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Zpusoby vyroby ecteinascidinové slouceniny, kdy se pfi
jednom kroku zptsobu odchrani sloucenina vzorce A,
kde Prot™ je amin chréanici skupina a Prot® je hydroxy
chranici skupina odstranénim obou chrénicich skupin

v jediném kroku, za vzniku a-aminolaktonu vzorce 35.
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Synteticky zpiusob vyroby ecteinascidinovych sloucenin

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka syntetickych zplsobu zv1asté syntetickych zplisobl vyroby ecteinascidino-
vych sloucenin.

Dosavadni stav techniky
Evropsky patent 309 477 se tyka ecteinascidint 729, 743, 745, 759A, 759B a 770. Bylo popsano,
7e ecteinascidinové sloudeniny vykazuji antibakteridlni a jiné uZzite¢né vlastnosti. S ecteinasci-

dinem 743 jako protinadorovym &inidlem se nyni provadgji klinické testy.

Ecteinascidin 743 je tvofen komplexni tris(tetrahydroisochinolinfenolovou) strukturou a ma vzo-
rec I.

(),

V soucasné dobé se ziskava izolaci z extrakti motského plasténce Ecteinascidin turbinata. Vyté-
zek je nizky a hledaji se alternativni zplsoby pfipravy.

Synteticky zpisob vyroby ecteinascidinovych slouCenin jsou popsany v Patentu US 5 721 362,
viz také WO 9 812 198, ktery je uveden v odkazech. Tento zpusob je dlouhy a komplikovany a je
tam uvedeno 38 piikladd, kde kazdy popisuje jeden nebo vice kroki syntézy ecteinascidinu 743.

V tomto znamém syntetickém zpusobu se 1,4 mistek vytvofi pouzitim kondenzované 1-labilni,
10-hydroxy, 18—chranéna hydroxy, di—6,8—en—5—on slouceniny. Jak je ukdzano v pitkladu 33,
pfeméni se sloucenina 13 na slouceninu 14.
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V tomto zndmém syntetickém zptisobu se dale na 1,4 mistku vytvofi spirochinolin pomoci kroku
uvedenych v piikladech 34 az 36, ¢imz dojde k odstranéni 18-MOM chranici skupiny, coZ vede
ke vzniku ecteinascidinu 770, ktery 1ze poté pfeménit na ecteinascidin 743.

V néroku 25 patent US 5721362 je jako meziprodukt popsana fenolova sloudenina, ktera je

oznacovana také jako meziprodukt 11 nebo Int-11. Tato sloucenina je tvofena bis(tetrahydroiso-
chinolinfenolovou) strukturou a ma vzorec 11,

(1,

OTBDPS

kde MOM je methoxymethyl a TBDPS je terc.butyldifenylsilyl.

Z meziproduktu 11 lze syntetizovat dalsi protinadorové ¢inidlo fthalascidin, viz Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 96, 34963501, 1999. Fthalascidin je derivat bis(tetrahydroisochinolinfenolu) a ma
vzorec I1I.

().

V ecteinascidinech 743 a 770 ma 1,4 mustek strukturni vzorec IV.

(V).
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Mezi dal$i znamé ecteinascidiny patii slouCeniny s odlisSnym systémem pfemosténi, napiiklad
v ecteinascidinu 722 a 736, kde ma mustek strukturni vzorec V,

4

1

(V)

dale v ecteinascidinu 583 a 597, kde ma maustek strukturni vzorec VI,

4

V1),

a dale v ecteinascidinu 594 a 596, kde ma mastek strukturni vzorec VII.

4

Vi,
0:50//8
o

Kompletni struktura t&chto a odvozenych slou€enin je uvedena v J. Am. Chem. Soc., 1996, 118,
9017-9023. Tento ¢lanek je uveden v odkazech.

Mezi dalsi literaturu tykajici se ecteinascidinovych slouéenin patfi Corey, E. J., J. Am. Chem.
Soc., 1996, 118, pp. 9202-9203, dale Rinehart et al., Journal of Natural Products, 1990, ,,Bio-
active Compounds from Aquatic and Terrestrial Source®, vol. 53, pp. 771-792, dale Rinehart et
al., Pure and Appl. Chem., 1990, ,.Biologically active natural products*, vol. 62, pp. 1277-1280,
dale Rinehart et al., J. Org. Chem. 1990, ,Ecteinascidiny 729, 743, 745, 759A, 759B, and 770,
potent Antitumour Agents from the Caribeean Tunicate Ecteinascidia turbinata“, vol. 55, pp.
4512-4515; dale Wright et al., J. Org. Chem., 1990, ,,Antitumour Tetrahydroisoquinoline Alka-
loids from the Colonial Ascidian Ecteinascidia turbinata®, vol. 55, pp. 45084512, dale Sakai et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, ,,Additional antitumur acteinascidins from Carbbean tuni-
cate: Crystal structurs and activities in vivo®, vol. 89, pp. 11 456—11 460, dale Science, 1994,
,»Chemical Prospectors Scour the Seas for Promising Drugs®, vol. 266, pp. 1324, dale Koenig, K.
E., ., Asymmetric Synthesis“, ed. Morrison, Academic Press, Inc., Orlando, FL, vol. 5, 1985, pp.
71, dale Barton et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans, 1, 1982, , Synthesis and Properties of Series of
Sterically Hindered Guanidine bases®, pp. 2085, dale Fukuyama et al., J. Am. Chem. Soc., 1982,
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»Stereocontrolled Total Synthesis of (+)-Saframycin B, vol. 104, pp. 4957, dale Fukuyama et
al., J. Am. Chem. Soc., 1990, ,, Total Synthesis of (+)-Saframycin A*, vol. 112, p. 3712, dale Sai-
to et al., J. Org. Chem., 1989, ,,Synthesis of Saframycins. Preparation of a Key tricyclic Lactam
Intermediate to Saframycin A“, vol. 54, 5391, dale Still et al., J. Org. Chem.,. 1978, ,Rapid
Chromatographic Technique for Preparative Separations with Moderate Resoluion®, vol. 43, p.
2923, dale Kofron, W. G., Baclawski, L. M., J. Org. Chem., 1976, vol. 41, 1879, dale Guan et al.,
J. Biomolec. Struc. & Dynam., 1993, vol. 10, pp. 793-817, dale Shamma et al., ,,Carbon—13
NMR Shift Assignments of Amines and Alkaloids®, 1979, p. 206, déle Lown et al., Biochemistry,
1982, 21, 419-428, dale Zmijewski et al., Ceem. Biol. Interactions, 1985, 52, 361-375, déle CRC
Crit. Rev. Anal. Chem., 1986, 17, 65-143, dale Rinehart et al., ,, Topics in Pharmaceutical Scien-
ces 1989, 1989, pp. 613-626, Breimer, D. D., Cromwelin, D. J. A., Midha K., eds. Amsterdam
Medical Press B. V., Noordwijk, The Netherlands, dale Rinehart et al., ,Biological Mass
Spectrometry®, 1990, pp. 233-258, eds. Burlingame et al., Elsevier Amsterdam, dale Guan et al.,
Jour. Biomolec. Struc. & Dynam., 1993, vol. 10, pp. 793-817, dale Nakagawa et al., J. Am.
Chem. Soc., 1989, 111, pp. 2721-2722, dale Lichter et al., ,, Food and Drugs from the Sea Proce-
edings “, 1972, Marine Technology Society, Washington, D.C. 1973, pp. 117-127, dale Sakai et
al., J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, p. 9017, dale Garcia—Rocha et al., Brit. J. Cancer, 1996, 73,
pp. 875-883, a dale Pommier et al., Biochemistry, 1996, 35, pp. 13 303—13 309.

Dale jsou znamé slouCeniny, které systém piemosténi postradaji. Patii mezi né napiiklad
bis(tetrahydroisochinolinchinonova) protinadorova antimikrobialni antibiotika, to jest safraciny a
saframyciny, a moiské pfirodni latky, to jest renieramiciny a xestomycin, které byly izolovany
z kultivovanych mikroorganismii nebo hub. Viechny tyto slouceniny maji dimerni tetrahydroiso-
chinolinovou uhlikovou strukturu. Tyto sloudeniny lze klasifikovat do Ctyf typu, typy I az IV,
podle typu oxidace aromatickych kruhi.

Do tiidy typ I, dimerické isochinolinchinony, patii slou¢eniny obecného vzorce VIII,

(VIHl).

viz nasledujici tabulka I.
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Tabulka I. Saframycinova antibiotika typu |

Substituenty
Slou&enina R™ R™ R R® R™ R¥
saframycin A H H CN 0 0 CHs;
saframycin B H H H 0 0 CH;
saframycin C H OCH; H 0] o) CH;
saframycin G H OH CN o 0] CHs;
saframycin H H H CN OH CH,COCH; CHs;
saframycin S H H OH 0] 0] CHs;
saframycin Y3 H H CN NH; H CHs;
saframycin Yd, H H CN NH, H C:Hs
saframycin Ad, H H CN O 0 CzHs
saframycin Yd, H H CN NH, H H
saframycin Yz, H Q° CN NH, H CHs
saframycin Yayq H Q° CN NH, H CoHs
saframycin AH, H H CN H? OH* CH;
saframycin AH,Ac H H CN H OAc CHs
saframycin AH, H H CN OH* H* CHs
saframycin AH,Ac H H CN OAc H CHs
saframycin AR H H H H OH CH;
? substituenty Ize zaménit
® kde méa skupina Q vzorec IX

(1X),

Aromatické kruhy typu I se nachazeji v saframycinech A, B a C, dale G a H, a dale S, které se
Jako vedlejsi slozky izoluji ze Streptomyces lavendulae. Kyano derivat saframycinu A, ktery je
oznaCovan jak okyanochinonamin, je znAmy z Japanese Kokai JP-A2 59/225 189 a 60/084 288.
Saframyciny Y3, Yd;, Ad; a Yd, byly ptipraveny ze S. lavendulae tizenou biosyntézou ve vhodng
sloZzeném kultivatnim médiu. Dimery saframycind Yy, a Yoy, 4, pripravené spojenim dusiku na C—
25 jedné jednotky s C-14 druhé jednotky, byly také pfipraveny ve vhodné slozeném kultivadnim
médiu S. lavendulae. Saframycin AR, (= AH,), produkt mikrobidlni redukce saframycinu A na
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C-25, ktery je produkovan Rhodococcus amidophilus, 1ze také ptipravit nestereoselektivni che-
mickou redukei saframycinu A pomoci tetrahydroboritanu sodného za vzniku 1:1 smési epimeri
s naslednou chromatografickou separaci (druhy izomer AH,; je méné polarni). Dalsi produkt re-
dukce saframycin ARj, 21-dekyano—25—-dihydrosaframycin A (25—dihydrosaframycin B), byl
pfipraven stejnou mikrobiologickou pfeménou. V jiném typu mikrobiologické premény saframy-
cinu A vznikd za ptitomnosti druhti Nocardia saframycin B a redukci za pifitomnosti druhd
Mycobacterium dale vznika saframycin AH;Ac. 25-O-acetaty saframycinu AH, a AH; lze pro
biologickeé studie ptipravit také chemicky.

Slouceniny typu I obecného vzorce X lze také izolovat z motskych hub,

(X),
viz tabulka II.
Tabulka II. Slou€eniny typu [ z mofskych hub
Substituenty

Slou¢enina R™ R' R* R
renieramycin A OH H H -C(CHs;)=CH-CHs
renieramycin B OC;Hs H H -C(CH;3)=CH-CHj;
renieramycin C OH 0} 0] -C(CH;)=CH-CH5
renieramycin D OC,Hs (0] 0 -C{CH;)=CH-CH;
renieramycin E H H OH -C(CH3)=CH-CHj,
renieramycin F OCH3 H OH -C(CH3)=CH-CHs
xestomycin OCH; H H -CH;

Reniermyciny A az D spolu s biogeneticky pfibuznymi monomernimi isochinoliny (renieron) a
piibuznymi slou¢eninami byly izolovany z antimikrobidlniho extraktu hub, z druhii Reniera se-
sbiranych v Mexiku. Struktura reniermycinu A byla pivodné ur¢ena s inverzni stereochemii na
uhlicich C-3, C—11 a C~13. Dikladnym zkoumanim 'H NMR dat ptibuznych sloucenin (renie-
ramycind E a F) izolovanych ze stejnych hub sesbiranych v Palu bylo zjiSténo, Ze kruhové spoje-
ni je u renieramycind stejné jako u saframycini. Tento vysledek vedl k zavéru, ze kdysi urCena
stereochemie renieramycinii A az D je stejna jako u saframycind.

Xestomycin byl nalezen v houbé, druhy Xestospongia, odebrané z vod Sri Lancan.
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Mezi slouceniny typu II s redukovanym hydrochinonovym kruhem patii saframyciny D a F, izo-
lované z S. lavendulae, a saframyciny Mx—1 a Mx-2, izolované z Myxococcus xanthus obecného

vzorce XI,
(Xi)
5
viz tabulka III.
10 Tabulka III. Slouceniny typu II
Substituenty
Slouéenina R R™ R* R*® R?® R*™
saframycin D 0 0] H o) 0 CHs;
saframycin F 0 0 CN 0] 0] CHs
saframycin Mx-1 H OCH; OH H CH; NH;
saframycin Mx-2 H OCHs H H CHs; NH,

Struktur typu III byla nalezena v antibiotikach safracinu A a B izolovanych z kultivované Pseu-
15 domonas fluorescens. Tato antibiotika jsou tvofena tetrahydroisochinolinchinonovou a tetrahyd-
roisochinolinfenolovou jednotkou a maji obecny vzorec XII,

(XI1),

20 kde R? je—H v safracinu A a Je —OH v safracinu B.

Saframycin R, jedind slouenina klasifikovana se strukturou typu IV, byl také izolovan
z S. lavendulae. Tato slougenina je tvofena hydrochinonovym kruhem s esterem kyseliny glyko-
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lové jako postrannim fetézcem na jednom z kysliku fenolu, je povazovana za prekurzor saframy-
cinu A pro jeji mirnou toxicitu a ma vzorec XIIL

O

(X,

Viechny tyto znamé sloudeniny maji systém kondenzovanych péti kruhii 4 aZz E jak je patrné
z nasledujiciho obecného vzorce XIV.

(XIV)

V ecteinascidinech a nékterych dalsich slou¢eninach jsou kruhy 4 a E fenolické, v jinych sloude-
ninach, jmenovité v saframycinech, jsou kruhy 4 a E chinolické. Ve znamych slou¢eninéch jsou
kruhy B a D tetrahydro, zatimco kruh C je perhydro.

Podstata vynalezu

Stale existuje potfeba hledat alternativni syntetické zpiisoby vedouci k pfipravé ecteinascidino-
vych a jim pfibuznych sloucenin. Takovéto syntetické zplisoby ptipadné znamenaji ekonomictsj-
§i cesty k pfipravé znamych protinadorovych ¢inidel stejné jako k piipravé novych Gcinnych
sloudenin.

Tento vyndlez se tyka syntetickych zpisobi piipravy meziprodukti, derivati a sloucenin se
strukturou piibuznou ecteinascidinim nebo jinych tetrahydroisochinolinfenolovych slouCenin.

Tento vynalez se tyka zplisobu pfipravy ecteinascidinové slouceniny se spiroamin—1,4-mistkem.
Pii této piipravé dochéazi k vytvofeni 1,4 mistku pomoci kondenzované 1-labilni, 10-hydroxy,
18—chranéna hydroxy, di—6,8—en—5-on slouceniny, pfi¢emz kondenzovany kruh ma obecny vzo-
rec XIV. V tomto vynalezu dochazi k odstranéni C—18 chranici skupiny pfed vnesenim spiroami-
nu.

Mezi vyhodné vychozi latky pro nové syntetické zpisoby patii slouceniny pfibuzné piirodnim
bis(tetrahydroisochinolinovym) alkaloidim. Takovéto vychozi latky lze pfipravit bud’ z riznych
t¥id saframycinovych a safracinovych antibiotik dostupnych z riznych kultivaénich pid jak je
detailné uvedeno ve WO 0 069 862, ktery je uveden v odkazech, nebo jinymi syntetickymi nebo
biochemickymi postupy. Tato PCT piihlaska narokuje prioritu z piihlaSky PCT/GB 00/01 582
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publikované jako WO 0 069 862. Tento text je v plném rozsahu uveden v odkazech a neni uve-
den v popisu vynélezu.

Vyhodna provedeni tohoto vynalezu

Tento vynélez se tyka pouziti meziproduktu 21 v fadé novych syntetickych zpisobd p¥ipravy
ecteinascidinu 743 a ptibuznych sloudenin a ma vzorec XV.

(XV).

Meziprodukt 21 ma S-allyloxy skupinu, kde allylova skupina slouzi k ochrané S-hydroxylové
skupiny. Tento vynalez se tyka i pouziti jinych skupin chréanicich 5-hydroxylovou skupinu.

Pfiprava ecteinascidinu 743 a piibuznych sloucenin.

Pfeména meziproduktu 21 nebo piibuzné latky na ecteinascidinovou slou¢eninu obvykle obsahu-
je nasledujici kliové pfemény

a) pfeména NH, na OH reakei napfiklad s dusitanem sodnym v kyseling octové,

b) E-kruhova fenolova ochrana,

¢) esterifikace pomoci chranéni primarni 1-hydroxylové funkéni skupiny chranénym cysteino-
vym postrannim fetézcem,

d) sejmuti skupiny chranici allylovou skupinu a oxidace,

e) vytvofeni pfemosténi cyklizaéni reakef,

f) sejmuti chranicich skupin z E-kruhového fenolu a cysteinového zbytku,

g) vneseni chinolinu trans-aminagni reakei a Pictet-Spenglerovou reakci.

Vysoka funkénost meziproduktli vyZaduje pro E-kruhovy fenol a pro cysteinovy postranni feté-
zec pouziti chranicich skupin, aby se zabranilo nezddoucim vedlej$im reakcim.

V zavislosti na vybéru chréanicich skupin lze vytvofit mnoZstvi alternativnich meziprodukt.

Tyto pfemény lze navzajem jakkoliv kombinovat v zavislosti na chranicich skupindch vybranych
pro fenolovy kruh a pro amin na cysteinovém postrannim fetézci.

Celkovy pocet syntetickych pfemén je také funkci vybranych chranicich skupin.

Pro ilustraci je niZze popsano pouziti riznych kombinaci chranicich skupin v Sesti typickych
cestach pripravy ET-743 z meziproduktu 21, ktery je zde oznagen také jako SF21.



CZ 304966 B6

cesta fenolova ochrana  cysteinovéa ochrana pocet krokd
1 MOM Boc 12
2 MEM Boc 10
3 MEM Cbz 11
4 MOM Alloc 13
5 MEM Alloc 13
6 MOM Cbz 156

MEM je methoxyethoxymethyl, Boc je terc.butyloxykarbonyl, Cbz je benzyloxykarbonyl a Alloc
je allyloxykarbonyl.

Reakéni schémata popsana nize lze modifikovat a/nebo riznymi zpiisoby kombinovat a tento
vynalez se také tyka i té€chto alternativnich zplisobii a sloucenin pfi nich vzniklych.

Tento vynalez se tyka také pouziti jinych chranicich skupin.
Detailni popis $esti typickych syntetickych cest

Cela reakéni schémata pro kazdou cestu jsou uvedena na nasledujicich schématech 1 az 6.

-10 -
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Schéma 1 - ET-743. Semisynteticka alternativni cesta 1.
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Schéma 2 - ET-743. Semisynteticka alternativni cesta 2.
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Schéma 3 - ET-743. Semisynteticka alternativni cesta 3.

€v143

(02243) (s¢)

Yroo) (e
45440 'dna 'naa iz

L.Q_a

O%H 'NOtHD HOI3 '1eBeajig HO®W

L e
O OH WO ,O

i HTOOH 'o/pd

(s8Y) (18v)

Uoto ‘olov (9
N 0 2e z
7 T\, DHN N
NOSHO ‘4ot N naN 0 UOUSuddlrd
1OSWL ‘IsN 0 W Hong, (¢ -
o2V V3dio (2 oW Hustng

ofL'oswall

-13 -



CZ 304966 B6

Schéma 4 - ET-743. Semisynteticka alternativni cesta 4.
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Schéma 5 - ET-743. Semisynteticka alternativni cesta 5.
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Schéma 6 - ET-743. Semisynteticka alternativni cesta 6.
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Chréanéni E-kruhového fenolu je v cesté 1 dosazeno tiemi kroky, které obsahuji navazani/sejmuti
chranici skupiny Troc (2,2,2—trichlorethyloxykarbonyl) z aminu SF21.

Chranéni cysteinového postranniho fetézce pomoci Boc v cesté 1 a 2 vede k tomu, Ze u fenolové
a cysteinové skupiny dojde k sejmuti chranici skupiny v jednom kroku namisto dvou oddélenych
krokii. U ostatnich cest je k sejmuti chranici skupiny nutny jeden krok navic.

V cesté 2 nevznikd meziprodukt 25, protoze se pouZije piima esterifikaéni metoda nasledovana
chranénim fenolu MEM skupinou.

V cesté¢ 2 a 3 dochazi k chranéni E~kruhového fenolu az po probéhnuti diazotaénich a esterifi-
kacnich kroki, coz vede k navazani skupiny chranici fenol v jednom kroku namisto t¥i krokd
uvedenych v cesté 1.

V cest€ 1, 2 a 3 eliminuje piima esterifikace primarniho alkoholu cysteinovych derivatem nepro-
duktivni navazani/sejmuti silylové skupiny (cesty 4 a 5) chrénici primarni alkohol, &imZ se cesty
zkréti o dva kroky.

Cesta 6 pouze popisuje posledni kroky pfemény meziproduktu 161, ktery lze snadno ziskat
z meziproduktu 21.

V cest€ 4 a 5 se primérni alkohol pfipraveny v pocate¢nim kroku diazotace chrani pomoci kfemi-
ku, coz vede k selektivnimu chranéni E-kruhového fenolu a nedochazi ke vzniku meziproduktu
25. Nasledujici modifikaci 4—kruhu (sejmuti chranici skupiny/oxidace) dojde k odstranéni kie-
mikové skupiny, coz vede k esterifikaci primarniho alkoholu cysteinovym derivatem.

Tyto zmény jsou pfimym disledkem probléma, které byly nalezeny u cesty uvedené
v WO 0069 862. Jako vysledek té€chto zmén je cela cesta 2 kratsi o t¥i kroky, a proto je tedy po-
tencialné vyhodnéjsi a/nebo levnéjsi pro b&znou vyrobu.

Ptehled zptsobi

Z pohledu cesty 1 az 6 se tento vynalez tyka zpisobu pfipravy ecteinascidinové slougeniny se
spiroamin—1,4—mustkem, p¥i kterém dochazi k vytvofeni 1,4 mistku u kondenzované 1-labilni,
10-hydroxy, 18-chrénéna hydroxy, di—6,8—en—5—on slouceniny sejmutim C—18 chranici skupiny

a vnesenim spiroaminu.

V jednom provedeni ma ecteinascidinova slou¢enina 21-hydroxylovou skupinu a tento zpiisob
obsahuje pfeménu 2 1-kyano skupiny na 21-hydroxylovou skupinu.

Spiroamin je typicky spirochinolin, zv143t& spirochinolin ecteinascidinu 743

Ve vyhodném provedeni je 18—chranéna skupina kondenzované 1-labilni, 10-hydroxy, 18—chra-
néna hydroxy, di-6,8—en—5-on slougeniny chranéna MOM (methoxymethyl) nebo MEM (metho-
xyethoxymethy!) skupinou.

Vyhodné 1-labilni skupina je N-chrangna cysteinyloxymethylenova skupina vzorce —CH,~O—
CO-CNHProt'-CH,-S-H.

V tomto vzorci je Prot' typicky Boc (terc.butyloxykarbonyl), Troc (2,2,2-trichlorethyloxy-
karbonyl), Cbz (benzyloxykarbonyl) nebo Alloc (allyloxykarbonyl).

V nékterych provedenich dojde k sejmuti Prot' ve stejném kroku jako k sejmuti C-18 chrénici
skupiny.
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Tuto 1-labilni skupinu lze pfipravit z 1-substituentu vzorce ~CH,-0O-CO-CNHProt'-CH,-S—
Prot’.

V tomto vzorci je Prot’ typicky Fm (9—fluorenylmethyl).

1—substituent vzorce —CH2—O—CO—CNHProt1—CH;Z—S—Prot2 Ize pripravit esterifikaci -CH,—~O-H
substituentu.

Esterifikaci lze uskute¢nit pfed nebo po vytvoieni 10-hydroxy, di—6,8—en—5—on struktury.

V jednom provedeni vychazi narokovany zpisob z kondenzované 1-aminomethylen, S—chranéna
hydroxy, 7,8—dioxymethylen, 18-hydroxy, 21-kyano slouceniny.

1-aminomethylenovou skupinu lze dogasné chranit, coz vede ke chranéni 18-hydroxylové sku-
piny, a chranici skupinu poté odstranit.

C-18 hydroxylovou skupinu Ize také chranit po vytvofeni 1-esterové funk¢ni skupiny.
V jinych provedenich se 1-aminomethylenova skupina ptevede na 1-hydroxymethylenovou sku-
pinu, ktera se do¢asné chrani, coz vede ke chranéni 18-hydroxylové skupiny, a chranici skupina

se poté sejme.

Kondenzovana struktura ma vyhodny obecny vzorec XVI,

OCHs

(XVI)

kde R je vyhodné H. Jeden, vice nebo viechny zbyvajici substituenty jsou stejné jako v piipadé
ecteinascidinu 743.

Semisyntéza

Tento vynalez se tyka pouziti znimé sloudeniny, safracinu B, také oznacovaného jako chinona-
min, v semisyntéze.

Tento vynalez se tyka semisyntetického zplisobu piipravy meziproduktd, derivatd a sloucenin se
strukturou piibuznou ecteinascidinu nebo jinych tetrahydroisochinolinfenolovych slou¢enin pi-
vodem z piirodnich bis(tetrahydroisochinolinovych) alkaloidii. Mezi vyhodné vychozi latky pro
semisynteticky zptsob patii tfidy saframycinovych a safracinovych antibiotik dostupnych
z riznych kultiva¢nich pid a také t¥idy reineramicinovych a xestomycinovych slougenin dostup-
nych z moiskych hub.

Vychozi latky maji obecny vzorec XVII,

-18 -



10

20

25

30

CZ 304966 B6

(XVII),

kde R' je amidomethylenova skupina jako je -CH,-NH-CO-CR**R*°R**, kde R** a R*® tvofi
keto skupinu nebo kde jedno je -OH, -NH, nebo -OCOCH; a druhé je -CH,COCH3, —H, -OH
nebo ~OCOCH; za ptedpokladu, Ze kdyz R*** je ~OH nebo —NH, potom R*® neni -OH a R** je
—H, —~CH; nebo ~CH,CH; nebo je R' acyloxymethylenova skupina jako je <CH,~O—CO-R, kde R
je —C(CH3)=CH-CH; nebo —CHj, dale R’ a R® jsou nezavisle vybrany ze skupiny obsahujici —H,
—OH nebo ~OCOCH,OH nebo jsou R’ a R® keto skupiny a kruh 4 je p—benzochinonovy kruh,
dale R'* a R'™ jsou obé& —H nebo jedno je —H a dalsi je -OH, -OCH; nebo ~OCH,CHj; nebo R'*
a R' tvori keto skupinu, dale R" a R'® jsou nezavisle vybrany ze skupiny obsahujici —H nebo
—OH nebo R" a R™ jsou ob keto skupiny a kruh 4 je p-benzochinonovy kruh, a dale R*' je -OH
nebo —CN.

Tato tfida slou¢enin ma obecny vzorec XVIII,

(XVilly,

kde substituenty definované pomoci R;, Ry, R, R4, Rs, Rs, Ry, Ry, Ry, Ryq jsou nezavisle vybrané
ze skupiny obsahujici H, OH, OCH3, CN, =0, CHj, déle kde X jsou rizné amidy nebo esterové
funk&ni skupiny obsaZené ve zmin€nych piirodnich latkach, dale kde kazdy teckovany kruh pied-
stavuje jednu, dvé nebo tii dvojné vazby.

Tento vynalez se tykd semisyntetickych cest piipravy meziproduktii véetné meziproduktu 11
nebo 21, a tudiZ pripravy ecteinascidinovych sloucenin jako je fthalascidin a dalsi slou¢eniny.
Kazda semisynteticka cesta tohoto vynalezu obsahuje n&kolik kroki, které vedou k pozadované
slouceniné. Kazdy krok sam o sobé& je zpiisobem podle tohoto vynalezu. Tento vynalez neni uve-
denymi cestami limitovan a lze pouZit i alternativni cesty, které vzniknou vhodnou zménou pota-
di krokii nebo vyménou pouzivanych chranicich skupin.

Tento vynalez vyzaduje piedevsim ptipravu 21-kyano vychozi latky obecného vzorce XIX,
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OCH,
R18 CHs
RS ’
i X
: R15 XIX)
CH, ' e (XIX)
i A
N
ono N
RE R!' CN

kde R' R’, R®, R'"? R, R" a R'" jiz byly definovany.

Vyhodnymi vychozimi latkami jsou také slouceniny obecného vzorce XIX s odliSnymi substitu-
enty na 2l-pozici. Jakykoliv derivat, ktery vznika nukleofilnim nahrazenim 21-hydroxylové
skupiny sloucenin obecného vzorce XVII, kde R je hydroxylova skupina, je vhodny. Mezi pii-
klady vhodnych 21-substituentd patii napfiklad merkapto skupina, dale alkylthio skupina (alky-
lova skupina s 1 az 6 atomy uhliku), déle arylthio skupina (arylova skupina s 6 aZ 10 atomy uhli-
ku a substituovana nebo nesubstituovana 1 az 5 substituenty vybranymi ze skupiny obsahujici
napiiklad alkylovou skupinu s 1 az 6 atomy uhliku, alkoxy skupinu s | az 6 atomy uhliku, atomy
halogenti, merkapto skupiny a nitro skupiny), ddle amino skupina, dale mono— nebo dialkylamino
skupina (kazda alkylova skupina s 1 az 6 atomy uhliku), ddle mono— nebo diarylamino skupina
(kazda arylova skupina jak bylo definovano vyse v popisu arylthio skupiny), dale a—karbonyl-
alkylova skupina obecného vzorce ~C(R*)(R")-C(=O)R’, kde R* a R” jsou vybrany ze skupiny
obsahujici atomy vodiku, alkylové skupiny s 1 az 20 atomy uhliku, arylové skupiny (jak bylo
definovano vyse v popisu arylthio skupiny) a aralkylové skupiny (ve kterych alkylova skupina s 1
az 4 atomy uhliku je substituovana arylovou skupinou jak bylo definovano vyse v popisu arylthio
skupiny) za piedpokladu, Ze jeden zR* a R® je atom vodiku a kde R® se vybere ze skupiny obsa-
hujici atom vodiku, alkylovou skupinu s 1 az 20 atomy uhliku, arylovou skupinu (jak bylo defi-
novano vyse v popisu arylthio skupiny), aralkylovou skupinu (ve kterych alkylova skupina s 1 az
4 atomy uhliku je substituovéana arylovou skupinou jak bylo definovano vySe v popisu arylthio
skupiny), alkoxy skupinu s 1 aZz 6 atomy uhliku, amino skupinu nebo mono— nebo dialkylamino
skupinu jak bylo definovéana vyse.

Tento vynalez se tyka zpisobi, ve kterych v prvnim kroku dochézi pouzitim nukleofilniho Cini-
dla ke vzniku 21—derivatu. Tyto slouCeniny se oznacuji jako 21-Nuc slouceniny.

Pro ziskani nékterych kone¢nych sloudenin, jmenovité ecteinascidinu 770 a fthalascidinu, je nut-
na piftomnost 21-kyano skupiny, zatimco u jinych koneénych sloucenin tato skupina vystupuje
jako chranici skupina, kterou lze snadno pfeménit na jiny substituent jako je napiiklad 21-
hydroxylova skupina v ecteinascidinu 743 nebo 21-hydroxylova skupina v fthalascidinu. PouZiti
21-kyano slouéeniny jako vychozi latky (i€inné stabilizuje molekulu béhem naslednych syntetic-
kych krokd, dokud neni odstranéna. Jiné 21-Nuc slou¢eniny nabizeji tyto a jiné vyhody.

Tento vynalez se tyka pouziti 21—kyano slougeniny obecného vzorce XIX pro piipravu bis— nebo
tris(tetrahydroisochinolinfenolovych) slou¢enin. Mezi slouceniny, které lze pfipravit, patfi napfi-
klad meziprodukt 11 nebo 21 a ecteinascidiny stejné jako nové a znamé slouceniny pfibuzné
struktury.

Mezi vyhodné vychozi latky patti sloueniny obecného vzorce XVII nebo XIX, kde R'** a R'*®
jsou vodik. Mezi vyhodné vychozi latky také patii slouceniny obecného vzorce XVII nebo XIX,
kde R" je vodik. Mezi vyhodné vychozi latky dale také patti slou¢eniny obecného vzorce XVII
nebo XIX, kde kruh E je fenolovy kruh. Mezi vyhodné vychozi latky dle patfi slouceniny obec-
ného vzorce XVII nebo XIX, kde minimalné jeden, 1épe minimalné dva nebo tfi z R, R, R a
R'® nejsou vodik.
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Mezi pfiklady vyhodnych vychozich latek pro tento vynalez patfi saframycin A, saframycin B,
saframycin C, saframycin G, saframycin H, saframycin S, saframycin Y3, saframycin Ad,,
saframycin Yd,, saframycin AH,, saframycin AHAc, saframycin AH;, saframycin AH;Ac,
saframycin ARj, renieramycin A, renieramycin B, renieramycin C, renieramycin D, renieramycin
E, renieramycin F, xestomycin, saframycin F, saframycin Mx—1, saframycin Mx-2, safracin A,
sazf]’racin B a saframycin R. Vyhodné vychozi latky maji v 21—pozici kyano skupinu jako skupinu
R”.

Tento vynalez se tyka semisyntetického zptisobu, kde se jako vychozi latka pouzije safracin B,
ktery ma vzorec XX.

(XX)

Safracin B je tvofen systémem kruhd, ktery je izce pfibuzny k ecteinascidinim. Tato sloucenina
ma stejnou pentacyklickou strukturu a stejny vyznam substituenti v pravoto¢ivém aromatickém
kruhu E. Safracin B je také velmi podobny nékterym syntetickym meziproduktiim v celé syntéze
ET-743, predevsim meziproduktu 11 nebo 21. Takovyto meziprodukt 1ze pfeménit na ET-743
pomoci dobfe zndmého zplisobu. Syntetickd pfeména safracinu B na meziprodukt 11 nebo 21
vede ke vzniku ET-743 semisyntetickym zptisobem.

Tento vynalez se tyka meziproduktu 11 nebo 21 pfipraveného ze safracinu B a slouéenin odvoze-
nych z meziproduktu 11 nebo 21, pfedeviim ecteinascidinové slouéeniny. Dale se vynalez tyka
fthalascidinu pfipraveného ze safracinu B. Tento vyndlez se také tykd pouziti safracinu B pfi
pfipravé meziproduktu 11 nebo 21, ecteinascidinovych sloudenin a dalSich meziproduktd. Tento
vynalez se dale tyka slouenin odvozenych z dal$ich navrhovanych vychozich latek a pouziti
vychozich latek pii pfipravé takovychto slouéenin.

Vyhodnéjsi vychozi latky tohoto vynalezu maji 21-kyano skupinu. V soudasné dobé& nejvyhod-

né&jSi sloucenina 2 tohoto vynalezu. Tato sloudenina se ziska ptimo ze safracinu B, je povazovana
za kli€ovy meziprodukt v semisyntetickém zpisobu a ma vzorec XXI.

(XXI)

Tento vynalez se tyka kyanosafracinu B piipraveného fermentaci safracin B produkujiciho kme-
nu Pseudomonas fluorescens a tpravou kultivaéni pidy pouzitim kyanidového iontu. Mezi vy-
hodny kmen Pseudomonas fluorescens patfi kmen A2-2, FERM BP-14, ktery se pouZiva
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v postupu uvedeném v EP 055 299. Vyhodnym zdrojem kyanidového iontu je kyanid draselny.
Pfi typické upravé se kultivani pida prefiltruje a pfidd se nadbytek kyanidového iontu. Po di-
kladném promichani, napiiklad po jedné hoding, poté se pH upravi na 9,5 a organickou extrakci
vznika surovy extrakt, ktery 1ze dale Cistit za vzniku kyanosafracinu B.

Stereochemické oznadeni pouzité v tomto vynalezu, které vykazuje chyby, je tieba opravit. A
protoze lze syntézy modifikovat, tyka se tento vynalez také stereoizomer.

Vynalez se tyka sloucenin obecného vzorce XXII,

OCH;

(XXi1),

kde R' a R tvofi skupinu vzorce IV, V, VI nebo VII,

4

(IV)

(V)

(Vi),
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(Vi)

dale kde R’ je —H nebo —OH, dale R” a R® tvoti skupinu -O-CH,~O—, dale R'* a R' jsou —-H
nebo jedna je —H a druh4 je -OH, ~OCH; nebo ~OCH,CH; nebo R'* a R tvoii keto skupinu,
dale R" je —H nebo —OH, dale R*' je -H, —OH nebo —CN, a dale jejich derivati jako jsou acyl
derivaty, predeviim ty, kde R’ je acetyloxy nebo jina acyloxy skupina s maximalng 4 atomy uhli-
ku.

V obecném vzorci XXII R' a R* obvykle tvoii skupinu vzorce IV nebo V. Skupina R'® je obvykle
chranéna. R* je obvykle kyano skupina.

Vyhodné je R'** a R'® vodik. Vyhodné je R" vodik. Mezi vyhodné O—acyl derivaty patii alifa-
tické O-acylové derivaty, pfedevsim ty, které maji 1 aZ 4 atomy uhliku a typicky O-acetylova
skupina umisténa na 5—pozici.

Mezi vyhodné chranici skupiny pro fenoly a hydroxylové skupiny patii ethery a estery jako je
alkylova skupina, alkoxyalkylové skupina, aryloxyalkylova skupina, alkoxyalkoxyalkylova sku-
pina, alkylsilylalkoxyalkylova skupina, alkylthioalkylova skupina, arylthioalkylova skupina,
azidoalkylova skupina, kyanoalkylova skupina, chloralkylova skupina, heterocyklicka skupina,
arylacylova skupina, haloarylacylova skupina, cykloalkylalkylova skupina, alkenylova skupina,
cykloalkylova skupina, alkylarylalkylova skupina, alkoxyarylalkylova skupina, nitroarylalkylova
skupina, haloarylalkylova skupina, alkylaminokarbonylarylalkylova skupina, alkylsulfinylarylal-
kylova skupina, alkylsilylova skupina a dalsi ethery, a dale arylacylova skupina, arylalkylkarbo-
nat, alifaticky karbonat, alkylsulfinylarylalkylkarbonat, alkylkarbonat, arylhaloalkylkarbonat,
arylalkenylkarbonét, arylkarbamat, alkylfosfinylova skupina, alkylfosfinothioylova skupina, aryl-
fosfinothioylovéd skupina, arylalkylsulfonat a dalsi estery. Tyto skupiny lze pfipadn& nahradit
substituenty uvedenymi u R'.

