hydroxyheptanamid lze rovn&% p¥ipravit kyse-
lou nebo alkalickou hydrolysou antibiotika BMG 162—&?2 (spergualinu) vzorce

HzNﬁrH(CHZ)E§%CHZCONH?HCONH(CH

NH OH OH

ktery se z{skd isolac{ z filtrdtu po kultivaci mikroorganismu rodu Bacillus, jako na-
p¥{klad mikrocrganismu Bacillus BMG 162-&?2 (&fslo FERM-P5230; ATCC 31932). Lze hc
rovn&% synthetisovat zplisobem popeanym v &asopisu Journal of Antibioties, sv. 34,
1625 (1981), z L-lysinu Arnt-Eistertovou reakc{ /viz Journal of Organic Chemistry,
sv. 17, 347 (1952)/, poté deaminact f3-aminoekupiny takto zfiskané kyseliny (S)-3,7-
4dieminoheptanové plisobenim kyseliny dusité, p¥evedenfim karboxylové skupiny v zis-
kané sloudenin& na amidickou skupinu a posléze prevedenim aminoskupiny na guanidi-
novou skupinu.

2)4N8(c32)3m{2

¢) Synthesa sloulenin obecného vzorce II, ve kterém Y znaldf skupinu ~CH=CH-:

Uvedené sloudeniny Jsou amidy ddﬂ-nenasycenych w-guanidinomastnych kyselin
(t.j. w=~-guanidino-2-alkenamidy) obecného vzorce IIc

HZN?rH(CHZ)nCB = CHCONH, (IXe)

NH ,

-ve kterém n mé shora uvedeny vyznam. Uvedend slouleniny se s vyhodou synthetisujf
dehydratact amidd W-guanidino-/3-hydroxymastnych kyselin obecného vzorce IIb, je-
jichZ pP{prava byla popsdna vyle. I kdy% lze dehydrataci provdd¥t metodami b¥¥n¥
pouZivanymi p¥i dehydrataci amidd ﬂ3-hydroxymastnych kyselin, prece jen je v p¥ipa-
d& amidd obecného vzorce IIb vhodné provédd&t reakci za mirnych neutrdlnich podmf-
nek. Jeden z vhodnych zpisobld spodivéd v proveden{ dehydratace pisobenim dicyklche~
xylkarbodiimidu v prftomnosti chloridu midnatého /viz Journal of the American Che-
mical Society 90, 3245 (1968)/. Vzhledem k tomu, %e se vychcz{ sloudenina obecného
vzorce IIb obvykle pouZivé ve form& své adidni soli s kyselinou, Jjest vhodnym roz-
poustédlem pro reakci N,N-dimethylformamid, ve kterém Jje zminZné adidnf sdl s ky-
selinou rozpustnd.

Reakén{ teplota le%{ obvykle v rozmez{ od teploty mistnosti do 100 °C, a reak&ni dc-
ba se obecn¥& pohybuje od n¥kolike hodin a% po n&kolik dnd, v zdvislosti na reak¥ni
teplot®. Reakéni dobu lze zkrdtit, pouZije-li se dicyklohexylkarbodiimid v prebytku.
Jako prfklad timto zplsobem p¥ipravenych amidd d,ﬂ—nenasycenych w -gusnidinomast-
n¥ch kyselin lze uvést 4-guanidino-2-butenamid, 5-guanidino-2-pentanamid, 6-guani-
dino-2-hexenamid, 7-guanidino-2-heptenamid, 8-guanidino-2-oktanamid a 9-guanidinc-
-2~-nonenamid.

Redukc{ dvojné vazby ve shora uvedenych amidech Jﬁdg-nenasycenych w-guanidi~
nomastnych kyselindch obecného vzorce IIc, bud katalytickou hydrogenac{ provedenou
obvyklym zplisobem nebo redukc{ borohydridem sodnym v prftomnosti sloufeniny precho-
dného kovu, Jako chloridu nikelnatého nebo chloridu kobaltnatého /viz Chemical and
Pharmaceutical Bulletin, 19, 817 (1971)/ se ziskd amid nasycené w -guanidinomastné
kyseliny obecného vzorce ITa.

N—[d-(3-aminopropyl)aminobutyl]-2,2—dihydroxyethanamid vzorce III

HO
HO:::>CHCONH(CH2)4NH(CH2)3NH2 (III)
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ktery Je vychozi ldtkou pro synthesu slouleniny obecného vzorce Ia, se pripravi ns-
sleduj{cim zpdsobem, ktery¥ je podrobn¥ popsdn v &asopisu Journal of Antibiotics, sv.
34, 1625 (1981).

V prvnim stupni se volnd aminoskupina sloudeniny obecného vzorce X

H,N(CH N(CH2)3NH-X1 (%)

24
x1

ve kterém xt znall chrénfc{ skupinu aminoskupiny, acyluje dialkylacetdélem glyoxylo-

vé kyseliny obecného vzorce XI

x20
) >cncooa (X1)
x20

ve kterém X2 znad{ alkylovou skupinu s 1 aZ 5 atomy uhl{ku, nebo s reaktivnim deri-
védtem uvedené karboxylové kyseliny, a v dal3{m stupni se chrénfci skupiny aminosku-
piny x! a alkylové skupiny X2 odstrani za vzniku sloudeniny vzorce III,

Sloudenina vzorce III se d4 rovn3%f ziskat ve vysokém vytdZku hydrolysou shora
zm{n¥ného antibiotika BMG 162-aF, (spergualinu).

Zplisob podle vyndlezu Je podrobn¥d objasnZn v ndsledujicich p¥{kladech; pP{klady
A a% H se tykaji pFi{pravy potfebnych vychozich ldtek a pFiklady 1 ai 29 pFipravy
sloudenin obecného vzorce I, : ’ '

Pr{klad A
Synthesa (S)-7-guanidino-3-hydroxyheptanamidu
a) Synthesa (S)-3,7-diamincheptanové kyseliny

K roztoku 15 g (82,15 mmol) hydrochloridu L-lysinu ve 150 ml vody se p¥idd 8,7
g (82,15 mmol) uhli¥itanu sodného a 43,2 g (200 mmol) N-ethoxykarbonylftalimidu a
sm&s se michd 20 hodin p¥i teplot® mfstnosti. Reakéni sm&s se promyje 50 ml ethyl-
acetdtu, vodny} podfl se upravi 6 M kyselinou chlorovodfkovou na pH 3,0 a vyextrahu-
je se t¥ikrdét po 100 ml toluenu. Spojené toluenové pod{ly se promyj{i dvakrdt po 100
ml vody (pH 2,0), vysu3{ bezvodym sf{ranem sodnym a rozpoultZdlo se oddestiluje za
snffendho tlaku. Z{skd se 27,95 g (vyt¥Zek 84 %) di-N-ftaloyl-L-lysinu ve form& bez-
barvé préskovité 1dtky o t.t. 71 a% 72 °C za rozkladu; optickd rotace [#]22 = -32 ©
(¢ = 1, methanol).

Ke 27,0 g (66,4 mmol) di—N-ftaloyl—L-lysinu se ﬁfidé 40 ml oxalylchloridu, sdés
se zahfeje na olejové ldzni na 90 °C, pfidd se 40 ml 1,2-dimethoxyethanu a roztok se
zah*{vé 2 hodiny k varu pod zp&tnym chladilem. Reakdni sm&s se odpa¥{ k suchu, odpa-
rek se rozpust{ znovu ve 20 ml 1,2-dimethoxyethanu a roztok se prikape k 500 ml ethe-
tického roztoku obsshujfciho 330 mmol diazomethanu za chlazeni ledovou vodou.

Reak¥n{ sm¥s se michd jednu hodinu, pak se rozpou3tddlo oddestiluje a odparek se roz-
pustl ve 250 ml bezvodého methanolu. K roztoku se pridéd 50 ml triethylaminu ve kte-
rém je rozpudt¥no 3,4 g (14,8 mmol) benzoa*u stFibrného a sm¥s se michd pfi teploté&
mistnosti 15 hodin. VylouZeny produkt se odfiltruje, rozpust{ ve 100 ml chloroformu,
nerozpustny podfl se odfiltruje a filtrdt se odpa’{ k suchu. Ziské se 15,3 g (vyté-
ek 53 %) methylesteru kyseliny (S)-3,7-diftaloylaminoheptanové, t.t. 118 a% 119 °c
za rozkladu; [d] 52 = -3 ° (c = 2, chloroform).
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Methylester kyseliny (8)-3,7-diftaloylamincheptanové (15,0 g, 34,5 mmol) se
vaese do 100 ml 1 M ethanolického roztoku hydrazinhydrdtu, pridéd se 95 % ethanol
(100 ml a sm¥s se zah¥{vd jednu hodinu pod zp&tnym chladidem k varu (teplcta ole-~
Jové ldzn¥ 90 °C). Reaknf sm&s se odpaf k suchu, odparek se rozpusti ve 250 ml
5% kyseliny chlorovodikové, roztok se zahfi{véd jednu hodinu na 8C °C, pak se pH
sa¥si upravi 17% vodnym amoniakem na hodnotu 7,1 a roztok se nechd protéci ples
sloupec pFfipraveny z 300 ml Amberlitu (:) CG-50 (trubice o vnit¥nfm primiru 27 mm,
icnex 70% NH4-typ). Sloupec se promyvéd postupn® 900 ml vody a 900 ml 0,2 M vodné-
hc amoniaku a pak se provede eluce 0,5 M vodnym amoniakem. Ninhydrin-positivng
frakce se spoj{ a rozpoudtidlo se oddestiluje za snifeného tlaku. Z{skd se 3,15 g
(vytEiek 57 %) kyseliny (8)-3,7-diaminoheptanové (C.H, N,0,.1/4 H,C04) ve formd
bezdarvého sirupu; d] Sl =+2,9°(c =1, voda).

b) Synthesa (8)-7-guanidino-3-hydroxyheptanamidu

K roztoku 3,1 g (19,3 mmol) kyseliny (S)~-3,7-diaminoheptanové v 30 ml sm¥si
prridinu s vodou a triethylaminem (10:10:1) se pomalu p¥idd 4,81 g (19,3 mmol) N-
-benzylexykarbonyloxysukcinimidu. Sm&s se mfichd 5 hodin pri teplot# mistnosti, pak
ce rozpoudtddla odpalf, odparek se rozpust{ ve 30 ml vody, pH roztoku se upravi 6 M
kvselinou chlorovedikovou na pH 6,4 a roztok se nechd protéci pires sloupec pripra-

veny ze 100 ml Amberlitu CG-50 (80% NH,-typ, trubice o vnitinim prim&ru 16 mm).
Slcupec se vymyje 300 ml vody. Efluent se spoj{ a nanese na sloupec p¥ipraveny ze
1¢0 ml Dewexu 50W-X4 (H-typ; trubice o vnitinim prim&ru 16 um).

Sloupec se promyJe postupn& 300 ml vody a 300 ml 0,2 M vodného roztoku amoniaku a
prcdukt se eluuje 0,5 M vodnym roztokem amoniaku (frakce po 10 ml). Frakce &{slo 16
a? 33 se spoj{, rozpoudtddlo se odpai{ a odparek se vysus{., Ziskd se 2,73 g (vyté-
3ek 48 %) kyseliny (S)-3-amino-7-benzyloxykarbonylaminoheptanové (C15H22N204. HZO)
ve form# bezbarvé préékovi?f)létky; tot. 143 az 147 %, [d]3% = + 1470 (¢ = 1, me-
thanol. Sloupec Amberlitu CG-50 se eluuje 0,5 M vodnym roztokem amoniaku a zre-
geaeruje se 746 mg (vytZ3%iek 24 %) kyseliny (S)-3,7~diaminoheptanové,

K roztoxu 2,7 g (9,17 mmol) kyseliny (S)-3-amino~-7-benzyloxykarbonylaminohep-
tancvé v 33% vodné kyselin? octové se za chlazeni{ ledem, bZhem jedné hodiny, piika-
pe roztok 1,9 g (27,51 mmol) dusitanu sodného v 10 ml vody. Sm¥s se mfchd dal3{ je-
dzu hodinu a pak se nechd stédt 24 hodin p¥i 5 °C. Roztok se zfedf 50 ml vody, pro-
duxt se vyjme dvakrdt 50 ml ethylacetdtu, spojené organické vytrepky se su¥{ bez-
vednym siranem sodnym a rozpoultddlo se oddestiluje za snifeného tlaku., Ziskany su-
revy prcdukt (2,16 g) se chromatografuje na sloupei silikagelu (znadky Wakogel
C-200; 200 g), za& pouZitf{ trubice o vnitinim prim&ru 28 mm a smdsi chloroformu s me-
thanolem a s koncentrovanym amoniakem (v objemovém pomdru 30:10:1) k eluci produktu;
jinajl se frakce po 20 ml. Frakce &islo 51 aZ 60 se spojf a rozpou3tddla se odpar{

k suchu. Z{skd se 460 mg (vytdZek 17 %) kyseliny (S)-7-benzyloxykarbonylaminc=-3-hy-
drexyheptanové ve form& bezbarvé préd3kovité ldtky; teplota ténf 115 a% 117 °c (za
rozkladu), 51333 =+ 39 (c =2, methanol).