Mezi vhodné chranici skupiny pro aminy patii karbamaty, amidy a jiné chranici skupiny jako je
alkylova skupina, arylalkylova skupina, sulfo— nebo haloarylalkylova skupina, haloalkylova sku-
pina, alkylsilylalkylova skupina, arylalkylova skupina, cykloalkylalkylova skupina, alkylarylal-
kylova skupina, heterocyklylalkylova skupina, nitroarylalkylova skupina, acylaminoalkylova
skupina, nitroaryldithioarylalkylova skupina, dicykloalkylkarboxamidoalkylova skupina, cykloa-
Ikylové skupina, alkenylova skupina, arylalkenylové skupina, nitroarylalkenylova skupina, hete-
rocyklylalkenylovéa skupina, heterocyklylova skupina, hydroxyheterocyklylovéa skupina, alkyl-
dithio skupina, alkoxy— nebo halo— nebo alkylsulfinylarylalkylova skupina, heterocyklylalkylova
skupina a jin¢ karbamaty, a dile alkanoylova skupina, haloalkanoylova skupina, arylalkanoylova
skupina, alkenylové skupina, heterocyklylalkylova skupina, aroylova skupina, arylaroylové sku-
pina, haloaroylova skupina, nitroaroylova skupina, a dale dalsi amidy jako je alkylova skupina,
alkenylova skupina, alkylsilylalkoxyalkylova skupina, alkoxyalkylovéa skupina, kyanoalkylova
skupina, heterocyklylova skupina, alkoxyarylalkylova skupina, cykloalkylova skupina, nitroary-
lové skupina, arylalkylova skupina, alkoxy— nebo hydroxyarylalkylova skupina a mnoho dalsich
skupin. Tyto skupiny lze pfipadné nahradit substituenty uvedenymi u R".

Piklady té€chto chréanicich skupin jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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chrénici skupiny pro -OH skupinu

ethery zkratka

methyl
MOM

BOM
MEM
2-(trimethylsilyl)ethoxymethyl SEM
methylthiomethyl MTM
fenylthiomethyl PT™M

azidomethyi

methoxymethyl
benzyloxymethyl
methoxyethoxymethyl

kyanomethyl
2,2-dichlor-1,1-difluorethyl

2-chlorethyl

2-bromethyl

tetrahydropyranyl THP
1-ethoxyethyl EE
fenacyl

4-bromfenacyl

cyklopropyimethyl

allyl

propargy!

isopropyl

cyklohexyl

terc.butyl

benzyl

2 6-dimethylbenzyl

4-methoxybenzyl MPM nebo PMB
o-nitrobenzyl

2,6-dichlorbenzyl

3,4-dichlorbenzyl

4-(dimethylamino)karbonylbenzyi

4-methylsulfinylbenzy! Msib
9-anthrylmethyl

4-pikolyl

heptafluor-p-tolyl

tetrafluor-4-pyridyl
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chréanici skupiny pro -OH skupinu

ethery zkratka
trimethylsily! T™MS
terc.butyldimethylsilyl TBDMS
ware.butyldifenylsilyl TBDPS
triisopropyilsilyl TIPS
estery
arylformiat
arylacetat
arylievulinat
arylpivaloat ArlPv
arylbenzoat

aryl-S-fluorkarboxylat

arylmethylkarbonat

1-adamantylkarbonat

terc.butylkarbonat BOC-OAr
4-methyisifinylbenzylkarbonat Msz-Oar
2,4-dimethylpent-3-ylkarbonat Doc-Oar
aryl-2,2,2-trichlorethylkarbonat

arylvinylkarbonat

arylbenzylkarbonat

arylkarbamat

dimethyifosfinyl Dmp-OAr
dimethylfosfinothioyl Mpt-OAr
difenylfosfinothioyt Dpt-Oar

arylmethansuifonat
aryltoluensulfonat

aryl-2-formylbenzensulfonat
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chranici skupiny pro -NH; skupinu

karbamaty

methyl

ethyl

9-fluorenylmethyl
9-(2-sulfo)fluorenyimethyl
9-(2,7-dibrom)fiuorenyimethyl
17-tetrabenzofa,c,g,ijfluorenyimethyi
2-chlor-3-indenyimethy!
benz[flinden-3-yimethyl
2,7-di-terc.butyl[9-(10,10-dioxo-
-10,10,10, 10-tetrahydrothioxanthyl))methyl
2,2,2-trichlorethyl

2-trimethylsilylethy!

2-fenylethyl
1-(1-adamantyl)-1-methylethyl
2-chlorethyl

1,1-dimethyl-2-chiorethyl
1,1-dimethyl-2-bromethyl
1,1-dimethyl-2,2-dibromethyl
1,1-dimethyl-2,2,2-trichlorethyi
1-methyl-1-(4-bifenyl)ethyl
1-(3,5-di-terc.butylfenyl)-1-methylethyl
2-(2°- a 4 -pyridyl)ethyl

2,2-bis(4 -nitrofenyl)ethyl
n-(2-pivaloylamino)-1,1-dimethylethyl
2-{(2-nitrofenyl)dithio]-1-fenylethyl

2-(n,n-dicyklohexylkarboxamido)ethyl-terc.butyl

1-adamantyl
2-adamantyl

vinyl

zkratka

Fmoc

Tbfmoc
Climoc

Bimoc
DBD-Tmoc

Troc
Teoc
hz
Adpoc

DB-t-BOC
TCBOC
Bpoc
t-Burmeoc
Pyoc

Bnpeoc

NpSSPeoc
BOC
1-Adoc

2- Adoc

Voc
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chranici skupiny pro -NH, skupinu

karbamaty Zkratka
allyl Aloc nebo Alloc
1-isopropylallyl Ipaoc
cinnamyl-(3-fenyl-2-propen-1-yl) Coc
4-nitrocinnamyl Noc
3-(3 -pyridyl)prop-2-enyl Paloc
8-chinolyl
n-hydroxypiperidiny!l
alkyldithio
benzyl Cbz nebo Z
p-methoxybenzyl Moz
p-nitrobenzyl PNZ
p-brombenzyl
p-chlorbenzyl
2,4-dichlorbenzyl
4-methylsulfinylbenzyl Msz
9-anthrylmethy!
difenylmethyl

fenothiazinyl-(10)-karbonyl
n’-p-toluensulfonylaminokarbony!

n’-fenylaminothiokarbonyl

amidy
formamid
acetamid
chloracetamid
trifluoracetamid TFA
fenylacetamid
3-fenylpropanamid
pent-4-enamid

pikolinamid
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chranici skupiny pro -NH; skupinu

amidy
3-pyridyikarboxamid
benzamid
p-fenylbenzamid
n-ftalimid
n-tetrachlorftalimid
4-nitro-n-ftalimid
n-dithiasukcinimid
n-2,3-difenylmaleimid
n-2,5-dimethylpyrrol
n-2,5-bis(triisopropylsiloxyl)pyrrol
n-1,1,4,4-tetramethyldisiliazacyklopentanovy adukt
1,1,3,3-tetramethyl-1,3-disilaisoindolin

zkratka

TCP

Dts

BIPSOP

STABASE
BSB

specifické chranici skupiny pro -NH skupiny

n-methylamin

n-terc.butylamin

n-allylamin
n-[(2-trimethylsilyl)ethoxy]methylamin
n-3-acetoxypropylamin

n-kyanomethylamin
n-(1-isopropyl-4-nitro-2-oxo-3-pyrrolin-3-yljamin
n-2,4-dimethoxybenzylamin

2-azanorborneny (2-azabicyklio[2,2,1]hept-5-eny)
n-2,4-dinitrofenylamin

r{-benzylamin

n-4-methoxybenzylamin
n-2,4-dimethoxybenzylamin
n-2-hydroxybenzylamin

n-(difenylmethyl)amin
n-bis(4-methoxyfenyl)methylamin

SEM

Dmb

Bn
MPM
DMPM
Hbn
DPM
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specifické chranici skupiny pro -NH skupiny

n-5-dibenzosuberylamin DBS
n-trifenyimethylamin Tr
n-[(4-methoxyfenyl)difenylmethyl]lamin MMTr
n-9-fenylfluorenylamin Pf
n-ferrocenyimethylamin Fem

n-2-pikolylamin-n"-oxid
n-1,1-dimethylthiomethylenamin
n-benzylidenamin
n-p-methoxybenzylidenamin
n-difenyimethylenamin
n-(5,5-dimethyl-3-oxo-1-cyklohexenyl)amin
n-nitroamin

n-nitrosoamin

difenylfosfinamid Dpp
dimethylthiofosfinamid Mpt
difenyithiofosfinamid Ppt
dibenzylifosforamidat

2-nitrobenzensulfenamid Nps
n-1-(2,2,2-trifluor-1,1-difenyl)ethylsulfenamid TDE
3-nitro-2-pyridinsulfenamid Npys
p-toluensulfonamid Ts
benzensulfonamid

Vynalez se tyka ecteinascidinovych slougenin obecného vzorce XXIII,

(XX

\_0o Rt R

kde R' a R* tvoii skupinu vzorce IV, V, VI nebo VII,
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1

(V)
V)
(V1)
0
oj//s
(Vi)

0N
/“

o
(7]

pfedevsim skupinu IV nebo V, dale kde R?! je —H, —OH nebo —CN, predeviim —OH nebo —CN, a
dale jejich acylovych derivati, pfedevsim 5—acyl derivati véetné 5—acetyl derivatu.

5 Preména 21-kyano vychozi latky na ecteinascidinovou slouceninu obecného vzorce XXII probi-
ha obvykle v nasledujicich krocich,

a) pokud je to nutné, pfeménu chinonového systému kruhu E na fenolovy systém,
b) pokud je to nutné, pfeménu chinonového systému kruhu 4 na fenolovy systém,
¢) preménu fenolového systému kruhu A na methylendioxyfenolovy kruh,

10 d) vytvoreni pfemosténého spiro kruhového systému vzorce IV, VI nebo VII na 1-pozici a 4-
pozici kruhu B,

e) vytvoreni vhodného derivatu naptiklad acylaci.
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Krok (a), pfipadnou pfeménu chinonového systému kruhu E na fenolovy systém, lze provést
konven¢nimi redukénimi postupy. Vhodnym reakénim prostiedim je vodik s katalyzatorem
palladium—uhlik, av8ak Ize pouZit i dal$i reduk&ni postupy.

Krok (b), pfipadnou pfeménu chinonového systému kruhu 4 na fenolovy systém, je analogicky
kroku (a).

Krok (c), pfeménu fenolového systému kruhu 4 na methylendioxyfenolovy kruh, lze provést
nékolika zpisoby, pfipadné spolu s krokem (b). Chinonovy kruh 4 lze naptiklad demethylovat
odstranénim methoxy substituentu na 7—pozici, redukovat na dihydrochinon a zachytit vhodnym
elektrofilnim ¢inidlem jako je napiiklad CH,Br,, BrCH,Cl nebo podobnym divalentnim &inidlem
coz vede ptimo ke vzniku methylendioxy kruhového systému, nebo divalentnim &inidlem jako je
napiiklad thiocarbonyldiimidazol, coz vede ke vzniku substituovaného methylendioxy kruhového
systému, ktery lze pfeménit na pozadovany kruh.

Krok (d) se obvykle provadi vhodnou substituci na 1-pozici pfemostujicim ¢inidlem, které na-
pomaéha vytvofeni poZzadovaného mustku, coZ vede k vytvoreni chinonmethidové skupiny na 4—
pozici a vede k tomu, Ze methidova skupina reaguje s 1-substituentem za vzniku pfemosténé
struktury. Vyhodnd pfemostujici ¢inidla maji obecny vzorec XXIV,

(XXIV),

Prot® <

kde Fu oznaduje chrangnou funk&ni skupinu jako je skupina -NHProt*, déle Prot’ je chranici
skupina a dale te¢kovana ¢ara predstavuje piipadnou dvojnou vazbu.

Methiova skupina se vyhodné vytvoii vnesenim hydroxylové skupiny na 10—pozici v misté spo-
jeni kruhu 4 a B, coz vede ke vzniku struktury obecného vzorce XXV,

(XXV),
nebo vyhodnéji struktury obecného vzorce XXVI,
OH
B
5 N (XXVI),
\—o
(o)
O)\R"

kde se skupina R" zvoli podle pozadované skupiny vzorci IV, V, VI nebo VII. U prvnich dvou
téchto skupin ma skupina R” obvykle vzorec -CHFu—CH,—SProt’. Chranici skupiny lze poté
odstranit a vhodné upravit, coz vede ke vzniku pozadované sloueniny.
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Obvykly postup kroku (d) je popsan v patentu US 5 721 362, ktery je uveden v odkazech. Kon-
krétné je odkazovéana &ast ve sloupci 8, kroku (1) a piikladu 33 tohoto US patentu a piibuzné
casti.

Vytvofeni derivatu v kroku (e) pripadné probiha acylaci naptiklad skupinou R*-CO-, kde R* se
pripadné vybere ze skupiny obsahujici napriklad alkylovou skupinu, alkoxy skupinu, alkylenovou
skupinu, arylalkylovou skupinu, arylalkylenovou skupinu, acylaminokyselinu nebo heterocykly-
lovou skupinu, pfi¢emz kazda je piipadné substituovana halogenem, kyano skupinou, nitro sku-
pinou, karboxyalkylovou skupinou, alkoxy skupinou, arylovou skupinou, aryloxy skupinou, hete-
rocyklylovou skupinou, heterocyklyloxy skupinou, alkylovou skupinou, amino skupinou nebo
substituovanou amino skupinou. Mezi dal3i acyla¢ni €inidla patii isothiokyanaty jako je aryliso-
thiokyanét, jmenovité fenylisokyanat. Tato alkylova, alkoxy nebo alkylenova skupina R* vyhod-
né obsahuje 1 az 6 nebo 12 atomt uhliku a je pfipadné linearni, rozvétvena nebo cyklicka. Mezi
arylové skupiny patii fenyl, bifenyl nebo naftyl. Heterocyklylové skupiny jsou pfipadné aroma-
tické nebo ¢asteénd nebo uplné nenasycené a vyhodn& maji 4 az 8 atomi v kruhu, vyhodnéji 5
nebo 6 atomi v kruhu s jednim nebo vice heteroatomy vybranymi ze skupiny obsahujici dusik,
siru a kyslik.

Mezi priklady R* skupiny patii alkylova skupina, haloalkylové skupina, alkoxyalkylova skupina,
haloalkoxyalkylova skupina, arylalkylenova skupina, haloalkylarylalkylenova skupina, acylova
skupina, haloacylova skupina, arylalkylova skupina, alkenylové skupina a aminokyselina. Skupi-
na R*>-CO- je naptiklad acetyl, trifluoracetyl, 2,2, 2-trichlorethoxykarbonyl, isovalerylkarbonyl,
trans—3—(trifluormethyl)cinnamoylkarbonyl, heptafluorbutyrylkarbonyl,  dekanoylkarbonyl,
trans—cinnamoylkarbonyl, butyrylkarbonyl, 3—chlorpropionylkarbonyl, cinnamoylkarbonyl, 4-
methylcinnamoylkarbonyl, hydrocinnamoylkarbonyl nebo frans—hexenoylkarbony!, nebo dale
alanyl, arginyl, aspartyl, cystyl, glutamyl, glutaminyl, glycyl, histidyl, hydroxyprolyl, isoleucyl,
leucyl, lysyl, methionyl, fenylalanyl, prolyl, seryl, threonyl, thyronyl, tryptofyl, tyrosyl, valyl,
stejné jako dalsi méng obvyklé acylové skupiny aminokyselin, stejné jako ftalimido a dalsi cyk-
lické amidy. Dalsi ptiklady Ize nalézt mezi zminénymi chranicimi skupinami. Slougeniny, kde je
R*-CO- odvozena z aminokyseliny a obsahuje amino skupinu, pfipadné sami tvofi acyl derivaty.
Mezi vyhodné N-acyl skupiny patii dipeptidy, které piipadné stiidavé tvori N—acyl derivaty.

Ve srovnani s diive popsanymi postupy lze nyni uskute¢nit pfeménu slou¢eniny 2 (kyanosafracin

vvvvvv

Retrosyntéza ET-743 pouzitim sloueniny 29 je znazornéna na schématu 7.
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Schéma 7

(ET-743) (INT-27) (INT-25)

(SAFRACIN-B)

Postupem zndzornénym na schématu 7 lze pfipravit ET-743 v 21 linearnich krocich. V této syn-
téze dochazi k pfeméné kyanosafracinu B na meziprodukt 25 sledem reakci, z nichZ mezi zéklad-
ni patfi (1) odstranéni methoxy skupiny umisténé na kruhu 4, (2) redukce kruhu 4 a vytvoreni
methylendioxy skupiny, (3) hydrolyza funkéniho amidu umisténého pfes uhlik 1, (4) pfeména
vzniklé amino skupiny na hydroxylovou skupinu. V této syntéze kromé toho nedochazi
k chranéni a sejmuti chranici skupiny funk&niho primarniho alkoholu na 1-pozici v kruhu B slou-
Ceniny 25 a meziprodukt 27 vznik4 ptimo z cysteinového zbytku 29. Aminoskupina cysteinového
derivatu 29 je chrinéna B~B—B-trichlorethoxykarbonylovou chranici skupinou, aby se dosihlo
kompatibility s existujici allylovou skupinou a MOM skupinou. Meziprodukt 27 je pt¥imo oxido-
van a cyklovan. Tyto okolnosti spoletns s odlisnymi strategiemi sejmuti chranici skupiny
v koncovych stupnich syntézy jsou pticinou novosti této syntézy a jeji lep$i pfizplsobitelnosti
primyslovému vyvoji nez zpiisob uvedeny v patentu US 5 721 362.

Pfeména 2-kyano sloudeniny na meziprodukt 25 probiha obvykle v nasledujicich krocich (viz
schéma 8)

a) vznik chranéné sloudeniny 14 reakci slougeniny 2 s anhydridem terc.butoxykarbonylu,

b) pfeména slouceniny 14 na di—chranénou sloudeninu 15 reakei s brommethylmethyletherem a
diisopropylethylaminem v acetonitrilu,

¢) selektivni odstranéni methoxy skupiny chinonového systému ve sloudeniné 15 za vzniku slou-
Ceniny 16 reakci s methanolickym roztokem hydroxidu sodného,

d) pteména slou¢eniny 16 na methylendioxy sloueninu 18 provedenim néasledujici vyhodné sek-
vence kroki (1) chinonové skupina sloueniny 16 se redukuje 10% Pd/C ve vodikové atmosfére,
(2) hydrochinonovy meziprodukt se preméni na methylendioxy slou€eninu 17 reakci s brom-
chlormethanem a uhli¢itanem cesnym ve vodikové atmosfére, (3) sloudenina 17 se pfeméni na
slou¢eninu 18 chranénim volné hydroxylové skupiny jako je OCH,R skupina. Tato reakce se pro-
vadi s BrCH,R a uhli¢itanem cesnym, kde R je pfipadné aryl, CH=CH,, OR’ apod.,
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e) odstranéni terc.butoxykarbonylové a methyloxymethylové chranici skupiny ve slougening 18
za vzniku slouceniny 19 reakci s roztokem HCI v dioxanu. Této reakce se také dosahne smisenim
slouceniny 18 s roztokem kyseliny trifluoroctové v dichlormethanu,

f) vytvofeni thiomocovinové slougeniny 20 reakci slougeniny 19 s fenylisothiokyanatem,
g) pfeména slouceniny 20 na amino slougeninu 21 reakci s roztokem HCI v dioxanu,

h) pfeména slouCeniny 21 na N-Troc derivat 22 reakci s trichlorethylchlorformiatem a pyridi-
nem,

i) pfemé€na chranéné hydroxylové slouceniny 23 reakci sloudeniny 22 s brommethylmethyl-
etherem a diisopropylethylaminem,

J) pfeména slouceniny 23 na N-H derivat slougeniny 24 reakei s kyselinou octovou a zinkem,

k) pfeména slouceniny 24 na hydroxylovou slouceninu 25 reakci s dusitanem sodnym v kyseliné
octové. Alternativné Ize pouzit oxid dusi¢ity ve smési kyseliny octové a acetonitrilu s naslednou
upravou hydroxidem sodnym. Lze také pouzit dusitan sodny ve smési kyseliny octové a aceta-
nhydridu s naslednou upravou hydroxidem sodnym.
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Schéma 8
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Schéma 8 - pokraCovani
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Pfeména meziproduktu 25 na ET-743 pouzitim cysteinového derivatu 29 probiha obvykle v né-
sledujicich krocich (viz schéma 9)

5 Schéma 9
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a) pfeména sloueniny 24 na derivat 30 chranénim funkéniho primarniho hydroxylu slougeninou
10 29, (S)—N—2,2,2—trich]orethoxykarbonyl—S—(ﬂuoren-9—ylmethyl)cystein,
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b) pfeména chranéné slouceniny 30 na fenolovy derivat 31 Stépenim allylové skupiny tribu-
tylstanniumhydridem a dichlorbis(trifenylfosfinem) palladnatym,

¢) pfeména fenolové sloudeniny 31 na slougeninu 32 oxidaci anhydridem kyseliny benzenseleno-
vé pti nizké teploté,

5 d) pfeména hydroxylové slougeniny 32 na laktonovou slouceninu 33 provedenim nasledujici
sekvence kroki (1) reakce slouGeniny 32 se 0,22 mmol (2 ekvivalenty) anhydridu kyseliny triflu-
ormethansulfonové a 0,55 mmol (5 ekvivalentid) DMSO (dimethylsulfoxid), (2) reakce s
0,88 mmol (8 ekvivalenty) diisopropylethylaminu, (3) reakce se 0,44 mmol (4 ekvivalenty)
terc.butylalkoholu, (4) reakce se 0,77 mmol (7 ekvivalenty) 2-terc.butyl-1,1,3,3—tetramethyl-

10 guanidinu, (5) reakce s 1,10 mmol (10 ekvivalenty) acetanhydridu,

e) preména laktonové sloudeniny 33 na hydroxylovou slou¢eninu 34 odstranénim MOM chréanici
skupiny pomoci TMSI (trimethylsulfoxonium jodid),

f) $té€peni N-trichlorethoxykarbonylové skupiny slouceniny 34 na slouceninu 35 reakci se
Zn/AcOH (Zn/kyselina octova),

15  g) pfeména amino sloudeniny 35 na odpovidajici a—ketolaktonovou slouceninu 36 reakci s N—
methylpyridiniumkarboxaldehydchlorid nasledované DBU (1,8—diazabicyklo[5,4,0]Jundek—7—en),

h) vznik ET-770 reakci slouéeniny 36 s 3—hydroxy—4—methoxyfenylethylaminem,
i) preména ET-770 na ET-743 reakci s dusi¢nanem stfibrnym ve smési AcN/H,O (acetoni-

tril/voda).
20
Vznik meziproduktu 11 a piibuznych meziproduktt
Retrosyntéza je popsana nasledujici rovnici (viz schéma 10).
25

Schéma 10

TAT
oo E/i (ET-143)

30  Mezi kli¢ovou t¥idu meziprodukti tohoto vynalezu patii meziprodukt 11 obecného vzorce
XXVII,

XXV,

OProf2

35 kde Prot' a Prot’ jsou vyhodné rizné hydroxy chrénici skupiny. Pro meziprodukt 11 je Prot' met-
hoxymethyl skupina a Prot’ terc.butyldifenylsilylové skupina.
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Pfeména 21-kyano slouceniny na meziprodukt 11 nebo ptibuzny meziprodukt obecného vzorce
XXVII probiha obvykle v nasledujicich krocich

a) pokud je to nutné, pfeménu chinonového systému kruhu £ na fenolovy systém,
b) vznik ~OProt' skupiny na 18—pozici kruhu E,

¢) vznik -CH,~OProt’ skupiny na 1-pozici kruhu B,

d) pokud je to nutné, pfeménu chinonového systému kruhu 4 na fenolovy systém,
e) pfeménu fenolového systému kruhu 4 na methylendioxyfenolovy kruh.

Krok (b), vznik ~OProt' skupiny na 18-pozici kruhu E, je typickd reakce vedouci k chranéni
fenolové skupiny a neni potfeba to vice komentovat. V zavislosti na povaze chrénici skupiny se
vyberou odpovidajici podminky. Dalsi kroky jsou podobné jako u ostatnich reakci.

Krok (b), vznik -CH,Prot* skupiny na 1-pozici kruhu B, obvykle probiha tak, ze se vytvofi sku-
pina -CH,NH, na 1-pozici a poté se funk&ni amin pfemé&ni na funkéni hydroxylovou skupinu a
chrani se. Ma-li vychozi latka skupinu R' se strukturou ~CH,~NH-CO-CR**R**R**, dochazi
k odstranéni N-acyl skupiny. Mé-li vychozi latka skupinu R' se strukturou -CH,~O~CO-R, ne-
dochézi k zadné zméné, protoze ecteinascidinova sloudenina mé stejny substituent R'. Pro jiné
slouCeniny dochazi k odstranéni O-acyl skupiny. Deacylace probihaji nejriiznéjsimi zpisoby.
V jednom z nich probiha deacylace a pfeména na funkéni hydroxylovou skupinu v jednom kroku.
Hydroxylovou skupinu 1ze poté acylovat nebo jinak pteménit na odpovidajici R! skupinu.

V patentu US 5721362 jsou popsany syntetické zplisoby ptipravy ET—743 prostiednictvim
dlouhé mnohostupiiové syntézy. Jednim z meziprodukti této syntézy je meziprodukt 11. Pouzi-
tim kyanosafracinu B jako vychozi latky lze pfipravit meziprodukt 11 mnohem kratsi cestou, coz
je zlepSeni zptisobu pipravy ET-743.

Kyanosafracin B Ize pfeménit na meziprodukt 25 vy3e popsanymi zpiisoby. Z meziproduktu 25
Ize ziskat meziprodukt 11 nasledujicimi kroky (viz schéma 11).

a) vytvofeni chranéné hydroxylové slougeniny 26 reakci slouceniny 25 s terc.butyldifenylsilyl-
chloridem v pfitomnosti zasady,

b) rozstépeni allylové skupiny tributylstanniumhydridem a dichlorbis(trifenylfosfinem)palladna-
tym ve slouceniné 26, coz vede ke vzniku meziproduktu 11.

Schéma 11

(int41)
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Jednim provedenim syntetického zpiisobu tohoto vynalezu, to jest premény safracinu B na mezi-
produkt 11, je modifikace a rozsiteni zplisobu uvedeného na schématu 12 a obsahuje nasledujici
kroky.

a) stereospecifickou preménu safracinu B na sloueninu 2 selektivnim nahrazenim skupiny OH
skupinou CN reakci s KCN v kyselém médiu,

b) vytvoreni thiomo€ovinové sloudeniny 3 reakci slouceniny 2 s fenylisothiokyanatem,

¢) pfeménu thiomoc€ovinové slouceniny 3 na acetamid 5 hydrolyzou v kyselém médiu nasledova-
nou adici acetanhydridu. Aminovou slou¢eninu 4 Ize jako meziprodukt izolovat rychlym ochla-
zenim hydrolyzy v kyselém médiu hydrogenuhli¢itanem sodnym, ale tento meziprodukt je velmi
nestabilni a rychle dochazi k jeho pfeméné na péticlenny cyklicky imin 6,

d) vytvofeni chranéné slouCeniny 8 reakci s brommethylmethyletherem a diisopropylethylami-
nem v dichlormethanu,

e) selektivni demethylaci methoxy skupiny chinonového systému slou¢eniny 7 za vzniku slouce-
niny 8 reakci s methanolickym roztokem hydroxidu sodného,

f) pfeménu slouceniny 8 na methylendioxy slouceninu 9 provedenim nasledujici vyhodné sek-
vence kroki (1) chinonova skupina slou¢eniny 8 se redukuje 10% Pd/C ve vodikové atmosféte,
(2) hydrochinonovy meziprodukt se pfeméni na methylendioxy slougeninu 9 reakci s bromchlor-
methanem a uhli¢itanem cesnym ve vodikové atmosféfe, (3) slouCenina 9 se pfeméni na sloude-
ninu 10 chranénim volné hydroxylové skupiny jako je OCH,R skupina reakci s BrCH,R a uhligi-
tanem cesnym, kde R je pfipadné aryl, CH=CH,, OR’ apod.,

g) pfeménu acetamidové skupiny slouceniny 10 na odpovidajici hydroxylovou skupinu slougeni-
ny 25 reakci s oxidem dusiCitym ve smési kyseliny octové a acetacetatu s naslednou Gpravou
hydroxidem sodnym, déle Ize alternativné pouzit dusitan sodny ve smési kyseliny octové a aceta-
nhydridu s naslednou tpravou hydroxidem sodnym, dale Ize alternativng acetamidovou skupinu
slouceniny 10 pfeménit na primarni aminovou skupinu reakci s hydrazinem nebo reakci s Boc,O,
DMAP (dimethylaminopyridin) s naslednou upravou hydrazinem, dale lze takovyto primarni
amin pfeménit na odpovidajici hydroxylovou skupinu (slou¢enina 25) oxidaini pfeménou pri-
marniho aminu na odpovidajici aldehyd pouzitim 4—formyl-1-methylpyridiniumbenzensulfonatu
nebo jiného pyridiniového iontu s naslednou apravou DBU nebo jinou zasadou a dale hydrolyzou
nasledovanou redukci aldehydu na odpovidajici hydroxylovou skupinu tetrahydridohlinitanem
lithnym nebo jinym reduk&nim ¢inidlem,

h) vytvofeni chranéné slouCeniny 26 reakei s terc.butyldifenylsilylchloridem a dimethylaminopy-
ridinem v dichlormethanu (schéma 11),

i) pfeménu silylované sloudeniny 26 na meziprodukt 11 sejmutim OCH,R chrénici skupiny pro-
stfednictvim reakce za redukénich podminek nebo kyselych podminek. Mezi typické zpisoby
patii reakce s palladiovou ¢erni ve vodikové atmosféfe nebo s vodnym roztokem TFA nebo
s tributylstanniumhydridem a dichlorbis(trifenylfosfinem) palladnatym.
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Schéma 12
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V jiné vyhodné modifikaci lze kyano slou¢eninu 2 pfevést na meziprodukt 11 prostiednictvim
rozsifeni zplsobu uvedeného na schématu 8 pomoci téchto krokd,

a) vytvoreni chranéné hydroxylové slouceniny 26 reakci sloudeniny 25 s terc.butyldifenylsilyl-
chloridem v pfitomnosti zasady,

b) rozstépeni allylové skupiny tributylstanniumhydridem a dichlorbis(trifenylfosfinem) palladna-
tym ve sloucenin¢ 26, coz vede ke vzniku meziproduktu 11.

Témito a dalsimi cestami Ize tedy pfeménit kyanosafracin B na mnoZstvi meziprodukti a deriva-
tl s potencialnim protinadorovym lé¢ebnym uéinkem. Tyto meziprodukty lze pfipravit zjiz po-
psanych sloucenin nebo pouzitim alternativnich cest.

Nové meziprodukty

Tento vynalez se tyka novych meziprodukti. V zavislosti na kruhu 4 maji meziprodukty obecny
vzorec XXVIII

OCH3

(XXVIII).

(XXIX).

kde R' je -CH,NH, nebo —CH,OH nebo chranéna nebo derivatizovand verze této skupiny a R’ je
—H, nebo R' a R* tvofi skupinu vzorce IV, V, VI nebo VII,

(IV),

-4) -
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\‘
o) V),

F

..m
|

/\“"

(V1)

b

0 Vi),
0=S/j

)

dale R’ je —OH nebo chran&né nebo derivatizovana verze této skupiny, dale R'* a R jsou -H
nebo je jedna —H a druha je —OH nebo chranéna nebo derivatizovana verze této skupiny, -OCHj3
nebo —OCH,CHs, nebo R™* a R™ tvofi keto skupinu, dile R' je ~H, —CH; nebo ~CH,CH;—, dale
R" je —H, —OH nebo chranéna nebo derivatizovana verze této skupiny, a dale R'® je —OH nebo
chranéna nebo derivatizovana verze této skupiny.

Ve vyhodném provedeni je alespori jeden substituent zR', R, R'*, R R' nebo R'"® chranéna
nebo derivatizovana skupina.

V jiném provedeni tohoto vynalezu neni skupina R' terc.butyldifenylsilylovy substituent a/nebo
skupina R'® neni methoxymethylova skupina.

R' je vyhodné —CH,NH, nebo CH,OH nebo chranéna nebo derivatizovana verze této skupiny a
R*je —H, nebo dale R' a R* tvofi skupinu vzorce IV,

=43 -
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V),

CHsO.

HO

kde R'** a R'" jsou vyhodn& —H.

5 Do jedné vyhodné t¥idy meziproduktii patfi slouCenina, kterd se oznaCuje jako sloucenina 25 a
ma vzorec XXX.

(XXX),

10 Vyhodna tfida ma tedy obecny vzorec, kde je skupina MOM nahrazena jinou chrénici skupinou.

Mezi dalsi vyhodné meziprodukty patfi slouceniny, které se oznacuji jako sloucenina 45 a 43 (viz
schéma 13).
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Schéma 13
3 £
s z
£ 3
£ z
R Dl
2 £0 b ~

HCI 5.3M
in Dioxane

OMe

(42)

(45)

OMe

Dalsi N-acetyl derivaty lze snadno pfipravit ze sloudeniny 45 a jsou dileZitou soucasti tohoto
vynalezu. Mezi vyhodné acylové skupiny patii ty, které jsou zminény vyse. Odpovidajici 21-
hydroxylové slouceniny jsou také vyhodné a patii mezi nalezené G¢inné sloudeniny.

Nové u¢inné slou€eniny

Bylo zjisténo, Ze urcité sloudeniny tohoto vynalezu, které byly piivodné pripraveny jako mezi-
produkty, maji zna¢ny ¢inek pfi 16¢b& karcinomi jako je leukémie, rakovina plic, rakovina tlus-
tého stfeva, rakovina ledvin a melanom.

-45-
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Tento vynalez se tyka zpiisobu lé¢eni vSech savci, zvlasté lidi, trpicich rakovinou, ktery zahrnuje
podani G¢inného mnoZstvi sloudeniny tohoto vynélezu nebo farmaceutického prostiedku obsahu-
jiciho slouceninu tohoto vynalezu zminénému jedinci.

Tento vynélez se také tyka farmaceutickych prostredk, které obsahuji jako u¢innou slozku slou-
&eninu nebo slouceniny tohoto vynalezu a déle zpiisobi jejich pfipravy.

Mezi ptiklady farmaceutickych prostiedki patfi pevné (napfiklad tablety, pilulky, kapsle, granule
atd.) nebo kapalné prostiedky (roztoky, suspenze nebo emulze) s vhodnym sloZenim pro oralni,
mistni nebo parenteralni podéni a pfipadné obsahuji Cistou slouceninu nebo Cistou slouceninu
v kombinaci s nosi¢em nebo s jinymi farmakologicky G¢innymi slou¢eninami. Pro ucely parente-
ralniho podavani je nutné tyto prostiedky sterilizovat.

Podani slougenin nebo prostredkii tohoto vynalezu Ize provést jakymikoliv vhodnymi metodami
jako je intravenézni infuze, oralni podani, intraperitonedlni a intravendzni podani. Vyhodné j Jsou
doby infuze do 24 hodin, vyhodng&jsi 2 az 12 hodin, nejvyhodnéjsi 2 az 6 hodin. Zadouci jsou
predevsim kratké doby infuze, coz umoZituje provadét 1é¢bu bez toho, aby pacient ziistaval pfes
noc v nemocnici. Jestlize je to nutné, lze infuzi zavést na dobu 12 az 24 hodin nebo dokonce na
dobu delsi. Infuzi lze provadét ve vhodnych intervalech, napiiklad 2 az 4 tydny. Farmaceutické
prostiedky obsahujici sloudeninu tohoto vynalezu lze podévat prostfednictvim liposomalni nebo
nanosféricka enkapsulace v prostiedku s trvalym uvoliiovanim nebo pomoci jinych standardnich
moZznosti podani.

Optimalni davka slou¢eniny se méni v zavislosti na druhu prostfedku, zplisobu podéni a jednotli-
vych situs, hostitele a nadoru, které jsou léeny. V tvahu je nutno vzit i dali faktory jako je vek,
t&lesna hmotnost, pohlavi, strava, doba podavani, rychlost exkrece, stav hostitele, kombinace
16ka, citlivost reakce a vaznost onemocnéni. Podavani lze provadét kontinualn¢ nebo periodicky
az do maximalni pfipustné davky.

Slougeniny a prosttedky tohoto vynélezu lze pfi 168bé pouzit v kombinaci s jinymi léky. Tyto jiné
1éky tvoii bud’ &ast stejného prostredku, nebo jsou ve formé oddéleného prostfedku podavaného
ve stejnou nebo riznou dobu. Mezi ptiklady téchto jinych Iéki patfi napfiklad

a) léky s antimitotickymi G&inky, zvIasts ty, které se zaméfuji na cytoskeletalni prvky véetné
modulatordi mikrotubulu jako jsou taxanové léky (jako je taxol, paclitaxel, taxoter, docetaxel),
podofylotoxiny nebo vinca alkaloidy (ziskané z rostliny Vinca rosea) (vincristin, vinblastin),

b) antimetabolické léky jako je S—fluorouracil, cytarabin, gemcitabin, analogy purinu (jako je
pentostatin, methotrexat),

¢) alkylaéni léky jako je hoiieny dusik (jako je cyklofosfamid nebo ifosfamid),
d) 1¢ky, které se zaméfuji na DNA jako jsou antracyklinové Iéky, adriamycin, doxorubicin, phar-
morubicin nebo epirubicin,

e) léky, které se zaméfuji na topoizomerazy, jako je etoposid,

f) hormony a hormonalni agonisté nebo antagonisté jako jsou estrogeny, antiestrogeny (tamoxi-
fen a ptibuzné sloueniny) a androgeny, flutamid, leuprorelin, goserelin, cyprotron nebo octreo-
tid,

g) léky, které se zaméfuji na pfenos signalu v nadorovych buiikach veetné derivat protilatek
jako je herceptin,

h) alkyla¢ni 1éky jako jsou platinové léky (cis—platin, carboplatin, oxaliplatin, paraplatin) nebo
nitrosomocoviny,

i) 1éky potencialné ovliviiujici metastazy nadori jako jsou matrix metaloproteinazoveé inhibitory,
j) genova terapie a antisense (komplementarni sekvence genu) Cinidla,
k) protilatky,
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) dalsi biologicky G¢inné sloueniny moiského piivodu, hlavné didemniny (skupina latek pivo-
dem z mote), jako je aplidin,

m) analogy steroidii zv1a$té dexamethason,

------

0) Iéky proti daveni zv14sté dexamethason.

Tento vynalez se také tyka sloucenin pouzivanych ve zpiisobu 16€by a pouziti téchto slouenin pfi
pfipravé prostfedku pro 1é¢bu rakoviny.

Cytotoxicky G¢inek

Bunééné kultury. Buriky byly udrzovény v logaritmické fazi ristu v Eagle’s Minimum Essential
Mediu (EMEM), s Earle’s Balanced Salts, s 2,0 mmol/l (2,0 mM) L—glutaminem, s neesencialni-
mi aminokyselinami (neaa), bez hydrogenuhli¢itanu sodného (EMEM/neaa), doplnény 10% fe-
talnim telecim sérem (Fetal Calf Serum, FCS), 107 mol/I (107 M) hydrogenuhli¢itan sodnym a
0,1 g/l penicilinem G + streptomycinsulfatem.

PouZitim jednoduchého testovaciho zpiisobu byly stanoveny a porovnany protinddorové ucinky
téchto sloucenin, pfi¢emz byla pouzita pfizpiisobena forma zpéisobu uvedeného v Bergeron et al.,
1984. PouZitymi liniemi nddorovych bungk byly P-388 (suspenzni kultura lymfoidniho novotva-
ru zmysi DBA/2), A-549 (jednovrstvé kultura rakovinového nadoru plic &lovéka), HT-29 (jed-
novrstva kultura rakovinného nadoru tlustého stieva Elovéka) a MEL-28 (jednovrstva kultura
melanomu ¢lovéka).

Buiiky P-388 byly naotkovany do dilkid o velikosti 16 mm v mnozstvi 1 x 10* bunék na dilek
v 1 ml MEM S5FCS obsahujici danou koncentraci léku. Aby se zajistilo, Ze buiiky ziistanou
v exponencialni fazi ristu, byly pro kontrolu naokovany buitky do média neobsahujici 1€k.
Vsechna stanoveni byla provedena duplicitng. Po tfech dnech inkubace pii teploté 37 °C, 10%
CO; v 98% atmosférické vihkosti byly dilky obarveny roztokem krystalové violeti o koncentraci
0,1 %. Porovnanim riistu v diilcich obsahujicich 1ék s kontrolnimi dilky byla stanovena hodnota
IC5o.

Buiiky A-549, HT-29 a MEL-28 byly nao¢kovany do dilki o velikosti 16 mm v mnozstvi 2 x
10* bunék na dilek v 1 ml MEM 10FCS obsahujici danou koncentraci léku. Aby se zajistilo, Ze
buiiky ziistanou v exponencialni fazi ristu, byly pro kontrolu naotkovany buiiky do média neob-
sahujici lék. VSechna stanoveni byla provedena duplicitné. Po tfech dnech inkubace pti teploté
37°C, 10% CO, v 98% atmosférické vihkosti byly dilky obarveny roztokem krystalové violeti o
koncentraci 0,1 %. Porovnanim ristu v dilcich obsahujicich 1ék s kontrolnimi dilky byla stano-
vena hodnota ICs.

1. Raymond J. Bergeron, Paul F. Cavanaugh, jr., Steven J. Kline, Robert G. Hughes, Jr., Gary T.
Elliot and Carl W. Porter. Antineoplastic and antiherpetic activity if spermidine catecholamide
iron chelators. Biochem. Bioph. Res. Comm. 1984, 121(3), pp-848-854.

2. Alan C. Schroeder, Robert G. Hughes, Jr. and Alexander Bloch. Effects of Acyclic Pyrimidine
Nucleoside Analoges. J. Med. Chem. 1981, 24, pp. 1078-1083.
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Cytotoxicky G¢inek
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. ICso (umolfl) (uM)
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L ICs0 (umol/l) (uM)
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. ICso (umolfl) (uM)
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e ICso (nmol/f) (uM)
Sloucenina
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. ICso (umolfl) (uM)
Sloucenina
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Sloucenina 'Coo (umol) (uM)
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. 1Cso (umol/l) (uM)
Sloucenina
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. ICs0 (umol/l) (uM)
Sloucenina
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Sloucenina

ICso (umolfl) (uM)
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. ICso (pmol/l) (uM)
Sloucenina
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ICso (umol/l) (uM)
P-388 A-549 HT-29 |MEL-28| CV-1 |DU-145
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N
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Mezi G€inné slouceniny tohoto vynalezu patii slou€eniny s 10-hydroxy a 1-labilni skupinou.

5 Ve vyhodném provedeni tohoto vynalezu dochazi k nasledujici reakci.

V dal$im vyhodném provedeni tohoto vynalezu dochazi k nasledujici reakci.
10
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Dal§im vyhodnym provedenim tohoto vynalezu je reakce, kde se R', coz je aminomethylenova
skupina, pfeméni na hydroxymethylenovou skupinu.

Dal$im vyhodnym provedenim tohoto vynalezu je reakce, kde slougenina se substituentem R,
coz je hydroxymethylenova skupina, reaguje s ¢inidlem obecného vzorce XXIV,

OH

s (XXIV)
Prota/

kde Fu oznacuje chranénou funkéni skupinu, Prot’ je chrénici skupina a te¢kovana &ara predsta-
vuje piipadnou dvojnou vazbu.

Dals$im vyhodnym provedenim tohoto vynalezu je ptiprava 21-kyano slouc¢eniny obecného vzor-
ce XIX reakei slouceniny obecného vzorce XVII,

(XVII)

kde R', R’, R® R'*® R R" a R'® jsou definovany vyse a R*' je hydroxylova skupina, se zdro-
jem kyanidového iontu, coz vede k pozadované 21-kyano sloucening.

Vynalez se také tykd zpisobt, ve kterych se pouzivaji i jiné sloudeniny obsahujici nukleofil, coz
vede ke vzniku slou¢enin obecného vzorce XIX, kde 21-pozice je chranéna nukleofilni skupinou,
21-Nuc skupinou. 21-Nuc slou¢eninu obecného vzorce XIX s alkylamino substituentem na 21—
pozici lze pfipravit reakei slou¢eniny obecného vzorce XVII, kde R’ je hydroxylova skupina,
s vhodnym alkylaminem. 21-Nuc slougeninu obecného vzorce XIX s alkylthio substituentem na
21-pozici lze také pfipravit reakci slou¢eniny obecného vzorce XVII, kde R je hydroxylova
skupina, s vhodnym alkanthiolem. 21-Nuc slou¢eninu obecného vzorce XIX s o—karbonyl-
alkylovym substituentem na 21—pozici Ize pfipravit reakci slou¢eniny vzorce XVII, kde R*' je
hydroxylova skupina, s vhodnou karbonylovou slougeninou obvykle v pFitomnosti zasady. Pro
jiné 21-Nuc slouceniny existuji jiné syntetické cesty.

Dalsim vyhodnym provedenim tohoto vynalezu je reakce 21-kyano slou¢eniny tohoto vynalezu
za vzniku 21-hydroxylové slouceniny. Takovéto slouceniny maji zajimavé in vivo vlastnosti.
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Ptiklady uskuteénéni vynalezu

Tento vynalez je popsan nasledujicimi pfiklady

Priklad 1

(Boc), 0
EtOH, 7 h, 23 °C

(2)

K roztoku slou¢eniny 2 (21,53 g, 39,17 mmol) v ethanolu (EtOH) (200 ml) se pida anhydrid
terc-butoxykarbonylu ((Boc),0) (7,7 g, 35,25 mmol) a smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu
7 hodin. Poté se reakéni smés zakoncentruje ve vakuu a zbytek se &isti rychlou (flash) sloupco-
vou chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat (EtOAc) 6:4), coz vede ke vzniku slouceniny 14
(20,6 g, 81 %) ve formé zluté pevné latky.

Rf: 0,52 (ethylacetat: CHCl; 5:2).

"H NMR (300 MHz, CDCly): & 6,49 (s, 1H), 6,32 (bs, 1H), 5,26 (bs, 1H), 4,60 (bs, 1H), 4,14 (d,
J=2.4 Hz, 1H), 4,05 (d, J = 2,4 Hz,1H), 3,94 (s, 3H), 3,81 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 3,7 (s, 3H), 3,34
(brd, J = 7,2 Hz, 1H), 3,18 a2 3,00 (m, SH), 2,44 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,24 (s, 3H),
1,82 (s, 3H), 1,80 az 1,65 (m, 1H), 1,48 (s, 9H), 0,85 (d, J = 5,7 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCly): & 185,5, 180,8, 172,7, 155,9, 154,5, 147,3, 143,3, 141,5, 1353,
130,4, 129,2, 127,5, 120,2, 117,4, 116,9, 80,2, 60,7, 60,3, 58,5, 55,9, 55,8, 54,9, 54,4, 50,0, 41,6,
40,3, 28,0, 25,3, 24,0, 18,1, 15,6, 8,5.

ESI-MS m/z: vypo€itana C3;sHy3Ns5Os: 649,7, naméfena (M+H)": 650,3.

Ptiklad 2

MOMBr, DIPEA

'

DMAP, CH,CN,
24'h, 23 °C
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K roztoku slougeniny 14 (20,6 g, 31,75 mmol) v CH;CN (159 ml) se pfi teploté 0 °C za stalého
michani prida diisopropylethylamin (DIPEA) (82,96 ml, 476,2 mmol), methoxymethylenbromid
(MOMBE) (25,9 ml, 317,5 mmol) a dimethylaminopyridin (155 mg, 1,27 mmol). Smés se pfi
teploté 23 °C micha po dobu 24 hodin. Reakéni smés se rychle ochladi na teplotu 0 °C vodnym
roztokem HCI (750 ml) o koncentraci 0,1 mol/l (0,1 N) (pH = 5) a extrahuje se CH,Cl, (2 x
400 ml). Organicka faze se vysusi siranem sodnym a zakoncentruje se ve vakuu. Zbytek se Cisti
rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat s gradientem 4:1 az 3:2), coz vede
ke vzniku slouceniny 15 (17,6 g, 83 %) ve formé Zluté pevné latky.

Rf: 0,38 (hexan:ethylacetat 3:7).

'HNMR (300 MHz, CDCLy): § 6,73 (s, 1H), 5,35 (bs, 1H), 5,13 (s, 2H), 4,50 (bs, 1H), 4,25 (d,
J=2,7 Hz, 1H), 4,03 (d, ] =2,7 Hz,1H), 3,97 (s, 3H), 3,84 (bs, 1H), 3,82 az 3,65 (m, 1H), 3,69
(s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,39 a2 3,37 (m, 1H), 3,20 az 3,00 (m, SH), 2,46 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,33 (s,
3H), 2,23 (s, 3H), 1,85 (s, 3H), 1,73 az 1,63 (m, 1H), 1,29 (s, 9H), 0,93 (d, J=5,1 Hz, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCly): & 1854, 180,9, 172,4, 155,9, 1545, 149,0, 1484, 141,6, 135,1,
131,0, 129.9, 127.6, 124,4, 123,7, 117,3, 99,1, 79,3, 60,7, 59,7, 58,4, 57,5, 56,2, 55,9, 55,0, 54,2,
50,0, 41,4, 39,9, 28,0, 25,2, 24,0, 18,1, 15,6, 8,5.

ESI-MS m/z: vypoéitana C3gHy7NsOq: 693,8, naméfena (M+H)": 694,3.

Ptiklad 3

vodny NaOH/MeOH
2h,0°C ’

(@18)
(15)

Do baiiky obsahujici slougeninu 15 (8 g, 1,5 ml) v methanolu (MeOH) (1,6 1) se pfi teploté 0 °C
ptida vodny roztok hydroxidu sodného (3,21) o koncentraci 1 mol/l (1 M). Reak&ni smés se pfi
této teploté micha po dobu 2 hodin a poté se pfida roztok HCI o koncentraci 6 mol/l (6 M) na pH
= 5. Smés se extrahuje ethylacetatem 3 x 1 1) a organické vrstvy se vysusi siranem sodnym a
zakoncentruji se ve vakuu. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, s gradien-
tem CHCl; a2 CHCly:ethylacetat 2:1), coz vede ke vzniku slouceniny 16 (5,3 mg, 68 %).

Rf: 0,48 (CH;CN:H,O 7:3, RP-C18).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): 8 6,73 (s, 1H), 5,43 (bs, 1H), 5,16 (s, 2H), 4,54 (bs, 1H), 4,26 (d,
J= 1.8 Hz, 1H), 4,04 (d, J = 2,7 Hz,1H), 3,84 (bs, 1), 3,80 az 3,64 (m, 1H), 3,58 (s, 3H), 3.41
a% 3,39 (m, 1H), 3,22 a2 3,06 (m, 5H), 2,49 (d, J = 18,6 Hz, 1H), 2,35 (s, 3H), 2,30 a2 2,25 (m,
1H), 2,24 (s, 3H), 1,87 (s, 3H), 1,45 a2 1,33 (m, 1H), 1,19 (s, 9H), 1,00 (brd, J = 6,6 Hz, 3H).

3¢ NMR (75 MHz, CDCLy): & 184.,9, 180,9, 172,6, 154,7, 151,3, 149,1, 148.6, 144,7, 132,9,

131,3, 129,8, 124,5, 123,7, 1173, 116,8, 99,1, 79,4, 59.8, 58,6, 57,7, 56,2, 55,6, 54,9, 54,5, 41,6,
40,1, 28,0, 25,3, 24,4, 18,1, 15,7, 8,0
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ESI-MS m/z: vypogitana C3sHysNsOy: 679,7, naméiena (M+H)+: 680,3.

Priklad 4

1) H, /10% Pd-C/DMF, 23°C _
2) CICH,Br/Cs,CO,, 100 °C

(16) (17)

K odplynénému roztoku slouceniny 16 (1,8 g, 2,64 mmol) v DMF (dimethylformamid) (221 ml)
se piidd 10% Pd/C (360 mg) a smé&s se micha po dobu 45 min ve vodikové atmosfére (atmosfé-
ricky tlak). Reak&ni smés se prefiltruje v argonové atmosfére pres celit do batiky obsahujici bez-
vody Cs;,CO; (2,58 g, 7,92 mmol). Poté se ke smési pfidd bromchlormethan (3,40 ml,
52,8 mmol), barika se uzavie a smés se pii teplots 100 °C miché po dobu 2 hodin. Reakéni smés
se ochladi, pfefiltruje ptes podlozku z celitu a promyje se CH,Cl,. Organicka vrstva se zakoncen-
truje a vysusi siranem sodnym, coZ vede ke vzniku slou¢eniny 17 ve form& hn&dého oleje, ktery
se bez dalsiho Cisténi pouzije v nasledujicim kroku.

Rf: 0,36 (SiO,, hexan:ethylacetit 1:5).

'H NMR (300 MHz, CDCL): 8 6,68 (s, 1H), 6,05 (bs, 1H), 5,90 (s, 1H), 5,79 (s, 1H), 5,40 (bs,
1H), 5,31 az 5,24 (m, 2H), 4,67 (d, ] = 8,1 Hz, 1H), 4,19 (d, ] = 2,7 Hz,1H), 4,07 (bs, 1H), 4,01
(bs, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,67 (s, 3H), 3,64 az 2,96 (m, 5H), 2,65 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,33 (s, 3H),
2,21 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,01 az 1,95 (m, 1H), 1,28 (s, 9H), 0,87 (d, ] = 6,3 Hz, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCL): § 172,1, 162,6, 154,9, 149,1, 145,7, 135.9, 130,8, 130,7, 125,1,
123,1, 117.8, 100,8, 99,8, 76,6, 59,8, 59,2, 57,7, 57,0, 56,7, 55,8, 55,2, 49,5, 41,6, 40,1, 36,5,
31,9,31,6,29,7,28,2,26,3,25,0, 22,6, 18,2, 15,8, 14.1, 8.8.

ESI-MS m/z: vypotitand C3sH4,NsOy: 693,34, naméfena (M+H)': 694,3.

Ptiklad 5

AllylBr,Cs,CO;
DMF,1h,23 °C
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Do baiiky obsahujici roztok slougeniny 17 (1,83 g, 2,65 mmol) v DMF (13 ml) se pfi teploté 0 °C
ptida Cs,CO; (2,6 g, 7,97 mmol) a allylbromid (AllyIBr) (1,15 ml, 13,28 mmol). Vysledna smés
se pii teplot& 23 °C micha po dobu 1 hodiny. Reaké&ni smés se prefiltruje pres podlozku z celitu a
promyje se CH,Cl,. Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym a zakoncentruje se. Zbytek se
&isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, CHCl;:ethylacetat 1:4), coz vede ke vzniku slou-
eniny 18 (1,08 mg, 56 %) ve forme bilé pevné latky.

Rf: 0,36 (CHCl;:ethylacetat 1:3).

'H NMR (300 MHz, CDCLs): & 6,70 (s, 1H), 6,27 22 6,02 (m, 1H), 5,94 (s, 1H), 5,83 (s, IH), 5,37
(dd, J, = 1,01 Hz, J, = 16,8 Hz, TH), 5,40 (bs, 1H), 5,25 (dd, J; = 1,0 Hz, J = 105 Hz, 1H), 5,10
(s, 2H), 491 (bs, 1H), 4,25 a2 4,22 (m, 1H), 4,21 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 4,14 a2 4,10 (m, 1H), 4,08
(d, § = 2,4 Hz, 1H), 4,00 (bs, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,59 (s, 3H), 3,56 a2 3,35 (m, 2H), 3,26 az 3,20
(m, 2H), 3,05 a2 2,96 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18 Hz, 1H), 2,63 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H), 221
(s, 3H), 2,09 (s, 3H), 1,91 az 1,80 (m, 1H), 1,24 (s, 9H), 0.94 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

13C NMR (75 MHz, CDCly): 8 172,0, 154.8, 148.8, 148.6, 148,4, 144,4, 138,8, 133,7, 1309,
130,3, 125,1, 124,0, 120,9, 117,8, 117.4, 1128, 112,8, 112,6, 101,1,99,2, 73,9, 59,7, 59.3, 57,7,
56,9, 56,8, 56,2, 55,2, 40,1, 34,6, 31,5, 28,1, 26,4, 25,1,22.,6, 18,5, 15,7, 14,0,9,2.

ESI-MS m/z: vypocitana CsoHsNsOo: 733,4, naméfena M+H)": 734,4.

Piiklad 6

12h,23°C

K roztoku slougeniny 18 (0,1 g, 0,137 mmol) v dioxanu (2 ml) se pfida smés HCl/dioxan
(1,46 ml) o koncentraci HCI 4,2 mmol/l (4,2 M) a smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 1,2
hodiny. Reakéni smés se rychle ochladi na teplotu 0 °C nasycenym vodnym roztokem hydroge-
nuhli¢itanu sodného (60 ml) a extrahuje se ethylacetatem (2 x 70 ml). Organicke vrstvy se vysusi
siranem sodnym a zakoncentruji se ve vakuu, c0Z vede ke vzniku slou¢eniny 19 (267 mg, 95 %)
ve formé bilé pevné latky, ktera se bez dalSiho &isténi pouzije v nasledujicich reakcich.

Rf: 0,17 (SiO,, ethylacetat:methanol 10:1).

'HNMR (300 MHz, CDCly): & 6,49 (s, 1H), 6,12 a2 6,00 (m, 1H), 5,94 (s, 1H), 5,86 s, 1H), 3,34
(dd, J, = 1,0 Hz, I, = 17,4 Hz, 1H), 5,25 (dd, J = 1,0 Hz, ] = 10,2 Hz, 1H), 4,18 a2 3,76 (m, 5H),
3,74 (s, 3H), 3,71 a2 3,59 (m, 1H), 3,36 a2 3,20 (m, 4H), 3,01 a2 2,90 (m, 1H), 2,60 (d, J = 18,0
Hz, 1H), 2,29 (5, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,11 (5, 3H), 1,97 a2 1,86 (m, 1H), 0,93 (d, I = 8,7 Hz, 3H).
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PC NMR (75 MHz, CDCL): 8 175,5, 148,4, 146,7, 144,4, 142.4, 1389, 133,7, 131,3, 1283,
1208, 117.9, 117.4, 113,8, 1124, 101,1, 74,2, 60,5, 59,1, 56,5, 56,1, 56,3, 56,0, 55,0, 50.5, 41.6,
39,5,29,5, 26,4,24,9, 21,1, 15.5, 9,33.

ESI-MS m/z: vypogitana C3,H3oNsOg: 589, namétend (M+H)": 590.

Ptiklad 7

fenylisokyanat .
1h, 23 °C

0)\‘ NHCSNHPh
Me

(19) (20)

K roztoku sloudeniny 19 (250 mg, 0,42 mmol) v CH,Cl, (1,5 mmol) se pfida fenylisothiokyanat
(0,3 ml, 2,51 mmol) a smés se pii teplot& 23 °C micha po dobu 1 hodiny. Reakéni smés se zakon-
centruje ve vakuu a zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, s gradientem hexan
az hexan:ethylacetat 5:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny 20 (270 mg, 87 %) ve formé bilé pevné

latky.

Rf: 0,56 (CHCl;:ethylacetat 1:4).

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 8,00 (bs, 1H), 7,45 az 6,97 (m, 4H), 6,10 (s, 1H), 6,08 aZ 6,00 (m,
1H), 5,92 (s, 1H), 5,89 (s, 1H), 5,82 (s, 1H), 5,40 (dd, J=1,5Hz, J = 17,1 Hz, 1H), 3,38 (bs, 1H),
5,23 (dd, J = 1,5 Hz, J = 10,5 Hz, 1H), 4,42 a3 4,36 (m, 1H), 4,19 a7 4,03 (m, 5H), 3,71 (s, 3H),

3.68 22 3,17 (m, 4H), 2,90 (dd, J = 7,8 Hz, J = 18,3 Hz, 1H), 2,57 (d, ] = 18,3 Hz, 1H), 2.25 (s,
3H), 2,12 (s, 3H), 2,10 (s, 3H), 1,90 (dd, J = 12,3 Hz, J = 16,5 Hz, 1H), 0,81 (d, J = 6,9 Hz, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCL;): § 178,4, 171.6, 148,6, 146,8, 144,3, 142,7, 1387, 136,2, 133,6,
130,7, 129,8, 126,6, 124,2, 124,1, 120,9, 120,5, 1177, 117,4, 116,7, 112,6, 112,5, 101,0, 74,0,
69,9, 59,0, 57,0, 56,2, 56,1, 55,0, 53,3, 41,4, 39,7, 26,3, 24,8, 18,3, 15.5, 9.2.

ESI-MS m/z: vypogitana C39H4sNgOgS: 724,8, namétena (M+H)": 725,3.

Pfiklad 8

HCI v dioxanu .
30 minut, 23 °C

(21)
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K roztoku slouceniny 20 (270 mg, 0,37 mmol) v dioxanu (1 ml) se ptidd sm&s HCl/dioxan
(3,5 ml) o koncentraci HCI 4,2 mol/l (4,2 N) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu
30 minut. Poté se ke smési piida ethylacetat (20 ml) a H,O (20 ml) a organicka vrstva se oddgli
dekantaci. Vodna faze se pfi teploté 0 °C zalkalizuje nasycenym vodnym roztokem hydrogenuh-
li¢itanu sodného (60 ml) (pH = 8) a extrahuje se CH,Cl, (2 x 50 ml). Organické extrakty se vysu-
$i siranem sodnym a zakoncentruji se ve vakuu. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatogra-
fii (SiO,, ethylacetat:methanol 5:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny 21 (158 mg, 82 %) ve formé
bilé pevné latky.

Rf: 0,3 (ethylacetat:methanol 1:1).

'HNMR (300 MHz, CDCL): & 6,45 (s, 1H), 6,12 a2 6,03 (m, 1H), 5,91 (s, 1H), 5,85 (s, 1H), 5,38
(dd, J; = 1,2 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,24 (dd, J, = 1,2 Hz, J, = 10,5 Hz, 1H), 4,23 a2 4,09 (m, 4H),
3,98 (d,J = 2,1 Hz, 1H), 3,90 (bs, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,36 az 3,02 (m, SH), 2,72 a2 2,71 (m, 2H),
2,48 (d,J = 18,0 Hz, 1H), 2,33 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 1,85 (dd, J, = 11,7 Hz, J, = 15.6
Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, CDCly): § 148.4, 146,7, 144,4, 142,8, 138,8, 133,8, 130,5, 128.,8, 121,5,
120,8, 118,0, 117,5, 116,9, 113,6, 112,2, 101,1, 74,3, 60,7, 59,9, 58,8, 56,6, 56,5, 55,3, 44,2,
41,8, 29,7, 26,5, 25,7, 15,7, 9,4.

ESI-MS m/z: vypocitana CyH34N4Os: 518,3, naméiena (M+H)"™: 519,2.

Ptiklad 9

TrOCCI, py, CHzC'z
1h,-10°C

v

NH.
(21)

K roztoku slou¢eniny 21 (0,64 g, 1,22 mmol) v CH,Cl, (6,13 ml) se pii teploté —10 °C pfida py-
ridin (py) (0,104 ml, 1,28 mmol) a 2,2,2—trichlorethylchlorformiat (TrocCl) (0,177 ml,
1,28 mmol). Smés se pfi této teplot€¢ micha po dobu 1 hodiny, poté se reakéni smés rychle ochladi
pfidavkem HCI (10 ml) o koncentraci 0,1 mol/l (0,1 N) a extrahuje se CH,Cl, (2 x 10 ml). Orga-
nicka vrstva se vysusi siranem sodnym a zakoncentruje se ve vakuu. Zbytek se &isti rychlou
sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat 1:2), coz vede ke vzniku slouceniny 22 (0,84
g, 98 %) ve forme bilé porézni pevné latky.

Rf: 0,57 (ethylacetat:methanol 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 6,50 (s, 1H), 6,10 a2 6,00 (m, 1H), 6,94 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,87
(d, ] =1,5 Hz, 1H), 5,73 (bs, 1H), 5,37 (dq, J; = 1,5 Hz, J,= 17,1 Hz, 1H), 5,26 (dq, J, = 1,8 Hz,
J,=10,2 Hz, 1H), 4,60 (d,J = 12 Hz, 1H), 4,22 a2 4,10 (m, 4H), 4,19 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,02 (m,
2H), 3,75 (s, 3H), 3,37 a2 3,18 (m, SH), 3,04 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18 Hz, 1H), 2,63 (d, J = 18 Hz,
1H), 2,31 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 1,85 (dd, J; = 12,3 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H).
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BC NMR (75 MHz, CDCls): § 154,3, 148,5, 146,7, 144,5, 142,8, 139,0, 1338, 130,7, 128,7,
121,3, 120,8, 117,8, 117,7, 116,8, 112,7, 101,2, 77,2, 74,3, 60,7, 59,9, 57,0, 56,4, 55,3, 43,3,
41,7,31,6, 26,4, 25,3, 22,6, 15,9, 14,1, 9.,4.

ESI-MS m/z: vypoéitana C;H3sC13N4O5: 694,17, namérena (M+H)": 695,2.

Ptiklad 10

MOMBr, CH;CN, DIPEA
DMAP, 10 h, 30 °C

K roztoku slougeniny 22 (0,32 g, 0,46 mmol) v CH;CN (2,33 ml) se pii teploté 0 °C ptida diiso-
propylethylamin (1,62 ml, 9,34 mmol), brommethylmethylether (0,57 mi, 7,0 mmol) a dimethyl-
aminopyridin (6 mg, 0,046 mmol). Smé&s se udrzuje pii teploté 30 °C po dobu 10 hodin. Reakéni
smés se poté naredi dichlormethanem (30 ml) a pfevede se do vodného roztoku HCI (10 ml) pH =
5. Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym a rozpoustédlo se odstrani destilaci za sniZzeného
tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat 2:1), coz vede
ke vzniku slou¢eniny 23 (0,304 g, 88 %) ve forme bilé porézni pevné latky.

Rf: 0,62 (hexan:ethylacetat 1:3)

'"H NMR (300 MHz, CDCLs): & 6,73 (s, 1H), 6,10 (m, 1H), 5,94 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,88 (d, J =
1,5 Hz, 1H), 5,39 (dq, J; = 1.5 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,26 (dq, J, = 1,8 Hz, J,= 10,2 Hz, 1H),
5,12 (s, 2H), 4,61 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,55 (t, J = 6,6 Hz, 1H), 4,25 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,22 az
4,11 (m, 4H), 4,03 (m, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,38 az 3,21 (m, 5H), 3,05 (dd, J, = 8,1
Hz, J, = 18 Hz, 1H), 2,65 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 1,79 (dd,
J1=12,3 Hz, J,= 15,9 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, CDCly): & 154,3, 148,6, 1484, 144,5, 139,0, 133,6, 130,6, 130,1, 125,07,
124,7, 124,0, 121,1, 117,7, 112,6, 101,2, 99,2, 77,2, 74,4, 74,1, 59,8, 59,8, 57,7, 57,0, 56,8,
56,68, 55,3, 43,2, 41,5,26,4, 25,2, 15,9, 9,3.

ESI-MS m/z: vypocitana C3,H39CI3N4Og: 738,20, nameéiena (M+H)": 739,0.

Priklad 11

vodny AcOH, Zn
7h,23°C
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K suspenzi slouceniny 23 (0,304 mg, 0,41 mmol) v 90% vodném roztoku kyseliny octové (4 ml)
se pfida praSkovy zinek (0,2 g, 6,17 mmol) a smés se pfi teplot& 23 °C micha po dobu 7 hodin.
Smés se prefiltruje pres podlozku z celitu, ktera se promyje CH,Cl,. Organicka vrstva se promyje
nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (15 ml) (pH = 9) a vysusi se siranem
sodnym. Rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku, coz vede ke vzniku slou¢eniny 24
(0,191 g, 83 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,3 (ethylacetat:methanol 5:1).

'"HNMR (300 MHz, CDCLy): § 6,68 (s, 1H), 6,09 (m, 1H), 5,90 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,83 (d,
J=1,5Hz, 1H), 5,39 (dq, J, = 1,5 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,25 (dq, J, = 1,5 Hz, J, = 10,2 Hz, 1H),
5,10 (s, 2H), 4,22 az 4,09 (m, 3H), 3,98 (d, ] = 2,4 Hz, 1H), 3,89 (m, 1H), 3,69 (s, 3H), 3,57 (s,
3H), 3,37 az 3,17 (m, 3H), 3,07 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18 Hz, 1H), 2,71 (m, 2H), 2,48 (d, J = 18
Hz, 1H), 2,33 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,17 (s, 3H), 1,80 (dd, J, = 12,3 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H).

BC NMR (75 MHz, CDCLy): & 148,5, 148,2, 144,3, 138,7, 133,7, 130,7, 129,9, 125,0, 123,9,
121,3, 117.,9, 117,5, 113,6, 112,0, 101,0, 99,2, 74,0, 59,8, 59,7, 58,8, 57,6, 57,0, 56,2, 55,2, 44,2,
41,5, 31,5, 26,4, 25,6, 22,5, 16,7, 14,0, 9,2.

ESI-MS m/z: vypo¢itana C;;H3sN4Og: 562,66, namé&iena (M+H)": 563,1.

Ptiklad 12

H,O, THF, AcOH,NaNO, _
3h,0°C

(25)

K roztoku slou¢eniny 24 (20 mg, 0,035 mmol) ve H,O (0,7 mmol) a THF (tetrahydrofuranu)
(0,7 mmol) se pfi teploté 0 °C piida NaNO, (12 mg, 0,17 mmol) a 90% vodny roztok AcOH
(0,06 ml) a smés se pti teploté 0 °C micha po dobu 3 hodin. Poté se smés nafedi CH,Cl, (5 ml),
organicka vrstva se promyje vodou (1 ml), vysu$i se siranem sodnym a zakoncentruje se ve va-
kuu. Zbytek se &isti rychlou sloupovou chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat 2:1), coz vede ke
vzniku slouc¢eniny 25 (9,8 mg, 50 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,34 (hexan:ethylacetat 1:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCL,): 6,71 (s, 1H), 6,11 (m, 1H), 5,92 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,87 (d, J =
1,5 Hz, 1), 5,42 (dq, J, = 1,5 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,28 (dq, J; = 1,5 Hz, J, = 10,2 Hz, 1H), 5,12
(s, 2H), 4,26 a2 4,09 (m, 3H), 4,05 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,97 (t, J = 3,0 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,67
az 3,32 (m, 4H), 3,58 (s, 3H), 3,24 (dd, J; =2,7 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 3,12 (dd, J, = 8,1 Hz, J, =
18,0 Hz, 1H), 2,51 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,12 (s, 3H), 1,83 (dd, J, = 12,3
Hz, J, = 15,9 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, CDCL): & 148,7, 148,4, 138,9, 133,7, 131,1, 129,4, 125,1, 123,9, 120,7,

117,6, 117,5, 113,2, 112,3, 101,1, 99,2, 74,0, 63,2, 59,8, 59,7, 57,9, 57,7, 57,0, 56,5, 55,2, 41,6,
29,6, 26,1, 25,6, 22,6, 15,7, 9,2.
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ESI-MS m/z: vypogitana C;;H3;N307: 563,64, naméfena (M+H)": 564,1.

Ptiklad 13

S KD

. 2,22 trichlorethylchlorformiat

NHTroc
NHLCI X 4
: O NaH, THF, zpétny chladic O

(29)

K suspenzi hydridu sodného (354 mg, 8,86 mmol) v THF (40 ml) se pfi teploté 23 °C pfida vy-
chozi latka (2,0 g, 5,90 mmol). K této suspenzi se pii teploté 23 °C ptida allylchlorformiatem
(1,135 ml, 8,25 mmol) a suspenze se poté pod zpétnym chladi¢em vaii po dobu 3 hodin. Suspen-
ze se ochladi, prefiltruje, pevny zbytek se promyje ethylacetatem (100 ml) a filtrat se zakoncen-
truje. Olejovity zbytek se natedi hexanem (100 ml) a pfi teploté 4 °C se neché stat pfes noc. Roz-
poustédlo se oddéli dekantaci a ke svétle Zluté kasi se pfida CH,Cl, (20 ml) a vysraZzi se hexanem
(100 ml). Po uplynuti 10 minut se rozpoustédlo op&t oddé&li dekantaci. Postup se opakuje dokud
nevznikne bila pevna latka. Bila pevna latka se piefiltruje a vysusi, coz vede ke vzniku slouceni-
ny 29 (1,80 g, 65 %) ve formé bilé pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, CDCL): § 7,74 (d, ] = 7,5 Hz, 2H), 7,62 (d, ] = 6,9 Hz, 2H), 7,33 (t, I = 7.5
Hz, 2H), 7,30 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 5,71 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4,73 (d, ] = 7,8 Hz, 2H), 4,59 (m, 1H),
4,11 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,17 (dd, J = 6,0 Hz, J = 2,7 Hz, 2H), 3,20 (dd, J= 5,4 Hz, J = 2,1 Hz,
2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & 173,6, 152,7, 144,0, 139,7, 137,8, 126,0, 125,6, 123,4, 1183,
73,4, 52,4, 45,5, 35,8, 33,7.

ESI-MS m/z: vypocitana CyH;sCIsNO4S: 474,8, namérena (M+Na): 497,8.

Priklad 14

oj\Hl/\s .O

NHTroc
» ) |
EDCHCI, CH,Cl,, 3h, 23 °C O
PN

NHTroc

(30) O

Smés sloueniny 25 (585 mg, 1,03 mmol) a slouceniny 29 (1,47 mg, 3,11 mmol) se azeotropicky
destiluje s bezvodym toluenem (3 x 10 ml). K roztoku slou¢eniny 25 a sloueniny 29 v bezvodém
CHyCl, (40 ml) se pfi teploté 23 °C ptida DMAP (633 mg, 5,18 mmol) a EDC-HCI (1,3~
dimethylaminopropyl-3—ethylkarbodiimidhydrochlorid) (994 mg, 5,18 mmol). Reakéni smés se
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pii teploté 23 °C micha po dobu 3 hodin. Smés se rozdé&li nasycenym vodnym roztokem hydro-
genuhli¢itanu sodného (50 ml) a vrstvy se oddéli. Vodna vrstva se promyje CH,Cl, (50 ml). Or-
ganické vrstvy se vysusi siranem sodnym, prefiltruji a zakoncentruji se. Zbytek se &isti rychlou
sloupcovou chromatografii (ethylacetat:hexan 1:3), coz vede ke vzniku slougeniny 30 (1,00 g, 95
%) ve formé€ svétle krémové zluté pevné latky.

'HNMR (300 MHz, CDCLy): § 7,72 (m, 2H), 7,52 (m, 2H), 7,38 (m, 2H), 7,28 (m, 2H), 6,65 (s,
1H), 6,03 (m, 1H), 5,92 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,79 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,39 (m, 1H), 5,29 (dq, J =
10,3 Hz, J = 1,5 Hz, 1H), 5,10 (s, 2H), 4,73 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,66 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,53
(m, 1H), 4,36 a2 3,96 (m, 9H), 3,89 (¢, J = 6,4 Hz, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,55 (s, 3H), 3,33 (m, 1H),
3,20 (m, 2H), 2,94 (m, 3H), 2,59 (m, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 1,83 (dd,
J=16,0 Hz, ] = 11,9 Hz, 1H).

PC NMR (75 MHz, CDCly): § 169,7, 154,0, 148.8, 148,4, 145,7, 144,5, 140,9, 139,0, 133,7,
130,9, 130,6, 127,6, 127,0, 124,8, 124,6, 124,1, 120,8, 119,9, 118,2, 117,7, 117,3, 112,7, 112,1,
101,3, 99,2, 74,7, 73,9, 64,4, 59,8, 57,7, 57,0, 56,8, 55,4, 53,3, 46,7, 41,4, 36,5, 34,7, 31,5, 26,4,
24,9, 22,6, 15,7, 14,0, 9,1.

ESI-MS m/z: vypogitana Cs;Hs3CI3N4O10S: 1020,4, namétena (M+H)"™: 1021,2.

Piiklad 15

BuySnH, (PPh,),PdCl,
ACOH, CH,Cl,

(30) 31

K roztoku slouceniny 30 (845 mg, 0,82 mmol), kyseliny octové (500 mg, 8,28 mmol) a dichlor-
bis(trifenylfosfin) palladnaty ((PPh;),PdCl,) (29 mg, 0,04 mmol) v bezvodém CH,Cl, (20 ml) se
pii teploté 23 °C po kapkach pfida tributylstanniumhydrid (BussNh) (650 mg, 2,23 mmol). Re-
ak¢ni smés se pfi této teploté probublavanim micha po dobu 15 min. Zbytek se rychle ochladi
vodou (50 ml) a extrahuje se CH,Cl, (3 x 50 ml). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym,
piefiltruje se a zakoncentruje se. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (ethyla-
cetat:hexan s gradientem 1:5 az 1:3), coZ vede ke vzniku slou¢eniny 31 (730 mg, 90 %) ve formé
svétle krémové zluté pevné latky.

'HNMR (300 MHz, CDCLy): § 7,72 (m, 2H), 7,56 (m, 2H), 7,37 (m, 2H), 7,30 (m, 2H), 6,65 (s,
1H), 5,89 (s, 1H), 5,77 (s, 1H), 5,74 (s, 1H), 5,36 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 5,32 (d, J = 5,9 Hz, 1H),
5,20 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 4,75 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,73 (m, 1H), 4,48 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,08
(m, 4H), 3,89 (m, 1H), 3,86 (t, J = 6,2 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,69 (s, 3H), 3,38 (m, 1H), 3,25 (m,
1H), 3,02 az 2,89 (m, 4H), 2,67 (s, 1H), 2,61 (s, 1H), 2,51 (dd, J = 14,3 Hz, J = 4,5 Hz, 1H), 2,29
(s, 3H), 2,23 (s, 3H), 1,95 (s, 3H), 1,83 (m, 1H).
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BC NMR (75 MHz, CDCL): & 168,2, 152,5, 148,1, 146,2, 144,4, 144,3, 143,3, 139,6, 134,6,
129,7, 129.6, 126,2, 125,6, 123,4, 123,3, 121,6, 118,5, 116,3, 110,7, 110,2, 105,1, 99,4, 98,5,
75,2, 73,3, 61,7, 58,4, 57,9, 56,3, 56,1, 55,1, 54,7, 53,9, 51,9, 45,2, 40,1, 35,6, 33,3, 24,8, 23,3,
14,5, 7.3.

ESI-MS m/z: vypogitana CysHysClsN4O0S: 980,3, naméfena (M+H)': 981,2.