K roztoku 450 mg (1,52 mmol) shora uvedenyo zpisobem pripravené kyseliny (S)-
~7-benzyloxykarbonylamino~-3~hydroxyheptanové v 1,2-dimethoxyethanu se za chlazen{
ledem ptidd po kapkdch 7 ml (4,56 mmol) roztoku diazomethanu v etheru. Reak&n! sm¥s
gse michd 30 minut a pakx se tZkavé slodky oddestilujf; zfskd se 461 mg (vytElek 98 %)
methylesteru kyseliny (S)-7-benzyloxykarbonylamino-3-hydroxyheptancvé o optické ro-

taci.E%ng =+ 9,
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Roztok 450 mg (1,45 mmol) methylesteru kyseliny (S)-7-benzyloxykarbonylamino-
~-3-hydroxyheptanové v 50 ml bezvodého methanolu se za chlazenf{ na -10 ° nasyt{ ply-
nnym smoniakem a rekin{ sm&s se nechd stét 3 dny v zatavené trudbici pri teplctd mi-
stnosti. Rozpoust¥dlo se oddestiluje za snf{feného tlaku a odparek se podrobf sloup-
cové chromatografii (trubice o vnitinim primdru 20 mm) na 50 g silikagelu (znalky
Wakogel C-200), za pouZitf sm¥si chloroformu s methanolem (100:1, objemov¥).
Frakce &{slo 82 a% 106 (ka%dd o objemu 10 ml) se spojf a rozpoustidla se odpa¥f.
Ziskd se 371 mg (vitEiek 87 %) (S)-T-benzyloxykarbonylamino-3-hydroxyheptanamidu ve
form® bezbarvé prédkovité ldtky; teplota ténf 126 a% 127 °C za rozkladu,ﬁ{]%z =
= - 3° (c = 5, methanol).

K roztoku 350 mg (1,19 mmol) (S)-T7-benzyloxykarbonylamino-3-hydroxyheptanamidu
v 10 ml sm&si 90% vodného methanolu s 0,01 ml kyseliny octové se pridd 50 mg 5% pa-
ladia na aktivnim uhl{ a sm&s se mfchd 3 hodiny p¥i teplot& mistnosti v proudu vo-
dfku. Katalysdtor se odfiltruje, z filtrdtu se oddestilujf rozpoudt¥dla, odparek se
rozpusti v malém obJemu vody a roztok se chromatografuje na sloupci z 30 ml Dowexu

50W-X4 (v H-form¥) (trubice o vnit¥nim primiru 12 mm). Sloupec se nejprve pro-
nyje 90 ml vody a produkt se eluuje 0,5 M vednym roztokem amoniaku (frakce po 3 ml).
Prakce &{slo 28 a% 34 se spoji a rozpoustidlo se odpa¥{ k suchu; ziskd se 201 mg
(vytéZek 96 %) (S)-T-amino-3-hydroxyheptanamidu, [d]3% = - 2 © (c = 2, voda).

K roztoku 190 mg (1,08 mmol) (S)-7-amino-3-hydroxyheptanamidu ve 3 ml vody se
p¥idd 0,54 ml 2M vodného roztoku hydroxidu sodného a k roztoku se za chlazen{ ledem,
bZhem 30 minut, p¥ikape 1 ml methanolického roztoku obsahujfctho 129 mg (1,08 mmol)
2-methyl-l-nitrosomodoviny. Reakéni sm¥s se mfchd dal3fch 5 hodin, pak se okysel{
6M kyselinou chlorovodikovou na pH 6,0, rozpoudtZdla se oddestilujf za sniZeného
tlaku a odparek se &istf sloupcovou chromatografif{ (trubice o vnitfn{m priméru 15 am)
na 30 g silikagelu (znalky Wakogel (:) C-200), na pouziti{ sm&si chloroformu s metha-
nolem & s koncentrovanym vodnym amoniakem (v pom&ru 60:10:1 objemov&) k eluci ldtek.
Frakce &{8lo 67 a% 90 (o objemu po 6 ml) se spojf a rozpoudtddla se odpa®{ k suchu.
Z1skd se 187 mg (vyt&%ek 70 %) (S)-7-nitroguanidino-3-hydroxyheptanamidu ve form&
bezbarvé prédkovité ldtky; teplota tdnf 148 aZ 149 °C za rozkladu, EX]%Z =-2°9
(c = 2, methanol).

K roztoku 170 mg (0,69 mol) (S)-7-nitroguanidino-3-hydroxyheptanamidu ve sm&si
15 ml vody, 15 ml methanolu a 7,5 ml kyseliny octové se p¥idd 50 mg 5% paladia na
aktivnim uhl{ a sm¥s se michd v proudu vodiku pfi teplot® mistnosti po dobu jedné
hodiny. Katalysdtor se odfiltruje, z filtrdtu se oddestilujfl rozpou3t&dla, odparek
(165 mg surového produktu) se rozpust{ v 10 ml vody, roztok se nanese na sloupec
(trubice o vnitinf{m prdmdru 12 mm) piripraveny z 20 ml CM-Sephadexu () C-25 (Na-for-
ma) a lédtka se eluuje 0,5 M vodnym roztokem chloridu sodného (frakce p 2 ml).
Frakce &islo 18 a% 25 se spojf{, rozpoultddlo se oddestiluje a odparek se extrahuje
t¥ikrdt po 10 ml methanolu. Methanolické roztoky se spojf, roztok se nechd projit
sloupcem (trubice o vnitfnim prim&ru 20 mm) pfipravenym ze 100 ml Sephadexu
IH-20 a produkt se eluuje methanolem (frakce po 1 ml). Frakce ¥fslo 28 aZ 46 se spo-
j{ a rozpou3t¥dlo se odpa¥{ k suchu; zIskd se 149 mg (vyt&Zek 91 %) bezbarvé prdé3-
kovité ldtky, kterd je hydrochloridem (S)-7-guanidino-3-hydroxyheptanamidu, CgHy g~
-N,0,. HC1; Bﬁ %2 = -2°%(c =2, voda).
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Pf{klad B
Synthesa 7-guanidino-2-heptanamidu

K roztoku 955 mg (4 mmol) hydrochloridu (8)-7-guanidino-3-hydroxyheptanamidu ve
20 ml bezvodého N,N-dimethylformamidu se pfidd 2,48 g (12 mmol) dicyklohexylkarbodii-
nidu a 40 mg chloridu médnatého, a sm¥s se michd 2 dny pri teplotZ mfstnosti.
Vyloudend srafenina se odfiltruje a filtrdt se zahust{ za sni{Zeného tlaku. Odparek
se rozpust{ v 10 ml vody a promyje dvakrédt po 10 ml ethylacetdtu., Vodny podfl se od-
pa¥{ k suchu, odparek se rozpusti v 5 ml vody, roztok se nechd protéci sloupcea (tru-
bice o vaitfnim prim¥ru 20 mm) pFipravenym z 50 ml CM-Sephadexu C-25 (Na-forma)
a sloupec se eluuje 200 ml 0,5 M vodného roztoku chloridu sodného (frakce po 10 ml).
Frakce &islo 17 a% 30 se spoj{, rozpoustZdlo se odpaif k suchu a odparek se extra-
huje tiikrdt methanolem. Methanolicky roztok se nanese na sloupec {trubice o vniti-
nim prim&ru 20 mn) pFipraveny ze 150 ml Sephadexu 1H-20 a produkt se eluuje me-
thanolem (frakce po 5 ml). Frakce &{slo 9 a% 16 se spoj{ a rozpoud3tddlo se oddesti-
luje. Odparek (950 mg) se prekrystalisuje ze sm¥si ethanolu s acetonem; zfskd se
790 wg (vytdZek 89,5 %) hydrochloridu 7-guanidino-2-heptenamidu, teplota ténf 162
a% 168 °c.
Protonové NMR spektrum (promZfené v deuteromethanolu), :
1,4 - 1,8 (032 x 2); 2427 (Cﬁz), 3,20 (CHZ), 5,98 (CH), 6,80 (CH),
Infratervené absorpén{ spektrum (KBr tableta), cm ~: 3370, 3150, 1660, 1625, 1610,

1590, 1415, 1395, 1370.

P#iklad C
Synthesa hydrochloridu 7-guanidinoheptanamidu

K roztoku 441 mg (2 mmol) 7-guanidino-2-heptenamidu hydrochloridu v.7 ml met-
hanolu se p¥idd 47,5 mg (0,2 mmol) chloridu nikelnatého. K uvedené smisi se za mf-
chénf, p¥i teplotd mistnosti, pFiddvéd po malych ¥dstech 189 mg (5 mmol) dorchydri-
du sodného. Po skonieni priddvéni borohydridu se sm¥s mfchd dalsfch 1,5 hodiny, pak
se vznikld Zernd sraZenina odfiltruje a filtrét se odpaf{ k suchu. Odparek se roz-
pust{ v 5 ml 0,5 M vodného roztoku chloridu sodného, roztok se nechd protéci sloup-
cem (trubice o vnitinfm primiru 30 mm) pFipravenym ze 100 ml Diaionu HP~20 a
provede se eluce 300 ml 0,5 M vodného roztoku chloridu sodného a pak 300 ml vody
(frakce po 15 ml). Frakce &{slo 25 a% 33 se spojf, rozpouﬁtédlo se oddestiluje a
-.odparek- se—extrahujest¥ikrdt'po 5 ml methanolu. -

Methanolické extrakty se spoji, roztok se nanese na sloupec (trubice o vanit¥nfm pro-

a¥ru 20 mm) p¥ipraveny ze 150 ml Sephadexu (E) 1H-20 a produkt se eluuje methanolem

(frakce po 5 ml). Frakce &islo 8 a% 13 se spojf, rozpoudt¥dlo se oddestiluje a od-

parek se pfekrystalisuje ze smZsi ethsnolu s acetonem. Ziskd se 372 mg (vit¥Zek

83,5 %) hydrochloridu 7-guanidinocheptanamidu ve form¥ bezbarvé krystalické ldtky o

teplot# tdnf 140 a% 141 °C.

Protonové NMR spektrum (prom¥fenéd v deuteromethanolu),

1,2 - 1,9 (CH, x 4); 2,23 (CH,y); 3,20 (CH,).

Infradervené absorp¥nf spektrum (KBr tableta, em™1: 3350, 3150, 2920, 1655, 1630,
1590, 1455, 1430, 1400, 1220,
1165, 1130, 1065.
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Pr{klad D
Synthesa 8-guanidino-3~hydroxyoktanamidu
a) Synthesa ethylesteru kyseliny 8-benzyloxykarbonylamino-3-ketooktanové

K roztoku 6,56 g (50 mmol) kyseliny 6-aminohexanové ve 25 ml 2M vodného rozto-~
ku hydroxidu sodného se p¥idd 5 ml ethyletheru. Ke smZsi se za chlazenf ledem a za
nichdni{, b&hea 30 minut, p¥ikape 10 ml benzyloxykarbonylchloridu a 37,5 ml 2M vodné-
ho roztoku bydroxidu sodného. Po priddnf obou sloZek se teplota reakdnf sm&si nechd
vystoupit na teplotu mistnosti a pokraduje se v michédn{ je¥t¥ 2 hodiny.