Priklad 16

(PhSe0),0

CH,Cl

(31) (32)

K roztoku slouceniny 31 (310 mg, 0,32 mmol) v bezvodém CH,Cl, (15 ml) se pti teplote —10 °C
pomoci kanyly ptida 70% roztok anhydridu kyseliny benzenselenové ((PhSeO),0) (165 mg,
0,32 mmol) v bezvodém CH,Cl, (7 ml), pfi¢emz tato teplota se udrzuje. Reakéni smés se pfi tep-
loté —10 °C mich4 po dobu S minut. Pfi této teploté se ke smési pfida nasyceny vodny roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného (30 ml). Vodna vrstva se promyje CH,Cl, (40 ml). Organické vrstvy
se vysu$i siranem sodnym, ptefiltruji a zakoncentruji. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chro-
matografii (ethylacetat:hexan s gradientem 1:5 az 1:1), coz vede ke vzniku slouceniny 32 (287
mg, 91 %, HPLC 91,3 %) ve formé svétle krémové Zluté pevné latky tvofené dvéma izomery
(65:35), které se pouziji v nasledujicim kroku.

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 8 (smés izomerit) 7,76 (m, 4H), 7,65 (m, 4H), 7,39 (m, 4H), 7,29
(m, 4H), 6,62 (s, 1H), 6,55 (s, 1H), 5,79 az 5,63 (m, 6H), 5,09 (s, 1H), 5,02 (d, J = 6,0 Hz, 1H),
4,99 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 4,80 az 4,63 (m, 6H), 4,60 (m, 1H), 4,50 (m, 1H), 4,38 (d, ] = 12,8 Hz,
J=7,5Hz, 1H), 4,27 (dd, J= 12,8 Hz, J = 7,5 Hz, 1H), 4,16 az 3,90 (m, 10H), 3,84 (s, 3H), 3,62
(s, 3H), 3,50 (s, 3H), 3,49 (s, 3H), 3,33 az 2,83 (m, 14H), 2,45 az 2,18 (m, 2H), 2,21 (s, 6H), 2,17
(s, 6H), 1,77 (s, 6H), 1,67 (m, 2H).

C NMR (75 MHz, CDCL): & (smés izomert) 168,6, 168,4, 158,6, 154,8, 152,8, 152,5, 1473,
147,2, 146,8, 144,1, 144,0, 140,8, 139,7, 137,1, 129,8, 129,3, 128,4, 128,7, 126,5, 125,5, 123,7,
123,6, 123,5, 123,4, 122,2, 121,3, 118,3, 115,8, 115,5, 110,2, 106,9, 103,5, 103,2, 100,1, 99,6,
97,9, 97,7, 93,8, 73,4, 70,9, 69,2, 64,9, 62,5, 59,3, 58,9, 58,4, 56,7, 56,3, 56,2, 55,4, 55,2, 55,1,
54,9, 54,7, 54,3, 54,1, 53,8, 52,8, 45,5, 40,5, 40,0, 39,8, 35,8, 35,5, 33,9, 33,7, 30,1, 28,8, 24,2,
24,1, 21,2, 14,5, 14,4, 12,7, 6,0, 5,7.

ESI-MS m/z: vypoéitana C4sH4oC13N,0;;S: 996,3, naméiena (M+H)": 997.2.
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Priklad 17

1) DMSO, T,0

2) DIPEA
3) terc BuOH
0 N'Bu
S
OJY\S ' Me,N™ "NMe,
NHTroc O 5) Ac,0, CH,Cl,
(32) 33)

Reak¢ni bailka se dvakrat vyziha, nékolikrat se promyje argonem a udrzuje se v argonové atmo-
sféte. K roztoku DMSO (39,1 ml, 0,55 mmol, 5 ekvivalentil) v bezvodém CH,Cl, (4,5 ml) se pfi
teploté —78 °C po kapkach ptida anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (Tf,0) (37,3 ml,
0,22 mmol, 2 ekvivalenty). Reak¢ni smés se pfi teploté —78 °C micha po dobu 20 minut, poté se
pomoci kanyly pfi teploté —78 °C ptida roztok slouceniny 32 (110 mg, 0,11 mmol, HPLC 91,3
%) v bezvodém CH,Cl, (1 ml jako hlavni ptidavek a 0,5 ml na promyti). Béhem pfidavani se
v barikach udrZzuje teplota —78 °C a barva se zméni ze Zluté na hnédou. Reakéni smés se pfi teplo-
t€ —40 °C micha po dobu 35 minut. B&hem tohoto ¢asového intervalu se roztok zméni ze Zluté na
tmavé zelenou. Po uplynuti této doby se po kapkach pfida 'ProNEt (diisopropylethylamin)
(153 ml, 0,88 mmol, 8 ekvivalentil), reakéni smés se pfi teploté 0 °C necha reagovat po dobu 45
minut a béhem této doby se barva roztoku zméni na hnédou. Poté se k reakéni smési po kapkach
pfida terc.butanol (terc.BuOH) (41,6 ml, 0,44 mmol, 4 ekvivalenty) a 2-terc.butyl-1,1,3,3—
tetramethylguanidin (132,8 ml, 0,77 mmol, 7 ekvivalentit) a smés se pfi teploté 23 °C micha po
dobu 40 minut. Po uplynuti této doby se kreakéni smési po kapkach pfidd acetanhydrid
(104,3 ml, 1,10 mmol, 10 ekvivalent) a smés se necha reagovat pfi teploté 23 °C po vice nez 1
hodiny. Poté se reakéni smés nafedi CH,Cl, (20 ml) a promyje se nasycenym vodnym roztokem
NH,4C1 (50 ml), hydrogenuhli¢itanu sodného (50 ml) a chloridu sodného (50 ml). Organické vrst-
vy se vysusi siranem sodnym, prefiltruji a zakoncentruji se. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou
chromatografii (eluent ethylacetat:hexan s gradientem 1:3 az 1:2), coZ vede ke vzniku slou¢eniny
33 (54 mg, 58 %) ve forme svétle Zluté pevné latky.

'"HNMR (300 MHz, CDCL;): & 6,85 (s, 1H), 6,09 (s, 1H), 5,99 (s, 1H), 5,20 (d, J = 5,8 Hz, 1H),
5,14 (d, 1= 5,3 Hz, 1H), 5,03 (m, 1H), 4,82 (d, J = 12,2 Hz, 1H), 4,63 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 4,52
(m, 1H), 4,35 az 4,17 (m, 4H), 3,76 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,45 (m, 2H), 2,91 (m, 2H), 2,32 (s,
3H), 2,28 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,12 (m, 2H), 2,03 (s, 3H).

PC NMR (75 MHz, CDCly): § 168,5, 167,2, 152,7, 148,1, 147,1, 144,5, 139,6, 139,1, 130.5,
129,0, 123,7, 123,5, 123,3, 118,8, 116,5, 112,1, 100,6, 97,8, 73,3, 60,5, 59,4, 59,2, 58,3, 57,6,
57,4, 56,1, 53,3, 53,1, 40,6, 40,0, 31,0, 22,2, 18,9, 14,4, §,1.

ESI-MS m/z: vypocitana CssH30C1sN4O4;S: 842,1, namérena (M+H)": 843,1.
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Priklad 18

I\|4e
TrocHN O

TMSCI, Nal

CH,Cl,, CHyCN

(33) (34)

K roztoku slougeniny 33 (12 mg, 0,014 mmol) v suchém dichlormethanu (1,2 ml) a pro HPLC
pouzitelném acetonitrilu (1,2 ml) se pfi teploté¢ 23 °C ptida jodid sodny (21 mg, 0,14 mmol) a
Cerstvé predestilovany (pouZitim hydridu vapenatého za atmosférického tlaku) trimethylsilylchlo-
rid (TMSCI) (15,4 mg, 0,14 mmol). Reakéni smés zméni barvu na oranzovou. Po uplynuti 15
minut se roztok nafedi dichlormethanem (10 mi) a promyje se ¢erstvym nasycenym vodnym roz-
tokem Na,S,0, (3 x 10 ml). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, ptefiltruje se a zakon-
centruje se, coz vede ke vzniku sloudeniny 34 (13 mg, kvantitativni) ve formé svétle Zluté pevné
latky, ktera se pouzije bez dal$iho ¢isténi.

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,85 (s, 1H), 6,09 (s, 1H), 5,99 (s, 1H), 5,27 (d, J = 5,8 Hz, 1H),
5,14 (d, J= 5,3 Hz, 1H), 5,03 (d, J = 11,9 Hz, 1H), 4,82 (d, J = 12,2 Hz, 1H), 4,63 (d, J= 13,0
Hz, 1H), 4,52 (m, 1H), 4,34 (m, 1H), 4,27 (bs, 1H), 4,18 (m, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,44
(m, 1H), 3,42 (m, 1H), 2,91 (m, 2H), 2,32 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,03 (s, 3H).

ESI-MS m/z: vypoéitana C33H3sN4O40S: 798,1, naméfena (M+H)": 799,1.

Priklad 19

TrocHN
8] 0
AcO AcQO
Me
Me vodny ACOH _

0 Zn o}

o -0
(34) (35)

K roztoku slouceniny 34 (13 mg, 0,016 mmol) ve smési kyselina octova/voda (90:10, 1 ml) se pfi
teploté 23 °C ptida praskovy zinek (5,3 mg, 0,081 mmol). Reakéni smés se udrzuje pfi teploté
70 °C po dobu 6 hodin. Po uplynuti této doby se smés ochladi na teplotu 23 °C, nafedi se CH,Cl,
(20 ml) a promyje se nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (15 ml) a vod-
nym roztokem Et;N (triethylamin) (15 ml). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefil-
truje se a zakoncentruje se. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (oxid kiemidity—
NH,, eluent ethylacetat:hexan s gradientem 0:100 az 50:50), coz vede ke vzniku slouéeniny 35
(6,8 mg, 77 % pro dva kroky) ve forme svétle zluté pevné latky.
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'HNMR (300 MHz, CDCL;): § 6,51 (s, 1H), 6,03 (dd, J = 1,3 Hz, ] = 26,5 Hz, 2H), 5,75 (bs, 1H),
5,02 (d,J = 11,6 Hz, 1H), 4,52 (m, 1H), 4,25 (m, 2H), 4,18 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 4,12 (dd, J = 1,9
Hz, J = 11,5 Hz, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,40 (m, 2H), 3,26 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 2,88 (m, 2H), 2,30 az
2,10 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 2,02 (s, 3H).

PC NMR (75 MHz, CDCl5): § 174,1, 168,4, 147,8, 145,4, 142,9, 140,8, 140,1, 131,7, 130,2,
129,1, 128,3, 120,4, 118,3, 117,9, 113,8, 111,7, 101,7, 61,2, 59,8, 59,2, 58,9, 54,4, 53,8, 54,4,
41,3, 41,5, 34,1, 23,6, 20,3, 15,5, 9,4.

ESI-MS m/z: vypo¢itana Cs3;H3sN,O4S: 622,7, naméfena (M+H)": 623,2.

Piiklad 20

]
Me |

2) DBU, DMF, CH,Cl,
3) (COzH),

(35) (36)

K roztoku N-methylpyridin—4—karboxaldehydjodidu (378 mg, 1,5 mmol) v bezvodém DMF
(5,8 ml) se pfida bezvody toluen (2 x 10 ml), aby se pomoci azeotropické destilace toluenu elimi-
noval obsah vody. Poté se k tomuto oranzovému roztoku pomoci kanyly pfi teploté 23 °C ptida
roztok slouceniny 35 (134 mg, 0,21 mmol), pfedem upraveny bezvodym toluenem (2 x 10 ml),
v bezvodém CH,Cl, (destilovany s CaH,, 7,2 ml). Reakéni smé&s se pfi teploté 23 °C micha po
dobu 4 hodin. Po uplynuti této doby se pfi teploté 23 °C po kapkach pfida DBU (32,2 pl,
0,21 mmol) a pfi teploté 23 °C se micha po dobu 15 minut. K reakéni smési se pfida Serstvy na-
syceny vodny roztok kyseliny $tavelové (5,8 ml) a smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 30
minut. Poté se reakéni smés ochladi na teplotu 0 °C a po Castech se ptida NaHCO; a nasledné se
pfida nasyceny vodny roztok NaHCO;. Smés se extrahuje Et,O (diethylether). K vodné vrstvé se
piida K,CO; a smés se extrahuje EtO. Organické vrstvy se vysusi MgSO, a rozpoustédlo se od-
strani destilaci za sniZzeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (EtOAc:-
hexan 1:3 az 1:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny 36 (77 mg, 57 %) ve formé svétle Zluté pevné
latky.

'HNMR (300 MHz, CDCL): § 6,48 (s, 1H), 6,11 (d, J= 1,3 Hz, 1H), 6,02 (d, J = 1,3 Hz, 1H),
5,70 (bs, 1H), 5,09 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 4,66 (bs, 1H), 4,39 (m, 1H), 4,27 (d, J = 5,6 Hz, 1H),
421(d,J=10,5 Hz, 1H), 4,16 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H), 3,54 (d, ] = 5,1 Hz, 1H), 3,42 (d,
J=5,8 Hz, 1H), 2,88 a2 2,54 (m, 3H), 2,32 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,04 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCly): § 186,7, 168,5, 160,5, 1471, 146,4, 142,9, 141,6, 140,7, 130,4,
129,8, 121,7 (2C), 120,0, 117,8, 117,1, 113,5, 102,2, 61,7, 61,4, 60,3, 59,8, 58,9, 54,6, 41,6, 36,9,
29,7,24,1,20,3, 15,8, 14,1, 9,6.

ESI-MS m/z: vypoéitana C3;H3N3OoS: 621,7, naméfena (M+H)": 622,2.
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Priklad 21

silikagel, EtOH

(36) (Et-770)

K roztoku slougeniny 36 (49 mg, 0,08 mmol) a 2-[3-hydroxy—4—methoxyfenyl]ethylaminu
(46,2 mg, 0,27 mmol) v ethanolu (2,5 ml) se pii teploté 23 °C prida silikagel (105 mg). Reak¢ni
smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 14 hodin. Smés se nafedi hexanem a prolije se kolonou
na sloupcovou chromatografii (ethylacetat:hexan 1:3 az 1:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny ET-
770 (55 mg, 90 %) ve formé svétle zluté pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,60 (s, 1H), 6,47 (s, 1H), 6,45 (s, 1H), 6,05 (s, 1H), 5,98 (s, 1H),
5,02 (d, J = 11,4 Hz, 1H), 4,57 (bs, 1H), 4,32 (bs, 1H), 4,28 (d, J= 5,3 Hz, 1H), 4,18 (d, J = 2.5
Hz, 1H), 4,12 (dd, J = 2,1 Hz, ] = 11,5 Hz, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,62 (s, 3H), 3,50 (d, ] = 5,0 Hz,
1H), 3,42 (m, 1H), 3,10 (ddd, J; = 4,0 Hz, J, = 10,0 Hz, J; = 11,0 Hz, 1H), 2,94 (m, 2H), 2,79 (m,
1H), 2,61 (m, 1H), 2,47 (m, 1H), 2,35 (m, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,09 (m,
1H), 2,04 (s, 3H).

ESI-MS m/z: vypocitana C4Hs,N4O10S: 770,7, namétena (M+H)": 771,2.

Priklad 22

ftalanhydrid, CH,Cl,, CDI _
17 h,23 °C

- Og
(21) (27)

K roztoku slouceniny 21 (22 mg, 0,042 mmol) v CH,Cl, (0,8 ml) se pfida ftalanhydrid (6,44 mg,
0,042 mmol) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 2 hodin. Poté se ptida karbonyl-
diimidazol (CDI) (1 mg, 0,006 mmol) a smé&s se pfi teploté 23 °C micha po dobu 7 hodin. Poté se
opét ptida karbonyldiimidazol (5,86 mg, 0,035 ml) a smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 17
hodin. Roztok se nafedi CH,Cl, (15 ml) a promyje se HCI (15 ml) o koncentraci 0,1 mmol/l
(0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, prefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za sniZzeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, he-

xan:ethylacetat 2:1), coz vede ke vzniku sloudeniny 27 (26,4 mg, 96 %) ve formé bilé pevné lat-
ky.

Rf: 0,58 (ethylacetat).
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'"H NMR (300 MHz, CDCL3): § 7,73 a2 7,64 (m, 4H), 6,40 (s, 1H), 6,12 a% 6,01 (m, 1H), 5,63 (s,
1H) 5,58 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,37 (dd, J; = 1,8 Hz, J, = 17,4 Hz, 1H), 5,23 (dd, J; = 1,8 Hz, J, =
10,5 Hz, 1H), 5,12 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 4,22 a7 4,15 (m, 3H), 4,08 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 3,68 (s,
3H), 3,59 az 3,55 (m, 2H), 3,35 (d, ] = 8,1 Hz, 1H), 3,27 a2 3,16 (m, 2H), 3,05 (dd, J, = 8,1 Hz, J,
= 18,3 Hz, 1H), 2,64 (d, J = 18,0 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 1,80 (dd, J, =
11,4 Hz, J, = 15 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, CDCL): & 167,7, 148,9, 146,4, 144.2, 142,6, 139,5, 134,0, 133,5, 132,0,
131,0, 1283, 123,0, 121,3, 120,9, 118,1, 117,5, 116,8, 113,6, 112,4, 100,8, 74,5, 60,6, 60,5, 57,7,
56,6, 55,6, 55,5, 42,3, 41,7, 26,6, 25,5, 15,9, 9,46.

ESI-MS m/z: vypoéitana C3;H3sN,07: 648,79, namétena (M+H)+: 649,3.

Ptiklad 23

(PPh,),PdCl,, BuySnH
ACOH, CH,Cl,, 2 h

o o N-0
(271) 28)

K roztoku slou&eniny 27 (26 mg, 0,041 mmol) v CH,Cl, (11 ml) se pfi teploté 23 °C ptida kyse-
lina octova (11 ml), (PPh;),PdCl, (2,36 mg) a Bu;SnH (28 ml, 0,10 mmol). Smés se pfi této tep-
loté¢ micha po dobu 2 hodin a poté se prolije kolonou na sloupcovou chromatografii (SiO,,
s gradientem hexan az hexan:ethylacetat 2:1), coz vede ke vzniku slouCeniny 28 (24,7 mg, 99 %)
ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,33 (hexan:ethylacetat 2:1).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): & 7,75 a2 7,70 (m, 2H), 7,69 az 7,65 (m, 2H), 6,39 (s, IH), 5,82 (bs,
1H) 5,50 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,0 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 4,45 (bs, 1H), 4,23 a7 4,19 (m, 2H), 4,10 az
4,09 (m, 1H), 3,73 (s, 3H), 3,60 aZ 3,48 (m, 2H), 3,36 az 3,33 (m, 1H), 3,26 az 3,20 (m, 1H), 3,14
az 3,08 (m, 1H), 3,98 (d, J = 14,4 Hz, 1H), 2,61 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H), 2,23 (s, 3H),
2,06 (s, 3H), 1,85 (dd, J, = 12 Hz, J, = 15,3 Hz, 1H).

BC NMR (75 MHz, CDCly): & 167,8, 146,4, 145,1, 143,9, 142,7, 137,1, 133,5, 131,9, 130.8,
128.4, 122.9, 120,8, 118,0, 116,8, 114,0, 113,4, 106,4, 100,4, 60,6, 60,5, 57,8, 56,6, 55,5, 55,2,
42,6, 41,5,25,6, 25,5, 15,8, 8,9.

ESI-MS m/z: vypoéitana C;4H3,N4O5: 608,6, naméfena (M+H)+: 609,2.
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Priklad 24

AcCl, py, CH,Cl,
1h,0°C

v

(28) (fthalascidin)

K roztoku slouceniny 28 (357 mg, 0,058 mmol) v CH,Cl, (3 ml) se pfi teploté 0 °C prida acetyl-
chlorid (41,58 ml, 0,58 mmol) a pyridin (47,3 ml, 0,58 ml). Reakéni smés se micha po dobu 1
hodiny, poté se roztok natedi CH,Cl, (15 ml) a promyje se HCI (15 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, pfefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se ¢&isti rychlou sloupcovou chromatografii (RP-18,
CH;CN:H,0 60:40), coz vede ke vzniku fthalascidinu (354 mg, 94 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,37 (CH;CN:H,0 7:3, RP-18).

'"H NMR (300 MHz, CDCly): 8 7,72 a2 7,68 (m, 2H), 7,67 a2 7,63 (m, 2H), 6,38 (s, 1H), 5,69 (d,
J=12 Hz, 1H), 5,64 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,30 (bs, 1H), 4,25 a2 4,21 (m, 2H), 4,02 (d, J = 2,1 Hz,
1H), 3,64 az 3,62 (m, 5H), 3,33 (d, ] = 8,4 Hz, 1H), 3,21 a# 3,16 (m, 1H), 3,02 (dd, J; = 8,1 Hz,
J,=18 Hz, 1H), 2,76 (dd, J, = 1,8 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 2,63 (d, ] = 17,7 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H),
2,28 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,0 (s, 3H), 1,73 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 15,3 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, CDCls): 6 168,5, 167,6, 146,2, 144,2, 142,5, 141,0, 140,5, 133,4, 131,8,
130,7, 128,2, 120,9, 120,8, 117,9, 116,4, 113,6, 101,1, 60,4, 60,0, 57,0, 56,3, 55,6, 55,4, 41,6,
41,5, 26,5, 25,2, 20,2, 15,7, 9,4.

ESI-MS m/z: vypocitana C;sH34N4Og: 650, naméfena (M+H)™: 651,2.

Piiklad 25

AcCl, py, CH,Cl,
2h,0°C

v
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K roztoku slouceniny 17 (300 mg, 0,432 mmol) v CH,Cl, (2 ml) se pii teplots 0 °C prida acetyl-
chlorid (AcCl) (30,7 ml, 0,432 mmol) a pyridin (34,9 ml, 0,432 mmol). Reakéni smés se pfi této
teploté micha po dobu 2 hodin, poté se roztok natedi CH,Cl, (15 ml) a promyje se HCI (15 ml) o
koncentraci 0,1 mol/I (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, prefiltruje se a roz-
poustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku, coZ vede ke vzniku slouCeniny 42 (318 mg,
100 %) ve formé bilé pevné latky, ktera se bez dalsiho &isténi pouzije v nasledujicich reakcich.

Rf: 0,5 (ethylacetat:methanol 5:1).

'HNMR (300 MHz, CDCly): § 6,66 (s, 1H), 5,93 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,83 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
5,42 (t, ] = 6,6 Hz, 1H), 5,07 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 4,98 (d, ] = 5,7 Hz, 1H), 4,16 (d, ] = 1.8 Hz,
IH), 4,11 (d, ) =2,7 Hz, 1H), 3,98 (bs, 1H), 3,73 aZ 3,61 (m, 2H), 3,64 (s, 3H), 3,52 a7 3,48 (m,
1H), 3,50 (s, 3H), 3,33 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 3,17 a% 3,14 (m, 1H), 2,97 a7 2,87 (m, 1H), 2,75 az
2,70 (d,J = 16,8 Hz, 1H), 2,26 (s, 6H), 2,16 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 1,70 (dd, J, = 11,7 Hz, J, = 15.6
Hz, 1H), 1,33 (s, 9H), 0,59 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

“C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 172,0, 168,3, 162,3, 148,2, 144,4, 140,4, 140,2, 130,9, 130,5,
125,3, 123,4, 120,8, 117,6, 112,7, 111,7, 101,4, 99,1, 79,2, 59,5, 58,8, 57,5, 57,4, 56,4, 55,5,
55,0, 41,3, 39,0, 28,2, 26,4, 24,6, 19,9, 18,4, 15,4, 9,1.

ESI-MS m/z: vypocitana C;sHsoNsO,o: 735,82, naméfena (M+H)": 736,3.

Priklad 26

TFA,CH,Cl,
35h,23°C

(43)

K roztoku slouceniny 42 (318 mg, 0,432 mmol) v CH,Cl, (2,16 ml) se piida kyselina trifluoroc-
tova (TFA) (1,33 ml, 17,30 mmol) a reakéni smé&s se pfi teploté 23 °C micha po dobu 3,5 hodiny.
Reak¢ni smés se rychle ochladi na teplotu 0 °C nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu
sodného (60 ml) a extrahuje se CH,Cl, (2 x 70 ml). Organickeé vrstvy se vysusi siranem sodnym a
zakoncentruji se ve vakuu. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, ethyla-
cetat:methanol 20:1), coZ vede ke vzniku slou¢eniny 43 (154 mg, 60 %) ve formé& bilé pevné
latky.

Rf: 0,22 (ethylacetat:methanol 5:1).

'"HNMR (300 MHz, CDCL): § 6,47 (s, 1H), 6,22 (bs, 1H), 5,95 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,88 (d, J =
1,2 Hz, 1H), 4,08 a2 4,06 (m, 2H), 4,01 (bs, 1H), 3,69 (s, 3H), 3,49 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 3,33 (d,
J=8,1 Hz, 1H), 3,26 a2 3,22 (m, 1H), 2,95 (dd, J; = 8,1 Hz, J, = 18 Hz, 1H), 2,80 az 2,76 (m,
2H), 2,58 (d, ] = 18 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,27 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 1,77 (dd, J, =
12,3 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 0,90 (d, J = 6,9 Hz, 3H).
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3C NMR (75 MHz, CDCly): & 174,8, 169,0, 146,8, 144,4, 142,8, 140,5, 140,2, 131,1, 12838,
120,8, 120,5, 1171, 112,9, 111,6, 101,5, 60,3, 59,0, 56,5, 56,3, 55,6, 55,1, 50,2, 41,6, 39,5, 26,8,
26,3, 24,9, 20,2, 15,4, 9,2.

ESI-MS m/z: vypogitana Cs;H37NsO7: 591,65, naméfena (M+H)™: 592,3.

Priklad 27

PhNCS, CH,Cly
2h,23°C

NHCSNHPh
Me

(a4)

K roztoku sloudeniny 43 (154 mg, 0,26 mmol) v CH,Cl, (1,3 ml) se piida fenylizothiokyanat
(PhNCS) (186 ml, 1,56 mmol) a smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 2 hodin. Reak¢ni smés
se zakoncentruje ve vakuu a zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,,
s gradientem hexan aZ hexan:ethylacetat 1:1), coz vede ke vzniku slouceniny 44 (120 mg, 63 %)
ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,41 (ethylacetat:methanol 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCL): 8 8,17 (s, 1H), 7,49 a2 7,44 (m, 3H), 7,31 az 7,24 (m, 3H), 7,05 (d,
J=69 Hz, 1H), 5,98 (d, ] = 1,2 Hz, 1H), 5,87 (d, ] = 1,2 Hz, 1H), 5,52 (bs, 1H), 4,54 (t,J = 6,6
Hz, 1H), 4,15 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,03 (d, J = 2,7 Hz, 2H), 3,80 (bs, 1H), 3,66 (s, 3H), 3,40 (bs,
1H), 3,32 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,16 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 2,82 a7 2,61 (m, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,20
(s, 3H), 2,01 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,80 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 0,62 (d, J = 6,0 Hz,
3H).

C NMR (75 MHz, CDCl): 5 178.,5, 171,9, 168,7, 146,7, 144,5, 142,6, 140,6, 140,3, 136,3,
131,0, 129,9, 1289, 126,7, 124,4, 120,9, 120,6, 117,7, 116,6, 112,7, 111,9, 101,4, 60,4, 58,7,
57,5, 56,1, 55,7, 55,1, 53,3, 41,4, 38,8, 26,3, 24,4, 20,2, 18,1, 15,3, 9,2.

ESI-MS m/z: vypocitana CsgHs;NsO;S: 726,3, naméfena (M+H)": 727,3.

Piiklad 28

HCl v dioxanu
25h,23°C
o)\(NHCSNHPh
Me
(44) (45)
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K roztoku slou¢eniny 44 (120 mg, 0,165 mmol) v dioxanu (0,9 ml) se ptidd smés HCl/dioxan
(1,8 ml) o koncentraci HCI 5,3 mol/l (5,3 N) a smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 2,5 hodi-
ny. Ke smési se poté ptidd CH,Cl, (10 ml) a H,O (5 ml) a organicka vrstva se oddéli dekantaci.
Vodna faze se pii teploté 0 °C zalkalizuje nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sod-
ného (20 ml) (pH = 8) a poté se extrahuje CH,Cl, (2 x 15 ml). Organické extrakty se vysusi sira-
nem sodnym a zakoncentruji se ve vakuu, coz vede ke vzniku slou¢eniny 45 (75 mg, 87 %) ve
formé bilé pevné latky, ktera se bez dalSiho ¢isténi pouzije v nasledujicich reakcich.

Rf: 0,23 (ethylacetat:methanol 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,43 (s, 1H), 5,94 (d, J= 1,2 Hz, 1H), 5,87 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
4,10 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 3,98 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,91 (bs, 1H), 3,69 (s, 3H), 3,34 az 3,25 (m,
2H), 3,05 (dd, J; = 1,8 Hz, I, = 8,1 Hz, 1H), 2,80 az 2,73 (m, 3H), 2,46 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,30
(s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 1,98 (s, 3H), 1,79 (dd, J, = 12,6 Hz, J, = 16,2 Hz, 1H).

®C NMR (75 MHz, CDCl;): & 168,7, 146,7, 144,4, 142,9, 140,4, 130,4, 128,9, 121,1, 120.8,
117.8, 116,8, 113,6, 111,5, 101,4, 67,6, 60,5, 59,8, 58,4, 56,6, 55,8, 55,3, 43,6, 41,8, 31,3, 25,6,
20,2, 15,6, 9,2.

ESI-MS m/z: vypoéitana CpsH3,N4Oq: 520,58, naméfena (M+H)": 521,3.

Priklad 29

ftalanhydrid, CH,Cl,,CDI
17 h,23 °C

45) ( fthalascidin)

K roztoku slougeniny 45 (10 mg, 0,02 mmol) v CH,CL, (0,4 ml) se ptida ftalanhydrid (2,84 mg,
0,02 mmol) a reak&ni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 2 hodin. Poté se pfida karbonyldi-
imidazol (0,5 mg, 0,003 mmol) a smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 7 hodin. Poté se opét
pida karbonyldiimidazol (2,61 mg, 0,016 mmol) a smés se pii teploté 23 °C micha po dobu dal-
Sich 17 hodin. Roztok se natedi CH,Cl, (10 ml) a promyje se HCI (5 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (RP-18,
CH;CN:H,0 60:40), coz vede ke vzniku fthalascidinu (11,7 mg, 93 %) jako bilé pevné latky.

Rf: 0,37 (CH;CN:H,0 7:3, RP-18).

"H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,72 a% 7,68 (m, 2H), 7,67 a2 7,63 (m, 2H), 6,38 (s, 1H), 5,69 (d,
J=12 Hz, 1H), 5,64 (d,J = 1,2 Hz, 1H), 5,30 (bs, 1H), 4,25 a2 4,21 (m, 2H), 4,02 (d, ] =2,1 Hz,
1H), 3,64 a2 3,62 (m, SH), 3,33 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 3,21 az 3,16 (m, 1H), 3,02 (dd, J, = 8,1 Hz,
J,= 18 Hz, 1H), 2,76 (dd, J, = 1,8 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 2,63 (d, ] = 17,7 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H),
228 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,0 (s, 3H), 1,73 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 15,3 Hz, 1H).
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" NMR (75 MHz, CDCly): 8 168,5, 167,6, 146,2, 144,2, 142,5, 141,0, 140,5, 133,4, 131,8, 130,7,
128,2, 120,9, 120,8, 117,9, 116,4, 113,6, 101,1, 60,4, 60,0, 57,0, 56,3, 55,6, 55,4, 41,6, 41,5,
26,5,25,2,20,2,15,7,9,4.

ESI-MS m/z: vypocitana CssH34N,Og: 650, naméiena (M+H)': 651,2.

Priklad 30

TBDPS, imd, DMAP
DMF,6 h, 23 °C

(25)

K roztoku slouceniny 25 (18 mg, 0,032 mmol) v DMF (0,05 ml) se pi teploté 0 °C ptida kataly-
zator DMAP (0,5 mg, 0,004 mmol), imidazol (Imd) (5 mg, 0,08 mmol) a terc.butyldifenyl-
silylchlorid (12,5 ml, 0,048 mmol) a reak&ni smés se pfi teplot& 23 °C micha po dobu 6 hodin. Ke
smési se pfi teploté 0 °C ptida voda (10 ml) a vodné faze se extrahuje smési hexan:ethylacetat
1:10 (2 x 10 ml). Organické vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se
odstrani destilaci za sniZeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,,
hexan:ethylacetat 3:1), coz vede ke vzniku slouCeniny 26 (27 mg, 88 %) ve form& bilé pevné
latky.

Rf: 0,29 (hexan:ethylacetat 3:1).

'HNMR (300 MHz, CDCL;): 8 7,61 a2 7,58 (m, 2H), 7,42 a2 7,28 (m, 8H), 6,71 (s, 1H), 6,19 a7
6,02 (m, 1H), 5,78 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,64 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,40 (dd, J, = 1,2 Hz, J, = 17,1
Hz, 1H), 5,27 (dd, J; = 1,2 Hz, J, = 10,2 Hz, 1H), 5,13 (s, 2H), 4,45 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 4,24 (d,
J=2,1 Hz, 1H), 4,17 az 4,06 (m, 3H), 3,75 (s, 3H), 3,64 (dd, J; = 2,4 Hz, J, = 9,9 Hz, 1H), 3,59
(s, 3H), 3,42 a2 3,21 (m, 4H), 3,10 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 17,7 Hz, 1H), 2,70 (d, J = 17,7 Hz, 1H),
2,33 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 2,08 a2 1,89 (m, 1H), 0,87 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCl;): & 148,5, 1483, 148,1, 144,0, 139,0, 135,6, 1354, 133,8, 133,1,
132,6, 130,5, 130,3, 129,6, 129,4, 127,5, 127,4, 125,1, 124,3, 121,6, 118,5, 117,5, 112,9, 111,7,
100,8, 99,2, 74,0, 67,7, 61,5, 59,6, 59,0, 57,7, 57,1, 55,4, 41,6, 29,6, 26,6, 25,5, 18,8, 15,8, 9.2.

ESI-MS nv/z: vypo€itana C47HssN;0;Si: 801,3, naméfena (M+H)": 802,3.

Priklad 31

Bu3SnH, (PPh,),PdCI,
ACOH, CH,Cl,, 1h, 23 °C
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K roztoku slouceniny 26 (7 mg, 0,0087 mmol) v CH,Cl, (0,15 ml) se pfi teploté 23 °C prida ky-
selina octova (2,5 ml, 0,044 mmol), (PPh;),PdCl, (0,5 mg, 6,96 x 107 mmol) a Bu;SnH (3,5 ml,
0,013 mmol). Reakéni smés se pii této teploté micha po dobu 1 hodiny. Roztok se nafedi smési
hexan:ethylacetat 5:1 (0,5 ml) a prolije se kolonou na rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,,
hexan:ethylacetat s gradientem 5:1 az 1:1), coz vede ke vzniku slougeniny ET-11 (5 mg, 75 %)
ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,36 (hexan:ethylacetat 5:1, oxid kiemidity).

'"H NMR (300 MHz, CDCLy): § 7,56 (m, 2H), 7,41 a# 7,25 (m, 8H), 6,67 (s, 1H), 5,72 (d, ) = 1,0
Hz, 1H), 5,58 (d, J= 1,0 Hz, 1H), 5,51 (s, 1H), 5,38 (d, J = 5,75 Hz, 1H), 5,16 (d, J = 5,7 Hz,
1H), 4,57 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 4,21 (m, 1H), 4,09 (m, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,71 (s, 3H), 3,68 (dd, J,
=2,1 Hz, J, = 10,4 Hz, 1H), 3,38 a2 3,26 (m, 3H), 3,11 (dd, J, = 2,5 Hz, J, = 15,7 Hz, 1H), 3,01
(dd, J; =8,9 Hz, J, = 17,9 Hz, 1H), 2,70 (d, J = 17,9 Hz, 1H), 2,31 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 2,06 (s,
3H), 1,89 (dd, J, = 12,1 Hz, J, = 15,7 Hz, 1H), 0,9 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCLy): & 149,0, 147,4, 145,3, 1443, 136,3, 135,7, 1354, 133,2, 1309,
130,5, 129,6, 129,5, 127,5, 125,0, 118,6, 112,5, 112,1, 105,7, 100,5, 99,8, 68,5, 61,5, 59,7, 58,8,
57,7, 56,9, 56,5, 55,4, 41,7, 26,6, 26,2, 25,5, 18,9, 15,8, 14,2, 8,7.

ESI-MS m/z: vypo&itana C4HsN30,Si: 761, namétena (M+H)": 762.

Priklad 32

PhNCS, CH,Cl,
13h,23°C

PhHNSCHN\‘/g
o
(3)

Roztok slouceniny 2 (3,0 g, 5,46 mmol) a fenylisothiokyanatu (3,92 ml, 32,76 mmol) v CH,Cl,
(27 ml) se pfi teploté 23 °C micha po dobu 1,5 hodiny. Reakéni smés se rozdéli mezi CH,Cl,
(10 m1) a H,O (5 ml). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, pfefiltruje se a zakoncentruje
se. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, s gradientem hexan az hexan:ethyl-
acetat 2:3), coz vede ke vzniku slouc¢eniny 3 (3,29 g, 88 %) ve formé zluté pevné latky.

Rf: 0,27 (ACN:H,0 3:2, RP—C18).

'HNMR (300 MHz, CDCLy): & 7,77 (bs, 1H), 7,42 az 7,11 (m, 5H), 6,65 (d, 1H), 6,29 (s, 1H),
5,6 a2 5,5 (m, 1H), 4,19 a2 4,14 (m, 2H), 4,08 (d, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,87 a2 3,65 (m, 6H), 3,77 (s,
3H), 3,37 az 2,98 (m, 8H), 2,50 (d, 1H), 2,31 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 1,96 (d, 1H), 1,87 (s, 3H),
1,81 az 1,75 (m, 1H), 0,96 (d, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCls): & 185,7, 180,9, 178,9, 172,0, 155,7, 147,1, 143,2, 1424, 136,0,
135,1, 130,5, 129,9, 129,3, 128,5, 126,9, 124,4, 120,2, 117,4, 116,3, 77,1, 60,9, 58,6, 56,2, 55,8,
55,0, 54,6, 53,5, 41,7, 40,3, 25,1, 24,5, 18,4, 15,8, 8,7.

ESI-MS m/z: vypoéitana C;sHyoNOS: 684,8, namétena (M+H)": 685,2.
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Ptiklad 33

1) HCl v dioxanu .
2)NaHCO,

(4)

Roztok slougeniny 3 (0,143 g, 0,208 mmol) ve smési HCl/dioxan (150 ml) o koncentraci HCI 6,5
mmol/l (6,5 M) se pfi teploté 23 °C michéa po dobu 6 hodin. K reakéni smési se poté pfida toluen
(3 ml) a organicka vrstva se oddéli dekantaci. Zbytek se rozdéli mezi nasyceny vodny roztok
hydrogenuhli¢itanu sodného (3 ml) a CHCI; (3 x 3 ml). Organické vrstvy se vysusi a zakoncen-
truji se, coz vede ke vzniku smési slouceniny 4 a 6 (4:6 90:10), ktera pii stani pomalu cyklizuje
na slouceninu 6.

Rf: 0,4 (ethylacetat:methanol 5:1, oxid kiemicity).

"H NMR (300 MHz, CDCl;): & 6,45 (s, 1H), 4,16 (m, 1H), 4,02 (d, 1H), 3,96 (s, 3H), 3,79 (m,
2H), 3,75 (s, 3H), 3,35 (m, 1H), 3,20 az 3,00 (m, 3H), 2,87 (d, 1H), 2,75 (d, 1H), 2,43 (d, 1H),
2,34 (s, 3H), 2,30 (s, 3H), 1,93 (s, 3H), 1,72 az 1,5 (m, 3H).

ESI-MS m/z: vypo¢itana C,sH3oN,4Os: 478,5, naméiena (M+H)': 479,2.

Ptiklad 34

HCI v dioxanu
45 minut, 23 °C

Roztok slouceniny 3 (0,143 g, 0,208 mmol) ve smési HCl/dioxan (150 ml) o koncentraci HCI 6,5
mmol/l (6,5 M) se pfi teplot€ 23 °C micha po dobu 1 hodiny. Rozpoustédlo se odpaii a zbytek se
Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, ethylacetat:methanol:triethylamin 100:25:0,1),
coz vede ke vzniku smési slouceniny 6 (83 %) ve formé Zluté pevné latky.

Rf: 0,26 (ACN:H,0 3:2, RP-C18).
"H NMR (500 MHz, CDCL): § 6,46 (s, 1H), 5,9 (bs, 1H), 4,67 (dd, J = 18,3 Hz, ] = 7,8 Hz, 1H),
4,24 (d, 1H), 4,16 (s, 3H), 3,93 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,8 (m, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,45 (m, 2H), 3,08

(dd, J= 17,9 Hz, J = 3,6 Hz, 1H), 2,78 (m, 1H), 2,55 (d, 1H), 2,3 (m, 1H), 2,3 (s, 3H), 2,28 (s,
3H), 1,90 (s, 3H).
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“C NMR (75 MHz, CDCls): § 186,2, 162,1, 154,9, 146,9, 1453, 143,0, 130,1, 129,4, 128,1,
125,0, 121,4, 116,4, 116,2, 66,6, 60,7, 60,7, 60,1, 59,6, 58,8, 55,6, 54,9, 41,9, 25,3, 24,7, 15,7,
8,9.

ESI-MS m/z: vypoc&itana C,sH,sN,Oy4: 460,5, naméiena (M+H)™: 461, 1.

Ptiklad 35

HCI v dioxanu R
Ac,0,4h,23°C

PhHNSCHNj/g
o
(

3)

K roztoku slouceniny 3 (2,38 g, 3,47 mmol) v dioxanu (5 ml) se pfidda HCI o koncentraci 5,3
mol/l (5,3 M) v dioxanu (34 ml) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 45 minut.
Poté se ke smési ptida Ac,O (51 ml, 539,5 mmol) a micha se po dobu 4 hodin. Reakéni smés se
ochladi na teplotu 0 °C a pii této teploté se rozdéli mezi nasyceny vodny roztok Na,COs; (300 ml)
a ethylacetat (300 ml). Organicka faze se vysusi siranem sodnym, pfefiltruje se a zakoncentruje
se. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, s gradientem CH,Cl, az CH,Cl,:-
ethylacetat 1:2), coz vede ke vzniku slouéeniny 5 (1,75 g, 97 %) ve formé zluté pevné latky.

Rf: 0,53 (ACN:H,0 3:2, RP—C18).

'"H NMR (300 MHz, CDCL): § 6,51 (s, 1H), 5,98 (bs, 1H), 4,84 (dd, 1H), 4,17 (d, 1H), 4,00 (d,
1H), 3,99 (s, 3H), 3,85 (bs, 1H), 3,81 (m, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,70 (d, 1H), 3,23 (m, 1H), 3,11 (dd,
1H), 3,09 (m, 1H), 2,93 (m, 2H), 2,44 (d, 1H), 3,67 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 1,70 (s, 3H), 1,60 az
1,50 (m, 2H), 1,29 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCl;): & 185,9, 180,8, 169,9, 160,2, 156,2, 147,0, 143,1, 140,4, 136,1,
130,6, 129.6, 127,9, 120.,4, 117,2, 61,0, 60,7, 58,6, 56,1, 55,7, 55,1, 54,3, 41,8, 41,1, 25,7, 23,9,
22,2,15,7,8,7.

ESI-MS m/z: vypoé€itana CysH3,N,Og: 520,6, naméfena (M+H)+: 521,1.

Priklad 36
Me
Me
‘ MOMBr, CH,Cl,
MeO

DIPEA, DMAP
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K roztoku slouéeniny 5 (1,75 g, 3,36 mmol) v CH,Cl, (17 ml) se pfi teploté 0 °C pfida diisopro-
pylethylamin (11,71 ml, 67,23 mmol), DMAP (20 mg, 0,17 mmol) a brommethylmethylether
(4,11 ml, 50,42 mmol). Po uplynuti 6 hodin se pfi teploté¢ 23 °C reakéni smés rozdéli mezi
CH,Cl, (50 ml) a nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (25 ml). Organicka vrstva
se vysusi siranem sodnym a rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se Cisti
rychlou sloupcovou chromatografii (RP—18, CH;CN:H,O 1:1), coz vede ke vzniku slouceniny 7
(1,32 g, 70 %) ve formé Zluté pevné latky.

Rf: 0,34 (ACN:H,0 3:2, RP-C18).

'"H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,74 (s, 1H), 5,14 (s, 2H), 4,82 (m, 1H), 4,22 (d, 1H), 4,00 (s,
3H), 4,0 (m, 1H), 3,83 (m, 2H), 3,7 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,4 (m, 1]), 3,2 a2 2,95 (m, 6H), 2,43 (d,
1H), 2,37 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 1,89 (s, 3H), 1,5 az 1,4 (m, 2H), 1,31 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCL): & 185,9, 180,7, 169,6, 156,2, 1489, 148,5, 140,3, 136,2, 131,3,
130,1, 127,7, 124,6, 123,7, 117,3, 99,5, 99,2, 60,9, 59,7, 58,8, 57.7, 56,4, 55,7, 55.0, 54,2, 51,0,
41,0, 40,5, 25,5, 23,9, 22,3, 19,3, 15,6, 14,6, 8.6.

ESI-MS m/z: vypo&itana C3pHsN4O7: 564,6, naméfena (M+H)": 565,3.

Ptiklad 37

MeOH,NaOH
15 minut, 0 °C

K roztoku slouceniny 7 (0,37 g, 0,65 mmol) v methanolu (74 ml) se pfi teploté 0 °C ptida hydro-
xid sodny (130 ml) o koncentraci I mol/l (1 M). Reak¢ni smé€s se micha po dobu 15 minut a poté
se rychle ochladi na teplotu 0 °C HCI o koncentraci 6 mol/l (6 M) na pH = 5. Reak¢ni smés se
extrahuje ethylacetatem (3 x 50 ml), organické vrstvy se vysusi siranem sodnym a zakoncentruji
se ve vakuu. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (RP—18, CH;CN:H,O 1:1), coz
vede ke vzniku slouceniny 8 (232 mg, 65 %) ve formé Zlutého oleje.

Rf: 0,5 (ACN:H,0 3:2, RP-C18).
"H NMR (300 MHz, CDCLy): § 6,75 (s, 1H), 5,15 (s, 2H), 4,86 (m, 1H), 4,26 (d, 1H), 4,01 (d,
1H), 3,88 a2 3,81 (m, 2H), 3,70 (s, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,39 (m, 1H), 3,27 a2 3,21 (m, 1H), 3,18 a3

3,08 (m, 2H), 3,03 a2 2,97 (m, 1H), 2,47 (d, 1H), 2,37 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 1,90 (s, 3H), 1,57 az
1,46 (m, 2H), 1,33 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCLy): 1853, 180,6, 175,9, 170,1, 151,5, 148,9, 148.,6, 143,3, 133,7,
131,5,129,9, 124,7, 123,5, 117,1, 117,0, 99,2, 59.8, 58,7, 57,8, 56,3, 55,3, 54,9, 54,3, 41,5, 40,7,
29,6, 25,5, 24,4, 22,2, 20,7, 15,7, 8,0.

ESI-MS m/z: vypoc¢itana C,oH3yN4O7: 550,6, naméiena (M+H)": 551,2.
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Priklad 38

CICH,Br, Cs,CO,
DMF. 90°C

K odplynénému roztoku sloudeniny 8 (240 mg, 0,435 mmol) v DMF (30 ml) se pfida 10% Pd/C
(48 mg) a reakéni smés se micha po dobu 1 hodiny ve vodikové atmosféfe (atmosféricky tlak).
Reakéni smés se prefiltruje, jako bezbarvy roztok, v argonové atmosféfe pres podlozku z celitu
do baiiky obsahujici bezvody Cs,CO; (240 mg, 0,739 mmol). Poté se ke smési ptida bromchlor-
methan (0,566 ml, 8,71 mmol). Baiika se uzavie a smés se pfi teploté¢ 90 °C micha po dobu 3
hodin. Reaké&ni smés se ochladi, pefiltruje pies podlozku z celitu a promyje se CH,Cl,. Organic-
ké vrstva se zakoncentruje a vysusi siranem sodnym, coz vede ke vzniku slouceniny 9 ve formé
hnédého oleje, ktery se bez dalsiho ¢isténi pouZzije v nasledujicim kroku.

Rf: 0,36 (SiO,, hexan:ethylacetat 1:5).

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 6,71 (s, 1H), 5,89 (d, 1H), 5,81 (d, 1H), 5,63 (bs, 1H), 5,33 (d,
1H), 5,17 (d, 1H), 4,97 (m, 1H), 4,20 (d, 1H), 4,09 (m, 1H), 3,99 (m, 1H), 3,68 (m, 1H), 3,65 (s,
6H), 3,59 a7 3,47 (m, 4H), 3,37 az 3,27 (m, 2H), 3,14 az 2,97 (m, 2H), 2,62 (d, 1H), 2,32 (s, 3H),
2,20 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 1,72 (m, 1H), 1,36 (s, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCL): & 1698, 149,1, 147,4, 145,5, 136,2, 130,9, 130,8, 125,0, 122.9,
117,7, 112,6, 111,8, 106,4, 100,8, 99,8, 59,8, 58,9, 57,7, 56,6, 56,4, 55,5, 55,2, 41,6, 40,1, 29,6,
25,9, 25,0,22,6, 15,6, 8,8.

ESI-MS m/z: vypogitana C3oHz6SiN,O7: 564,6, naméfena (M+H)": 565,3.

Priklad 39

AllylBr, Cs,CO;
DMF, 23 °C

Do baiiky obsahujici slougeninu 9 (245 mg, 0,435 mmol) v DMF (4 ml) se pfi teploté 0 °C pfida
uhligitan cesny (425 mg, 1,30 mmol) a allybromid (376 ml, 4,35 mmol) a smés se pfi teploté
23 °C micha po dobu 1 hodiny. Reakéni smés se piefiltruje pfes podlozku z celitu a rozdéli se
mezi CH,Cl, (25 ml) a H,O (10 ml). Organicka faze se vysusi siranem sodnym, zakoncentruje se
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destilaci za sniZzeného tlaku a zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,,
CHCl;:ethylacetat 1:2), coZ vede ke vzniku sloueniny 10 (113 mg, 43 %) ve formé Zlutého oleje.

Rf: 0,36 (hexan:ethylacetat 1:5).

'H NMR (300 MHz, CDCly): § 6,74 (s, 1H), 6,3 a2 6,0 (m, 1H), 5,94 (d, 1H), 5,87 (d, 1H), 5,43
az 5,36 (m, 2H), 5,22 (s, 2H), 5,00 (m, 1H), 4,22 (m, 1H), 4,17 a2 4,01 (m, 1H), 3,98 (m, 2H),
3,71 a2 3,67 (m, 1H), 3,69 (s, 3H), 3,62 a2.3,51 (m, 3H), 3,58 (s, 3H), 3,39 a2 3,37 (m, 1H), 3,31
a7.3,26 (m, 3H), 3,09 (dd, 1H), 2,56 (d, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 2,24 a7 2,10
(m, 1H), 1,82 a% 1,73 (m, 1H), 1,24 (bs, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCly): § 169,4, 148,8, 148,3, 139,1, 133,7, 130,9, 130,3, 125,2, 120,2,
1177, 113,1, 112,6, 101,3, 99,3, 74,1, 59,7, 59,3, 57,8, 57,0, 56,1, 56,1, 55,2, 41,6, 41,0, 40,9,
29,7,26,3, 22,5, 15,6, 9,3.

ESI-MS m/z: vypocitana C;3HyN4O7: 604,7, naméiena (M+H)': 605,3.

Ptiklad 40

AcCl, py
CH,Cl,, 1h, 0 °C

(9) (@8)

K roztoku slouceniny 9 (22 mg, 0,039 mmol) v CH,Cl, (0,2 ml) se pti teploté 0 °C ptida acetyl-
chlorid (2,79 ml, 0,039 mmol) a pyridin (3,2 ml, 0,039 mmol). Reak&ni smés se micha po dobu
I hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (10 ml) a promyje HCI (5 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N).Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za sniZeného tlaku, coz vede ke vzniku slouceniny 46 (22 mg, 93 %) ve forme bilé pev-
né latky.

Rf: 0,4 (hexan:ethylacetat 1:5).

'H NMR (300 MHz, CDCLs): § 6,74 (s, 1H), 5,97 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 0,9 Hz, 1H),
5,12 (d,J=5,7 Hz, 2H), 5,04 (d, ] = 5,7 Hz, 1H), 4,90 (t, ] = 6 Hz, 1H), 4,17 (d, J = 2,7 Hz, 1H),
4,05 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,01 (bs, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,50 a2 3,44 (m, 2H), 3,38 a
3,36 (m, 1H), 3,30 a2 3,26 (m, 1H), 3,00 (dd, J, = 7,8 Hz, J, = 18,0 Hz, 1H), 2,79 (d, J = 12,9 Hz,
1H), 2,60 (d, J = 18,0 Hz, 1H), 2,35 (s, 3H), 2,32 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,68 (dd, J, =
11,7 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H).

ESI-MS m/z: vypotitana C3,H;3sN;Os: 606,67, naméfena (M+H)': 607,3.
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Ptiklad 41

HCI v dioxanu R
1h,23°C

K roztoku slou¢eniny 46 (8 mg, 0,013 mmol) v dioxanu (0,1 ml) se pfi smés HCl/dioxan (0,5 ml)
o koncentraci HCI 5,3 mol/l (5,3 N) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 1 hodiny.
Poté se roztok nafedi CH,Cl, (S5ml) a promyje se HCI (3 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N).Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani des-
tilaci za snizeného tlaku, coz vede ke vzniku slouceniny 47 (5 mg, 70 %) ve form¢& bilé pevné
latky.

Rf: 0,4 (hexan:ethylacetat 1:5).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): & 6,51 (s, 1H), 5,97 (d, ] = 1,2 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
4,97 (bs, 1H), 4,11 (bs, 1H), 4,04 az 4,02 (m, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,65 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 3,56 az
3,30 (m, 2H), 3,04 (dd, J, = 7,5 Hz, J,= 18 Hz, 1H), 2,80 (d, J= 14,4 Hz, 1H), 2,59 (d, J =
18,3 Hz, 1H), 2,33 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,76 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H),
1,33 (s, 3H), 1,25 (s, 3H).

ESI-MS m/z: vypo&itana C30H34N4O7: 562,61, naméiena (M+H)'": 563,3.

Priklad 42

isovaleryichlorid, py
CH,Cl,,1h,6°C

Ji)\
O

(45) (48)

K roztoku slou€eniny 45 (10 mg, 0,0192 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pfi teploté 0 °C ptida isova-
lerylchlorid (2,34 ml, 0,0192 mmol) a pyridin (1,55 ml, 0,0192 mmol). Reak&ni smés se miché po
dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (5 ml) a promyje HCI (3 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N).Organicka vrstva se vysu$i siranem sodnym, ptefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:-
ethylacetat 1:2), coz vede ke vzniku slouceniny 48 (11 mg, 95 %) ve forme bilé pevné latky.

Rf: 0,12 (hexan:ethylacetat 1:2).
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'H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,50 (s, 1H), 5,98 (d, J= 1,5 Hz, 1H), 5,91 (d, J= 1,5 Hz, 1H),
5m75 (s, 1H), 5,02 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,10 (d, ] = 1,5 Hz, 1H), 4,06 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,02 (d,
J=2,7 Hz, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,76 a2 3,71 (m, 1H), 3,86 az 3,28 (m, 3H), 3,04 (dd, J, = 8,1 Hz, J,
= 18,3 Hz, 1H), 2,78 (d, J = 15,9 Hz, 1H), 2,55 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,32 (s, 6H), 2,26 (s, 3H), 1,98
(s, 3H), 1,84 az 1,68 (m, 2H), 1,36 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 2,32 (s, 6H), 2,26 (s, 3H), 1,98 (s, 3H),
1,84 a7 1,68 (m, 2H), 1,36 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 0,69 (d, ] = 6,6 Hz, 3H), 0,62 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: vypocitana Cs3HsoN4O7: 604,69, namétena (M+H)+: 605,3.

Priklad 43

dekanoylchlorid, py
CH,Cl,,1h,0°C NH

A

o) ‘(CHz)B

K roztoku slouceniny 45 (10 mg, 0,0192 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pii teploté 0 °C ptida isova-
leryichlorid (3,98 ml, 0,0192 mmol) a pyridin (1,55 ml, 0,0192 mmol). Reakéni smés se miché po
dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (5 ml) a promyje HCI (3 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N).Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:-
ethylacetat 1:2), coZ vede ke vzniku slougeniny 49 (12,4 mg, 96 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,7 (ethylacetat:methanol 10:1).

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,50 (s, 1H), 5,98 (d, J= 1,5 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 1,5 Hz, 1H),
5,73 (s, 1H), 5,08 (t, = 5,4 Hz, 1H), 4,10 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 4,05 (m, 1H), 4,01 (m, 1H), 3,76
(s, 3H), 3,65 a2 3,61 (m, 1H), 3,40 a2 3,27 (m, 3H), 3,03 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18,6 Hz, 1H), 2,78
(d, J = 13,2 Hz, 1H), 2,57 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,31 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 1,99 (s,
3H), 1,79 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 16,5 Hz, 1H), 1,73 a2 1,42 (m, 4H), 1,33 a2 1,18 (m, 10H), 1,03
(m, 2H), 0,87 (t, J = 6,6 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: vypoé&itana CisHsoN,O5: 674,83, naméiena (M+H)™: 675,5.

Ptiklad 44

trans-C,,HgCIF,0, py =
CH,Cl,,1h,0°C
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K roztoku slougeniny 45 (14,5 mg, 0,0278 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pfi teplot¢ 0 °C pfida
trans=3-trifluormethylcinnamoylchlorid (4,76 ml, 0,0278 mmol) a pyridin (2,55 ml,
0,0278 mmol). Reakéni smés se micha po dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (5 ml) a
promyje HCI (3 ml) o koncentraci 0,1 mol/1 (0,1 N).  Organicka vrstva se vysusi siranem sod-
nym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou
sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat 1:1), coZ vede ke vzniku slouceniny 50
(18,7 mg, 94 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,64 (ethylacetat:methanol 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCLy): & 7,74 a2 7,55 (m, 4H), 7,23 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 6,34 (s, 1H), 6,12
(d, J= 16,0 Hz, 1H), 6,07 (d, J = 0,9 Hz, 1H), 5,96 (d, J = 0.9 Hz, 1H), 4,39 (d, J = 2,4 Hz, 1H),
4,07 az 4,05 (m, 1H), 3,81 (bs, 1H), 3,46 az 3,51 (m, 3H), 3,42 (s, 3H), 3,09 (brd, J = 12,0 Hz,
1H), 2,94 a2 2,85 (m, 2H), 2,74 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,38 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 1,80
(s, 3H), 1,84 a2 1,75 (m, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCly): & 168,7, 165,3, 146,5, 144,7, 142,6, 140,6, 138,0, 135,9, 131,0,
130,9, 129,1, 128.6, 125,8, 125,7, 124,5, 124,4, 122,7, 121,2, 117,8, 116,5, 113,0, 112,0, 101,7,
60,4, 59,1, 56,5, 56,4, 55,6, 55,3, 41,8, 40,3, 26,6, 25,1, 20,3, 15,4, 9,3.

ESI-MS m/z: vypo&itana CssH37F3N4O7: 718,72, naméfena (M+H)": 719,3.

Priklad 45

isovaleryichlorid, py
CH,Cly,1h,0°C

I\
JUPN

(43) ° 61

K roztoku slouceniny 43 (33 mg, 0,0557 mmol) v CH,Cl, (0,4 ml) se pfi teploté 0 °C piida isova-
lerylchlorid (6,79 ml, 0,0557 mmol) a pyridin (4,5 ml, 0,0557 mmol). Reake¢ni smés se micha po
dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (5 ml) a promyje se HCI (3 ml) o koncentraci
0,1 mol/l (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, prefiltruje se a rozpoustédlo se
odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,,
hexan:ethylacetat 1:2), coz vede ke vzniku slouceniny S1 (34 mg, 91 %) ve formé bilé pevné

latky.
Rf: 0,09 (hexan:ethylacetat 1:2).

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 6,46 (s, 1H), 6,10 (bs, 1H), 5,99 (d, ] = 0,9 Hz, 1H), 5,90 (d, J =
0.9 Hz, 1H), 5,30 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 4,10 az 4,05 (m, 3H), 3,81 (bs, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,54 (bs,
1H), 3,38 a2 3,36 (m, 1H), 3,29 a2 3,21 (m, 1H), 3,00 (dd, J; = 8,0 Hz, J, = 18,0 Hz, 1H), 2,25 (s,
3H), 2.20 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,95 a2 1,90 (m, 3H), 0,87 (d, J = 6,6 Hz, 6H), 0,76 (d, ) = 6,0 Hz,
3H).
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ESI-MS m/z: vypoc&itana CssH,sNsOg: 675,77, namétena (M+H)™: 676,3.

Priklad 46

trans—CoHsCIF;0, py
CH,Cl,,1h,0°C

o P CF;,

K roztoku slouceniny 43 (33 mg, 0,0557 mmol) v CH,Cl, (0,4 ml) se pfi teploté 0 °C ptida trans—
3—trifluormethylcinnamoylchlorid (9,52 ml, 0,0557 mmol) a pyridin (4,5 ml, 0,0557 mmol). Re-
akéni smés se micha po dobu 1 hodiny, poté se roztok natedi CH,Cl, (5 ml) a promyje se HCI (3
ml) o koncentraci 0,1 mol/1 (0,1 N).  Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, prefiltruje
se a rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou
chromatografii (SiO,, hexan:ethylacetat 1:2), coz vede ke vzniku slougeniny 52 (40 mg, 92 %) ve
formé bilé pevné latky.

Rf: 0,21 (hexan:ethylacetat 1:2).

'H NMR (300 MHz, CD:0D): § 7,74 a2 7,47 (m, 4H), 6,49 (s, 1H), 6,40 (d, J = 15,6 Hz, 1H),
6,00 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,90 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,47 (t, ] = 6 Hz, 1H), 4,12 az 4,09 (m, 3H),
3,93 (bs, 1H), 3,71 (s, 3H), 3,59 a2 3,58 (m, 1H), 3,38 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,29 (d, J = 12,0 Hz,
IH), 3,00 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18,3 Hz, 1H), 2,79 a2 2,78 (m, 1H), 2,65 (d, J = 18,3 Hz, 1H),
2,29 (s, 6H), 2,28 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 1,84 a2 1,80 (m, 1H), 0,85 a2 0,84 (m, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCls): & 171,9, 168.,8, 164,4, 146,9, 144.6, 143,0, 140,5, 140,5, 139,3,
135,7, 131,1, 131,0, 129,4, 129,1, 126,0, 124,1, 124,0, 122.4, 121,1, 120,7, 120,6, 117,7, 116,9,
112,8, 112,0, 101,6, 60,6, 59,3, 57,1, 56,3, 55,9, 55,2, 49,0, 41,7, 49,9, 26,5, 25,1, 20,2, 18.4,
15,7,9,3.

ESI-MS m/z: vypogitana C4;H4,F3NsOs: 789,8, namé&tena (M+H)": 790,3.

Piiklad 47

anhydrid kyseliny trifluoroctové
CH,Cl,,5h,23°C

v
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K roztoku slouceniny 43 (10 mg, 0,0169 mmol) v CH,Cl, (0,2 ml) se pii teploté 23 °C ptida
anhydrid kyseliny trifluoroctové (2,38 ul, 0,0169 mmol). Reakéni smés se micha po dobu
5 hodin, poté se roztok nafedi CH,Cl, (5 ml) a promyje se HCI (3 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N).Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, he-
xan:ethylacetat 3:2), coz vede ke vzniku slou¢eniny 53 (10,7 mg, 93 %) ve formé bilé pevné lat-
ky.

Rf: 0,57 (ethylacetat:methanol 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CD;0D): § 6,45 (s, 1H), 6,00 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,90 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
5,87 (bs, 1H), 5,32 (bs, 1H), 4,12 (d, ] = 2,1 Hz, 1H), 4,08 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 3,78 az 3,56 (m,
3H), 3,72 (s, 3H), 3,40 (d, ] = 8,1 Hz, 1H), 3,25 (d, J= 9,3 Hz, 1H), 3,00 (dd, J, = 8,4 Hz, J, =
18,0 Hz, 1H), 2,77 (dd, J, = 2,1 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 2,68 (d, J = 18,6 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H),
2,28 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,75 (dd, J, = 11,4 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 0,69 (d, J =
6,3 Hz, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCLy): & 170,1, 168,6, 147,0, 144,6, 143,0, 140,6, 140,4, 131,0, 129.4,
120,9, 120,7, 117,6, 116,8, 112,4, 112,1, 101,6, 60,5, 59,0, 57,1, 56,3, 55,6, 55,2, 48,7, 41,6,
39,4, 26,5,24,9,20,2, 17,8, 15,4, 9,2.

ESI-MS m/z: vypoc&itana C33H;FsNsOs: 687,63, naméfena (M+H)': 688,66.

Ptiklad 48

anhydrid kyseliny trifluoroctové
CH,Cl,,5h, 23 °C

(19) (54)

K roztoku slouceniny 19 (11 mg, 0,0169 mmol) v CH,Cl, (0,2 ml) se pfi teploté 23 °C ptida
anhydrid kyseliny trifluoroctové (2,38 ml, 0,0169 mmol). Reakéni smés se micha po dobu
5 hodin, poté se roztok nafedi CH,Cl, (5 ml) a promyje se HCl (3 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N).Organicka vrstva se vysuSi siranem sodnym, pfefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, he-
xan:ethylacetat 3:2), coz vede ke vzniku slou€eniny 54 (10,7 mg, 93 %) ve formé bilé pevné lat-
ky.

Rf: 0,6 (ethylacetat:methanol 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CD;0D): 8 7,33 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 6,45 (s, 1H), 6,04 (m, 1H), 5,95 (d, J =
1,5 Hz, 1H), 5,84 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,32 (m, 2H), 5,21 (m, 1H), 4,11 (m, 4H), 3,73 (s, 3H),
3,64 (m, 2H), 3,51 (m, 1H), 3,37 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 3,22 (m, 2H), 3,03 (dd, 1H, J, = 8,1 Hz, J, =
18,3 Hz, 1H), 2,60 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,08 (s, 3H), 1,86 (dd, J, = 12
Hz, J,= 16,2 Hz, 1H), 0,82 (d, ] = 7,2 Hz, 3H).
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3C NMR (75 MHz, CDCL): § 170,0, 156,0, 148,4, 147,1, 144,3, 143,0, 138,7, 133,8, 130,5,
129,4, 120,6, 120,4, 117,6, 117,5, 117,0, 113,5, 112,5, 112,4, 101,1, 74,1, 66,8, 60,4, 59,3, 56,9,
56,6, 56,3, 55,4, 48,7, 41,6, 40,1, 26,2, 25,0, 17,6, 15,4, 9,1.

ESI-MS m/z: vypogitana C3sHsoF3NsO,: 685,69, namétena (M+H)': 686,3.

Priklad 49

(PPh),PdCl,, BusSnH
ACOH, CH,Cl,, 2 h

(55)

K roztoku slou¢eniny 54 (100 mg, 0,415 mmol) v CH,Cl, (4 ml) se pfi teplote 23 °C ptida kyse-
lina octova (40 ml), (PPh;),PdCl; (8,4 mg, 0,012 mmol) a Buy,SnH (157 mi, 0,56 mmol). Reakéni
smés se pti dané teploté michd po dobu 2 hodin a poté se prolije kolonou na rychlou sloupcovou
chromatografii (SiO,, s gradientem hexan az hexan:ethylacetat 2:1), coz vede ke vzniku slouce-
niny 55 (90 mg, 96 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,6 (hexan:ethylacetat 1:2).

'"H NMR (300 MHz, CD:0D): § 7,55 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 6,45 (s, 1H), 5,90 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
5,82 (d, J= 1,2 Hz, 1H), 5,37 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 4,15 (d, ] = 2,1 Hz, 1H), 4,04 (d, J = 1,8 Hz,
1H), 3,70 (s, 3H), 3,66 a2 3,53 (m, 2H), 3,37 a2 3,31 (m, 2H), 3,19 a2 3,15 (d, J = 11,7 Hz, 1H),
3,08 az 3,00 (m, 2H), 2,56 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 1,91 (dd,
J,=12,0 Hz, J,= 15,6 Hz, 1H), 0,84 (d, ] = 6,9 Hz, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3): & 170,1, 156,3, 147,3, 144,9, 144,4, 143,3, 136,7, 130,7, 129,3,
120,6, 1176, 117,4, 114,4, 112,1, 107,7, 101,0, 85,8, 60,5, 59,3, 56,5, 56,4, 56,2, 55,2, 48,9,
41,6, 40,9, 25,7, 25,3, 18,0, 15,6, 8,7.

ESI-MS m/z: vypogitana C;;H3sF3NsO5: 645,63, namétena (M+H)': 646,2.

Priklad 50

TFA, CH,CI,
4h,23°C

A4
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K roztoku slou¢eniny 17 (200 mg, 0,288 mmol) v CH,Cl, (1,44 ml) se prida kyselina trifluoroc-
tova (888 ml, 11,53 mmol) a reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 4 hodin. Reakéni
smés se rychle ochladi na teplotu 0 °C nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodné-
ho (60 ml) a extrahuje se ethylacetatem (2 x 70 ml). Organické vrstvy se vysusi siranem sodnym
a zakoncentruji se ve vakuu, coz vede ke vzniku slouceniny 56 (147 mg, 93 %) ve formé bilé
pevné latky, ktera se bez dalsiho ¢isténi pouZzije v nasledujicich reakcich.

Rf: 0,6 (ethylacetat:methanol 5:1).

"H NMR (300 MHz, CD;0D): & 6,48 (s, 1H), 5,88 (d, ] = 0,9 Hz, 1H), 5,81 (d, J = 0,9 Hz, 1H),
4,35 (d, ) =2,4 Hz, 1H), 4,15 (d, ] = 1,8 Hz, 1H), 3,99 a2 3,98 (m, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,52 a7 2,96
(m, 7H), 2,68 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,24 (s, 3H), 2,23 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 1,85 (dd, J, = 11,7 Hz,
J,=15,6 Hz, 1H), 0,91 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCly): & 173,2, 149,1, 145,6, 144,9, 138,0, 132,2, 130,6, 121,4, 119,6,
117,4, 114,3, 109,2, 102,5, 82,3, 60,4, 58,4, 58,3, 57.8, 56,6, 50,1, 42,3, 41,6, 27,8, 26,2, 19,5,
15,5, 9.8.

ESI-MS m/z: vypogitana C,oH3sNsOg: 549,62, naméfena (M+H)™: 550,3.

Priklad 51

PhNCS, CH,C,
15h,23°C

O)YNHCSNHPh

Me

(s7)

K roztoku slou¢eniny 56 (10 mg, 0,018 mmol) v CH,Cl, (0,4 ml) se ptida fenylisothiokyanat
(13 ml, 0,109 mmol) a reakéni smés se pfi teplot€ 23 °C micha po dobu 1,5 hodiny. Smés se za-
koncentruje ve vakuu a zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, s gradientem
hexan az hexan:ethylacetat 1:1), coz vede ke vzniku slouceniny 57 (8 mg, 65 %) ve formé bilé
pevné latky.

Rf: 0,57 (ethylacetat:methanol 10:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,88 (bs, 1H), 7,41 az 7,36 (m, 2H), 7,27 az 7,22 (m, 1H), 7,02 az
7,00 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 6,71 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 6,31 (s, 1H), 6,17 (bs, 1H), 5,93 (d, ] = 1,2 Hz,
1H), 5,83 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,55 (bs, 1H), 5,20 az 5,17 (m, 1H), 4,16 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 4,05
(bs, 1H), 4,02 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,79 (s, 3H), 3,75 az 3,71 (m, 1H), 3,35 (d, ] = 7,8 Hz, 1H),
3,28 a7 3,19 (m, 2H), 3,12 az 2,97 (m, 2H), 2,50 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,32 (s, 3H), 2,21 (s, 3H),
2,15222,09 (dd, J, = 11,4 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 1,95 (s, 3H), 0,88 (d, J = 6,9 Hz, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCLy): & 178,5, 171,7, 147,2, 145,0, 144,3, 143,3, 137,0, 135,7, 130,6,
130,4, 129.6, 127,5, 124,3, 120,6, 117,7, 117,2, 115,3, 112,1, 108,3, 100,9, 60,9, 59,5, 56,7, 56,5,
56,2, 55,2, 54,1, 41,7, 41,1, 26,3, 25,4, 18,5, 15,8, 9,0.

ESI-MS m/z: vypog&itana C3sHyoNeOsS: 684,81, naméfena (M+H)': 685,3.
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Priklad 52

AcCl, py, CH,Cl,
3h,0°C

OJ\r NHCSNAcPh

Me
58

K roztoku slou¢eniny 57 (45 mg, 0,065 mmol) v CH,Cl; (0,5 ml) se pfi teploté 0 °C ptida acetyl-
chlorid (4,67 ml, 0,065 mmol) a pyridin (5,3 ml, 0,065 mmol). Reakéni smés se micha po dobu
3 hodin, poté se roztok nafedi CH,Cl, (10 ml) a promyje HCI (5 ml) o koncentraci 0,1 mol/1 (0,1
N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani destilaci
za snizen¢ho tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (RP-18, CH;CN:H,O
40:60), coz vede ke vzniku slouceniny 58 (14 mg, 28 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,34 (CH;CN:H,0 7:15).

'"H NMR (300 MHz, CDCL): § 11,90 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 7,45 a7 7,40 (m, 3H), 7,18 a2 7,15 (m,
2H), 6,58 (s, 1H), 6,00 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,89 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,70 (s, 1H), 5,37 (t, J = 4,8
Hz, 1H), 4,48 (m, 1H), 4,23 (bs, 1H), 4,07 (bs, 2H), 3,85 az 3,75 (m, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,46 az
3,41 (m, 2H), 3,24 a2 3,20 (m, 1H), 3,00 a2 2,95 (m, 1H), 2,87 a% 2,75 (m, 1H), 2,31 (s, 3H), 2,28
(s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 1,85 (dd, J, = 11,4 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 1,66 (s, 3H), 0,82 (d,
J = 6,0 Hz, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCL): & 182,6, 174,3, 171,0, 146,6, 144,6, 142,7, 142,3, 140,7, 140,2,
131,3, 129,8, 129,3, 128,9, 128,8, 121,5, 120,4, 117,3, 116,6, 112,8, 112,0, 111,3, 101,5, 60,5,
59,0, 57,6, 56,2, 55,9, 55,3, 55,1, 41,6, 39,4, 27.8, 26,5, 24,8, 20,2, 17,1, 15,5, 9,3.

ESI-MS m/z: vypo&itana C4HsN¢OsS: 768,88, naméfena (M+H)": 769,2.

Ptiklad 53

HCI v dioxanu .
4h23°C

NHCSNHPh

Me
(57) (59)
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K roztoku slouc¢eniny 57 (130 mg, 0,189 mmol) v dioxanu (1 ml) se pfida smé&s HCl/dioxan
(1,87 ml) o koncentraci HC1 5,3 mol/l (5,3 N) a reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu
4 hodin. Poté se k této reakéni smési ptida CH,Cl, (15 ml) a H,O (10 ml) a organicka vrstva se
oddéli dekantaci. Vodna faze se pfi teploté 0 °C zalkalizuje nasycenym vodnym roztokem hydro-
genuhli¢itanu sodného (60 ml) (pH = 8) a poté se extrahuje ethylacetatem (2 x 50 ml). Organické
extrakty se vysusi siranem sodnym a zakoncentruji se ve vakuu, coz vede ke vzniku slou¢eniny
59 (63 mg, 70 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,15 (ethylacetat:methanol 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCly): § 6,67 (s, 1H), 5,99 (d, ] = 0,9 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
5,10 (bs, 1H), 4,32 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,25 (dd, J, = 3,6 Hz, J, = 9,3 Hz, 1H), 3,7 (s, 3H), 3,71
az 3,64 (m, 2H), 3,50 (dd, J, = 2,4 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 3,42 a7 3,37 (m, 2H), 3,16 (dd, J, = 3,6
Hz, J, = 12,9 Hz, 1H), 2,57 (dd, J; = 9,3 Hz, J, = 12,9 Hz, 1H), 2,27 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 1,91
(dd, J; = 12,0 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H).

ESI-MS m/z: vypocitana C,sH3oN,Os: 478,5, namérena (M+H)+: 479,3.

Ptiklad 54

trans-CgH¢CIlO, py
CH,Cl,,1h,0°C

(43) (60)

K roztoku slouceniny 43 (20 mg, 0,0338 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pii teploté¢ 0 °C ptida
cinnamoylchlorid (5,63 mg, 0,0338 mmol) a pyridin (2,73 ml, 0,0338 mmol). Reakéni smés se
micha po dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (10 ml) a promyje se HCI (5 ml) o kon-
centraci 0,1 mol/l (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, prefiltruje se a rozpousté-
dlo se odstrani destilaci za sniZzeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii
(Si0,, EtOAc:MeOH 20:1), coz vede ke vzniku slouceniny 60 (22 mg, 90 %) ve formé bilé pevné

latky.
Rf: 0,56 (EtOAc:MeOH 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,51 (s, 1H), 7,50 a2 7,47 (m, 2H), 7,36 a2 7,35 (m, 2H), 6,43 (s,
1H), 6,36 (brd, J = 15,9 Hz, 2H), 6,01 (d, ] = 1,5 Hz, 1H), 5,90 (brd, J = 1,5 Hz, 2H), 5,42 (t, ] =
6,0 Hz, 1H), 4,12 az 4,07 (m, 3H), 3,96 a7 3,95 (m, 1H), 3,73 (bs, 3H), 3,58 (bs, 2H), 3,39 (d, ] =
8,7 Hz, 1H), 3,25 (d,J = 11,7 Hz, 1H), 3,0 (dd, J; = 7,5 Hz, J,=17,7 Hz, 1H), 2,78 (d,J = 15,9
Hz, 1H), 2,67 (d, J = 16,5 Hz, 1H), 2,29 (s, 6H), 2,23 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,82 (dd, J, = 11,4 Hz,
J,= 15,6 Hz, 1H), 0,83 (d, J = 6,0 Hz, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCL3): § 172,0, 165,0, 146,9, 144,6, 143,1, 141,0, 140,5, 134,8, 131,0,

129,7, 129,1, 128.,8, 1278, 125,5, 123,8, 123,0, 121,1, 120,5, 117,7, 116,9, 112,8, 112,0, 101,9,
60,6, 59,2, 57,1, 56,4, 55,9, 55,3, 48,8, 41,7, 40,0, 26,5, 25,1, 20,3, 18,5, 15,7, 9,3.
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ESI-MS m/z: vypo&itava C4H,sNsOg: 721,8, namétend (M+H)": 722,3.