Su¥s se promyje dvakrdt 20 ml etheru, vodny podil se ockysell koncentrovanou kyseli-
nou chlorovodikovou a produkt se vyjme do ethylacetdtu (3x po 56 ml). Ethylacetéto-
vé extrakty se spoji, roztok se promyje nasycenym roztokem chloridu sodného, vysust
bezvodnym siranem sodnym a rozpoudtZdlo se oddestiluje. Ziskd se 12,16 g (vytdlek
92 %) kyseliny 6-benzyloxykarbonylaminohexanové o teplot¥ ténf 127 a% 128 °c.

K roztoku 2,65 g (10 mmol) kyseliny 6-benzyloxykarbonylaminchexanové ve 25 ml
bezvodého tetrahydrofuranu se pfidd 1,62 g (10 mmol) obchodnfho 1,1°-karbonyldiimi-
dazolu a sm&s se mf{chdé 15 winut p¥i teplct® mistnoti. K reakZni sm¥si se piidd 6,18
g (40 mmol) préikovitého magnesiumenoldtu monoethylmalonanu (pfipravenédho z 5,28 g
nonoethylesteru kyseliny malonové a 972 mg ho¥éfku) nasuspendovaného do 50 ml bez~
vodého tetrahydrofuranu. Sm&s se mf{chd 2 hodiny pri teplot¥ mfstnosti. Pak se pridd
50 ml 1M kyseliny chlorovodikové, sm&s se mfchd 10 minut a produkt se vyjme do chlo-
roformu (3x po 50 ml). Spojené chloroformové extrakty se postupn® promyjl 1M kyseli-
nou chlorovodikovou, nasycenym roztokem hydrogenuhliditanu sodnéhc a nasycenym roz-
tokem chloridu sodného, vysudf se bezvodym sf{ranem sodnym a rozpoudtddlo se oddes-
tiluje. Odparek se nanese na sloupec pFipraveny ze 100 g silikagelu znadky Silica
Gel 50 (Merck and Co.) a létka se vymyvé chloroformem (frakce po 20 g). Frakce &fs-
lo 43 a% 105 se spojf a rozpoudt¥dlo se oddestiluje; ziskd se 2,35 g (vyt&%ek 70 %)
ethylesteru kyseliny 8-benzyloxykarbonylamino-3-ketooktancvé,

Protonové NMR spektrum (v deuterochloroformu), .

1,27 (CH;); 1,1 - 1,9 (CH, x 3); 2,52 (CH,); 3,17 (NCH,); 3,40 (CH,); 4,18 (CH,);

5,05 (NH); 5,09 (CH,); 7,32 (CgHs).

Infradervené absorpdni spektrum (KBr tableta), cn™l: 3360, 2920, 1730, 1710, 1520,
1240.

b) Synthesa 8-guanidino-3-hydroxyoktanamidu

Ve 20 ml ethanolu se rozpustf{ 2,01 g (6 mmol) ethyl-8-benzyloxykarbonylamino-
~3-ketooktanodtu, pripraveného zplsobem popsanym vyse od a), a k roztoku se za m{~
chdnf, pri teplot® mfstnosti, pridd po &dstech 227 mg (6 mmol) borohydridu sodného. -
Reak®n{ sm¥s se mfchd 30 minut, pak se p¥idd né&€kolik kapek kyseliny octové, roztck
se nalije do 10 ml vody a produkt se vyjme do chloroformu (3x po 50 ml). Chlorofor-
mové extrakty se spojf, promyjf postupn® 1M kyselinou chlorovodikovou, nasycenym
vodnym roztokem hydrogenuhliéitanu sodného a nasycenym vodnym roztokem chloridu sod-
ného, pak se vysu3{ bezvodym siranem sodnym a rozpocu3tidlo se oddestiluje.

Z{skd se 2,00 g (vyt¥%ek 99 %) ethylesteru kyseliny 8-benzyloxykarbonylamino-3-hy-
droxyoktanové o teplot¥ ténf 47 aZ 50 °c.

Do 40 ml methanolu nasyceného plynnym amoniakem se vnese 1,69 g (5 mmol) ethyl-
-8-benzyloxykarbonylamino-3~hydroxy-oktanodtu pfipraveného shora popsanym zplisobem
a roztok se mfchd 3 dny pfi teplot¥ mistnosti.
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RozpoustZdlo se odpa¥f{ k suchu a odparek se pfrekrystalisuje z ethanolu. Z{ekd se
1,18 g (vytd%ek 72,5 %) 8-benzyloxykarbonylamino-3-hydroxyoktanamidu o teplot¥ té-
nf 100 a% 101 °c,

K roztoku 1,04 g (3,2 mmol) posléze uvedeného 8-benzyloxykarbonylamino-3-hydro-
xyoktanamnidu ve 20 ml methanolu se p¥idd 3,2 ul 1M kyseliny chlorovodikové a 200 ml
10 % paladia na uhl{ a smZs se miché 3 hodiny pfi teplotd mfstnosti v proudu vodi-
Xu. Katalysdtor se odfiltruje a filtrat se odpaff k suchu; ziskd4 se 670 mg hydrochlo-
ridu 8-amino-3-hydroxyoktanamidu.

K roztoku 670 mg hydrochloridu 8-amino-3-hydroxyoktanamidu v 8 ml 1M vodného
roztoku hydroxidu ecdného se pPidd 668 mg (2,4 mmol) hemisulfédtu S-methylisothio-
nodoviny. Reakdnf sm¥s se mfichd pPes noc p¥i teplot® mistnosti, pak se okysel{ na
pE 6 1M kyselinou chlorovodikovou a odpa¥{ k suchu. Odparek se rozpust{ v 5 ml 1M
vodného roztoku chloridu sodného. Roztck se nechd protéci pres sloupec p¥ipraveny
ze 160 »l Diaionu (:) HP-20 (vyrobek firmy Mitsubishi Chemical Co.) a sloupec se
pak postupnd promyvé 400 ml 1M roztoku chloridu sodného, 4CO ml O,8M roztoku chlo-
ridu sodného a 800 ml O,6M roztoku chloridu sodného (frakce po 15 g).

Frakce %1slo 41 a% 87 se spojf, voda se odpai{ k suchu & cdparek se extrahuje t¥i-

krdt po 10 ml methanolu. Methanolické extrakty se spoji, roztok se nanese na slou-

pec pripraveny ze 300 ml Ephadexu IH-20 a l4tka se eluuje methanolem (frakce )

po 7 ml). Odsolené frakce &fslo 25 a% 35 se spoj{ a rozpcuit¥dlo se oddestiluje, Z{-’

skd se 687 mg (vytd%ek 85 %) hydrochloridu 8-guanidino-3~hydroxycktanamidu,

Protonové NMR spektrum (v deuteromethanolu),

1,4 - 1,8 (CH; x 4); 2,36 (CH,); 3,20 (NCH,); 3,95 (CH).

Infradervené absorp¥nf spektrum (v KBr tabdletd), cn™1: 3350, 3170, 2930, 1655, 1400,
i ‘ 1175.

Pr{klad E
Synthesa 8-guanidino-2-oktenamidu

Podobnym zpdsobem jak bylo popséno v pifkladu B pro synthesu T-guanidino-2-hep-
tenamidu se z 270 mg hydrochloridu 8-guanidino-3-hydroxyoktanamidu ziskd 218 mg hy-
drochloridu 8-guanidino-2-oktenamidu (vyt¥iek 98 %) o teplotd® téni 163 a% 165 °c.
Protonové NMR spektrum (v deuteromethanolu),

1,4 - 1,9 (CH2 x 3); 2,25 (CHZ); 3,19 (NCH,); 5,94 (CH); 6;79 (CH).
Infradervené absorpinf{ spektrum (v KBr tabdbletd), cnl: 3400, 3120, 2920, 1660, 1630,
: . 1400.

P¥{klad F
Synthesa 9-guanidino-3-hydroxynonanamidu

Podobnym zpisobem jak bylo popséno v p¥fkladu D pro synthesu 8-guanidino-3-hy-
droxyoktanamidu se z 2,56 g kyseliny 7-aminoheptanové ziské 892 mg hydrochleridu 9-
-guanidino-3~hydroxynonanamidu.

Protonové NMR spektrum (v deuteromethanolu),
1,2 - 1,9 (CH, x 5); 2,35 (CH,); 3,19 (NCH,); 3,92 (CH).

Infradervené absorpéni spektrum (v KBr tabdblet?), cn™L: 3350, 3180, 2940, 1660, 1400,
1175.
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Pr{klad G
Synthesa 9~guanidino-2-nonenamidu

Podobnym zpisobem Jek dbylo popséno v prfkladu B pro synthesu 7-guanidino-2-he-
ptenamidu se z 361 mg hydrochloridu 9-guanidino-3-hydroxynonanamidu zfskd 253 ng
(vyteZek 75 %) hydrochloridu 9-guanidino-2-nonenamidu o teplot® tdnf 132 a2 135 °cC.
Protonové NMR spektrum (v deuteromethanclu), :

152 - 1,9 (CHy x 4); 2,23 (CHy)j 3,20 (NCH,); 5,97 (CH); 6,80 (CH),.
Infradervené absorp¥nf spektrum (KBr tadleta), cm™t: 3350, 3175, 2940, 1660, 1620,
1420,

Priklad H
Synthesa N~[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]-2,2—dihydroxyethanamidu
a) Synthesa mono-N-benzyloxykarbonyl-l,4-butandiaminu

K roztoku 1,76 g (20 mmol) l,4-butandiaminu ve 30 ml 50% vodného methanolu se
pridd 5,48 g (20 mmol) benzyl-S-4,6-dimethylpyrimid-2-ylthiokarbondtu (vyrobekx fir-
my Kokusan~kagaku Co.) a sm&s se michd 3 hodiny. Vyloulend srafenina se odfiltruje
/z odfiltrovaného produktu se z{skd 2,08 g (vytdfek 29%) di-N-benzyloxykarbonylové
sloudeniny) a z filtrdtu se oddestiluje rozpou3tddlo. Odparek se rozpust{ ve 250 ml
chloroformu, roztok se promyje p¥tkrét po 100 ml vedy, chloroformovy podil se vysu-
31 bezvodym siranem sodnym a rozpousdt¥dlo se odpa¥f k suchu. Zi{skd se 1,0 g /vytid-
ek 23 %/ mono-N-benzyloxykarbonyl-l,4—butandiamino ve form& bezbarvého sirupu.

b) Synthesa O-tosyl-3-terc.-butoxykarbonylamino-l-propanolu

K roztoku 1,5 g (20 mmol) 3-amino-l-propanolu v 30 ml methanolu se pridd 4,8 g
(20 mmol) terc.butyl-S-4,6-dimethylpyrinid-2-ylthiokarbondtu a sm3s se m{chd 6 hodin.
Rozpou3dt&dlo se oddestiluje, odparek se rozpust{ ve 200 ml chloroformu a roztok se
proayje 200 ml vody. Chloroformovy podil se zahustf a zahudtény roztok se chromato-
grafuje na sloupci pfipraveném z 300 g silikagelu (znalky Wakogel C-200), za
pou2it{ sm&si toluenu s ethylacetdtem (v pom&ru 1l:1, objemov¥) k eluci ldtek (frak-
ce po 15 ml). Frakce &fslo 82 a% 151 se spojf, rozpou3tddla se oddestilujf{ za sni-
feného tlaku a odparek se vysudi; ziskd se 2,95 g (vyté&Zek 84%) 3-terc.butyloxykar-
bonylamino~l-propanolu ve form& bezbarvé olejovité ldtky.

K roztoku 2,95 g (16,9 mmol) 3-terc.butoxykarbonylamino-l-propanolu v 50 ml py-
ridinu se za chlazeni ledem, v atmosféXe argonu, pilikape bZhem 40 minut pyridincvy
roztok obsahujfef 3,36 g (17,7 mmol) p-toluensuifochloridu. Reak¥ni sm®s se nechd
stét pres noc pti 7 °C, pak se pFidd malé mnoistvi vody a rozpoultddla se oddesti-
lujf. Odparek se rozpusti ve 200 ml chloroformu, roztok se postupn¥ promyje 5% vod-
n¥m roztokem hydrogensiranu draselného, nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhliéi tanu
sodného a vodou, vysu3f se bezvodym siranem sodnym a rozpoult¥dlo se oddestiluje.
Odparek se pcdrobf sloupcové chromatografii na 120 g silikagelu (znadky Wakogel
C-200), za pou2it{ sm¥si toluenu s ethylacetdtem (v pom3ru 8:1 objemov¥) k eluci
ldtek (frakce po 15 ml). Frakce &fslo 35 a% 68 se spoj{ a rozpou3tddla se cdpa®f k
suchu, Z{ské se 3,06 g (vyt&Zek 55 %) O-tosyl-3-terc.butoxykarbonylamino-l-propano-
Iu ve form& bezbarvé olejovité ldtky.

¢) Synthesa N-terc.butoxykarbonyl-N-{terc.-butoxykarbenylaminopropyl)-1,4-butandia-

rinu
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K roztoku 800 mg (2,43 mmol) O-tosyl-3-terc.-butoxykarbonylamino-l-propanolu
plipraveného shora popeanym zpisobem.b), v 15 ml N,N-dimethylformamidu se pi¥idd 510
mg (4,8 mmol) bromidu lithného (I1iBr.H,0) a sm¥s se michd 24 hodin pFi teplot? mf-
stnosti. K reaknf sm&si obsahujfcf p¥fsludny bromderivdét se piidd 540 mg (2,43
mmol) mono-N-benzyloxykarbonyl-l,4-butandiaminu ziskaného shora uvedenym postupem
a) a 0,34 ml triethylaminu, a sm&s se mfchd 48 hodin p¥i teplot® mfstnosti.

Pak se k realni sm¥si pridd 699 mg (2,9 mmol) terc.-butyl-S-4,6-dimethylpyrimid-
-2-ylthiokarbondtu a sm&s se michd daldich 13 hodin p¥i teplot¥® mistnosti. Roz-
poustddlo se oddestiluje za snifeného tlaku, odparek se rozpust{ ve 100 ml chlo-
roformu, roztok se promyje 50 ml vody, vysu3f bezvodym siranem sodnjm a chloroform
se odpatf{., Odparek se podrod{ sloupcové chromatografii na 200 g silikagelu (znaZ-
ky Wakogel C-200), za pouZit{ sm¥si toluenu s ethylacetdtem (v pomdru 4:1 ob-
JemovE) jako eludnfho &inidla (Jfmaj{ se frakce po 12 ml). Frakce &fslo 134 a% 165
se spoj{ a rozpou3td3dla se oddestilujf; z{skd se 608 mg (vytiiek 52 %) N-benzylo-~
xykarbonyl-N'-terc.—butoxykarbonyl-N’-(terc.~butoxykarbony1aminopropyl)-1,4-butan-
diaminu ve form& bezbarvé sirupovité 1étky.

K roztoku 144 mg (0,3 mmol) posléze uvedenéd sirupovité sudbstance v 5 ml me-
thanolu se p¥idd 100 mg 5% paladia na uhliZitanu barnatém a smds se michd 5 hodin
v proudu vodiku p¥i teplot¥ mistnosti. Katalysédtor se odfiltruje a z filtrdtu se
oddestiluje rozpoustZdlo; ziskd se 103 mg (vytZZek 100 %) N-terc.-butoxykarbonyl-
-N'-(terc.-butoxykarbonylaminopropyl)-1,4-butandiaminu.

d) Synthesa N- 4-(3-amiropropyl)saminobutyl -2,2-dihydroxyethanamidu

Ve 2 ml ethylacetdtu se rozpust{ 100 mg (0,29 mmol) N-terc.-butoxykarbonyl-N-
~(terc.~butoxykarbonylaninopropyl)~l,4~butandiaminu zf{skaného shora uvedenym zpilso-
bem ¢) a 148 mg (1 mmol) kyseliny 2,2-diethoxyoctové. K ziskanému rozroku se pridd
135 mg (1 mmol) l-hydroxybenzotriazolu a 206 mg (1 mmol) dicyklohexylkarbodiimidu,

a sm&s se michd 15 hodin pfi teplot® mfstnosti. Vyloulend dicyklohexylmodovina se
odfiltruje a promyje chladnym ethylacetdtem. Filtrét a promyvaci kapalina se spoji

a roztok se promyje 1M vodnym amoniakem a vodou. Ethylacetétovy pod{l se vysu3i bez-
vodym siranem sodnym, rozpoudtdlo se oddestiluje a odparek se podrobf sloupcové
chromatografii na sloupci 20 g silikagelu (znadky Wakogel C-200) za pou2itif sm&-
sl toulenu s ethylacetdtem (v objemovém pomdru 1:2) jako elunfho #inidls; jimajf se
frakce po 3 ml. Frakce 3fslo 14 a% 21 se spoji a rozpou3t¥dla se odpal{ k suchu,
Z2{skd se 109 mg (vytZlek 79 %) N-[}-(J-terc.-butoxykarbonylaminopropyl)-4—terc.—bu-
toxykarbonylaminobutyl]-2,2-diethoxyethanamidu ve form¥ bezbarvé sirupovité ldtky.

K roztoku 44 mg (0,13 mmol) posléze uvedené sirupovité substance v 1 ml dioxa-
nu se p¥idd 2,5 ml 0,1 M kyseliny chlorovodikové a sm¥s se zah¥{vd za mfchdn{ na
olejové ldzni 4 hodiny na 100 OC. Reak¥nf sm¥s se zneutralisuje 0,2 M vodnym rozto-
kem hydroxidu sodného na pH 6 a rozpoudtZdla se oddestilujf{. Odparek se extrahuje
1,5 ml methanolu a methanclicky roztok se nechd protéci pres sloupec (trubice o
vnitfnim primdru 16,5 mm) p¥ipraveny ze 100 ml Sephadexu @D IH-20 a produkt se elu-
uje methanolem (frakce po 2 ml). Frakce 22 a% 25, positivnf p¥i nynhydrinové reakeci,
se spoj{ a rozpou3t¥dlo se odpai’{ k suchu. Ziskd se 13 mg (vyt&Zek 46 %) dihydrochlc~
ridu N—[ﬁ-(B—aminopropyl)aminobuty1]~2,2-dihydroxyethanamidu ve form& bezbarvé si-
rupovité ldtky.
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Pr{klad 1
Synthesa N—[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]-z-(4-guanidinobutanamido)-Z-hydroxyethana-
midu

Sm¥s 360 mg (2 mmol) hydrochloridu 4-guanidinobutanamidu, 701 mg (2,4 mmol) di-
hydrochloridu N-[@-(3~aminopropy1)aminobutal]?,Z-dihydroxyethanamidu. 264 ag (2 =mmol)
kyseliny glutarové a 0,36 ml vody se zah¥{vd 24 hodin na 60 ®C. Po skon&en{ reakce
se k reakdni{ sm&si plfidd 5 ml vody, roztok se nanege na sloupec (trubice o vnitinim
prim&ru 20 mm) p¥ipraveny ze 150 ml CM-Sephadexu C-25 (Na-forma) a provede se
frakcionace gradientovou eluc{ 1,5 litrem vody a 1,5 litrem 0,8 M vodnym roztokem
chloridu sodného; jimaj{ se frakce po 15 ml. Frakce &fslo 125 a%¥ 137, odpovidajfc{
koncentracim 0,48 a% 0,56 M chloridu sodného, se spojf, odpaff k suchu a extrahujf
t#ikrdt po 10 ml methanolu. Methanolické extrakty se spojf, roztok se nanese na slou-
pec (trubice o vnitinim primdru 20 mm) p¥ipraveny ze 150 ml Sephadexu 1K-20 a
produkt se eluuje methanolem (frakce po 7 ml). Frakce &islo 9 a% 15 se spoj{ a rcz-
poudtddlo se odpa’f{ k suchu. Z{skéd se 318 mg (vytZZek 35 %) trihydrochloridu N-[@-
—(3-aminopropy1)aminobutyl]-2-(4-guanidinobutanamidu)-2—hydroxyethanamidu ve ferm&
bL1é préskovité ldtky.

P¥{klad 2 .
Synthesa N-[4-(3-aminopropy1)aqinobuty{]~2-(5—guanidinopentanamido)~2-hydroxyetha-
namidu

Sm¥s 92,4 mg (0,48 mmol) hydrochloridu 5-guanidinopentanamidu, 166,5 mg (C,57
mmol) dihydrochloridu N-[k-(3-aminopropy1)aminobutle-Z,2-dihydroxyethanamidu,
62,8 mg (0,48 mmol) kyseliny glutarové a 0,1 ml vody se zah¥fvd 24 hodin na 6 °C.
Po skonleni reakce se k reakin{ sm¥si pFfidd 5 ml vcdy_a roztok se &istl pcdobnya
zpisoben . jako v p¥fkladu 1, za pouZitf{ CM-Sephadexu C-25 (Na-formy) a Sephadexu
IH-20., Zi{skd se 82,5 mg (vytd%ek 37,1 %) trihydrochleridu N—[ﬁ-(3-aminopropyl)-
-aminobutyi]-2~(S-guanidinopentanamido)-2-hydroxyethanamidu.

P¥{klad 3
Synthesa N-[4-(3-amin0propyl)aminobutle‘2—(6-guanidinohexanamido)—2~hydroxyethana—
midu

Sm&s 446 mg (2,14 mmol) hydrochloridu 6-guanidinohexanamidu, 750 mg (2,57 z=o0l)
dihydrochloridu N—[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]—z,2-dihydroxyethanamidu, 283 ng
(2,14 mmol) kyseliny glutarové a 0,45 ml vody se zah¥#{vd 24 hodin na 60 °c.
Po skon&eni reakce se k reakdni sm&si pfidd 5 ml vody a roztok se &ist{ podcbnym zpi-
sobem jakxo v p¥fkladu 1, za pouZit{ CM-Sephadexu (:) C-25 (Na-formy) a Sephadexu (E)
IH-20. Z{skd4 se 459 mg (vyt&Zek 44 %) trihydrochloridu N-[4—(3-amin0propyl)amincbu~
tyl]—Z-(6-guanidinohexanamido)—2-hydroxyethanamidu ve form¥ b{1lé pré3kovité létky,

P¥{klad 4
Synthesa N—[4-(3-aminopropy1)aminobutle—Z—(7-guanidinoheptanamido)-2-hydroxyetbana-
midu ‘
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Sm&s 360 mg (1,62 mmol) hydrochloridu 7-guanidincheptanamidu, 568 mg (1,94
mmol) N-[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]-?,2-dihydroxyethanamidu dihydrochloridu, 214
og (1,62 mmol) kyseliny glutarové a 0,36 ml vody se zah¥fvd 24 hodin na 60 °C.

Po skon®enf reakce se k reakin{ sm¥si plidd % ml vody a zf{skang sm¥s l4ték se &istf
pododbnym zpisoben jako v pifkladu 1, za pouiiti CM-Sephadexu C-25 (v Na-form&)
a Sephadexu IH-20, 2iskd se 317 mg (vytéZek 39 %) trihydrochloridu N-[k-(B-
-aninopropyl)aminobutyl}-2~(7-guanidinoheptanamidec)-2-hydroxyethanamidu ve form#
b{1é prédkovité létky.

Priklad 5
Synthesa N—[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]—?-(8-guaniﬂinooktanamido)-2-hydroxyetha-
nanidu

Swé&s 500 mg (2,11 mmel) hydrochloridu 8-guanidinooktanamidu, 740 mg (2,53
mmol) dihydrochloridu N-[4—(3-aminopropy1)aminobutyl]—2,2—dihydroxyethanamidu,
335 mg (2,53 mmol) kyseliny glutarové a 0,34 ml vody se zah¥{vé 24 hodin na 60 °C.
Po skonZeni reakce se k reakdn{ sm&si p¥idd4 5 ml vody a ziskand sm&s ldtek se &is-
t{ podobnym zplsobem jako v p¥fkladu 1, za pouZitf CM-Sephadexu C) C-25 (v Na-fo-
rn¥) a Sephadexu IH-20, Ziskd se 526 mg (vyt&Ziek 49 %) trihydrochloridu N-[4-
-(3-aminopropyl)aminobutyi]-2m(8—guanidinooktanamido)-2-hydroxyethanamidu ve for-
w& b11é prédkoviid létky. ‘

Prklad 6
Synthesa N~[€-(J—aminopropyl)aminobutyl]-?-(9-guanidinononanamidc)-Z-hydroxyethana-
oidu

Su¥s 316 zg (1,26 mmol) hydrochloridu 9-guanidinononanamidu, 442 mg (1,51 amol)

dihydrochloridu N-[4-(3—aminopropy1)aminobutyl]—2,2-dihydroxyethanamidu, 166 mg
(1,26 amol) kyseliny glutarové a 0,01 ml vody se zah¥{vd 24 hodin na 60 °C.
Po skonleni reakce se k reakinf smdsi pridd 5 ml vody a ziskand sm&s ldtek se &is-
t{ podcbnym zpisobem Jako v prikladu 1, za pouZit{ CM-Sephadexu C)C-25 (v Na-for-
md) a Sephadexu IH-20. 2{skd se 324 mg (vytéfek 49 %) trihydrochloridu N~[ﬁ—(3-
-aminopropyl)aminobutyl]-?-(9—guanidinononanamido)-2-hydroxyethanamidu ve form& bf-
16 préd3kovité létky.