Priklad 55

C4F;,COCLpy
CH,Cl,,1h,0°C

(45)

K roztoku slou¢eniny 45 (19 mg, 0,0364 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pii teploté 0 °C ptida hepta-
fluorbutyrylchlorid (5,44 mg, 0,0364 mmol) a pyridin (2,95 ml, 0,0364 mmol). Reakéni smés se
micha po dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (10 ml) a promyje se HCI (5 ml) o kon-
centraci 0,1 mol/l (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, pfefiltruje se a rozpousté-
dlo se odstrani destilaci za sniZeného tlaku. Zbytek se isti rychlou sloupcovou chromatografii
(SiO,, EtOAc:MeOH 20:1), coz vede ke vzniku slouceniny 61 (11,7 mg, 45 %) ve formé bilé
pevné latky.

Rf: 0,76 (EtOAc:MeOH 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCL;): 8 6,46 (s, 1H), 6,12 (s, 1H), 5,98 (d, J= 1,2 Hz, 1H), 5,93 (d,
J=1,2 Hz, 1H), 5,72 (bs, 1H), 4,13 a% 4,11 (m, 2H), 4,0 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,98 az 3,96 (m,
1H), 3,73 (s, 3H), 3,39 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 3,39 a2 3,28 (m, 2H), 3,09 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18,0
Hz, 1H), 2,80 (d, ] = 16,2 Hz, 1H), 2,46 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,32 (s, 6H), 2,21 (s, 3H), 1,99 (s,
3H), 1,80 (dd, J; = 12,0 Hz, J, = 16,2 Hz, 1H).

ESI-MS m/z: vypogitana Cs,H3 F;N,07: 716,6, vypogitana (M+H)": 717,2.

Priklad 56

CFOClpy
CH,Cl,,1h,0°C

(43) (62)

K roztoku slou¢eniny 43 (24 mg, 0,004 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pfi teploté 0 °C piida buty-
rylchlorid (4,15 ml, 0,04 mmol) a pyridin (3,28 ml, 0,04 mmol). Reakéni smés se mich4 po dobu
1 hodiny, poté se roztok natedi CH,Cl, (10 ml) a promyje se HCI (5 ml) o koncentraci 0,1 mol/l
(0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, pfefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani
destilaci za sniZen¢ho tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:-
MeOH 20:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny 62 (24 mg, 90 %) ve formé bilé pevné latky.
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Rf: 0,35 (EtOAc:MeOH 5:1).

"H NMR (300 MHz, CDCLy): § 6,47 (s, 1H), 6,10 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 6,0 (d, J = 1,5 Hz, 1H),
591 (d, = 1,5 Hz, 1H), 5,86 (bs, 1H), 5,31 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 4,11 az 4,06 (m, 3H), 3,85 a?
3,81 (m, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,59 a2 3,53 (m, 2H), 3,38 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 3,27 az 3,22 (m, 1H),
3,0(dd,J; = 7,8 Hz, I, = 17,4 Hz, 1H), 2,79 (d, ] = 15,3 Hz, 1H), 2,63 (d, J = 17,7 Hz, 1H), 2,31
(s, 3H), 2,0 (s, 3H), 1,80 (dd, J; = 12,0 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 1,58 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 0,89 (t, J =
7,2 Hz, 3H), 0,76 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: vypogitana C3sHy3N;sOg: 661,64, namétena (M+H)": 662,30.

Piiklad 57

CoH,CIO, py
CH,Cl,,1h,0°C

gas
(45) (63)

K roztoku slouceniny 45 (19 mg, 0,0364 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pfi teploté¢ 0 °C piida
cinnamoylchlorid (6,06 mg, 0,0364 mmol) a pyridin (2,95 ml, 0,0364 mmol). Reakéni smés se
miché po dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (10 ml) a promyje se HCI (5 ml) o kon-
centraci 0,1 mol/l (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, ptefiltruje se a rozpousté-
dlo se odstrani destilaci za snizené¢ho tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii
(8i0,, EtOAc:MeOH 20:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny 63 (20,1 mg, 85 %) ve formé bilé
pevné latky.

Rf: 0,65 (EtOAc:MeOH 5:1).
"H NMR (300 MHz, CDCL): § 7,39 a2 7,29 (s, SH), 6,42 (s, 1H), 6,01 (d, ] = 1,5 Hz, 1H), 5,92
(d,J=1,5Hz, 1H), 5,73 (bs, 1H), 5,24 (t, ] = 6,8 Hz, 1H), 4,12 az 4,08 (m, 3H), 3,66 a# 3,64 (m,
2H), 3,58 (bs, 3H), 3,36 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 3,29 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 2,98 (dd, J, = 8,1 Hz, J, =
18 Hz, 1H), 2,33 (s, 6H), 2,29 (s, 3H), 2,01 (s, 3H), 1,84 (dd, J; = 12,0 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H).

ESI-MS m/z: vypocitana Cs;;H33sN,O7: 650,72, naméfena (M+H)+: 651,2.

Priklad 58

3-chlorpropionyichlorid
py, CH,Cl,,1h,0°C
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K roztoku slou¢eniny 43 (20 mg, 0,0338 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pfi teploté 0 °C pfida 3—
chlorpropionylchiorid (3,22 ml, 0,0338 mmol) a pyridin (2,73 ml, 0,0338 mmol). Reak¢ni smés
se micha po dobu 1 hodiny, poté se roztok nafedi CH,Cl, (10 ml) a promyje HCI (5 ml) o kon-
centraci 0,1 mol/l (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpousté-
dlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii
(Si0,, EtOAc:MeOH 20:1), coz vede ke vzniku slouceniny 64 (20,5 mg, 89 %) ve formé& bilé
pevné latky.

Rf: 0,32 (EtOAc:hexan 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,48 (s, 3H), 6,28 (m, 1H), 5,99 (d, ] = 1,2 Hz, 1H), 5,91 (d, J =
1,2 Hz, 1H), 5,86 (bs, 1H), 5,31 (m, 1H), 4,08 az 4,07 (m, 3H), 3,75 (s, 3H), 3,72 a2 3,53 (m,
5H), 3,39 (d, J = 8,1 Hz,1H), 3,24 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 3,00 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 18,0 Hz, 1H),
2,79 (d, J = 13,5 Hz, 1H), 2,50 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 2,32 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 2,0 (s,
3H), 1,79 (dd, J, = 12,3 Hz, J, = 14,8 Hz, 1H), 0,81 (d, ] = 6,3 Hz, 3H).

Piiklad 59

butyrylchiorid
py, CH,Cl,,1h,0°C

(45) (65)

K roztoku slouceniny 45 (19 mg, 0,0364 mmol) v CH,Cl, (0,3 ml) se pfi teploté 0 °C ptida buty-
rylchlorid (3,78 mg, 0,0364 mmol) a pyridin (2,95 ml, 0,0364 mmol). Reakéni smés se micha po
dobu 1 hodiny, poté se roztok natfedi CH,Cl, (10 ml) a promyje HCI (5 ml) o koncentraci
0,1 mol/l (0,1 N). Organicka vrstva se vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a rozpoustédlo se

odstrani destilaci za sniZzeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,,
EtOAc:MeOH 20:1), coz vede ke vzniku slouéeniny 65 (19 mg, 87 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,60 (EtOAc:MeOH 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCL): & 6,50 (s, 1H), 5,98 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,91 (d, J = 1,5 Hz, 1H),
5,75 (s, 1H), 5,01 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 4,10 a# 4,09 (m, 1H), 4,06 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,03 a2 4,02
(m, 1H), 3,76 (s, 3H), 3,67 a% 3,60 (m, 1H), 3,42 az 3,35 (m, 2H), 3,29 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 3,02
(dd, J; = 7,8 Hz, J, = 17,7 Hz, 1H), 2,79 (d, J = 14,1 Hz, 1H), 2,56 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,32 (s,
3H), 2,31 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 1,78 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H), 1,63 (s, 3H), 1,53 az
1,46 (m, 2H), 1,28 a2 1,16 (m, 2H), 0,68 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: vypotitana C3,H3gN,O7: 590,67, namétena (M+H)": 591,2.
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Ptiklad 60

AgNO,, CH,CN/H,0
17h,23°C

A\ 4

(50) (66)

K roztoku slouéeniny 50 (31,7 mg, 0,044 mmol) ve smési CH,CN/H,0 (1,5 ml/0,5 ml) se pfida
AgNO; (225 mg, 1,32 mmol) a reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 17 hodin. Poté
se ke smési pri teploté 0 °C pfida roztok solanky (10 ml) a nasyceny vodny roztok NaHCO;
(10 ml) a smés se micha po dobu 15 minut, poté se prefiltruje pfes podlozku z celitu a promyje se
CH,Cl, (20 ml). Roztok se dekantuje a organické vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Zby-
tek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:MeOH 5:1), coZ vede ke vzniku
slou¢eniny 66 (16 mg, 51 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,26 (EtOAc:MeOH 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): & 7,66 a2 7,42 (m, 4H), 7,20 (s, 1H), 6,44 (s, 1H), 5,97 (b, =1,
Hz, 1H), 5,90 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,76 (bs, 1H), 5,28 (bs, 1H), 4,54 (bs, 1H), 4,42 (bs, 1H), 4,00
(bs, 1H), 3,68 az 3,57 (m, 4H), 3,47 (d, J = 3,3 Hz, 1H), 2,74 (d, J = 17,1 Hz, 1H), 2,48 (d, J =
18,6 Hz, 1H), 2,32 (s, 6H), 2,28 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 1,76 (dd, J; = 12,0 Hz J, = 16,2 Hz, 1H).

ESI-MS m/z: vypoéitana C;;H;sF3N3Os: 709, naméfena (M™-17): 692,3.

Ptiklad 61

AgNO;, CH,CN/H,0
24 h,23 °C

Me O Me O
(53) (67)

K roztoku slougeniny 53 (57 mg, 0,0828 mmol) ve sm&si CH;CN/H,0 (1,5 ml/0,5 ml) se prida
AgNO; (650 mg, 3,81 mmol) a reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 24 hodin. Poté
se ke smési pii teploté 0 °C ptid4 roztok solanky (10 ml) a nasyceny vodny roztok NaHCO;
(10 ml) a smé&s se micha po dobu 15 minut, poté se prefiltruje pres podlozku z celitu a promyje se
CH,Cl, (20 ml). Roztok se dekantuje a organicka vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Zby-
tek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:MeOH 5:1), coz vede ke vzniku
slougeniny 67 (28 mg, 50 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,28 (EtOAc:MeOH 10:1).
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'H NMR (300 MHz, CDCL): 5 6,47 (s, 1H), 5,97 (s, 1H), 5,88 (s, 1H), 5,35 (bs, 1H), 4,51 (bs,
1H), 4,41 (bs, 1H), 4,12 a2 4,05 (m, 1H), 4,00 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 3,77 (s, 3H), 3,64 (bs, 1H),
3,46 (d, J =3,3 Hz, 1H), 3,34 (d, ] = 11,4 Hz, 1H), 3,18 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 2,95 (dd, J, = 8,4 Hz,
J, =183 Hz, 1H), 2,70 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 2,48 (d, ] = 17,7 Hz, 1H), 2,28 (s, 3H), 2,27 (s, 3H),
2,26 (s, 3H), 1,98 (s, 3H), 1,68 (dd, J; = 12 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 0,86 (d, J = 6,3 Hz, 3H).

ESI-MS m/z: vypocitana Cs;,H;,F3N,Oy: 678,66, naméfena (M'—17): 661,2.

Piiklad 62

AgNO,, CH,CN/H,0
240,23 °C

(48) (e8)

K roztoku slouceniny 48 (32 mg, 0,0529 mmol) ve smé&si CH;CN/H,0 (1,5 ml/0,5 ml) se prida
AgNO; (270 mg, 1,58 mmol) a reakéni smés se pfi teplot& 23 °C micha po dobu 24 hodin. Poté
se ke smési pfi teploté¢ 0 °C piida roztok solanky (10 ml) a nasyceny vodny roztok NaHCO,
(10 ml) a smés se micha po dobu 15 minut, poté se pfefiltruje pres podlozku z celitu a promyje se
CH,Cl, (20 ml). Roztok se dekantuje a organicka vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Roz-
tok se dekantuje a organicka vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Zbytek se &isti rychlou
sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:MeOH 5:1), coz vede ke vzniku slouceniny 68 (18 mg,
56 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,40 (EtOAc:MeOH 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCLs): 8 6,50 (s, 1H), 5,95 (d, = 1,2 Hz, 1H), 5,88 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
5,23 (d,J=6,9 Hz, 1H), 4,45 (d,J = 3,3 Hz, 1H), 4,38 (s, 1H), 4,01 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,78 (m,
1H), 3,77 (s, 3H), 3,41 a2 3,37 (m, 1H), 3,17 a2 3,15 (m, 1H), 2,96 (dd, J, = 7,8 Hz, J, = 18,0 Hz,
1H), 2,70 (d, ] = 15,3 Hz, 1H), 2,40 (d, J = 18,0 Hz, 1H), 2,30 (s, 6H), 2,27 (s, 3H), 1,76 a? 1,65
(m, 1H), 1,35 a2 1,25 (m, 2H), 0,89 a2 0,82 (m, 1H), 0,69 (d, ] = 6,6 Hz, 3H), 0,58 (d, J = 6,6 Hz,
3H).

Priklad 63

AgNO,, CH,CN/H,0
24h,23°C

(51) (89)
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K roztoku slouceniny 51 (27 mg, 0,04 mmol) ve smési CH;CN/H,0 (1,5 ml/0,5 ml) se pfida
AgNO; (204 mg, 1,19 mmol) a reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 24 hodin. Poté
se ke smési pfi teploté 0 °C ptida roztok solanky (10 ml) a nasyceny vodny roztok NaHCO;
(10 ml) a smés se micha po dobu 15 minut, poté se prefiltruje pfes podloZku z celitu a promyje se
CH,Cl, (20 ml). Roztok se dekantuje a organicka vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Zby-
tek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:MeOH 5:1), coz vede ke vzniku
slouéeniny 69 (10 mg, 38 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,38 (EtOAc:MeOH 5:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCL;): § 6,48 (s, 1H), 6,16 (bs, 1H), 5,98 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,89 (d, ] =
1,5 Hz, 1H), 5,33 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 4,50 (m, 1H), 4,40 (m, 1H), 4,11 az 4,09 (m, 1H), 4,00 (d,
J=2,6 Hz, 1H), 3,78 (5, 3H), 3,41 az 3,32 (m, 3H), 3,18 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 2,94 (dd, J, = 8,4
Hz, J, = 18,3 Hz, 1H), 2,70 (d, ] = 14,4 Hz, 1H), 4,45 (d, ] = 18,3 Hz, 1H), 2,31 (s, 3H), 2,28 (s,
3H), 2,27 (s, 3H), 2,04 (s, 3H), 2,00 a2 1,85 (m, 3H), 1,73 (m, 1H), 0,87 (d, J = 6,3 Hz, 6H).

Priklad 64

AgNQ;, CH,CN/H,0
24 h,23°C

v

(63) (70)

K roztoku slou¢eniny 63 (15 mg, 0,023 mmol) ve smési CH;CN/H,0 (1,5 ml/0,5 ml) se ptida
AgNO; (118 mg, 0,691 mmol) a reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 24 hodin. Poté
se ke smési pfi teploté¢ 0 °C pfida roztok solanky (10 ml) a nasyceny vodny roztok NaHCO;
(10 ml) a smé&s se micha po dobu 15 minut, poté se prefiltruje pfes podlozku z celitu a promyje se
CH,Cl, (20 ml). Roztok se dekantuje a organicka vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Zby-
tek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:MeOH 5:1), coz vede ke vzniku
slouceniny 70 (20,1 mg, 85 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,43 (EtOAc:MeOH 5:1).

'H NMR (300 MHz, CDCly): & 7,38 a2 7,28 (m, 5H), 6,48 (s, 1H), 5,98 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,91
(d,J = 1,5 Hz, 1H), 5,75 (bs, 1H), 5,38 (brd, 1H), 5,30 (bs, 1H), 4,53 (m, 1H), 4,42 (m, 1H), 4,02
(d, J= 2,7 Hz, 1H), 3,78 az 3,65 (m, SH), 3,46 az 3,40 (m, 2H), 3,17 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 2,94
(dd, J, = 7,8 Hz, J, = 17,7 Hz, 1H), 2,73 (d, J = 16,8 Hz, 1H), 2,45 (d, J = 18,0 Hz, 1H), 2,31 (s,
6H), 2,28 (s, 3H), 1,97 (s, 3H), 1,77 (dd, J, = 12,0 Hz, J, = 15,3 Hz, 1H).
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Priklad 65

AgNO3, CH,CN/H,0
24 h, 23 °C

(65) (11)

K roztoku slouceniny 65 (25 mg, 0,042 mmol) ve smési CH;CN/H,0 (1,5 ml/0,5 ml) se piida
AgNO; (215,56 mg, 1,269 mmol) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 24 hodin.
Poté se ke smési pfi teploté 0 °C ptida roztok solanky (10 ml) a nasyceny vodny roztok NaHCO;
(10 ml) a smés se micha po dobu 15 minut, poté se pfefiltruje pies podloZku z celitu a promyje se
CH,Cl; (20 ml). Roztok se dekantuje a organicka vrstva se vysusi a zakoncentruje ve vakuu. Zby-
tek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:MeOH 5:1), coz vede ke vzniku
slouceniny 71 (16 mg, 65 %) ve formé& bilé pevné latky.

Rf: 0,05 (EtOAc:MeOH 5:2).

"H NMR (300 MHz, CDCl;): & 6,50 (s, 1H), 5,95 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,78 (s, 1H), 5,19 (bs, 1H),
4,45 (d,J=3,3 Hz, 1H), 4,37 (bs, 1H), 4,11 (brd, J = 4,8 Hz, 1H), 4,01 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 3,76
(s, 1H), 3,71 a2.3,69 (m, 1H), 3,49 a¥ 3,35 (m, 1H), 3,24 (d, J = 13,5 Hz, 1H), 3,15 (d,J = 9,3 Hz,
1H), 2,95 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 17,7 Hz, 1H), 2,70 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 2,40 (d, J = 18,0 Hz, 1H),
2,31 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 1,75 az 1,66 (m, 1H), 1,52 az 1,17 (m, 2H),
0,66 (t,J = 7,2 Hz, 3H).

Fermenta¢ni postupy

Piiklad A

Inokulaéni médium YMP3 obsahujici 1 % glukozu, 0,25 % hovézi extrakt, 0,5 % becto—pepton,
0,25 % NaCl, 0,8 % CaCO; se inokuluje 0,1% zmraZenym vegetativnim kmenem mikroorganis-
mi, kmen A2-2 Pseudomonas fluorescens, a inkubuje se pfi teploté 27 °C v rotaéni tfepalce
(250 otacek za minutu). Po uplynuti 30 hodin inkubace se inokula¢ni kultura p¥id4 do michaného
fermentoru s médiem obsahujicim 2% dextrézu, 4% mannitol, 2% vysusené pivovarské drozdi
(kvasinky) (Vitalevor® Biolux, Belgium), 1% (NH,4),SO,, 0,04% KH,PO,, 0,8% KCI, 0,001%
FeCl;, 0,1% L~Tyr (tyrozin), 0,8% CaCOs;, 0,05% PPG-2000, 0,2% silikon proti p&néni
(ASSAF-100, RHODIA UK). Sterilizace se provadi pfi teploté 122 °C po dobu 30 minut. Obje-
movy pomér mezi inokulem a médiem je 2 % objemova. Od 0 hodiny do 16 hodiny se udrzuje
teplota 27 °C a od 16 hodiny do konce piipravy (41 hodin) se udrzuje teplota 24 °C. Tlak rozpus-
téného kysliku se udrzuje maximalné na hodnot& 25 %. Hodnota pH se udrzuje na 6,0 pomoci
zfed€né kyseliny sirové od 28 hodiny az do konce ptipravy. Pretlak se udrzuje na hodnoté 50 kPa
(0,5 bar). Od 16 hodiny do konce piipravy (b&zi po dobu 2 dni) se ptidava 1% mannitol nebo
sorbitol a 2% mannitol nebo sorbitol v ptipadé, ze fermentaéni pfiprava probiha po dobu 3 dni.

Po uplynuti 41 hodin nebo 64 hodin se fermenta¢ni kultiva¢ni piida bud® extrahuje, coz vede
k ziskani safracinu B nebo upravi KCN, coZ vede k ziskani kyanosafracinu B.
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Ptiklad B
Ziskani kyanosafracinu B ze surového extraktu.

Cisténim nebo filtraci pii pH 6 se z fermenta¢ni kultivaéni piidy odstrani pevné latky. Takto vy-
gisténa kultivaéni pida se upravi na pH 9,5 ziedénym hydroxidem sodnym a dvakrat se extrahuje
ethylacetatem, methylenchloridem nebo butylacetitem v objemovém poméru 2:1. Extrakce se
provadi v michané nadobé po dobu 20 minut, teplota smési se udrzuje na 8 az 10 °C. Vzniklé
faze se oddéli na kapalina—kapalina odstfedivce. Organické faze se vysusi bezvodym nebo zmra-
zenym siranem sodnym a poté se prefiltruje, aby se odstranil led. Tato organicka faze (ethylaceta-
tova vrstva) se odpatuje dokud nevznikne olejovity surovy extrakt.

Ptiklad C
Ziskani kyanosafracinu B z vy¢isténé kultivaCni pidy.

Cisténim nebo filtraci pii pH 6 se z fermenta¢ni kultivadni pady odstrani pevné latky. Takto vy-
&istena kultivacni pida se upravi na pH 3,9 koncentrovanou kyselinou octovou. K vy¢isténé kul-
tivaéni piidé se ptida 0,5 gramu KCN v litru a za michani se pfi teploté 20 °C inkubuje po dobu
1 hodiny. Poté se teplota snizi na 15 °C a pH se upravi na 9,5 zfedénym hydroxidem sodnym a
dvakrit se extrahuje ethylacetdtem v objemovém poméru 2:1,5. Extrakce se provadi v michane
nadobé po dobu 20 minut, teplota smési se udrzuje na 8 az 10 °C. Vzniklé faze se oddéli na kapa-
lina—kapalina odstiedivce. Organicka faze se vysusi bezvodym nebo zmrazenym siranem sod-
nym. Tato organicka faze (ethylacetitova vrstva) se odpafuje, dokud nevznikne olejovity surovy
extrakt. Tento extrakt se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, ethylacetat:methanol
s gradientem 20:1 az 10:1 az 5:1), coZ vede ke vzniku slougeniny 2 ve formé svétle zluté pevné
latky.

Rf: 0,55 (ethylacetat:methanol 5:1), dale tg = 19,9 MIN [HPLC, Delta Pack C4, 5 um, 300 A, 150
x 3 mm, A = 215 nm, pritok = 0,7 ml/min, teplota = 50 °C, s gradientem CH;CN: vodny NaOAc
(10 mmol/l (10 mM)) 85 az 70 % (20 minut)].

' NMR (300 MHz, CDCLy): & 6,54 (dd, J, = 4,4 Hz, J, = 8,4 Hz, 1H), 6,44 (s, 1H), 4,12 (4,
=24 Hz, 1H), 4,04 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 4,00 (s, 3H), 3,87 (bs, 1H), 3,65 (ddd, J; = 1,5 Hz, J, =
8.7 Hz, J, = 9,9 Hz, 1H), 3,35 (brd, ] = 8,4 Hz, 1H), 3,15 a2 2,96 (m, 4H), 2,92 (g, J = 7,2 Hz,
1H), 2,47 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,29 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 1,83 (s, 3H), 1,64 (ddd, J, = 2,7 Hz,
J,=11,1 Hz, J; = 14,1 Hz, 1H), 0,79 (d, J = 7,2 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCly): & 186,0 (q), 175,9 (), 156,2 (q), 146,8 (q), 142,8 (q), 140,7 (q);
136,6 (q), 130,5 (q), 128,8 (q), 127,0 (q), 120,5 (s), 117,4 (q), 116,5 (q), 60,8 (1), 60,4 (5), 58,7
(t), 56,2 (s), 55,7 (s), 54,8 (s), 54,8 (5), 54,4 (), 50,0 (s), 41,6 (1), 39,8 (d), 25,2 (d), 24,4 (d), 21,2
(1), 15,5 (t), 8,4 (V).

ESI-MS m/z: vypoéitana CyH3sNsOg: 549,6, naméfena (M+Na)': 572,3.

Ptiklad D

Médium (50 1) obsahujici dextrozu (2 %), mannitol (4 %), vysusené pivovarské drozdi (kvasinky)
(2 %), siran amonny (1 %), hydrogenfosfore¢nan draselny (0,04 %), chlorid draselny (0,8 %),
hexahydrat chloridu Zelezitého (0,001 %), L-tyrosin (0,1 %), uhli¢itan vapenaty (0,8 %), poly-
propylenglykol 2000 (0,05 %) a ASSAF 1000 (0,2 %) proti pénéni se nalije do sterilizovaného
fermentoru s celkovou kapacitou 751, inokuluje se inokulacni kulturou (2 %) kmenu A2-2
(FERM BP-14) a za stalého michani se pfi teploté 27 °C az 24 °C po dobu 64 hodin provadi
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provzdusitovana kultivace (provzdusfiovani 75 /min a michéni 350 otd&ek za minutu (350 rpm)
az 500 otatek za minutu (500 rpm). Hodnota pH se udrzuje automatickym déavkovanim zfedéné
kyseliny sirové od 27 hodiny do konce pfipravy. Od 16 hodiny do konce piipravy se ptidava 2%
mannitol. V kultivaénim médiu (45 1), po odstran&ni bunk odstfedénim, se pH upravi na hodnotu
9,5 zfedénym hydroxidem sodnym a médium se dvakrat extrahuje 25 litry ethylacetatu. Smés se
pfi teplot€ 8 °C mich4 po dobu 20 minut. Vzniklé faze se oddéli na kapalina—kapalina odstiediv-
ce. Organicka faze se zmrazi na teplotu —20 °C, piefiltruji se, aby se odstranil led, a odpafuji se,
dokud nevznikne 40 g tmavého olejovitého surového extraktu. Po vneseni kyano skupiny a vycCis-
téni se ziskaji 3 gramy kyanosafracinu B.

Priklad E

Médium (50 1) obsahujici dextrézu (2 %), mannitol (4 %), vysusené pivovarské drozdi (kvasinky)
(2 %), siran amonny (1 %), hydrogenfosfore¢nan draselny (0,02 %), chlorid draselny (0,2 %),
hexahydrat chloridu zelezitého (0,001 %), L-tyrosin (0,1 %), uhli¢itan vapenaty (0,8 %), poly-
propylenglykol 2000 (0,05 %) a ASSAF 1000 (0,2 %) proti pénéni se nalije do sterilizovaného
fermentoru s celkovou kapacitou 75 1, inokuluje se inokulani kulturou (2 %) kmenu A2-2
(FERM BP-14) a za stdlého michéni se pfi teploté 27 °C az 24 °C po dobu 41 hodin provadi pro-
vzduSiiovana kultivace (provzduitiovani 75 I/min a michani 350 otadek za minutu (350 rpm) az
500 otadek za minutu (500 rpm). Hodnota pH se udrzuje automatickym davkovanim zfedéné
kyseliny sirové od 28 hodiny do konce p¥ipravy. Od 16 hodiny do konce pfipravy se pfidava 1%
mannitol. V kultiva¢nim médiu (45 1), po odstranéni bun&k odstfedénim, se pH upravi na hodnotu
3,9 pridavkem 200 ml koncentrované kyseliny octové. P¥ida se 25 graml 97% kyanidu sodného a
pii teplot€ 20 °C se micha po dobu 1 hodiny a poté se pH upravi na 9,5 ptidavkem 1500 m1 10%
roztoku hydroxidu sodného. Poté se extrahuje 35 litry ethylacetétu. Smés se pfi teploté 8 °C mi-
ché po dobu 20 minut. Vzniklé faze se oddéli na kapalina—kapalina odstfedivce. Organicka faze
se vysusi bezvodym siranem sodnym a odpatuje se, dokud nevznikne 60 g tmavého olejovitého
surového extraktu.

Chromatografii se ziska 4,6 grami kyanosafracinu B.

Priklad 66

EDC.HCI, DMAP

J WL

NHBoc . o)Y\S 'O
O NHBoc

29 W,

(142)

0]
S

K roztoku slou¢eniny 25 (7,83 g, 0,0139 mmol) a komeréng dostupného Boc—Cys (Fm) derivatu
(Bachem) (8,33 g, 35,04 mmol) v dichlormethanu (535 ml) se za stalého michéani v argonové
atmosféfe pfi teploté 23 °C ptida dimethylaminopyridin (4,28 g, 35,04 mmol) a 1-[3—(dimethyl-
amino)propyl]-3—ethylkarbodiimidhydrochlorid (6,66 g, 35,04 mmol). Smés se pii teploté 23 °C
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micha po dobu 2,5 hodiny. Reakéni smés se rychle ochladi nasycenym vodnym roztokem hydro-
genuhli¢itanu sodného (500 ml), organicka faze se odd€li a vodna vrstva se zpétné extrahuje
dichlormethanem (250 ml). Organické extrakty se vysusi siranem sodnym, prefiltruji se a odpati
do sucha za snizeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (eluent ethyl-
acetat:hexan s gradientem 1:4 az 2:1), coz vede ke vzniku slouceniny 142 (12,21 g, 93 %) ve
forme¢ svétle zluté pevné latky.

Rf: 0,35 (hexan:EtOAc 1:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCL): & 7,72 (d, J = 7.3, 2,7 Hz, 2H), 7,55 (dd, I, = 14,6 Hz, J, = 7,6 Hz,
2H), 7,40 az 7,34 (m, 2H), 7,30 a2 7,24 (m, 2H), 6,63 (s, 1H), 6,08 az 5,99 (m, 1H), 5,91 (d, ] =
1,5 Hz, 1H), 5,80 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,39 (dd, J, = 17,3 Hz, J,= 1,7 Hz, 1H), 5,24 (dd, J, =
10,5 Hz, J, = 1,7 Hz, 1H), 5,09 (AB, J = 4,48 Hz, 2H), 5,07 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 4,34 az 4,29 (m,
2H), 4,17 (d,J = 1,9 Hz, 1H), 4,16 az 4,04 (m, 4H), 4,02 a2 3,96 (m, 2H), 3,93 (t, ] = 5,3 Hz,1H),
3,70 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 3,32 (d, ] = 8,0 Hz, 1H), 3,23 az 3,17 (m, 2H), 3,0 az 2,89 (m, 3H),
2,65 a7 2,57 (m, 2H), 2,29 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 1,76 (dd, J, = 16,3 Hz, J, = 12,7 Hz,
1H), 1,45, 1,44 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCL): § 170,9, 155,3, 148,9, 148,6, 146,1, 146,0, 144,7, 141,2, 141,1,
139,4, 134,0, 131,0, 130,1, 127,8, 127,2, 125,2, 125,0, 124,3, 121,3, 121,2, 120,1, 118,1, 117,6,
112,9, 101,4, 99,5, 80,3, 74,2, 65,6, 60,4, 60,1, 57,9, 57,4, 57,2, 57,1, 56,9, 55,6, 53,2, 47,0, 41,8,
41,7, 36,7, 35,3, 28,5, 26,6, 25,3, 15,9, 9.,4.

ESI-MS m/z: vypogitana Cs3HgoN4O10S: 945,13, naméfend (M+1)": 946,3.

Ptiklad 67

Bu;SnH, ACOH
(PPh,),PdCl,

NHBoc Q NHBo¢ O

(142) (143)

K roztoku slougeniny 142 (12,01 g, 0,0127 mmol) v dichlormethanu (318 mi) se za stalého mi-
chani v argonové atmosfére pfi teplot 23 °C prida dichlorbis(trifenylfosfin) palladnaty (0,71 g,
1,015 mmol) a kyselina octova (3,6 ml 0,176 mol). Poté se ke smési po kapkach pfida tribu-
tylstanniumhydrid (10,27 ml, 0,037 mol). Sm&s se micha pfi teploté¢ 23 °C po dobu 10 minut.
Reakéni smés se prefiltruje ptes sloupec silikagelu spojeny hexanem. Zbytek se promyje smési
ethylacetatu a hexanu s gradientem 1:4, 1:1 az 7:3, coz vede ke vzniku sloueniny 143 (10,89 g,
95 %) ve forme zluté pevné latky.

Rf: 0,25 (hexan:EtOAc 2:1).
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'"H NMR (300 MHz, CDCls): 8 7,72 (d, J = 7,6, 2H), 7,61 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 7,52 (d, J = 7,3 Hz,
1H), 7,37 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 7,28 (m, 2H), 6,63 (s, 1H), 5,87 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,76 (d, ] = 1,5
Hz, 1H), 5,58 (bs, 1H), 5,31 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 5,17 (d, J= 5,6 Hz, 1H), 4,91 (d, ] = 8,3 Hz,
1H), 4,17 a% 4,06 (m, 4 a2 6H), 3,85 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,68 (s, 3H), 3,34 (brd, ] =
6,6 Hz, 1H), 3,23 (brd, J = 11,2 Hz, 1H), 3,06 (brd, J = 12,9 Hz, 1H), 3,04 a2 2,86 (m, 3H), 2,65
az 2,54 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,94 (s, 3H), 1,80 (dd, J, = 11,5 Hz, J, = 15,8 Hz, 1H),
1,45 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCly): § 175,3, 170,5, 154,9, 149,1, 147,6, 145,9, 145,8, 145,7, 144,5,
140,9, 140,8, 136,1, 130,9, 1274, 126,9, 124,3, 124,7, 122,9, 119,7, 117,6, 112,3, 111,4, 106,6,
100,7, 99,7, 80,0, 64,2, 60,3, 59,8, 57,6, 57,0, 56,5, 56,4, 55,2, 52,7, 46,7, 46,5, 41,4, 41,3, 36,9,
36,6, 34,9, 28,2, 26,0, 24,9, 20,9, 20,7, 15,7, 14,1, 8,5.

ESI-MS m/z: vypoé&itana CsoHseN4O10S: 905,5, naméiena (M+1)": 906,3.

Priklad 68

(PhSe0),0
RN
CH,Cl,

NHBoc O NHBoc O

(143) (144)

K roztoku slou¢eniny 143 (10 g, 0,011 mol) v bezvodém dichlormethanu (185 ml) se pfi teploté
—10 °C (teplota lazné —15 °C) ptida roztok anhydridu kyseliny benzenselenové (5,7 g, 0,011 mol)
v bezvodém dichlormethanu (185 ml), coz vede k (ipInému rozpusténi bilych &asteek ptitom-
nych v roztoku. Pfi této teploté se reakéni smés micha po dobu 10 minut. Reakéni smés se nafedi
dichlormethanem (200 ml) a pfi teploté —10 °C se pfida nasyceny vodny roztok hydrogenuhlidi-
tanu sodného (500 ml). Organicka faze se oddéli, vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a odpati
se do sucha za snizeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii (eluent ethyla-
cetat:hexan s gradientem 1:1, 3:2, 7:3 az 4:1), coZ vede ke vzniku slougeniny 144 (9,34 g, 92 %)
ve formé zluté pevné latky. Chromatograficky vy&isténa pevnd latka se rozpusti v dichlor-
methanu (250 ml), ptida se aktivni uhli (3,3 g) a suspenze se micha pti teploté 23 °C po dobu 1
hodiny. Smés se piefiltruje pfes podlozku z celitu a promyje se dichlormethanem (80 ml). Roz-
poustédio se odstrani destilaci za sniZeného tlaku pfi teploté 25 az 30 °C, coz vede ke vzniku
slou¢eniny 144 (8,96 g, 88 %) ve formé Zluté pevné latky.

Rf: 0,30 a 0,25 (smés izomeri, hexan:EtOAc 1:1).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) (smés izomert): 8 7,73 az 7,61 (m, 4H), 7,37 az 7,30 (m, 4H), 6,62
(s, 1H), 6,59 (s, 1H), 6,53 (s, 1H), 5,72 (s, 1H), 5,70 (s, 1H), 5,61 (s, 1H), 5,55 (bs, 1H), 5,34 (m,
2H), 5,08 (AB sist., Jag = 6,7 Hz, 1H), 5,00 (AB sist., 5 = 5,9 Hz, 1H), 4,67 (m, 1H), 4,50 (m,
1H), 4,38 (dd, J, = 4,9 Hz, J, = 12,9 Hz, 1H), 4,21 (dd, J, = 6,3 Hz, J, = 12,9 Hz, 1H), 4,11 (t,
1=59 Hz, 1H), 4,02 (m, 3H), 3,87 (m, 1H), 3,83 (s, 3H), 3,72 (m, 1H), 3,61 (s, 3H), 3,49 (s,
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3H), 3,27 (m, 1H), 3,15 (dd, J; = 1,8 Hz, J, = 6,2 Hz, 2H), 3,07 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 2,94 (m, 4H),
2,86 (m, 2H), 2,42 (m, 2H), 2,25 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,08 (dd, J, = 2,4 Hz, J, =
13,9 Hz, 1H), 1,77 (s, 3H), 1,76 (s, 3H), 1,43 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCly) (smés izomert): & 200,6, 171,2, 160,4, 155,6, 148,9, 148,8, 1483,
145,9, 145,8, 141,3, 141,2, 138,7, 130,9, 1279, 127,4, 127,3, 127,3, 125,3, 125,1, 124,2, 120,1,
117,1, 111,9, 108,5, 105,0, 104,7, 101,7, 101,3, 99,5, 99,4, 80,5, 72,5, 70,8, 60,5, 60,1, 58,4,
58,0, 57,9, 56,9, 56,8, 56,3, 55,9, 55,5, 55,4, 53,8, 53,7, 47,1, 42,0, 41,8, 41,5, 37,4, 37,3, 35,6,
35,5, 28,5,25,8, 25,7, 16,1, 16,0, 7,7, 7.3.

ESI-MS m/z: vypogitana CsoHseN4O;,S: 921,3, naméfena (M+1)": 922,3.

Priklad 69

1.DMSO, Tf,0
2.DIPEA
3. terc.-BuOH

4.N;Me  terc.Bu
5. Ac,0, CH,Cl,

s 2
(145)

(144)

K roztoku slou¢eniny DMSO (3,44 ml) v bezvodém dichlormethanu (396 ml) se v argonové at-
mosféfe pri teplot¢ —78°C pfida anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (3,27 ml,
19,45 mmol) a smés se pii této teploté micha po dobu 20 minut. Poté se ke smési pfi teploté
—78 °C pfida roztok slouceniny 144 (8,92 g, 9,6 mmol) v bezvodém dichlormethanu (124 ml) a
reakéni smés se v argonové atmosféfe micha pii teploté —40 °C po dobu 30 minut. Ke smési se
dale ptida diisopropylethylamin (13,5 ml, 73,43 mmol) a smés se v argonové atmosféie pfi teplo-
t¢ 0 °C micha po dobu 45 minut. Ke smési se dale ptida terc.butanol (3,65 ml, 38,6 mmol) a
terc.butyltetramethylguanidin (N;Me,terc.Bu) (11,6 ml, 67,46 mmol) a smés se v argonove atmo-
sféfe pii teploté 23 °C michd po dobu 1 hodiny. Reak¢ni smés se nafedi dichlormethanem
(250 ml) a pfida se nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (500 ml). Organicka
vrstva se oddéli a nasledn& promyje nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(500 mi) a poté nasycenym vodnym roztokem chloridu sodného (500 ml). Organicka vrstva se
oddéli, vysusi siranem sodnym, piefiltruje se a odpafi se do sucha za sniZencho tlaku pfi teploté
25 az 30 °C. Zbytek ve formé pevné latky se Cisti rychle sloupcovou chromatografii (eluent ethyl-
acetat:hexan s gradientem 1:4 az 2:3), coz vede ke vzniku slouceniny 145 (4,99 g, 68 %) ve for-
mé zluté pevné latky.