Priklad 7
Synthesa N- 4—(3aamin0propy)aminobuty;]-?—(4nguanidincbutunamido)-2—methoxyethana—
midu

K roztoku 45,5 mg (0,10 mmol) trihydrochloridu N-[ﬁ~(3—aminopropy1)aminobutyl]-
-2-(4-guanidinobutanamido)~-2-hydroxyethanamidu v 1 ml bezvodého methanolu se pridéd
0,1 ml 2 M methanolického roztoku chlorovodf{ku a sm&s se michd 17 hodin p#i teploté&
mfstnosti. Reakén{ sm¥s se zahust{ za sn{Zeného tlaku a odparek se rozpust{ ve 3 ml
vody. Roztok se nanese na sloupec (trubice o vnit¥nim prim&ru 20 mm) pPipraveny ze
150 ml CM-Sephadexu C~25 a provede se frakcionace gradientovou eluci{ jednfm 1i-
trem vody a jedn{m litrem 1 M vodného roztoku chloridu sodného; jimajf se frakce po
17 ml.
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Prakce &{slo 67 &% 71, odpovidajfci koncentracfm 0,63 a% 0,67 M chloridu sodného, se
spoji, cdpa¥{ k suchu a odparek se extrahuje t¥ikrdt po 5 ml methanolu. Methanolic-
ké extrakty se spojf, roztok se panese na sloupec (trubice o vnitinim prim&ru 20 mm)
ptipraveny ze 150 ml Sephadexu IH-20 a produkt se eluuje methanolem (frakce po

7 ml). Frakce 2{slo 10 a% 14 se spojf{ a rozpou3dt®dlo se odpa®{ k suchu., Z{iskd se
31,5 mg (vytEZek 67 %) trihydrochloridu N-[4—(3-aminopropy1)aminobutyi]-?-(4-guani-
dinobutanamido)~2-methoxyethanamidu ve form& b{lé préékoﬁité ldtky.

Priklad 8
Synthesa N-[;—(3-aminopropy1)aminobutyi]-Z-guanidinohexanamido)-Z-methoxyethanamidu

K roztoku 177 mg (0,37 mmol) trihydrochloridu N-[4—(3—aminopropy1)aminobutyl]-
-2-(6~guanidinohexanamido)-2-hydroxyethanamidu ve 3,6 ml bezvodého methanolu se p¥i-
dd 0,36 ml 2 M methanolického roztoku chlorovodiku a sm¥s se michd 17 hodin p¥i te-
plotd mi{stnosti. Reakdn{ sm¥s se zshust{ za snfZeného tlaku a z{skany bil} odparek
se &istf podobnym zplisobem jako v pPfikladu 7, za pou?it{ CM-Sephadexu C-25 (v
Na-form&) a Sephadexu IH-20, Z{skd se 110 mg (vyt&Zfek 60 %) trihydrochloridu
N-[4-(3—aminopropy1)aminobutyi]-2—(6-guanidinohexanamido)-2-methoxyethanamidu ve
form¥ bilé prdidkovité ldtky.

P#{klad 9
Synthesa Ne[}-(3-aminopropy1)aminobutyi]-2-(7-guanidinoheptanamido)-Z-methoxyetha-
namidu '

K roztoku 920 mg (1,85 mmol) trihydrochloridu N—[}-(J-aminopropyl)aminobutyl]-
-2-(7-guanidincheptanamido)-2-hydroxyethanamidu ve 20 ml bezvodého methanolu se p¥i-
dajf 2 ml 2 M methanolického roztoku chlorovodiku a sm¥s se mfchd 15 hedin pfi te-
plotd mistnosti. Reakni sm#s se zahust{ za snffeného tlaku a ziskany bily odparek
se rozpust{ v 15 ml vody. Vodny roztok se upravi 1 M vodnym roztokem hydroxidu scd-
ného na pH 6, nanese se na sloupec. (trubice o vnitinim prim&ru 25 mm) p¥ipraveny z
300 m) CM-Sephadexu C~25 (v Na-form&) a provede se frakcionace gradientovou elu-~
c{ za pouZitf 2 litrd vody a 2 litrd 1 M vodného roztoku chloridu sodného; jimaj{ se
frakce po 17 ml. Frakce &{slo 138 a% 152, odpovidajifc{ koncentracim 0,59 a% 0,65 M
chloridu sodného, se spoji odpaff{ k suchu a odparek se extrahuje dvakrdt po 10 ml
methanolu. Methanolické extrakty se spojf, roztok se nanese na sloupec (trudbice o
vnit¥nim priméru 25 mm) pFfipraveny ze 300 ml Sephadexu (:) IH~20 a produkt se elu-
uje methanolem (frakce po 7 ml). Frakce &fslo 18 a% 32 se spojf a rozpoudt&dlo se
odpa*{ k suchu. 21skd se 607 mg (vytZ%ek 64 %) trihydrochloridu N-[h-(B-aminopropyl)
-aminobutyi]-2—(7-guanidinohepranamido)-2-methoxyethanamidu ve form& bflé préSkovi-

té létky.

P¥{klad 10
Synthesa N-[4—(3-aminopropy1)aminobutyl]—2—(8-guanidinooktanamido)—2-methoxyethana-

midu

K roztoku 220 mg (0,43 mmol) trihydrochloridu N—[ﬁ~(3—aminopropyl)aminobutyl]—
-2-(8~guanidinooktanamido)-2~-hydroxyethanamidu ve 4,4 ml bezvcdého methanolu se pii-
dd 0,44 ml 2 M methanolického roztoku chlorovodiku a sm&s se m{ché pres noc p¥i te-
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plotd mistnosti. Reakdn{ sm¥s se zahustf{ za sni{feného tlaku a bily odparek se &istf
podobnym zpisqbem jako v prikladu 7, za pouitf CM-Sephadexu C~25 (v Na~-form¥)
a Sephadexu \B) IH-20, Z{skd se 195 mg (vytZZek 85 %) trihydrochloridu N-[k-(B-ami-
nOpropyl)uminobvtyi]-2-(8-guanidinoﬁktanamido)—2-methoxyerhanamidu ve forau¥ bflého
prédsdkovitého produktu.

P¥{klad 11
Synthess N~[4—(3-aminopropyl)aminobuty;]-?-(9-guanidinononanamido)-2~methoxyethana-
midu

K rnztoku 160 mg (0,31 mmo}) trihydrochloridu N-[ﬁwi3uaminopropy1)aminobutyl]-
-2-(9-guanidinononsnamido)-2-hydroxyethanamidu ve 3,2 ml bezvodého methanolu se p¥i-
dajf{ 0,32 ml 2 M methanolického roztoku chlorovodiku a sm¥s se michd pies noc p¥i
teplot® mistnosti. Reakdnf sm&s se odpa¥{ za sniieného tlaku a ziskany b{ly odparek
se &ist{ pcdobnym zplsobemr Jako v p¥fkladu 7, za pouZitf CM-Sephadexu C-25 (v
Na-form¥) a Sephadexu IH-20, Z{ckd se 107 mg (vytdZek 65 %) trihydrochloridu
N-[@-(3-aminopropyl)aminobutyi]-2-(9-guanidinononanamido)-2-methoxyethanamidu ve
form¥ bezbarvé prédkovité 1ldtky.

P#{klad 12
Synthesa N-[@-(3-amin0propy1)aminobutyl]-2-(7-guanidinoheptanamido)-E-ethoxyethana-
midu

Ke 100 mg (0,20 mmol) trihydrochloridu N-[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]-?-(7-
-guanidinoheptanamido)-2-hydroxyethanamidu se p¥idd 10 ml bezvodého ethsnolu a 1 xl
bezvodého ethanolu nasyceného plynnym chlorovodikem a sm&s se michd 24 hodin pPi te-
plot® mistnosti. Nerozpudtiny podil se odfiltruje a z filtrdtu se oddestiluje roz-
poudtddlo za snfieného tladu., Bezbarvy pré3kovy odparek se &ist{ podobnym zplisobenm
jako v pi{kladu 7, za pouitf CM-Sephadexu C-25 (Na-forma) a Sephadexu IH-20.
Z{skd se 71 mg (vytd3%ek 68 %) trihydrochloridu N-[9-(J-aminopropyl)aminobutyi]-2—
~{7~-guanidinohentanamido)-2-ethoxyethananidu ve formd bezdbarvé prddkovité ldiky.

Pr{kled 13
Synthesu H-[4-(3-aminopropy1)éminobutyl]-Z;(Y-Suadidinoheptanamido)-2-butoxyethana-
nidu

Ke 100 mg (0,2 mmol) trihydrochloridu N-[4~(3-aminopropy1)aminobuty{]-?-(7-
-guanidinoheptanamido)-2-hydroxyethanamidu se pridd 10 ml n-butanolu a 1 ml nasy-
cendho roztoku plynného chlorovodi{ku v n-butanolu, a sm&s se mfchd 2 dny p¥i teplo-
t& mistnosti, Nerozpu3tiny podil se odfiltruje a filtrdt (n-butanolicky roztok) se
extrahuje t¥ikrdt po 5 ml vody. Vodnd extrakty se spojf, roztok se zneutralisuje
Amberlitem 69 IR-410 a zahusti{ za sniZeného tlaku, Odparek se &istf podobnym zpi-
sobem jako v plrfkladu 7, za pouZit{ CM-Sephadexu C-25 (v Na-form&) a Sephadexu

LH-20. Z1iskd se 15 mg (vyt3fek 13,5 %) trihydrochloridu N-[}—(}—aminopropyl)—
-aminobuty%]-?-(7—guanidinoheptanamido)-2-butoxyethanamidu ve form® b{lé prd¥kovi-
té létky.
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P¥{klad 14
Synthesa N-[}r(Béaminopropyl)aminobutyi]-z—(7—guanidinoheptanamido)-2-(2-hydroxy-
ethoxy)ethanamidu

, K roztokxu 100 mg (0,20 mmol) trihydrochloridu N-[}-(3-aminopropy1)aminobutyi]-
' =2-(7-guanidinoheptanamido)-2-hydroxyethanamidu v 5 ml ethylenglykolu se pridd 0,5
ml nasyceného roztoku plynného chlorovodiku v ethylenglykolu a sm¥s se mfché pies
noc pii teplotZ mistnosti. Reakini sm¥s se redl 25 ml vody, roztok se zneutralisu-
je 1 M vodnym roztokem hydroxidu sodrého na pH 6 a smds se &istf podobnym zapisobem
jako v p¥{kladu 7, za pouXit{ CM-Sephadexu C-25 (v Na-form¥) a Sephadexu
IH-20, 2Z{sk4 se 63 mg (vytilek 58 %) trihydrochloridu N-[}~(3-aminopropy1)aminobu- )
tyi]-2—(7-guanidinoheptanamido)-2-(2-hydroxyethoxy)ethanamidu ve form& bezbarvé
prd3kovité ldtky.,

PFiklad 15
Synthesa N-[ﬁ-(3-aminopropyl)aminobutyi]-2-(7-guanidinoheptanamido)-Z-hydroxyetha-
namidu ) .

Ke 100 mg (0,20 mmol) trihydrochloridu N-[4-(3-aminopropy1)aminobutyi]-?-(?-
~ -guanidinoheptanamido)~-2-hydroxyethanamidu se p#idd 10 ml benzylalkoholu a 1 ml
nnsycpného roztoku plynného chlorovodiku v benzylalkoholu, a gm;a;Se‘niqhéule‘ho~
din pfi teplotd mfstnosti. Nerozpuitiny} podil se odfiltruje a benzylalkoholovy fil.-
trédt se extrahuje t¥ikrdt po 5 ml vody. Vodné pod{ly se spojf, roztok se zneutrali-
suje Amberlitem C) IR-410, odpaf{ k suchu_a odparek se &isti podobanym zpisocbem ja~
ko v p¥ikladu 7, za pouZiti CM-Sephadexu <:) C-25 (v Na-form#) a Sephadexu (B)1d-
20. Ziskd se 61 mg (vytéiek 52 %) trihydrochloridu N-[@-(3-aminopropy1)aminobutyi]-
~2-(7-guanidinoheptanamido)-2-benzyloxyethanamidu ve form# bf1é préikovité 1é4tky.

P¥iklad 16
Synthesa N—[4-(3-aminopropy1)aminobuty;]-?-(7-guanidino-?-heptenamido)—2-hydroxy-
ethananidu

Sm3s 234,5 mg (1,06 mmol) hydrochloridu 7-guanidino-2-heptenamidu, 372,3 ng
(1,27 mmol) dihydrochloridu N-[4-(3-aminopropyl)aminobutyl]-2,2-dihydroxyethanamidu,
140,4 ng (1,06 mmol) kyseliny glutarové a 0,2 ml vody .se zahif{vd 24 hodin na 60 °c.
Po skon&eni reakce se reakdni smis &istf podobnym zplsobem jako v p¥fkladu 1, za
pouzit{ CM-Sephadexu () C~25 (v Na-form&) a Sephadexu C)IH-ZO. Z1{skd se 244,6 ng
(vytdiek 46,5 %) trihydrochloridu N-[ﬁ-(3-aminopropy1)aminobuty%]-?-(?-guanidino-
-2-heptenamido)-2-hydroxyethanamidu, ve form& bflé prédSkovité ldtky.

PP{klad 17
Synthesa N-[ﬁ-(3-éminopropy1)aminobutyl]-?-(8-guanidino-2-oktenamido)-2-hydroxy-
ethamidu

Sm&s 202,4 mg (0,86 mmol) hydrochloridu 8-guanidino-2-oktenamidu, 302,4 mg (1,04
mmol) dihydrochloridu N—[4-(3-aminopropy1)aminobuty;]-Z,2-dihydroxyethanamidu, 113,9
wg (0,86 mmol) kyseliny glutarové a 0,2 ml vody se zahi{vé 24 hodin na 60 °C.
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Po skonleni reakce se reakéni sm&s 2ist{ podobnym zplisobem jako v pi{kladu 1, za po-
u%it{ CM-Sephadexu C-25 (v Na-form¥) a Sephadexu IH-20, Z1iskd se 128,3 ng
(vytdZek 29,2 %) trihydrochloridu N-[}-(3-aminopropy1)-aminobutyl]-2—(8-guanidino-
-2-oktenamido)-2-hydroxyethananidu, ’

Pr{klad 18
Syntbesa Nn[4-(Bnaminopropyl)aminobutyi]—z-(9~guanidino~£-nonenamido)—2-hydroxyetha-
namidu

Sm&s 206,2 mg (0,84 mmol) hydrochloridu 9-guanidino-2-nonenamidu, 291,0 mg
(1,00 mmol) dihydrochloridu N-[ﬁ-(3-aminopropy1)aminobutyg]—?,2-dihydroxyethanami-
du, 109,6 mg (0,84 mmol) kyseliny glutarové a 0,2 ml vody se zah¥{véd 24 hodin na
60 °C. Po skonZeni reakce se reakinf{ sm&s &ist{ podobnym zpidsobem jako v p¥{kladu
1, za pouZitf CM-Sephadexu C-25 (v Na-formZ) a Sephadexu IK-20,

Z{iskd se 135,0 mg (vytd%ek 31,1 %) trihydrochleridu N-[}-(3-aminopropy1)-aminobutyl]-
~2-(9-guanidino-2-nonenamido)-2-hydroxyethanamidu ve form2 b{lé prdskovité ldétky.

P#fklad 19
Synthess N-[4-(3waﬂﬂno9:spy1)aminobutyl]-2—(7-guanidino$2»heptenamido)—2-methoxy-
ethananidu

K roztoku 50,3 mg (0,10 mmol) trihydrochloridu N~L4-(3-aminopropy1)aminobuty;]u
-2-(T7-guenidino-2-heptenamido)-2-hydroxyethanamidu v 1 ml bezvodiéhn methanolu se pfi-
dd 0,1 ml 2M methanolického roztoku chlorcvodiku a sm¥s se michd pres noc p¥i teplo-
t8 miatnosti. Rozpou3t¥dlo se oddestiluje za sniZeného tlaku _a ndparek se &istf po-
dobnym zpisobem jako v prikladu 7, za pouitf{ C¥-Sephadexu B) c-25 (v Na-form2) a
Sephadexu 1H-20. Z{skd se 37,2 mg (vytdiek 72,4 %) trihydrochloridu N-[4-(3-
-aminopropyl)aminobutyi]—2-(7-guanidino-2-heptenamido)—2—methoxyethanamidu.

Pr{klad 20
Synthesa N—[4-(3-aminopropy1)aminobuty{]-Z-(8-guanidino-3-hydrcxyoktanamido)—2-hy—
droxyethanasidu

Sm&s 150 mg (0,59 mmol) hydrochloridu 8-guanidino~3-hydroxyoktanamidu, 208 mg
(0,71 mmol) dihydroenloridu N-[4-(3—aminopropy1)aminobutyl]-?,2-d1hydroxyethanémi-
du, 78 mg (0,59 mmol) kyseliny glutarové a O,1 nl vody se zeh¥{vé 24 hodin na 60 °c.
Po skonleni reakce se reakdn{ smZs &ist{ podobnya zpisobem jako v pifkladu 1, za
pou2itf CM-Sephadexu ® C-25 (v Na-form¥) a Sephadexu ® 1H-20,

Ziskd4 se 120,7 mg (vyt&Zek 38,6 %) trihydrochloridu N-[}-(3-aminopropy1)aminobutyi]-
-2-(8-guanidino-3-hydroxyoktanamido)-2-hydroxyethanamidu ve formZ b{lé prédikovité
létky.

Priklad 21
Synthesa N—[ﬁ-(3-aminopropy1)aminobuty%]-2-(9-guanidino—3-hydroxynonanagido)-2-hy-
droxyethanamidu
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Sm¥s 325,8 mg (1,23 mmol) hydrochloridu 9-guanidino-3-hydroxynonanamidu, 428,1
mg (1,49 mmol) dihydrochloridu N-L4-(3-aminopropy1)aminobutyi]-z.2-dihydroxyetha~
namidu, 161,4 mg (1,23 mmol) kyseliny glutarové a 0,3 ml vody se zahP{véd 24 hodin
na 60 °C. Po skoneni reakce se reakinf sm&s ¥istf podobnym zpisohem Jako v pFikla-
du 1, za pouZit{ CM-Sephadexu (:§ C~25 (v Na-form&) a Sephadexu IH-20,
21skd se 220,8 mg (vytdZek 33,4 %) trihydrochloridu N-[4-(3-aminopropy1)aminobutai]-
-2-(9-guanidino-3-hydroxynonanamido)-2-hydroxyethanamidu ve form& bf1é prdskovité
létky.

P¥{klad 22
Synthesa 11-O-methylspergualinu

K roztoku 1,8 g (3,51 mmol) trihydrochloridu (-)-spergualinu v 35 ml bezvodé-
ho methanolu se p#idd 3,5 ml 2M methanolického chlorovodiku a smZs se mf{chd 15 ho-
din p¥i teplot® mistnosti. Rozpoudt&dlo se oddestiluje za sni¥enédho tlaku, odparek
se rozpusti v 30 ml vody, roztok se nanese na sloupec CM-Sephadexu C-25 (v Na-
form#; 600 ml) a provede se frakcionace gradientovou eluc{ za pouXitf 3 litrd vody
a 1M vodného roztoku chloridu sodného (frakce po 17 g). Frakce &fslo 208 a% 230 se
spoji, rozpoudtddlo se odpa¥f{ k suchu a odparek se extrahuje t¥ikrdt po 10 ml me-
thanolu. Methanolické extrakty se spoj{ a roztok se odsol{ pasd%ff p¥es sloupec Sep-~
hadexu C) I1H-20 (300 ml) a ndsledujfcf eluc{ methanolem (frakce po 7 g).

Frakce &¢1s8lo 19 aZ 33 se spoJ{ a rozpoustddlo se odpaif{ k suchu, Ziskéd se 1,528 g
(vyté%ek 82 %) trihydrochloridu 11-O-methylspergualinu.

Z{skany trihydrochlorid 11-O-spergualinu se rozd¥lf na p#{sluiné epimerni slo-
3ky za pouZitf vysokou¥inné kapalingvé chromatografie, na kolon¥ o primZru 2 cm a
délky 25 cm, napln¥né Nucleosilem 30 018 (ndpln s reversnf fdz{ vyrdbZnd firmou
M, Nagel Co.), za ndsledujicich podminek: rychlost toku 10 ml/min.; tlak 30 kg/cmz;
rozpoudtédlo: acetonitril se sm&s{ pentansulfondtu sodného 0,01 M a 0,01 M hydro-
genfosforednanu sodného o pH 3, v pomZru 9 : 91; nand3ka 6 mg; detekce UF sv¥tlo
205 nm, P¥i HPIC se UF absorpénf maximum pro (-)-11-O-methylspergualin objevuje prv-
n{ (reten¥n{ ¥as 48,3 minuty) a absorpdni maximum pro (+)-11-O-methylspergualin nd-
sleduje (reten&nf %as 56,5 minuty). Frakcionace se opakuje 12 krét. Frakce odpovi-
dajic{ jednomu kaidému z uvedenych maxim se spoj{ a provede se &i¥t¥n{ podobnym zpd-
sgbem jako v pirikladu 1, za pou?it{ CM-Sephadexu C-25 (v Na-form&) a Sephadexu

IH-20, Zi{ské se 32,9 mg trihydrochloridu (-)-11-O-methylspergualinu ve form&
bf1é prédkovité ldtky a 24,5 mg hydrochloridu (+)-11-O-methylspergualinu ve formé&
b{1é prédkovité létky.

Pr{klad 23
Synthesa 11-O-ethylspergualinu

Ke 484 mg (0,94 mmol) dihydrochloridu spergualinu ({-)-spergualin: (+)-spergua-
lin = 1 : 1 , se p¥idéd 20 m)l bezvodého ethanolu a 2 ml 2M ethanolického roztoku chlo-
rovodiku a sm¥s se michd 2 dny p¥i teplot¥ mistnosti. Reak&n{ smZs se odpa¥{ k suchu,
odparek se rozpust{ v 10 ml vody, pH se upravi 1M vodnym roztokem hydroxidu sodného
na hodnotu 4 a smé&s se &isti v podstat® stejnym zplisobem jako v p¥ikladu 22 2za pculi-
t1{ CM-Sephadexu (:) C-25 (v Na-form&) a Sephadexu H-20.
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Z1skd se 355,6 mg (vyt¥Zek 70 %) trihydrochloridu 11-O-ethylespergualinu ve form&
b{1é préskovité lAtky

Z{skany trihydrochlorid. ll-O-ethylspergualin se rozd#l{ na své epimerni sloi-
ky pomoci vysokouddinné kapalinové chromatografie v podstatd stejnym zpisobea jako
v pFikledu 22 s tim rozd{lem, %e se Jako rozpoudtidla pouZije sm3si acetonitrilu
8 0,0l M-pentansulfondtem sodnym + 0,01 M hydrogenfosfore&nanem sodnym (pH 3) v
pom&ru 10,5 : 89,5. Po opakovéni frakcionace 3estkrét a spojen{ odpovidajfcich
frakef se ziskd 1l mg trihydrochloridu (-)-11-O-ethylspergualinu ve form¥ b{1lé
pré3kovité ldtky a 14,5 mg trihydrochloridu (+)-11-O-ethylspergualinu ve form¥ bez-
barvé préddkovité ldtky.