Rf: 0,44 (hexan:EtOAc 3:2).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) (smés izomert): & 6,79 (s, 1H), 6,09 (s, 1H), 6,00 (s, 1H), 5,20 (d,
J=5,4Hz, 1H), 5,14 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 5,02 (d, ] = 11,7 Hz, 1H), 4,63 (d,J = 9,0 Hz, 1H), 4,50
(m, 1H), 4,33 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 4,30 (m, 1H), 4,25 (bs, 1H), 4,18 (d, ) = 2,4 Hz, 1H), 4,17 (dd,
J, =13 Hz, J, = 11,7 Hz, 1H), 3,78 (5, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,42 (m, 2H), 2,93 (m, 2H), 2,35 (m,
1H), 2,31 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,22 (s, 3H), 2,09 (m, 1H), 2,05 (s, 3H), 1,45 (s, 9H).
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C NMR (75 MHz, CDCly): § 2073, 170,9, 168,8, 149,8, 148,6, 146,0, 141,1, 140,7, 131,7,
130,6, 125,1, 120,6, 118,3, 113,7, 102,2, 99,4, 80,0, 61,6, 60,4, 59,8, 59,4, 59,2, 57,7, 55,0, 54,7,
54,0,41,9, 41,6, 33,1, 31,8, 28,7, 23,9, 20,6, 16,1, 14,3, 9,8.

ESI-MS m/z: vypocitana C3gHseN4,O11S: 766,86, namérena (M+1)+: 767,3.

Ptfiklad 70
NH
2 OMe
o o}
AcO AcO
Me Me
0 o
-0 -0

(35)

K roztoku slouceniny 145 (1,0 g, 1,3 mmol) v acetonitrilu (50 ml) a dichlormethanu (25 ml) se
pfi teploté 23 °C ptida jodid sodny (1,52 g, 10,0lmmol). Smés se ochladi na teplotu 0 °C) a po
Céstech za udrzovani teploty na 0 °C se ptida chlorid hlinity (1,33 g, 10,01 mmol). Reakéni smés
se pfi teploté 0 °C micha po dobu 2,5 hodiny. Reakéni smés se nafedi dichlormethanem (25 ml) a
pfida se nasyceny vodny roztok vinanu draselného (100 ml). Vodna faze se oddéli a extrahuje se
dichlormethanem (2 x 75 ml). Nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (50 ml) se
pfida k vodné fézi, ktera se dale extrahuje dichlormethanem (2 x 50 ml). Organické extrakty se
vysusi siranem sodnym, piefiltruji se a odpafi se do sucha za sniZeného tlaku pfi teploté nizsi nez
25 °C. Zbytek ve formé pevné latky se Cisti sloupcovou chromatografii na amino-silikagelu (elu-
ent ethylacetat:hexan), coz vede ke vzniku sloudeniny 35 (487 mg, 60 %) ve form& Zluté pevné
latky. Experimentalni data slou¢eniny 35 byla jiz diive popsana v PCT/GB00/01 852.

Sloutenina 36, ET-770 a ET—743 se pfipravi postupy, které jsou popsany v PCT/GB00/01 852.

Cesta 2

Priklad 71

H,0, THF

|

(21)

Roztok slouceniny 21 (9,84 g, 18,97 mmol) v THF (569 ml) a H,0O (285 ml) se v ledové lazni
ochladi na teplotu 0 °C. Poté se ke smési pii teplot& 0 °C ptida NaNO, (1,96 g, 28,45 mmol) a
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90% vodny roztok AcOH (18,97 ml, 0,33 mol) a reakéni smés se pti teplot€ 23 °C micha po dobu
18 hodin. Po ochlazeni reakéni smési na teplotu 0 °C se pfida nasyceny vodny roztok hydroge-
nuhli¢itanu sodného (300 ml, alkalické pH) a dichlormethan (500 ml). Po extrakei se vodna faze
dale extrahuje dichlormethanem (2 x 300 ml). Organické extrakty se vysusi siranem sodnym a
odpafi se do sucha za snizeného tlaku. Zbytek ve formé pevné latky se rozpusti v MeOH (379 ml)
a pti teploté 0 °C se ptida NaOH (38 ml) o koncentraci 1 mol/l (1 M). Smés se pfi teploté 23 °C
micha po dobu 4 hodin. Po nafedéni EtOAc (600 ml) pti teploté 0 °C se organicka vrstva promyje
vodou (400 ml) a nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (100 ml, alkalické
pH). Po extrakci se vodna faze déale extrahuje EtOAc (3 x 300 ml). Organické extrakty se vysusi
Na,SO,, prefiltruji se a zakoncentruji se ve vakuu. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromato-
grafii (SiO,, hexan:EtOAc s gradientem 3:1 az 2:1), coZ vede ke vzniku slouceniny 146 (4,55 g,
46 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,33 (hexan:EtOAc 1:1).

'"H NMR (300 MHz, CDCL;): & 6,48 (s, 1H), 6,15 az 6,02 (m, 1H), 5,92 (d, ] = 1,5 Hz, 1H), 5,86
(d, J= 1,5 Hz, 1H), 5,77 (s, 1H), 5,39 (dd, J, = 1,5 Hz, J,= 17,1 Hz, 1H), 5,26 (dd, J, = 1,5 Hz,
J,= 10,5 Hz, 1H), 4,24 a2 4,15 (m, 3H), 4,04 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 3,97 (t, J = 3,3 Hz, 1H), 3,74 (s,
3H), 3,64 (dt, J, = 3,3 Hz, J, = 11,1 Hz, 1H), 3,43 (dd, J, =3,3 Hz, J,= 10,5 Hz, 1H), 3,38 a2 3,34
(m, 2H), 3,31 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 3,22 (dd, J; = 2,4 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 3,10 (dd, J, = 8,1 Hz,
J,= 183 Hz, 1H), 2,49(d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,34 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 1,88 (dd, J, =
12 Hz, J, = 15,9 Hz, 1H).

BC NMR (75 MHz, CDCly): & 148,6, 146,7, 144,4, 143,0, 138,9, 133,9, 130,2, 129,1, 121,1,
1209, 117,7, 117,4, 116,8, 113,3, 112,3, 101,1, 74,3, 63,7, 60,6, 60,1, 58,1, 56,9, 56,7, 55,4,
41,7,26,2,25,7,15,7,9,3.

ESI-MS m/z: vypo¢itana CyoH33N306: 519,59, naméfena (M+1)": 520,5.

Priklad 72

NHBoc
(147) Q

K roztoku sloudeniny 146 (47,35 g, 0,091 mol) a komerén& dostupného Boc—Cys (Fm) derivatu
(Bachem) (54,6 g, 0,137 mol) v dichlormethanu (2,8 1) se za stalého michani v argonové atmosfé-
fe pfi teploté 23 °C po kapkach po dobu 1,5 hodiny pfidava dimethylaminopyridin (5,6 g,
0,046 mol) a 1-[3—(dimethylamino)propyl]-3—ethylkarbodiimidhydrochlorid (43,6 g, 0,227 mol).
Smés se pti teploté 23 °C mich4 po dobu vice nez 1 hodiny. Reakce se rychle ochladi nasycenym
vodnym roztokem hydrogenuhligitanu sodného (1 1) a organicka faze se oddeli. Vodna vrstva se
zpétné extrahuje dichlormethanem (2 x 500 ml). Organické extrakty se vysus$i siranem sodnym a
odpati se do sucha za snizeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (eluent

(146)

-110 -



20

25

30

35

40

CZ 304966 B6

ethylacetat:hexan s gradientem 1:4 az 3:1), coZ vede ke vzniku slougeniny 147 (74,3 g, 93 %) ve
formé bilé pevné latky.

Rf: 0,5 (hexan:EtOAc 1:1).

'H NMR (300 MHz, CDCL): & 7,73 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 7,63 a2 7,55 (m, 2H), 7,39 az 7,35
(m, 2H), 7,29 a% 7,25 (m, 2H), 6,41 (s, 1H), 6,07 a% 5,97 (m, 1H), 5,92 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,80
(d, J=1,2 Hz, 1H), 5,67 (s, 1H), 5,34 (dd, J, = 1,8 Hz, J, = 17,4 Hz, 1H), 5,23 (dd, J, = 1,8 Hz, J,
= 10,5 Hz, 1H), 5,04 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 4,32 a2 4,29 (m, 1H), 4,13 a2 3,91 (m, 9H), 3,72 (s,
3H), 3,31 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 3,26 az 3,17 (m, 2H), 2,96 a# 2,87 (m, 3H), 2,68 a7 2,54 (m, 2H),
2,27 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 1,83 (dd, J, = 12,6 Hz, I, = 15,9 Hz, 1H), 1,45 (s, 9H).

“C NMR (75 MHz, CDCl;): § 170,9, 155,4, 149,0, 147,1, 146,2, 146,0, 144,7, 143,0, 141,1,
139.4, 134,1, 131,5, 129,1, 127,8, 127,2, 125,0, 121,3, 120,9, 120,1, 118,2, 117,6, 117,2, 112,9,
112,4,101,4, 80,3, 76,6, 74,4, 65,3, 61,0, 60,4, 57,4, 56,9, 56,7, 55,6, 53,0, 46,9, 41,8, 36,7, 35,3,
31,8, 28,5, 26,6, 25,2, 229, 16,0, 9,5.

ESI-MS m/z: vypocitand Cs;HseN4OoS: 900,3, namé&fena (M+1)": 901,3.

Priklad 73

MEMCI, CH,CN

DIPEA, DMAP

o)\N:;i .O )ﬁ/\
O NHBoc Q

(147) (148)

K roztoku slouceniny 147 (0,562 g, 0,624 mol) v CH;CN (3,12 ml) se p#i teploté 0 °C ptid4
MEMCI (1,07 ml, 9,36 mmol), DIPEA (2,17 ml, 12,48 mmol) a DMPA (0,0076 g, 0,06 mmol).
Reakéni smés se pti teplot& 23 °C micha po dobu 5,5 hodiny. Reakéni smés se natedi CH,Cl,
(50 ml) a extrahuje se HCI (50 ml) o koncentraci 0,1 mol/l (0,1 N). Vodn4 faze se znova extrahu-
Jje CHyCL, (50 ml). Organické faze se vysusi Na,SO,, prefiltruji se a zakoncentruji se ve vakuu a
zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (CH,Cly:EtOAc 10:1, 5:1), coz vede ke vzniku
slougeniny 148 (539 mg, 87 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,50 (CH,CL:EtOAc 6:1).

'H NMR (300 MHz, CDCLs): 8 7,73 a2 7,71 (m, 2H), 7,57 (dd, J, = 7,2 Hz, J, = 15,3 Hz, 2H),
7,40 az 7,34 (m, 2H), 7,29 az 7,26 (m, 2H), 6,62 (s, 1H), 6,08 az 5,99 (m, 1H), 5,91 (d, J = 1,2
Hz, 1H), 5,79 (d, ] = 1,2 Hz, 1H), 5,35 (dd, J, = 1,2 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,23 (d, ] = 6,3 Hz,
1H), 5,21 (bs, 1H), 5,13 (d, J = 6,3 Hz, 1H), 5,04 (brd, J = 9 Hz, 1H), 4,33 a2 4,29 (m, 2H), 4,16
az3,90 (m, 8H), 3,85 a2 3,78 (m, 1H), 3,69 (S, 3H), 3,60 a2 3,55 (m, 2H), 3,38 (s, 3H), 3,31 (brd,
J=8,1 Hz, 1H), 3,21 a2 3,17 (m, 2H), 2,98 az 2,88 (m, 3H), 2,64 az 2,56 (m, 2H), 2,29 (s, 3H),
2,20 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 1,75 (dd, J; = 11,7 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 1,47 (s, 9H).

-111-



10

15

20

25

30

35

CZ 304966 B6

C NMR (75 MHz, CDCls): 8 170,5, 155,0, 148,6, 148,5, 148,2, 145,77, 145.,6, 144,4, 140.8,
140,7, 139,0, 133,6, 130,7, 130,5, 127,4, 126,9, 124,8, 124,6, 123,8, 120,8, 119,7, 117.8, 117,2,
122,5, 111,9, 101,0, 98,1, 80,0, 77,4, 77,0, 76,6, 73,8, 71,6, 69,2, 65,0, 60,2, 60,0, 59.8, 59,0,
56,8, 56,7, 56,6, 55,2, 52,7, 52,7, 46,6, 41,3, 36,2, 34,9, 29,6, 28,2, 26,3, 24,9, 15,6, 14,1, 9,0.

ESI-MS m/z: vypoéitana Cs)HgN4O1,S: 988.,4, naméfena (M+1)+: 989,3.

Ptiklad 74

BuySnH,CH,Cl,
(PPh3),PdCl,, ACOH

(149)

(148)

K roztoku slou¢eniny 148 (38,32 g, 0,039 mol) v dichlormethanu (1 1) se za stalého michani
v argonové atmosféfe pii teploté 23 °C prida dichlorbis(trifenylfosfin) palladnaty (2,17 g,
0,0031 mol) a kyselina octova (11,1 ml, 0,195 mol). Poté se ke smési po kapkach piida tribu-
tylstanniumhydrid (36,5 ml, 0,136 mol). Smé&s se ke smési po kapkéch piida tributylstanniumhyd-
rid (36,5 ml, 0,136 mol). Smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 15 minut. Reakéni smés se
prefiltruje pres sloupec silikagelu spojeny hexanem. Zbytek se promyje smési ethylacetatu a he-
xanu s gradientem 0:100, 1:4, 1:3, 2:5, 2:3, 1:1, 2:1, 3:1 aZ 100:0, coz vede ke vzniku slouceniny
149 (35,07 g, 95 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,25 (hexan:EtOAc 2:1).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): & 7,74 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,63 a2 7,53 (m, 2H), 7,39 az 7,34 (m,
2H), 7,30 a7 7,27 (m, 2H), 6,62 (s, 1H), 5,87 (m, 1H), 5,75 (s, 1H), 5,69 (bs, 1H), 5,37 (d, ] = 6
Hz, 1H), 5,23 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 4,96 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,44 (brd, J = 8,7 Hz, 1H), 4,18 a7
3,70 (m, 11H), 3,69 (s, 3H), 3,38 (s, 3H), 3,34 a7 3,18 (m, 3H), 2,99 az 2,88 (m, 3H), 2,63 a7
2,58 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 1,78 (dd, J, = 12,9 Hz, J,= 15,63 Hz, 1H),
1,41 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, CDCly): & 170,8, 155,2, 149,0, 148,0, 146,2, 146,0, 144.8, 141,1, 136,4,
131,3, 131,2, 127,8, 127,2, 125,1, 125,0, 123,2, 120,0, 118,1, 112,6, 111,6, 107,2, 101,0, 98,9,
98,8, 80,3, 71,8, 69.8, 64,9, 60,6, 60,2, 59,2, 57,1, 56,9, 55,5, 53,0, 47,0, 46,9, 41,8, 37,0, 35,3,
28.5,26,2,25.2,21,9,21,3, 16,1, 14,4,9,0.

ESI-MS m/z: vypo¢itana Cs;HgoN4O;1S: 948,4, naméfena (M+1)": 949,3.
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Piiklad 75

NHBoc O

(149) (150)

K roztoku slouceniny 149 (15 g, 0,0158 mol) v bezvodém dichlormethanu (265 ml) se po kap-
kach pfi teploté —10 °C (teplota lazné —15 °C) po dobu 30 minut pfidava roztok anhydridu kyse-
liny benzenselenové (7,4 g, 0,0143 mol) v bezvodém dichlormethanu (265 ml), coz vede
k uplnému rozpusténi bilych Eastecek pritomnych v roztoku. Pii této teploté se reakéni smés dale
miché po dobu 10 minut. Reakéni smés se natedi dichlormethanem (200 ml) a pfi teploté —~10 °C
se piida nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (500 ml). Organicka faze se oddéli,
vysusi siranem sodnym, prefiltruje se a odpafi se do sucha za sniZeného tlaku. Zbytek se ¢isti
rychlou sloupcovou chromatografii (eluent ethylacetat:hexan s gradientem 1:2 az 100:0), coz
vede ke vzniku slou¢eniny 150 (14,20 g, 89 %) ve form& Zluté pevné latky. Chromatograficky
vyCiSténa pevna latka se rozpusti v dichlormethanu (250 ml) a pfida se aktivni uhli (4,95 g). Su-
spenze se pfi teplot€ 23 °C micha po dobu 1 hodiny. Smés se piefiltruje pies podlozku z celitu a
promyje se dichlormethanem (80 ml). Rozpoustédlo se odpaii za snizeného tlaku, coz vede ke
vzniku slouceniny 150 (13,72 g, 86 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,37 (hexan:EtOAc 1:2).

"H NMR (300 MHz, CDCl;) (smér izomerd): § 7,73 (d, J = 6,7 Hz, 4H), 7,63 (m, 2H), 7,54 (d,
J=1,6 Hz, 2H), 7,40 a% 7,34 (m, 4H), 7,31 a2 7,27 (m, 4H), 6,62 (s, 2H), 5,86 (s, 1H), 5,81 (s,
1H), 5,75 (s,1H), 5,72 (s, 1H), 5,70 (s, 1H), 5,35 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 5,30 (d, J = 8,4 Hz, 1H),
5,23 (d, J=5,9 Hz, 1H), 5,22 (d, J= 5,9 Hz, 1H), 5,13 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 4,97 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 4,43 (m, 2H), 4,20 a2 4,01 (m, 8H), 3,97 az 3,86 (m, 4H), 3,82 (s, 3H), 3,80 a2 3,74 (m, 1H),
3,69 (s, 3H), 3,66 a2 3,64 (m, 4H), 3,54 (m, 2H), 3,38 (s, 3H), 3,35 (s, 3H), 3,34 2% 2,90 (m, 8H),
2,60 a2 2,31 (m, 4H), 2,27 (s, 3H), 2,25 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 1,97 (s, 3H), 1,94 az 1,81 (m, 2H),
1,77 (s, 3H), 1,43 (s, 9H), 1,41 (s, 9H).

C NMR (75 MHz, CDCl;) (smés izomerti): 6 200,2, 198,3, 170,7, 170,5, 160,0, 155,2, 154,9,
148,5, 148,4, 1455, 142,1, 140,9, 138,3, 130,9, 130,5, 130,0, 129.8, 127,5, 126,9, 125,0, 124,9,
124,7, 123,8, 122,5, 119,8, 117,2, 116,7, 111,5, 108,1, 104,6, 104,3, 101,3, 100,9, 98,0, 80,1,
72,1, 71,5, 70,5, 69,2, 69,0, 66,4, 63,5, 60,7, 60,1, 59,6, 58,9, 58,8, 58,0, 56,7, 56,4, 56,2, 559,
55,5, 55,0, 53,5, 46,7, 41,7, 41,3, 41,1, 36,9, 35,2, 35,1, 31,4, 28,1, 25,4, 25,3, 22,5, 15,7, 15,6,
14,0, 7,2.

ESI-MS m/z: vypocitana Cs;HgN4O1,S: 964,4, naméfend (M+1)": 965,3, (M+23)": 987,3.
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Priklad 76

OMe

1.DMSO, Tf,0
2. DIPEA
3. terc.-BuOH
4. N;Me  tercBu
. 5. Ac,0, CH,Cl,
(150) (151)

Reakéni batika se dvakrat vyziha, nékolikrat se proplachne argonem a udrZuje se v argonoveé at-
mosfére. K roztoku DMSO (385,0 ul) v bezvodém CH,Cl, (42 ml) se pii teploté —78 °C po kap-
kach prida anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (366,5 ul, 2,16 mmol). Reakini smés se
pii teploté —78 °C micha po dobu 20 minut. Poté se pomoci kanyly (doba pfidavani 5 min) pfi
teploté —78 °C pfida roztok slougeniny 150 (1 g, 1,03 mmol) v bezvodém CH,Cl, (10 ml jako
hlavni pfidavek a 5 ml na promyti). Bshem ptidavani se v batikich udrzuje teplota —78 °C a barva
se zméni ze Zluté na hnddou. Reakéni smés se pii teploté —40 °C micha po dobu 35 minut. Béhem
tohoto Easového intervalu se roztok zméni ze Zluté na tmave zelenou. Po uplynuti této doby se po
kapkach piida 'Pr,NEt (1,51 ml, 9,55 mmol) a reakéni smés se pfi teploté 0 °C necha stat po dobu
45 minut a béhem této doby se barva roztoku zméni na hnédou. Poté se k reak¢ni smési po kap-
kach pfida terc.BuOH (409,5 ul, 4,33 mmol) a terc.butyltetramethyl-guanidin (1,31 ml,
7,61 mmol) a reakéni smés se pii teplotd 23 °C micha po dobu 40 minut. Po uplynuti této doby se
k reakéni smési po kapkach ptida acetanhydrid (1,03 ml, 10,89 mmol) a reakéni smés se necha
reagovat pii teploté 23 °C po dobu vice neZz 1 hodiny. Poté se reakéni smés nafedi CH,CI, (25 ml)
a promyje se nasycenym vodnym roztokem NHyCl (50 ml), NaHCO; (50 ml) a NaCl (50 ml).
Organické vrstvy se vysusi Na,SO,, piefiltruji se a zakoncentruji se. Zbytek se Cisti rychlou
sloupcovou chromatografii (vnitini primér 2,0 cm, vySka ndpIn€ oxidu kiemigitého 9,0 cm, elu-
ent ethylacetat:hexan s gradientem 20:80, 30:70 az 40:60), coz vede ke vzniku slouéeniny 151
(832,6 mg, 99 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf= 0,48 (hexan:EtOAc 3:2).

"H NMR (300 MHz, CDCl3): 8 6,78 (s, 1H), 6,09 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,99 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
532 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 5,19 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 5,01 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 4,62 (d, ] = 9,8 Hz,
1H), 4,50 (bs, 1H), 4,34 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 4,28 (dd, J, = 2.4 Hz, J,= 6,8 Hz, 1H), 4,24 (s, IH),
4,17 (m, 2H), 3,90 (m, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,58 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,42 a2 3,37 (m, 2H), 3,37 s,
3H), 2,91 (m, 2H), 2,36 az 2,08 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,04 (s, 3H),
1,44 (s, 9H).

13C NMR (75 MHz, CDCL3): § 170,9, 168,9, 168,0, 155,4, 149,8, 148,6, 146,0, 141,1, 140,6,
131,6, 131,1, 130,6, 129,0, 125,1, 120,6, 118,3, 102,2, 98,4, 79,9, 71,9, 69,4, 651,6, 60,4, 59,8,
59.4,59,2, 54,9, 54,7, 54,0, 41,6, 30,6, 29,1, 28,7, 23,9, 23,2, 20,6, 16,1, 14,2,11,2,9,8.

ESI-MS m/z: vypogitana CyoHsoN4O1,S: 810,91, naméfena (M+1)": 811,3.
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Ptiklad 77

451) (35)

K roztoku slouceniny 151 (2,9 g, 3,57 mmol) v CH,Cl, (120 ml) se pii teploté 23 °C prida
MeSO;H (1,4 ml, 21,46 mmol). Reakéni smés se pfi teplot€ 23 °C micha po dobu 30 minut a po
uplynuti této doby se ke smési pfi teploté 0 °C piid4 nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu
sodného (200 ml). Organicka faze se oddéli, vysusi siranem sodnym, prefiltruje se a odpafi se do
sucha za snizeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii (eluent ethyl-
acetat:hexan s gradientem 0:1 aZ 1:0), coZ vede ke vzniku slouceniny 35 (1,43 g, 64 %) ve formé
svétle Zluté pevné latky. Experimentlni data slougeniny 35 byla jiz dfive popsana v PCT/GB00/-
01 852.

Slou¢enina 36, ET-770 a ET-743 se ptipravi postupy, které jsou popsany v PCT/GB00/01 852.
Cesta 3

Prvni krok této cesty (pfeména slouéeniny 21 na slouéeninu 146) byl popsan vyse v piikladu 71.

Priklad 78

0 o
HOJ\‘/\ S O )H/\ O
HO S
NH,Cl 5 Na,CO3, BnCO,Cl | Y icon '

aceton,H,0 O

HO.Cys(Fm)-H.HCI (152)

K roztoku komerén& dostupného OH-Cys(Fm)-H-HCI (Bachem) (40 g, 0,119 mol) v acetonu
(500 ml) a vodé (500 ml) se pfi teplot& 0 °C piida roztok Na,CO; (238 ml) o koncentraci 1 mol/Il
(1 M) a BnCO,Cl (18,7 ml, 0,131 mol). Reakéni smés se micha pfi teploté 60 °C po dobu 30
minut, smés se rychle ochladi HCI o koncentraci 0,1 mol/l (0,1 N) a extrahuje se etherem (3 x
400 ml). Organické faze se oddéli, vysusi se siranem hofe¢natym, prefiltruje se a odpafi se do
sucha za snizeného tlaku. Zbytek ve formé pevné latky se rozpusti ve smési EtOAc/CH,CL, 1:1,
vysraZi se hexanem a necha se pfi teploté 4 °C reagovat pies noc. Poté se suspenze prefiltruje,
pevna latka se promyje hexanem (200 ml) a filtrat se vysusi ve vakuu, coz vede ke vzniku slou-
Ceniny 152 (50,16 g, 97 %) ve formé bilé pevné latky.
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'"H NMR (300 MHz, CDCLy): & 10,66 (bs, 1H), 7,74 (d, ] = 7,5 Hz, 2H), 7,69 a7 7,64 (m, 2H),
7,62 a2 7,29 (m, 9H), 5,97 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 5,14 (bs, 2H), 4,70 az 4,64 (m, 1H), 4,09 az 4,05
(m, 1H), 3,12 a2 3,09 (m, 2H).

BC NMR (75 MHz, CDCl): § 175,2, 155,9, 145,5, 141,0, 135,8, 128,5, 128,2, 128,1, 127,5,
127,0, 124,7, 119,8, 84,8, 67,3, 46,8, 37,0.

ESI-MS m/z: vypogitana C,sH,3sNO,S: 433,52, naméfena (M+1)": 434,4.

Priklad 79

0
HO s ' &K{\
NHCbz
O NHCbz

152
(146) (152) (153)

K roztoku slougeniny 146 (10 g, 19,2 mmol) a slougeniny 152 (12,5 g, 28,8 mmol) v dichlor-
methanu (800 ml) se za stilého michéani v argonové atmosféfe pfi teploté 0 °C po kapkach po
dobu 1 hodiny ptidava dimethylaminopyridin (705 mg, 5,77 mmol), 1-[3—(dimethylamino)-
propyl]-3—ethylkarbodiimidhydrochlorid (9,2 g, 48,1 mmol) a diisopropylethylamin (7,4 ml,
42,3 mmol). Smés se pii teploté 23 °C micha po dobu vice nez 1,5 hodiny. Reakce se rychle
ochladi nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného (600 ml). Organicka faze se
oddgli a opét promyje nasycenym vodnym roztokem chloridu amonného (500 ml) a nasycenym
vodnym roztokem chloridu sodného (500 ml). Organické extrakty se vysusi siranem sodnym a
odpaii se do sucha za snizeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (RP—
18, CH:CN:H,0 4:1), coz vede ke vzniku slouceniny 153 (13,89 g, 77 %) ve formé& svétle Zluté
pevné latky.

'"H NMR (300 MHz, CDCly): & 7,74 a% 7,72 (m, 2H), 7,61 az 7,53 (m, 2H), 7,37 az 7,24 (m, 9H),
6,39 (s, 1H), 6,09 aZ 5,96 (m, 1H), 5,90 (s, 1H), 5,84 (s, 1H), 5,78 (s, 1H), 5,34 (dd, J; = 1,5 Hz,
J, = 17,4 Hz, 1H), 5,32 (bs, 1H), 5,24 (dd, J; = 1,5 Hz, J, = 10,2 Hz, 1H), 5,17 a2 5,07 (m, 2H),
4,40 (dd, J, = 3,6 Hz, J, = 10,8 Hz, 1H), 4,30 (m, 1H), 4,18 az 4,01 (m, 6H), 3,92 (brt, J = 6,3 Hz,
1H), 3,71 (s, 3H), 3,30 az 3,19 (m, 3H), 2,99 a7 2,85 (m, 3H), 2,65 (dd, J, = 4,5 Hz, J, = 14,4 Hz,
1H), 2,55 (d, J = 18,3 Hz, 1H), 2,26 (s, 3H), 2,21 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 1,86 (dd, J, = 11,7 Hz,
J,=15,9 Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCly): § 170,2, 155,6, 148,6, 146,8, 145,7, 145,6, 1443, 142,6, 140,7,
139,0, 133,7, 131,1, 128,8, 128,4, 128,1, 128,0, 127,4, 126,9, 124,7, 124,6, 121,0, 120,5, 119,7,
117,8, 117,3, 116,8, 112,5, 112,0, 101,0, 74,1, 67,0, 64,7, 60,7, 59,9, 57,0, 56,6, 56,3, 55,2, 53,1,
46,5, 41,4,36,4,34,8,26,2,24,8,15,6,9,2.

ESI-MS m/z: vypog&itana CssHssN4OoS: 934,36, naméfena (M+1)": 935,4.
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Priklad 80

MEMCI, CH;CN

DIPEA, DMAP

O NHCbz O

(153) (154)

K roztoku slouceniny 153 (13,89 g, 14,85 mmol) v CH;CN (74,3 ml) se pfi teploté 0 °C piida
MEMCI (25,4 ml, 223 mmol), DIPEA (52 ml, 297 mmol) a DMAP (0,181 g, 0,15 mmol). Smés
se pfi teplot¢ 23 °C micha po dobu 5 hodin. Reakéni smés se natedi CH,Cl, (400 ml) a extrahuje
se HCI (300 ml) o koncentraci 0,1 mol/I (0,1 N). Vodné faze se znova extrahuje CH,Cl, (2 x
50 ml). Organicka faze se vysusi Na,SO,, prefiltruji se a zakoncentruji se ve vakuu a zbytek se
Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, CH,Cl:EtOAc 10:1, 5:1), coz vede ke vzniku
sloueniny 154 (13,47 g, 88 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,27 (CH,Cly:EtOAc 6:1).

'HNMR (300 MHz, CDCLy): § 7,73 a2 7,70 (m, 2H), 7,58 a% 7,50 (m, 2H), 7,38 a2 7,22 (m, 9H),
6,59 (s, 1H), 6,08 az 5,98 (m, 1H), 5,89 (s, 1H), 5,77 (s, 1H), 5,35 (d, J = 17,1 Hz, 1H), 5,31 az
5,28 (m, 1H), 5,23 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 5,13 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 5,12 a2 5,05 (m, 2H), 4,37 a2
4,29 (m, 2H), 4,15 a2 3,77 (m, 9H), 3,68 (s, 3H), 3,58 a% 3,55 (m, 2H), 3,37 (s, 3H), 3,30 a% 3,27
(m, 1H), 3,21 a2 3,16 (m, 2H), 2,96 a7 2,84 (m, 4H), 2,64 az 2,58 (m, 1H), 2,55 (d, J = 18 Hz,
1H), 2,27 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 1,75 (dd, J, = 12,3 Hz, J, = 16,2 Hz, 1H).

C NMR (75 MHz, CDCLy): § 171,9, 170,2, 155,5, 148,7, 148,6, 1483, 145,8, 145,7, 144,5,
142,1, 140,9, 139,1, 136,1, 133,8, 130,8, 130,5, 1285, 128,3, 128,1, 1276, 127,0, 124,9, 124.7,
123,9, 122,2, 120,9, 119,8, 117,8, 117,3, 112,6, 112,0, 101,1, 98,2, 74,0, 71,7, 69,3, 67,1, 65,1,
60,1, 59,8, 59,0, 59,0, 56,9, 56,8, 56,7, 55,3, 53,3, 46,7, 41,4, 36,5, 35,0, 31,6, 29,7, 26,4, 25.0,
22,6, 15,7, 14,1,9,2.

ESI-MS m/z: vypocitana CssHgN,O11S: 1023,2, namérena (M+23)": 1046,3.

Piiklad 81

BugSnH,AcOH
(PPh3),PdCl,, CH,Cl,
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K roztoku slouceniny 154 (20,84 g, 0,02 mmol) v dichlormethanu (530 ml) se za stalého michani
vargonové atmosfére pii teplot€¢ 23 °C pfida dichlorbis(trifenylfosfin) palladnaty (1,14 g,
1,63 mmol) a kyselina octova (11,64 ml, 0,2 mol). Poté se ke smési po kapkach piida tribu-
tylstanniumhydrid (27,44 ml, 0,1 mol). Smé&s se pfi teploté 23 °C micha po dobu 15 minut. Re-
ak&ni smés se prefiltruje pres sloupec silikagelu spojeny hexanem. Zbytek se promyje smési ethy-
lacetatu a hexanu s gradientem 1:4, 1:1, 3:2 az 7:3, coz vede ke vzniku slouceniny 155 (18,78 g,
94 %) ve formé svétle zluté pevné latky.

'HNMR (300 MHz, CDCL): § 7,71 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,59 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,53 (d,
1=1,5 Hz, 1H), 7,41 a2 7,23 (m, 9H), 6,60 (s, 1H), 5,87 (bs, 2H), 5,74 (s, 1H), 5,40 (d, J = 6,3
Hz, 1H), 5,33 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 9 Hz, 1H), 5,09 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,97 (d, J = 12
Hz, 1H), 4,56 (dd, J, = 3 Hz, J, = 11,1 Hz, 1H), 4,19 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,16 az 3,87 (m, 9H),
3,66 (s, 3H), 3,38 (s, 3H), 3,32 a2 3,20 (m, 3H), 2,96 a2 2,87 (m, 3H), 2,62 az 2,54 (m, 2H), 2,28
(s, 3H), 2,19 (s, 3H), 1,97 (s, 3H), 1,82 (dd, J, = 13,2 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCly): 8 170,0, 155,4, 149,0, 147,5, 145,7, 145.,6, 144,4, 140,8, 135.9,
130,9, 128,4, 128,1, 128,0, 127,4, 126,9, 124,7, 124,6, 122,7, 119,7, 117,7, 112,4, 111,4, 100,6,
98,7, 71,5, 69,4, 67,0, 64,9, 63,9, 59,7, 59,6, 58,8, 57,0, 56,5, 56,4, 55,1, 54,9, 53,1, 52,5, 46,5,
41,4,36.,8,34,9,25,8,24,7, 15,7, 8,7.

Priklad 82

NHCbz O

(155) (156)

K roztoku slougeniny 155 (18,5 g, 18,82 mmol) v bezvodém dichlormethanu (530 ml) se pfi tep-
loté —10 °C (teplota 14zné& —15 °C) po kapkach piida roztok anhydridu kyseliny benzenselenové
(9,68 g, 18,82 mmol) v bezvodém dichlormethanu (290 ml), coz vede k Giplnému rozpusténi bi-
lych &asteek piitomnych v roztoku. PFi této teploté se reakéni smés micha po dobu 10 minut.
Reakéni smés se rychle ochladi nasycenym vodnym roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného
(600 ml). Organické faze se vysusi siranem sodnym, piefiltruji se a odpafi se do sucha za snize-
ného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (eluent ethylacetat:hexan s gra-
dientem 1:1, 3:2, 7:3 az 4:1), coZ vede ke vzniku slouceniny 156 (17,62 g, 88 %) ve formé svétle
Zluté pevné latky.

"H NMR (300 MHz, CDCls) (smés izomert): & 7,73 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,63 (d, J = 7,5 Hz, 2H),
7,40 az 7,29 (m, 9H), 6,59 (s, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,68 (s, 1H), 5,66 (s, 1H), 5,58 (s, 1H), 5,56 (s,
1H), 5,23 (d, J = 6 Hz, 1H), 5,15 az 5,05 (m, 4H), 4,76 az 4,68 (m, 1H), 4,64 az 4,55 (m, 1H),
4,40 az 4,37 (m, 1H), 4,15 az 3,68 (m, 8H), 3,60 (s, 3H), 3,57 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,36 (s, 3H),
3,25 az 2,78 (m, 7TH), 2,38 az 2,24 (m, 2H), 2,20 (s, 3H), 2,18 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 2,09 (m, 1H),
2,04 (s, 3H), 1,77 (s, 3H), 1,58 (s, 3H).

ESI-MS m/z: vypoéitana CssHssN4O12S: 999,13, naméfena (M+1)": 1000,0.
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Priklad 83

1.DMSO, Tf,0
2.DIPEA
3. tercBuOH .
4.N;Me tercBu
. 5. Ac,0, CH,Cl,
NHCbz O
(156) (187)

Reakéni barika se dvakrat vyziha, n€kolikrat se proplachne argonem a udrZuje se v argonové at-
mosféie. K roztoku DMSO (1789 pl) v bezvodém CH,Cl, (20 ml) se pti teploté —78 °C po kap-
kach pfidd anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (169 pl, 1 mmol). Reakéni smés se pfi
teploté —78 °C micha po dobu 20 minut. Poté se pomoci kanyly (doba ptidavéani 5 min) pfi teploté
—78 °C pfida roztok slouceniny 156 (0,5 g, 0,5 mmol) v bezvodém CH,Cl, (4 ml) jako hlavni
pfidavek a 1,5 ml na promyti). Béhem pridavani se v batikach udrzuje teplota —78 °C a barva se
zméni ze Zluté na hnédou. Reakéni smés se pii teploté —40 °C micha po dobu 35 minut. Béhem
tohoto ¢asového intervalu se roztok zméni ze Zluté na tmavé zelenou. Po uplynuti této doby se po
kapkach pfida 'Pr,NEt (0,7 ml, 4,42mmol) a reak&ni smés se pfi teploté 0 °C necha stat po dobu
45 minut a béhem této doby se barva roztoku zméni na hnédou. Poté se k reakéni smési po kap-
kach pfida terc. BuOH (189 pl, 2 mmol) a terc.butyltetramethylguanidin (0,6 ml, 3,49 mmol) a
smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 40 minut. Po uplynuti této doby se k reakéni smési po
kapkach pfidé acetanhydrid (0,47 ml, 4,97 mmol) a smés se neché reagovat pfi teploté 23 °C po
dobu vice nez 1 hodiny. Poté se reakéni smés nafedi CH,Cl, (15 ml) a promyje se nasycenym
vodnym roztokem NH,Cl (25 ml), NaHCO; (25 ml) a NaCl (25 ml). Organické vrstvy se vysusi
Na,SO,, prefiltruji se a zakoncentruji se. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii
(vnitini primér 2,0 cm, vyska nédplné oxidu kiemicditého 9 cm, eluent ethylacetit:hexan
s gradientem 1:4, 1:3, 1:2 az 1:1), coZ vede ke vzniku slou€eniny 157 (128 mg, 30 %) ve formé
svétle Zluté pevné latky.