PFr{klad 24
Synthesa 11-O-butylspergualinu

Ke 493 ng (0,96 mmol) trihydrochloridu (-)-spergualinu se p¥idé 30 ml n-buta-
nolu a 3 ml nasyceného roztoku plynného chlorovodiku v n-butanolu, a sm&s se mfchd
2 dny pii teplotd m{stnosti. Reak&nf sm&s se zfiltruje, z filtrdtu se oddestiluje
n-butanol, odparek se rozpust{ v 10 ml vody, pH roztoku se upravi 1M vodnym hydro-
xidem sodnym na hodnotu 4 a sm¥s se &istfl za pouZitf CM-Sephadexu C-25 (v Na-
formZ) a Sephadexu-().lﬂ-zo v podstat® stejnym zpisobem Jako v p¥fkladu 22,

Zi{skd se 114,7 mg (vytdZek 21 %) trihydrochloridu 11-O-n-butylspergualinu ve formé
b11é préskovité 1étky. ‘

Z1iskany trihydrochlorid 11-0O-n-butylspergualinu se rozd¥l{f na své epimerni
sloZky pomoci vysokoudinné kapalinové chromatografie v podstat® stejnym zpisobem
jako v p¥ikladu 22, s tim rozdflem, %e se Jako rozpoultidla pou%ije sm¥si acetoni-
trilu s [b,OI M pentasulfondtem sodnym + 0,01 M hydrogenfosforednanem sodnym (pH 3ﬂ
v pom¥ru 14,5 : 85,5. Frakcionace se opakuje celkem 3estkrét a odpovidajfci podily
ge spojl. Ziskd se 15 mg trihydrochloridu (-)-11-O-n-butylspergualinu ve form# bi-
1é prd3kovité ldtky a 16 mg trihydrochloridu (+)-11-O-n-butylspergualinu ve form&
b{lé krystalické ldtky.

P#{klad 25
Synthesa 11-0-(2-hydroxyethyl)spergualinu

K roztoku 2,88 g (5,61 mmol) trihydrochloridu (-)-spergualinu ve 100 ml ethy-
lenglykolu se pridé 10 ml nasyceného roztoku chlorovodiku v ethylenglykolu a smé&s
se michd 24 hodin p#i teplotZ mfstnosti. Reakdn{ sm¥s se zfedf 200 ml vody, pH roz-
toku se upravi 1 M vodnym roztokem hydroxidu sodnéhoc na pH 4 a sm&s se &ist{ za po-
uzit{ CM-Sephadexu (:) C-25 (v Na-form&) a Sephadexu IH-20 v podstat¥® stejnym
zplisobem jako v p¥fkladu 22. Z{skd se 2,7 g (vytdZek 73 %) trihydrochloridu 11-0-
-(2-hydroxyethyl)spergualinu ve form¥& bilé prédkovité lédtky.

Ziskany trihydrochlorid 11-0-(2-hydroxyethyl)spergualinu se rozd&lf na své epi-
mern{ sloXky pomoc{ vysokou¥inné kapalinové chromatografie stejnym zpdsobem jako v
p¥fkladu 22, s t{m rozdflem, %e se pouije jako rozpou¥tsdla sm¥si acetonitrilu s
[0,01 M pentansulfondtem sodnym + 0,01 M hydrogenfcsforednanem sodnym (pH J,Oi] v
pom¥ru 7 : 93 a %e se na kolonu nan#3f 20 mg létky. Po Sestindsobném opakovéni frak-
cionace se ziské 2,3 mg trihydrochloridu (-)-11-0-(2-hydroxyethyl)spergualinu ve for-
m& bezbarvé praskovité ldtky a 2,5 mg trihydrochloridu (+)-11-0-(2-hvdroxyethyl)sper-
gualinu ve form#& bezbarvé présSkovité 1ldtky. '
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P¥{klad 26
Synthesa 11-0O-bezylspergualinu

Ke 2,36 g (4,60 mmol) trihydrochloridu (-)-spergualinu se p¥idé4 90 ml bezylal-
koholu a 9 ml nasyceného roztoku chlorovodiku v benzylalkoholu a sm¥s se mfchd pres
noc pfi teplot& mistnosti. Produkt se vyjme do 350 ml vody, vodn} extrakt se upravt
1 M vodnym roztokem hydroxidu sodného na pi 6,0 a odpa*f se k suchu. Odparek se roz-
pustf{ ve 20 ml 1 M vodného roztoku chloridu sodného, roztok se nechd protéci pres
sloupec piipraveny z 500 ml Diaionu HP-20 (vyrobek firmy Mitsubishi Chemical Co,)
a produkt se eluuje postupn& po 1,5 litru 0,6 M vodného roztoku chloridu sodného,
0,4 M vodného roztoku chloridu sodného a vody. Podily eluované vodou se odpa¥{ k
suchu a provede se odsoleni na Sephadexu IH-20 zpisobem popsanym v pFi{kladu 1.
Ziskd se 1,92 g (vyt¥%ek 69 %) trihydrochlcridu 11-O-benzylspergualinu ve form& b{-
1é pré3kovité ldtky.

Ziskany trihydrochlorid 11-O-spergualinu se rozd¥lf na své epimernf sloZky po-
moci vysokod¥inné kapalinové chromatografie, kterd se provede stejnym zplisobem ja-
ko v p¥fkladu 22, ale s tim rozd{lem, Ze se jako rozpou¥tddla poulije smZs aceto-
nitrilu s [0 01 M pentansulfondtem sodnya + 0,01 M hydrogenfosforednanem sodnym
(pH 3{] v pom¥ru 16 : 84, Po devitindsobném opakovdni frakcionace se z{skd 21,2 mg
trlhydrochlorldu (- )—ll-O-benzylsperguallnu ve form& b{1é prddkovité ldétky a 18,8
ng trihydrochlorldu (+)~-11-0O-benzylspergualinu ve form¥ bflé pré3kovité 1dtky.

Pr{klad 27
Synthesa (-)-11-O-methylspergualinu
a) (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)spergualin

K roztoku 2,3 g (4,48 mmol) trihydrochloridu (-)-spergualinu ve sm&si 11 ml
NyN-dimethylformamidu a 11 ml vody se za chlazenf ledem postupnd p¥idd 1,25 ml
(8,96 mmol) ;riethylaminn a roztok 2,24 g (8,97 mmol) N-benzyloxykarbonyloxysukci-
nimidu v 11 mlfﬁ,N-dimethylformamidu a sm&s se michéd 15 hodin p#i 5 e, Rozpoust&d-
lo se oddestilﬁjo za snf{%eného tlaku, odparek se rozpust{ v 10 ml 0,5 M vodného
roztoku chloridu sodného, roztok se nechd protéci sloupcem Diaionu HP-20 (400
ml), ekvilibrovaného predem 0,5 M vodnym rcztokem chloridu sodného, sloupec se pro-
myje 1 litrem 0,5 M vodného roztcku chloridu sodného a 1 litrem vody a produkt se
eluuje methanolem (Jimaj{ se frakce po 15 g). Frakce &{slo 21 aZ 30 se spoj{ a roz-
poudtZdlo se odpar{ k suchu. Zi{skd se 287 ng (vyt¥Zek 82 %) hydrochloridu (-)-1-
~N,4-bvis(benzyloxykarbonyl)spergualinu; &ﬁJD = - 11.°% (¢ = 1, voda).

Protonové NMR spektrum (v deuteromethanolu),
1,3 - 2,0 (CH2 x 6), 2,38 (CH,), 2,9 - 3,4 (NCH2 x 5), 4,0 (CH), 5,04 (CHz), 5,07
(CHy), 5,56 (CH), 7,30 (0685 x 2).

b) (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)-11-O-aethylspergualin

K roztoku 78 mg (0,484 mmol) shora uvedenym zpisobem zfskaného hydrochloridu
(-)-l-N,4;bis(benzyloxykarbonyl)spergualinu ve 12 ml methylenchloridu se za chla-
zen{ ledem p?idd roztok 0,1 ml komplexu bortrifluorid-etherdtu ve 4 ml methylen-
chloridu a ke sm&si se po &dstech pridd 9 ml roztoku diazomethanu v methylenchlo-
ridu (po 1 ml v &asovych intervalech 30 minut a% 1 hodina). Roztok diazomethanu v
methylenchloridu se pfipravi postupnym priddvédnim 10 g N-nitrosomethyl-modoviny do
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sm&si 30 ml 40% roztoku hydroxidu draselného s 100 ml methylenchloridu za chlazent{
vodou na 40 °C; organicky podi{l se odd¥lf, vodny roztok se extrahuje 10 ml methy-
lenchloridu, organické extrakty se spojf a vysu3i pevnym hydroxidem draselnym pii

5 °C po dobu 3 hodin. Shora uvedend reak¥nf smds se mfchd 3,5 hodiny, pak se pi¥idd
n&kolik kapek zPed&né kyseliny octové a rozpoudtddlo se oddestiluje za snfZeného
tlaku. Odparek se rozpust{ ve 3 ml 50% vodného methanolu, roztok se nechd protéci
sloupcem Diaionu C) HP-20 (100 ml), sloupec se promyje 300 ml 10% vodného metha-
nolu a eluuje methanolem (frakce po 15 ml). Frakce &fslo 25 a% 28 se spoji a roz-
poustidlo se odpa¥{ do sucha. Zi{skd se 262,4 mg sm¥si hydrochloridu (-)-1-N,4-bis-
-(benzyloxykarbonyl)=1l-O-methylspergualinu s nezreagovanym hydrochloridem (-)-1-
-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)spergualinu (vyt&%fek 69,2 vahovych %). Sm&s uvedeného
slo%eni se podrobi vysokowdinné kapalinové chromatografii za pouZiti ndpln¥ Nucleo-
sil 5Cy g (sloupec 4,0 x 150 mm) a sm¥si (1:1) acetonitrilu s 0,01 M hydrogen-
fosforeinanem sodnym jako elu¥nfiho &inidla, p#i rychlosti roku 0,8 ml/min.

Nalezeny pom¥r mezi hydrochloridem (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)-1l-O-methylsper-
gualinu (reten¥nf &as 10,47 minut) a vychozim hydrochloridem (-)-1-N,4-bis(benzylo-
xykarbonyl)spergualinu (retendnf Zas 7,74 minut) je 47:50).

Shora uvedend sm¥s (78,5 mg) se nanese na sloupec 30 ml Silicagelu (:) 60
(vyrobek firmy Merck Co.) a produkt se eluuje sm&sf chloroformu s methanolem v po-
‘m&ru 9:1, Eludt se ddle &ist{ vysokoudinnou kapalinovou chromatografif provédénou
za stejnych podminek Jak dylo popséno vyde. Frakce vykazujic{ UF absorpci pii 220
nn a retendni dobu 10,47 minut se spojf a rozpou3t¥dlo se odpa¥f k suchu.
2Zisk4 se 28,6 ag hydrochloridu (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)-11-O-methylsper-
gualinu, LA]%S = - 14,4 ° (¢ = 1, methanol). Protonové NMR spektrum (v deuterome-
thanolu), O ¢ 1,3 - 2,0 (CH, x 6), 2,42 (CH,), 2,9 - 3,4 (NCH, x 5), 3,37 (OCH,),
4,0 (CH), 5,03 (CH,)y 5,08 (CH,), 5,34 (CH), 7,29 (CcHg x 2).

¢} (~)=11-O-methylspergualin

130 mg shora uvedené sm#si (47:50) hydrochloridu (-)-1-N,4-bis(benzyloxykar-
bonyl)-1l1-O-methylspergualinu s hydrochloridem (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)~
-spergualinu se rozpusti ve sm&si 5 ml ethanolu, 5 ml vody a 0,36 ml 1 M kyseliny
chlorovodikové, k roztoku se p¥idd 50 mg 10% paladia na aktivnim uhl{ a sm&s se mi-
chéd 4 hodiny p#i teplot® mistnosti v proudu vodiku. Katalysdtor se odfiltruje, fil-
trdt se odpa¥{ k suchu, odparek se rozpusti{ ve 3 ml vody, roztok se nechd protéci
sloupcen p¥ipravenym ze 150 ml CM-Sephadexu C-25 (v Na-form&) a provede se
frakcionace gradientovou elucf{ 900 ml vody a 900 ml1 1 M vodného roztoku chloridu
sodného; jimajf se frakce po 17 g. Frakce &fslo 76 aZ 81 se spojf a provede se od-
solenf stejnym zpisobem jako v pPfkladu 22, za pou?it{ Sephadexu R IH-20,

Z1skd se 25,4 mg (vyt¥%ek 51 %) trihydrochloridu (-)-11-O-methylspergualinu ve for-
m¥ b11é prédkovité 1dtky; [d]3° = - 27,1 ° (c = 1, voda).

Frakce 83 aZ 86 eludtu ze sloupce CM-Sephadexu C) se rovn&% spoji a pcdobnym
zpisobem odsoll; ziskd se 24,5 mg (vytZZek 52 %) trihydrochloridu (-)-spergualinu
ve form& vi{lé prdskovité ldtky.

Pr{klad 28
Synthesa (-)-11-O-ethylespergualinu
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Zpisobem popsanym ve stupnf b) pf{kladu 27 se nechd reagovat methylenchlorido-
vy roztok diagoethanu s 352 mg (0,451 mmol) hydrochloridu (-)-1-N,4-bis{benzyloxy-
karbonyl)spergualinu pfipraveného zplisobem popsanym ve stupni a) prikladu 27.

Z{sk4d se 217,0 mg sm¥si hydrochloridu (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)-11-O-ethyl-
spergualinu s nezreagovanym hydrochloridem (-)-1-N,4-bis(benzyloxykarbonyl)spergua-
linu. Sm&s se zpracuje v podstat® stejnym zpisobem Jjak bylo pops#no ve stupni c)
ptikladu 27 a z{ské se 41,7 mg trihydrochloridu (-)-11-O-ethylspergualinu ve form¥
b{1é préskovité 1ldtky, v celkovém vytdiku 17,1 %; [A]gs = - 24,8 ° (¢ = 1, voda).

Pr{klad 29

Synthesa (-)-N-[4-(3-aminopropy1)aminobutyl]-?-(7-guanidinoheptanamido)-Z-methoxy—

ethanamidu

a) (—)—N-[4—(3-benzyloxykarbonylaminopropyl)benzyloxykarbonylaminobutyl]-?—(7-gua-
nidino~2-heptenamido)-2-methoxyethananid

V 1,2 m1 N,N-dimethylformamidu se rozpust{ 134,8 mg (0,187 mmol) hydrochloridu
(~)-1-N,4~bis(benzyloxykarbonyl)-11-O-nethylspergualinu ziskaného zplisobem popsanym
ve ‘stupni b) p¥{kladu 27. K roztoku se p¥idd 192,9 mg (0,935 mmol) dicyklohexyl-
karbodiimidu a 5,6 mg chloridu m¥dného (CuCL) a sm¥s se zah¥#{véd 3 hodiny na 70 °c.
Po ochlazeni sm¥si se sralenina cdfiltruje a rozpouétédio se oddestiluje za snile~
ného tlaku. Odparek se rozpust{ v 5 ml 30 % vodného methsnolu, pH roztoku se upra-
vi na hodnotu 7,0, roztok se nanese na sloupec Diaionu HP-20 (80 ml), sloupec
se promyje 300 ml vody a 300 ml 10% vodného methanolu a produkt se eluuje methano-
lem. Frakce positivn{ na Sakaguchiho reakci se spojf{, a rozpoustZdlo se oddestiluje
za snifeného tlaku. Z{skd se 114 mg surového hydrochloridu (-)—N-[}-(B—benzyloxy—
karbonalaminopropyl)benzyloxykarbonylaminobutyi]—2—(7-guanidino-?-heptanamido)—2-
-methoxyethanamidu, ktery v protonovém NMR spektru (v deuteromethanolu) vykazuje
signdl olefinického protonu pii €§6,02.

b) (-)-N-[}-(3-aminopropy1)aminobutyi]—2-(7-guanidinoheptanamido)-2-methoxyethanamid

Ve sm¥si 5 ml methanolu s 5 ml vody se rozpust{ 114 mg surového hydrochloridu
(—)-N—[ﬁ-(3-benzy1oxykarbonylaminopropyl)benzyloxykarbonylaminobutyi]—2-(7—guanidi-
no-2-heptenamido)-2-methoxyethanamidu zf{skaného ve shora uvedeném stupni a), k roz-
toku se pridd 0,32 ml 1 M kyseliny chlorovodikové a 50 mg 10% paladia na aktivnim
uhl{, a sm&s se mfchd 1,5 hodiny p#i teplot? mistnosti v proudu vodiku. Katalysd-
tor se odfiltruje, filtrdt se zahustf za sniZ¥enéhc tlaku, odparek se nanese na slou-
pec pfipraveny ze 100 ml CM-Sephadexu C-25 (v Na-form¥&) a provede se frakciona-
ce gradientovou eluci za pouZitf 500 ml vody red¥né postupn& 1 M vodnym roztokem
chloridu sodného; jimajf se frakce po 10 g. Frakce &fslo 69 a% 74 se spoJ{, rozpou-
3t3dlo se oddestiluje 3a snfZeného tlaku a odparek se extrahuje t¥ikrét po 5 ml me-
thanolu. Spojenéd methanolické podily se-nechaji protéci pres sloupec Sephadexu R
IH-20 (pfipraveny ze 150 ml) a produkt zbaveny solf se eluuje methanolem; Jimajl se
frakce po 5 g. Frakce &f{slo 16 a% 21 se spojf a rozpoust&dlo se odpalf k suchu.
Z{ské se 17,4 mg trihydrochloridu (-)—N—[}-(3-aminopropy1)aminobutyi]-z-(7-guanidi-
noheptanamido)-2-methoxyethanamidu ve form& bf1é préSkovité ldtky; celkovy vyt&Zfek

16,7 %, [A]2% = - 30,4 © (c = 1, voda).
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PREDMET VYNALEZU

1. Zpldsod vyroby 2-substituovanych 2-(cw -guanidinoalkanamido, ¢~ -guanidinoalkenami-
do a uJ-gugnidinohydroxyalkanamido)-N—[4—(3-aminopropyl)-aminobutyi]ethanamidﬁ
obecnéhovvzorce I

HzNgfﬂ(Cﬂz)n-Y-CONE%HCONH(CHZ)4NH(CHZ)3NK2 . (1),
NH OR )
ve kterém
Y zna¥{ skupinu -CH,-CH,-, -CH=CH- nebo -CF"CHZ"
OH

R znad{ atom vod{iku, alkylovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhlfku, popripad? substi-
tuovanou hydroxylovou skupinou, nebo benzylovou skupinu, a

n jest celé &{slo od 1 do 8,

s podmfnkou, %e kdyZ Y zna¥f skupinu 'CF'CHZ" an jest &islo 4,

OH
predstavuje R jiné skupiny ne% atom vodiku a Jejich solf,
vyznadujic{ se tim, Ze se -
w ~-guanidinoalkanamid, < -guanidinoalkenamid nebo cv-guanidinchydroxyalkanamid
obecného vzorce II ’ - '

HZN(IZINH(CHZ)n-Y-CONH2 (11),
NH
ve kterém Y a n majf{ shora uvedeny vyznam, kondensuje s N-E}-(3-amin0propyl)-
-aminobutyl]-?,2-dihydroxyethanamidem vzorce III
HO
Ho::::>cx CONH(CH,) ,NH(CH, ) yNH, (111),

a vanikly N- 4-(3-aminopropyl)aminobutyl -2-( -guanidinocalkanamido, -guani-
dinocalkenamido nebo -guanidinohydroxyalkanamido)-2-hydroxyethanamid obecného

vzorce Ia
HzN(I:!NH(CHZ)n-Y-GONHCfiCONHCHZCH2CHch2NHCHZCHZCHzNH2 (Ia),
NH CH

ve kterém n a8 Y majf shora uvedeny vyznam, nebo jeho sil se pop¥i{pad& uvede do
reakce, popripad¥d po chrén&ni aminoskupiny a iminoskupiny, a alifatickym alko-
holem nebo diolem s 1 a% 4 atomy uhliku, s diazoparafinem s 1 aZ 4 atomy uhl{i-
ku, nebo s benzylalkoholem, a p¥ipadn& piftomné chrédnfc{ skupiny se od¥t¥p{.

2. Zpiscb podle bodu 1 pro vyrobu N-[ﬁ—(B-aminopropyl)aminobutyl]-2—(q;-guanidino-
alkanamido, ¢ -guanidinoalkenamido a (v-guanidinohydroxyalkanamido)-2-alkoxy-
ethanamidd pbecného vzorce Idb

Hstrﬂ(Cﬂz)n-Y-CONHCFCONH(CH2)4NH(CH2)3NH2 (Id),
NH OR
ve které

Y znadf{ skupinu -CH,-CH,-, -CH=CH- nebo ~CH-CH,-,
!
OH
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R’ znad{ alkylovou skupinu s 1 a% 4 atomy uhlflku, popifpad¥ substituovanou hydro-
xylovou skupinou, nebo benzylovou skupinu, a

n Jest celé &islo od 1 do 8, :

nebo jejich solf, vyznadujic{ se tim, Ze se N~[4-(3-nninopropy1)aninobutyi]-2-

~{tw-guanidinoalkanamido, ¢+’ ~guanidinoalkenamido nebo ¢ ~-guanidinohydroxyalka-

namido)-Z-hydroxy-ethanamid obecného vzorce la

HZN%NH(CHz)n-Y~CONH%BCONK(CHZ)4NH(082)3NH2 (Ia),
NH OH
ve kterém Y a n maj{ shora uvedeny vy¥znam, nebo jeho sil, uvede do reakce, pop¥{-
padé po chrén&nf aminoskupiny a iminoskupiny, s alifatickym alkoholem nebo dio-~
lem s 1 a% 4 atomy uhlfku, s diazoparafinem s 1 a%¥ 4 atomy uhliku, nebo s benzyl-
alkoholem, a pripadn& pP{tomné chrédnic{ skupiny se od3t&pi.

Zpisodb podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se kondensace cJ-guanidinoalkanami-

' du, w-guanidinoalkenamidu nebo (u-guanidinohydroxyalkanamidu obecného vzorce II,

5’

7.

kde Yan ﬁaji shora uvedeny vyznam, s dihydroxyethanamidem vzorce III provéd{f v
pf{tomnosti vody.

Zpisodb podle bodu 1 nebo 3 vyznadujfc{ se tim, %Ze se kondensace ¢~ -guanidinoalka-
namidu, ouésuanidinoalkenamidu nebo v ~guanidinohydroxyalkanamidu obecného vzor-
ce II, kde Y a n majf shora uvedeny vy¥zna, s dihydroxyethanamidem vzorce III pro-
védi v pF{tomnosti karboxylové kyseliny jako kyselého katalysdtoru.

Zpdsob podle bodu 1 nebo 2, vyznalujic{ se tim, Ze se reakce hydroxyethanamidu
obecného vzorce Ia s alifatickym alkoholem nebo diolem s 1 a%Z 4 atomy uhliku ne-
bo benzylalkoholem provédi v prosiredi uvedeného alkoholu v pi{tomnosti karboxy-
lové kyseliny Jako kyselého katalysdtoru.

Zpisob podle bodu 1, vyznaujic{ se tim, %e se . -guanidinoalkanamid, <~ -guani-
dinoalkenamid nebo c-guanidinohydroxyalkanamid obecného vzorce II

HZN??H(CHZ)4-Y-CONH2
NH .
ve kterém Y znadf skupinu -CH,-CH,-, -CH=CH- nebo -C?-Cﬁé-,
. CH
kondensuje 8 dihydroxyethanamidem vzorce ILI za vzniku hydroxyethanamidu cbecné-
ho vzorce
HzNCNH(CHQ)4-Y—CONHC‘HCONH(CH2)4NH(CHZ)3NH2

1
NH OH

ve kterém Y md shora uvedeny vyznanm.

zpisob podle bodu 2, vyzna¥ujfc{ se t{m, %e se hydroxyethanamid obecného vzorce
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HZN?FH(CKZ)4-Y-CONB%HCONK(CHZ)4NH(CH2)3NHZ

NH OH
ve kterém Y znadf skupinu -CH,-CH,-, -CH=CH- nebo -ﬁH-CHz-,

OH
uvede do reakce, po pripad® po chrénin{ aminoskupin a iminoskupiny, s methanolem
nebo s diazomethanem za viniku methoxyethanamidu obecného vzorce
HZNﬁNH(CHZ)4-Y—CONBfHCONH(CH2)4NH(CHZ)BNHZ,
NH OCH3

ve kterém Y md shora uvedeny vysnam,
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