Rf: 0,37 (hexan:EtOAc 3:2)

"H NMR (300 MHz, CDCL): § 7,73 (bs, SH), 6,66 (s, 1H), 6,09 (s, 1H), 5,99 (s, 1H), 5,30 (d, J =
5,4 Hz, 1H), 5,17 (d, J = 6 Hz, 1H), 5,06 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 5,00 (s, 1H), 4,83 (d, J = 9,3 Hz,
1H), 4,50 (s, 1H), 4,34 a2 4,17 (m, 7H), 3,90 az 3,87 (m, 2H), 3,66 (s, 3H), 3,65 az 3,56 (m, 2H),
3,37 (s, 3H), 2,89 a2 2,90 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,18(s, 3H), 2,15 a# 2,04 (m, 2H), 2,03 (s, 3H),
1,99 (s, 3H).

ESI-MS m/z: vypocitana C43HygN4O1,S: 844,93, naméfena (M+1)": 845,8.
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Priklad 84

OMe

Nal, TMSC! Me

CH,Cl,, CHsCN

(157)

K roztoku slouéeniny 157 (100 mg, 0,118 mmol) v CH,Cl, (2 ml) a v CH;CN (2 ml) se pfi teplo-
t& 0 °C ptida Nal (71 mg, 0,472 mmol) a TMSCI (60 pl, 0,472 mmol). Smés se pfi teplote 23 °C
micha po dobu 50 minut, reakce se rychle ochladi vodou (30 ml) a extrahuje se CH,Cl, (2 x
20 ml). Organické faze se postupné promyji nasycenym vodnym roztokem NaCl (20 ml) a nasy-
cenym vodnym roztokem dithionigitanu sodného (20 ml), vysusi se Na,SO, prefiltruji se a za-
koncentruji se ve vakuu. Zbytek se isti rychlou sloupcovou chromatografii (eluent ethylacetat:-
hexan 1:4, 1:2 az 1:1), coz vede ke vzniku slouceniny 158 (62 mg, 70 %) ve formé& bilé pevné
latky.

Rf: 0,21 (hexan:ethylacetat 1:1).

"HNMR (300 MHz, CDCl;): 8 7,36 (bs, 5H), 6,44 (s, 1H), 6,07 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,97 (d, J =
1,2 Hz, 1H), 5,81 (bs, 1H), 5,10 az 5,00 (m, 3H), 4,82 (d, ] = 9,3 Hz, 1H), 4,49 (bs, 1H), 4,35 az
4,30 (m, 1H), 4,21 az 4,17 (m, 2H), 4,16 az 4,14 (m, 2H), 3,65 (s, 3H), 3,41 aZz 3,36 (m, 2H), 2,88
az 2,85 (m, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,24 az 2,03 (m, 2H), 2,17 (s, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,00 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCl;): 170,5, 168,8, 155,9, 148,3, 146,0, 143,1, 141,2, 140,6, 136,6, 130,6,
130,0, 128,8, 128,7, 128,5, 121,0, 120,3, 118,3, 118,2, 113,7, 113,6, 102,2, 67,2, 61,5, 60,8, 60,3,
59.6, 59,5, 54,8, 54,7, 54,1, 41,9, 41,6, 32,9, 23,9, 20,8, 15,5, 9.8.

ESI-MS m/z: vypoé&itana C3oHyoN4O10S: 756,82, naméfena (M+1)+: 757,3.

Ptiklad 85

PdIC, HCOH

MeOH

(35)
(158)

K roztoku slougeniny 158 (100 mg, 0,132 mmol) v MeOH (6,8 ml) se pfi teploté 23 °C prida
HCO,H (360 pul) a 10% Pd/C (140 mg, 0,132 mmol) a reak&ni smés se micha po dobu 15 minut.
Poté se k reakéni smési pfida toluen (7 ml) a rozpoustédlo se odpafi za snizeného tlaku. Azeotro-
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picka destilace s toluenem se tfikrat opakuje. Zbytek se nafedi dichlormethanem (15 ml) a pfida
se nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (15 ml). Vodna faze se oddé&li a extrahuje
se dichlormethanem (2 x 10 ml). Organické extrakty se vysusi siranem sodnym, prefiltruji se a
odpafi se do sucha za snizeného tlaku. Zbytek se ¢&isti rychlou sloupcovou chromatografii na
amino-silikagelu (eluent ethylacettu:hexan s gradientem 1:2, 1:1 az 2:1), coz vede ke vzniku
slougeniny 35 (57 mg, 70 %) ve formé Zluté pevné latky. Experimentalni data slouceniny 35 byla
Jiz diive popsana v PCT/GB00/01 852.

Slougenina 36, ET-770 a ET-743 se pfipravi postupy, které jsou popsany v PCT/GB00/01 852.
Cesta 4

Prvni krok této cesty (pfeména slougeniny 21 na slou¢eninu 146) byl popsan vyse v piikladu 71.

Priklad 86

TBDPSC, imd _
DMAP,DMF

OT1BDPS

446) (159)

Kroztoku slouceniny 146 (18 mg, 0,032 mmol), katalyzatoru DMAP, imidazolu (5 mg,
0,08 mmol) v DMF (0,005 ml) se p#i teploté 0 °C pfida terc.butyldifenylsilylchlorid (12,5 pl,
0,048 mmol) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 4 hodin. Poté se ke smési pii
teploté 0 °C ptida voda (30 ml) a smés se extrahuje smési hexan:ethylacetat 1:10 (2 x 40 ml).
Organicka féze se vysudi siranem sodnym, prefiltruje se a rozpoustédlo se odstrani destilaci za
snizeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:EtOAc 3:1), coz
vede ke vzniku slou¢eniny 159 (27 mg, 88 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,29 (hexan:EtOAc 3:1).

'HNMR (300 MHz, CDCLy): § 7,72 a2 7,41 (m, 2H), 7,40 a2 7,20 (m, 8H), 6,46 (s, 1H), 6,16 a2
6,00 (m, 1H), 5,77 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,71 (s, 1H), 5,63 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,24 (dd. J, = 1.2
Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,23 (dd, J; = 1,2 Hz, J, = 10,2 Hz, 1H), 4,18 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 4,13 az
4,00 (m, 4H), 3,77 (s, 3H), 3,63 (dd, J, = 2,4 Hz, J, = 7,5 Hz, 1H), 3,39 a2 3,19 (m, 4H), 2,99 (dd,
J1=8,1 Hz, J,= 18,0 Hz, 1H), 2,68 (d, J = 17,7 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H), 2,28 (s, 3H), 2,08 (s, 3H),
1,99 (dd, J; = 12,6 Hz, J, = 16,3 Hz, 1H), 0,89 (s, 9H).

“HNMR (75 MHz, CDCL): &148,3, 146,6, 144,0, 142,5, 139,0, 135,7, 135,4, 133.9, 133,6,
1322, 131,2, 129,5, 129.,4, 128,3, 1275, 127,4, 121,8, 120,9, 118,7, 117,3, 117,2, 112,9, 111,7,
100,8, 74,2, 68,0, 61,6, 60,6, 60,3, 59,0, 57,4, 56,7, 55,4, 41,7, 29,6, 26,6, 26,5, 25,5, 18,9, 15,8,
9.3.

ESI-MS m/z: vypogitana C4sHs;N;O4Si: 75 7,9, naméfena (M+1)": 758,4.
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Ptiklad 87

MOMBr, CHaCN

Y

DIPEA, DMAP

(159) (26)

K roztoku slouéeniny 159 (2,4 g, 3,17 mmol) v CH;CN (16 ml) se pfi teploté 0 °C pfida MOMBr
(2,6 ml, 31,75 mmol), DIPEA (8,3 ml, 47,6 mmol) a DMAP (16 mg, 0,127 mmol). Reak¢ni smés
se pii teploté 23 °C mich4 po dobu 6 hodin. Reakéni smés se nafedi CH,Cl, (50 ml) a extrahuje
se HCI (50 ml) o koncentraci 0,1 mol/l (0,1 N). Vodna faze se znova extrahuje CH,Cl, (50 ml).
Organické faze se vysusi Na,SO,, piefiltruji se a zakoncentruji se ve vakuu a zbytek se Cisti rych-
lou sloupcovou chromatografii (SiO,, CH,CL:EtOAc 15:1, 5:1), coZ vede ke vzniku slouceniny
26 (1,78 g, 70 %) ve formé& bilé pevné latky. Experimentélni data slouceniny 26 byla jiz diive
popsana v PCT/GB00/01 852.

Experimentalni postupy ptipravy Meziproduktu 11, slou¢eniny 160, 161, 162 a 163 jsou popsany
v PCT/GB00/01 852.

Priklad 88

Me
AllocHN O

TMSCI, Nal

CH,Cl, CH3CN

K roztoku slougeniny 163 (15,8 g, 0,02 mol) v bezvodém CH,Cl, (250 ml) a v acetonitrilu
(300 ml) se v argonové atmosféie pii teploté 23 °C pfida Nal (31,5 g, 0,21 mol) a CITMS
(Serstvé predestilovany s CaH,, 26,7 ml, 0,21 mol). Reakéni smés se michd po dobu 40 minut.
Poté se reakéni smés rozdéli mezi CH,Cl, (200 ml) a vodu (300 ml). Organicka vrstva se promyje
nasycenym vodnym roztokem NaCl (2 x 300 ml). Organicka faze se vysusi Na;SO,, piefiltruje se
a rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se isti rychlou sloupcovou chro-
matografii (eluent ethylacetat:hexan 2:3), coz vede ke vzniku slouCeniny 164 (10,74 g, 76 %) ve
formé svétle zluté pevné latky.

Rf: 0,25 (hexan:EtOAc 3:2).9
'H NMR (300 MHz, CDCly): 8 6,57 (s, 1H), 6,08 (d, J = 1,5 Hz, 1H), 5,98 (d, J = 1,5 Hz, 1H),

5.96 az 5,85 (m, 1H), 5,76 (bs, 1H), 5,30 (dd, J, = 1,5 Hz, J, = 17,3 Hz, 1H), 5,23 (dd, J; = 1,5
Hz, J, = 10,2 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 4,81 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 4,58 az 4,45 (m, 3H),
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4,34 274,28 (m, 1H), 4,23 (m, 2H), 4,17 az 4,00 (m, 2H), 3,76 (s, 3H), 3,40 a2 3,38 (m, 2H), 2,91
a7 2,85 (m, 2H), 2,30 (s, 3H), 2,29 (s, 3H), 2,24 a% 2,23 (m, 2H), 2,19 (s, 3H), 2,02 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCLy): 8 170,1, 168,4, 155,2, 148,0, 145,5, 142,8, 1407, 140,1, 1327,
130,2, 129,6, 120,7, 119,9, 117,8, 113,3, 101,9, 65,5, 61,0, 60,4, 59,9, 59,2, 59,0, 54,3, 53.6,
41,5,41,2,32,6,29,5, 23,5, 20,4, 15,6, 9.4.

ESI-MS m/z: vypoéitani C;sH3gN40,0S: 706,76, naméfena (M+1)": 707,2.

Priklad 89

AltocHN. OMe

o ""‘ HO Me
AcO
(8)
Me N-T-Me BusSnH, AcOH R
(PPh3),PdCl,, CH,Cl,
0 1
0 eN

(164) (35)

K roztoku slouceniny 164 (2 g, 2,85 mol) v dichlormethanu (142 ml) se za stalého michani
vargonové atmosféfe pfi teploté 23 °C pridd dichlorbis(trifenylfosfin) palladnaty (0,2 g,
0,28 mmol) a kyselina octova (0,65 ml, 11,4 mmol). Poté se ke smési po kapkach po dobu
25 minut ptidava tributylstanniumhydrid (4,51 ml, 17,02 mmol). Po ptidavku Bu;SnH se smés
pfi teploté 23 °C micha po dobu vice nez 20 minut. Reakéni smés se piefiltruje ptes sloupec sili-
kagelu spojeny hexanem. Zbytek se promyje smési ethylacetatu a hexanu s gradientem 1:2 aZ
15:1, coZ vede ke vzniku slougeniny 35 (1,38 g, 78 %). Experimentélni data slouceniny 35 byla
Jiz diive popséana v PCT/GB00/01 852.

Sloucenina 36, ET-770 a ET-743 se pipravi postupy, které Jjsou popsany v PCT/GB00/01 852.
Cesta 5

Prvni krok této cesty (pfemé&na slougeniny 21 na slouceninu 146) byl popsan vyse v ptikladu 71.

Ptiklad 90

imidazol, TBDMSC!

—

DMAP, DMF

OTBDMS

(146) (165)

K roztoku sloudeniny 146 (8,72 g, 16,78 mmol) v DMF (20,1 ml) se pfi teploté 0 °C p¥ida imi-
dazol (3,43 g, 50,34 mmol), terc.butyldimethylchlorsilan (7,58 ml, 50,34 mmol) a DMAP (0,2 g,
1,7 mmol). Reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 3,5 hodiny, poté se reakéni smés
rychle ochladi vodou (100 ml) a extrahuje se smési EtOAc/Hex 1:3 (2 x 75 ml). Organické faze
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se promyji HCI (50 ml) o koncentraci 0,1 mol/I (0,1 M) a vodné faze se opét extrahuje smési
EtOAc/hexan 1:3 (40 ml). Organické faze se vysusi siranem sodnym, prefiltruji se a zakoncentru-
ji se ve vakuu. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou chromatografii (hexan:EtOAc 10:1, 3:1), coZ
vede ke vzniku slouéeniny 165 (9,85 g, 93 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,39 (hexan:EtOAc 2:1).

'H NMR (300 MHz, CDCLy): § 6,43 (s, 1H), 6,15 a2 6,03 (m, 1H), 5,92 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,84
(d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,67 (s, 1H), 5,41 (dd, J, = 1,5 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,26 (dd, J; = 1,5 Hz,
J,=10,5 Hz, 1H), 4,44 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,20 a¥ 4,08 (m, 3H), 3,97 (dd, J;=2,7 Hz, J, = 8,1
Hz, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,61 (dd, J, = 2,71 Hz, J, =9,9 Hz, 1H), 3,18 (brd, J = 8,7 Hz, 1H), 3,22 az
3,16 (m, 2H), 2,99 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 17,4 Hz, 1H), 2,65 (d, J = 17,4 Hz, 1H), 2,28 (s, 3H),
2,25 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 1,89 (dd, J, = 12 Hz, J, = 15,6 Hz, 1H), 0,8 (s, 9H), —0,05 (s, 3H), -
0,09 (s, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCL): & 1482, 146,5, 143,8, 142,4, 138,9, 133,8, 131,0, 128,0, 121.5,
120,4, 118,4, 117,1, 112,8, 111,6, 100,7, 74,0, 68,2, 61,5, 60,2, 58,6, 57,1, 56,5, 55,2, 41,3, 26,2,
25,4,25,2,20,6, 17,8, 15,3, 13,8, 9,0, 3,9, -6,0.

ESI-MS m/z: vypogitana CssH,;7N;0¢Si: 633,85, naméfena (M+1)": 634,2.

Ptiklad 91

(165) (166)

K roztoku slou¢eniny 165 (7,62 g, 12,02 mmol) v THF (87,64 ml) a H,O (0,24 ml) se pfi teplote
-6 °C ptida MEMCI (2,33 g, 20,43 mmol). Béhem 45 minut se ke smési po Castech piidava 60%
NaH (0,72 g, 18,03 mmol) a pti této teploté se sm&s micha po dobu 1,5 hodiny. Reakéni smés se
rychle ochladi vodou (150 ml) a extrahuje se CH,Cl, (2 x 100 ml). Organické faze se vysusi
Na, SO, prefiltruji se a zakoncentruji se ve vakuu, coz vede ke vzniku slouceniny 166 (8,69 g,
100 %) ve formé bilé pevné latky, ktera se bez dalsiho &isténi pouZije v nasledujicich krocich.

Rf: 0,24 (hexan:EtOAc 2:1).

'HNMR (300 MHz, CDCLy): 8 6,64 (s, 1H), 6,16 a2 6,05 (m, 1H), 5,92 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,85
(d,J =12 Hz, 1H), 5,41 (dd, J, = 1,51 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,29 az 5,24 (m, 2H), 5,14 (d, ] = 6
Hz, 1H), 4,42 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,21 a2 4,06 (m, 3H), 4,01 az 3,95 (m, 2H), 3,88 az 3,82 (m,
1H), 3,72 (s, 3H), 3,64 a# 3,57 (m, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,29 (brd, ] = 7,5 Hz, 1H), 3,25 a2 3,15 (m,
2H), 3,00 (dd, J, = 8,1 Hz, J, = 17,4 Hz, 1H), 2,65 (d, J = 18 Hz, 1H), 2,30 (s, 3H), 2,21 (s, 3H),
2.11 (s, 3H), 1,82 (dd, J, = 12 Hz, I, = 15,6 Hz, 1H), 0,79 (s, 9H), ~0,06 (s, 3H), 0,11 (s, 3H).

13C'NM (75 MHz, CDCls): & 148,4, 148,1, 144,1, 139,2, 133,9, 130,9, 130,8, 130,2, 128,8, 125,1,

1242, 121,5, 118,8, 117,45, 113,0, 111,9, 101,0, 98,2, 74,1, 71,7, 69,3, 68.3, 61,7, 59,6, 59,0,
58,9, 57,3, 57,1, 55,5, 41,6, 29,7, 26,4, 25,8, 25,5, 25,4, 15,7, 9,2, -5,6, =5,6.
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ESI-MS m/z: vypogitana C3oHssN3OgSi: 721,3, naméfena (M+1)": 722,3.

Piiklad 92

Bu,SnH, AcOH
(PPh3),PdCl,, CH,Cl,

OTBDMS OTBDMS
(166) (167)

K roztoku slouceniny 166 (10,76 g, 14,90 mmol) v bezvodém CH,Cl, (275 ml) se v argonové
atmosféfe pti teploté 23 °C pfida (PPh;),PdCl, (837 mg, 1,19 mmol), kyselina octova (4,26 ml,
74,5 mmol) a tributylstanniumhydrid (11,85 ml, 44,7 mmol). Reakéni smés se pfi teploté 23 °C
micha po dobu 15 min (TLC EtOAc/hexan 1:1, bez obsahu vychozich latek). Ke smési se ptida
hexan (100 ml) a smés se prolije kolonou na rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:-
hexan s gradientem 0:100, 1:4, 2:3 az 1:1), coz vede ke vzniku slougeniny 167 (9,95 g, 98 %) ve
formé zluté pevné latky.

Rf: 0,42 (hexan:EtOAc 3:7).

'"HNMR (300 MHz, CDCL): 6,63 (s, 1H), 5,89 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 5,79 (d, J = 1,4 Hz, 1H),
5,76 (m, 1H), 5,38 (d, J= 5,6 Hz, 1H), 5,23 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 4,53 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,17
(dd, J; = 1,95 Hz, J, = 6,05 Hz, 1H), 4,11 (dd, J, = 7,0 Hz, J, = 12,5 Hz, [H), 4,01 a2 3,92 (m,
2H), 3,70 (s, 3H), 3,67 (m, 3H), 3,40 (s, 3H), 3,29 (m, 1H), 3,24 a2 3,13 (m, 3H), 2,99 (dd, J, =
8,0 Hz, J, = 17,5 Hz, 1H), 2,67 (d, J = 17,5 Hz, 1H), 2,28 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 1,80
(dd, J, = 11,2 Hz, J, = 14,9 Hz, 1H), 0,82 (s, 9H), 0,03 (s, 3H), ~0,07 (s, 3H).

BC NM (75 MHz, CDCly): 5 148,4, 147,3, 145,5, 144,1, 136,2, 134,9, 134,8, 130,9, 130,2, 1248,
123,1, 118,6, 112,8, 112,1, 106,2, 100,4, 98,4, 71,5, 69,2, 68,9, 61,7, 59,6, 58,7, 58,6, 56,9, 56,6,
55,3,41,5,29,5,25,7,25,3,17,9, 15,5, 8,7, -5,7, -5,8.

ESI-MS m/z: vypotitana CssHs N305Si: 681,89, nam&iena (M+1)": 682,3.

HPLC: Podminky: Sloupec: Symetrie C18, mobilni fize AcN-fosfitovy pufr 25 mmol/l

(25 mM), pH = 5, izokraticka eluce AcN (65 %) po 5 minutach s gradientem AcN 65 a2 92 % za
31 minut, & 0,6 ml/min, t* 40 °C. Retenéni ¢as 27,89 minut. HPLC &istota 89,62 %.

Ptiklad 93

(PhSe0),0

CH,Cl,
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K roztoku slouceniny 167 (9,95 g, 14,6 mmol) v bezvodém CH,Cl, (300 ml) se po kapkéach
v argonové atmosféfe pii teploté —15 °C ptida roztok anhydridu kyseliny benzenselenové (7,51 g,
14,6 mmol, Cistota ¢inidla 70 %) v bezvodém CH,Cl, (120 ml), coz vede k uplnému rozpusténi
bilych ¢éastecek pritomnych v roztoku. Pfi teploté —15 °C se reakéni smés micha po dobu 15 mi-
nut (TLC EtOAc/hexan 1:1, bez obsahu vychozich latek). K reakéni smési se pii této teploté pii-
da nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (500 ml). Organicka faze se oddéli a vod-
na faze se extrahuje CH,Cl, (500 ml). Organické extrakty se vysusi siranem sodnym, piefiltruji
se a rozpouStédlo se odstrani destilaci za sniZeného tlaku. Zbytek se Cisti rychlou sloupcovou
chromatografii (SiO,, s gradientem 2:3 az 3:1), coz vede ke vzniku slouCeniny 168 (9,86 g, 97 %)
ve formé Zluté pevné latky.

Rf: 0,33 (hexan:EtOAc 3:7).

'"H NMR (300 MHz, CDCl;) (pomér izomeri 3:2): 8 6,59 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 5,77 (s, 1H), 5,76
(s, 1H), 5,68 (s, 1H), 5,63 (s, 1H), 5,19 (d, ] = 6,0 Hz, 1H), 5,09 (d, ] = 6,0 Hz, 1H), 5,07 (d,J =
6,1 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 6,1 Hz, 1H), 4,40 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,27 (d, ] = 2,44 Hz, 1H), 4,22 (d,
J = 10,5 Hz, 1H), 3,95 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 3,86 a2 3,75 (m, 2H), 3,81 (s, 3H), 3,72 a% 3,68 (m,
2H), 3,65 (m, 2H), 3,54 (s, 3H), 3,50 (m, 3H), 3,31 (s, 3H), 3,29 (s, 3H), 3,24 (m, 1H), 3,09 (dt, J
=132 Hz, J = 7,6 Hz, 1H), 3,02 (d,J = 11,2 Hz, 1H), 2,92 (m, 2H), 2,48 (d, ] =9,5 Hz, 1H), 2,43
(d, J = 9,3 Hz,1H), 2,21 (s, 3H), 2,14 (s, 3H), 2,13 (s, 3H), 2,03 (m, 2H), 1,73 (s, 3H), 1,71 (s,
3H), 0,86 (s, 9H), 0,77 (s, 9H), 0,04 (s, 3H), 0,02 (s, 3H).

BC NM (75 MHz, CDCly): 8 200,5, 197,2, 159,8, 157,7, 148,4, 148,2, 147,7, 140,0, 137,6, 130,5,
130,2, 1299, 129.4, 124,9, 124,7, 124,0, 122,7, 117,1, 116,9, 113,4, 110,8, 103,9, 103,8, 101,0,
100,4, 97,8, 72,8, 71,3, 69,7, 68,9, 68,8, 65,4, 64,1, 60,2, 59,9, 59,3, 59,1, 59,0, 58,6, 58,5, 56,8,
56,5, 56,2, 55,5, 54,9, 54,8, 42,5, 41,1, 40,9, 35,8, 25,6, 25,5, 25,4, 25,3, 20,6, 17,9, 17,8, 15,5,
15,3, 13,8, 7,0, 6,7, -5,7, —6,0, =6, 1.

ESI-MS m/z: vypocitana C;sHs1N3O,Si: 697,89, naméfena (M+1)+: 698.8.
HPLC: Podminky: Sloupec: Symetrie C18, mobilni faze AcN-fosfatovy pufr 25 mmol/l

(25 mM), pH = 5, s gradientem AcN 30 az 100 % za 50 minut. & 1,2 ml/min, t* 40 °C. Retenéni
&as 30,70 minut a 30,95 minut (dva izomery). HPLC ¢istota 60,77 % a 31,99 %.

Priklad 94

TBAF/THF

CH,Cl,

(169)

K roztoku slouteniny 168 (16,38 g, 23,47 mmol) v bezvodém THF (727 ml) o koncentraci
0,03 mol/I (0,03 M) se po kapkach pfi teploté 23 °C ptida roztok TBAF v THF (59 ml, 59 mmol)
o koncentraci 1 mol/l (1 M). Reakéni smés se pii teploté 23 °C micha po dobu 45 minut. Poté se
reak&ni smés rozd&li mezi nasyceny vodny roztok NaCl (850 ml) a CH,Cl, (950 ml). Obé vrstvy
se oddéli a organicka faze se vysusi bezvodym Na,SOs, piefiltruje se a zakoncentruje se za sni-
7eného tlaku. Zbytek se isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:hexan s gradi-
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entem 40:60, 50:50, 70:30, 90:10 az 100:0), coz vede ke vzniku slouceniny 169 (12,17 g, 89 %)
ve formé svétle zluté pevné latky.

Rf: 0,1 (hexan:EtOAc 3:7).

'"H NMR (300 MHz, CDCl) (pomér izomerd 3:2): § 6,63 (s, [H), 6,57 (s, 1H), 5,79 (s, 1H), 5,77
(s, 1H), 5,75 (s, 1H), 5,62 (s, 1H), 5,23 (s, 1H), 5,18 (d, J = 6,1 Hz, 1H), 5,08 (d, J = 6,1 Hz, 1H),
5,01 (d,J = 6,1 Hz, 1H), 4,22 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,09 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 4,00 (m, 4H), 3,82 (s,
3H), 3,87 az 3,64 (m, 6H), 3,55 (s, 3H), 3,51 a2 3,44 (m, 2H), 3,30 (s, 3H), 3,29 (s, 3H), 3,26 (m,
1H), 3,18 (dt, J, = 2,9 Hz, J, = 7,3 Hz, 1H), 2,94 (m, 4H), 2,50 (m, 4H), 2,22 (s, 3H), 2,16 (s,
3H), 2,15 (s, 3H), 2,11 (s, 3H), 2,02 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 1,72 (s, 3H), 1,69 (s, 3H).

13C NM (75 MHz, CDCLy): § 200,2, 200,1, 159,6, 158,5, 148,5, 148,4, 148,1, 147.,9, 140,5, 1374,
130,9, 130,4, 130,1, 130,0, 125,1, 124,9, 123,8, 122,7, 116,9, 116,6, 113,3, 110,7, 104,5, 103,9,
101,4, 100,7, 98,1, 97,9, 71,9, 71,5, 71,4, 70,1, 69,0, 69,0, 62,0, 60,1, 59,5, 58,7, 58,5, 58,1, 57.4,
56,9, 56,8, 56,4, 55,9, 55,1, 55,0, 41,3, 41,0, 36,1, 31,3, 25,3, 25,2, 22,4, 15,6, 15,5, 13.8, 7.0,
6,8.

ESI-MS m/z: vypo¢itana C;oH;3;N;O0o: 583,63, naméfena (M+1)": 584,2.

Piiklad 95

EDC.HCI, DMAP

HO,C s
Anocr;‘l/\ 5
(169)

REe
W,

(170)

K roztoku slouceniny 169 (11,49 g, 19,69 mmol) a Alloc—Cys—(Fm) (11,32 g, 29,53 mmol) (jeho
pfiprava je uvedena v Kruse, C. H., Holden, K. G., J. Org. Chem., 1985, 50, pp. 2792-2794)
v bezvodém CH,Cl, (688 ml) se pfi teploté 23 °C ptidd DMAP (2,4 g, 19,69 mmol) a EDC-HCI
(9,44 g, 49,22 mmol). Poté se ke smési pfi teplotd 0 °C pridd DIPEA (5,14 ml, 29,53 mmol)
a reakeni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 3 hodin. Reakéni smés se postupné promyva
nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (500 ml), NaCl (400 ml) a NH,CI (2 x 300 ml). Organic-
ka vrstva se vysudi Na,SO; (500 ml), NaCl (400 ml) a NH,CI (2 x 300 ml). Organicka vrstva se
vysusi Na,SO,, pfefiltruje se a zakoncentruje se za sniZeného tlaku. Zbytek se &isti rychlou sloup-
covou chromatografii (SiO,, EtOAc:hexan s gradientem 1:1, 6:4 az 7:3), coz vede ke vzniku
slougeniny 170 (14,76 g, 79 %) ve formé svétle Zluté pevné latky.

Rf: 0,31 a 0,40 (sm&s izomert) (hexan:EtOAc 3:7).

'HNMR (300 MHz, CDCL;): 87,74 (d, J = 7,6 Hz, 4H), 7,63 (dd, ] = 7,0 Hz, J = 15,3 Hz, 4H),
7,38 (t,J = 7,3 Hz, 4H), 7,29 (m, 4H), 6,61 (s, 1H), 6,54 (s, 1H), 5,89 (m, 2H), 5,73 (s, 1H), 5,70
(s, 1H), 5,69 (s, 1H), 5,62 (s, 1H), 5,55 (m, 1H), 5,32 (d, J = 15,1 Hz, 1H), 5,23 (d, J = 6,1 Hz,
1H), 5,22 (d,J = 10,6 Hz, 1H), 5,14 (d, ] = 5,9 Hz, 1H), 5,13 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 5,07 (d, J = 6,3
Hz, 1H), 4,68 (m, 1H), 4,56 (m, 4H), 4,51 (m, 2H), 4,38 (dd, J, = 4,5 Hz, J, = 12,6 Hz, 1H), 4,22
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(dd, J, =62 Hz, J,= 11,1 Hz, 1H), 4,14 az 3,88 (m, 12H), 3,83 (s, 3H), 3,79 az 3,69 (m, 4H),
3,61 (s, 3H), 3,56 (m, 4H), 3,39 (s, 3H), 3,36 (s, 3H), 3,23 (m, 2H), 3,16 (d, ] = 6,0 Hz, 2H), 3,07
(d, J = 6,1 Hz, 2H), 3,00 az 2,81 (m, 6H), 2,46 az 2,34 (m, 4H), 2,25 (s, 3H), 2,20 (s,3H), 2,16 (s,
3H), 2,07 (m, 1H), 1,83 (dd, J, =9,5 Hz, J, = 15,1 Hz, 1H), 1,78 (s, 3H), 1,77 (s, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCl;): & 200,3, 198,4, 170,3, 160,0, 158,1, 148,7, 148,7, 1485, 148,2,
145,6, 145,6, 145,5, 142,2, 141,1, 141,0, 141,0, 138,5, 132,4, 132,3, 131,1, 130,6, 130,1, 129,8,
128,8, 127,6, 127,1, 127,1, 125,1, 125,0, 124,8, 124,7, 124,7, 124,0, 122,7, 119,9, 118,1, 118,0,
117,2, 116,8, 111,6, 108,3, 104,8, 104,5, 101,5, 101,0, 98,2, 98,2, 72,3, 71,7, 71,7, 70,6, 69,3,
69,2, 66,4, 66,0, 66,0, 65,5, 63,8, 60,8, 60,2, 59,8, 59,0, 58,9, 58,1, 56,8, 56,6, 56,5, 56,3, 56,1,
55,7, 55,3, 55,2, 53,9, 46,9, 41,9, 41,4, 41,2, 37,2, 36,9, 35,4, 31,5, 29,6, 25,6, 25,4, 22,6, 15,8,
15,7, 14,1, 7,3, 7,0.

ESI-MS m/z: vypocitana Cs;HseN;O,,S: 948,36, naméfena (M+1)": 949,3.

Priklad 96

1.DMSO, Tf,O
2. DIPEA
3. terc.-BuOH

4. N;Me tercBu
5. Ac,0, CH,Cl,

sy
w1

(170) 171)

Reakéni barika se dvakrat vyziha, n&kolikrat se proplachne argonem a udrZuje se v argonove at-
mosféte. K roztoku DMSO (5,4 ml) v bezvodém CH,Cl, (554 ml) se pfi teploté —78 °C po kap-
kéch ptida anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (5,11 ml, 30,4 mmol). Reak¢ni smés se pfi
teploté —78 °C micha po dobu 20 minut. Poté se pomoci kanyly pfi teploté¢ —78 °C pfida roztok
slougeniny 170 (14,43 g, 15,2 mmol) v bezvodém CH,Cl, (188 ml). Béhem pfiddvani se v baii-
kach udrzuje teplota —78 °C a barva reakéni smési je Zlutd. Reakéni smés se pfi teploté
—40 °C micha po dobu 35 minut. Béhem tohoto ¢asového intervalu se roztok zméni ze Zluté na
tmavé zelenou. Po uplynuti této doby se po kapkéch prida ‘ProNEt (21,2 ml, 121,6 mmol) a re-
akéni smé&s se pti teploté 0 °C necha stat po dobu 45 minut. Béhem této doby se barva roztoku
zméni na bled® hn&dou. Poté se k reakéni smési po kapkach ptida terc.BuOH (5,8 ml, 60,8 mmol)
a terc.butyltetra—methylguanidin (18,3 ml, 106,4 mmol) a reakéni smés se micha pfi teploté 23 °C
po dobu 40 minut. Po uplynuti této doby se k reakéni smési po kapkach pfida acetanhydrid
(14,34 ml, 152 mmol) a smé&s se necha reagovat pfi teploté 23 °C po dobu vice nez 1 hodiny. Poté
se reakéni smés nafedi CH,Cl, (38 ml) a promyje se nasycenym vodnym roztokem NH,CI
(500 ml), NaHCO; (500 ml) a NaCl (500 ml). Organickeé vrstvy se vysusi Na,SO,, prefiltruji se a
zakoncentruji se. Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:hexan s gradi-
entem 3:7 aZ 4:6), coz vede ke vzniku slougeniny 171 (6,24 g, 52 %) ve formé svétle Zluté pevné
latky.

Rf: 0,38 (hexan:EtOAc 1:1).
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'"HNMR (300 MHz, CDCL3): § 6,78 (s, 1H), 6,07 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,98 (d, J = 1,2 Hz, 1H),
5,92 (m, 1H), 5,32 (d, ] = 5,9 Hz, 1H), 5,31 (dd, J; = 1,5 Hz, J, = 17,1 Hz, 1H), 5,23 (dd, J, = 1,5
Hz, J, = 10,4 Hz, 1H), 5,19 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 5,01 (d, ] = 11,5 Hz, 1H), 4,81 (d, J = 9,8 Hz,
1H), 4,53 a2 4,51 (m, 3H), 4,35 az 4,27 (m, 2H), 4,24 (s, 1H), 4,18 az 4,13 (m, 2H), 3,94 a7 3,84
(m, 2H), 3,73 (s, 3H), 3,58 (t, J = 4,7 Hz, 2H), 3,43 a2 3,37 (m, 2H), 3,36 (s, 3H), 2,91 (m, 2H),
2,27 (s, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 2,36 a2 2,06 (m, 2H), 2,02 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCly): 6 170,23, 168,49, 155,26, 149,62, 148,26, 145,63, 140,85, 140,24,
132,74, 131,60, 130,11, 124,89, 124,70, 120,14, 117,89, 117,84, 113,21, 101,89, 98,03, 92,67,
71,60, 69,04, 65,70, 61,20, 60,35, 59,36, 59,01, 58,89, 54,71, 54,42, 53,79, 41,53, 41,19, 32,68,
29,53, 23,57, 20,26, 15,62, 9,45.

ESI-MS m/z: vypo€itana C3oHysN4O15S: 794,87, namétena (M+1)": 796, (M+23)" 817.
HPLC: Podminky: Sloupec: Symetrie C18, mobilni faize AcN—fosfatovy pufr (pH = 5), s gradi-

entem 45 az 65 % za 15 minut a 65 aZz 90 % za 36 minut. & 0,8 ml/min, t* 40 °C. Retenéni &as
19,374 minuty. HPLC ¢istota 83,17 %.

Priklad 97
OMe
| AllocHN
AllocHN o OMe oc
0
AcO Nal, CH2C|2, CH3CN
Me —
TMSCI
O
-0
(171) (164)

K roztoku slou¢eniny 171 (2,26 g, 2,85 mmol) v bezvodém CH,Cl, (74 ml) a acetonitrilu (74 ml)
se pii teplot¢ 0°C piida Nal (3,42 g, 22,8 mmol) a TMSCI (Zerstvé ptedestilovany s CaH,)
(2,6 ml, 22,8 mmol) a reak&ni smés se micha po dobu 35 minut. K reak&ni smési se pii této teplo-
té pfida nasyceny vodny roztok hydrogenuhli¢itanu sodného (150 ml). Organicka faze se oddéli a
vodna faze se extrahuje CH,Cl, (2 x 100 ml). Organické extrakty se vysu$i siranem sodnym,
piefiltruji se a rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku, co vede ke vzniku slougeni-
ny 164 (2,4 g, 100 %) jako svétle zluté pevné latky, kterd se bez dal$iho &isténi pouZzije

vvvvv

v nasledujicich reakei. Experimentalni data slougeniny 164 byla jiz dfive popsana v ptikladu 88.

vvvvv

Pfeména slouceniny 164 na slou¢eninu 35 byla jiz d¥ive popsana v piikladu 89.

Meziprodukty 35, 36, ET-770 a ET-743 se pFipravi postupy, které Jsou popsany v PCT/GB00/-
01 852.
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Cesta 6

Piiklad 98

ot

(144) (161)

NHBoc

K roztoku slou¢eniny 144 (7 g, 7,6 mmol) v MeOH (140 ml) se pfida NaOH (15,1 ml) o koncen-
traci 0,1 mol/l (0,1 M) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 10 minut. K reak¢ni
smési se prida nasyceny vodny roztok NH,Cl (100 ml). Organicka faze se odd€li a promyje se
5% HCI dokud se barva nezméni na Zlutou. Organicky extrakt se vysusi siranem sodnym, prefil-
truje se a rozpoustédlo se odstrani destilaci za snizeného tlaku. Zbytek se ¢isti rychlou sloupco-
vou chromatografii (SiO,, EtOAc:hexan s gradientem 0:1, 1:3, 1:2, 1:1, 1:1 aZ 3:1), coZ vede ke
vzniku slougeniny 161 (3,76 g, 85 %). Experimentalni data slouceniny 116 byla jiz dtive popsana
v patentu US 5 721 362.

Priklad 99

EDC.HCI, DMAP

HOzC\b‘;;bS . O)Y\S 'O
z NHCbz

(161) O (172) Q

(152)

K roztoku slouéeniny 161 (200 mg, 0,37 mmol) a cysteinu 152 (240 mg, 0,55 mmol) v bezvodém
CH,Cl, (20 ml) se pii teploté 23 °C prida DMAP (110 mg, 0,925 mmol) a EDC-HCI (170 mg,
0,925 mmol) a reakéni smés se pfi této teploté michd po dobu 1,5 hodiny. Reakéni smés se po-
stupn& promyva nasycenym vodnym roztokem NaHCO; (15 ml), NaCl (15 ml) a NH,CI (2 x
10 ml). Organické vrstva se vysusi Na,SOy, prefiltruje se a zakoncentruje se za snizeného tlaku.
Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:hexan s gradientem 1:4 az 1:2),
coz vede ke vzniku slougeniny 172 (285 mg, 80 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,3 (hexan:EtOAc 2:1).
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'"H NMR (300 MHz, CDCLy): 5 7,73 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,59 a2 7,57 (m, 2H), 7,40 a2 7,28 (m,
9H), 6,60 (s, 1H), 5,69 (s, 1H), 5,65 (s, 1H), 5,54 (d, J= 7,8 Hz, 1H), 5,11 a2 5,08 (m, 4H), 4,52
a2 4,4,49 (m, 1H), 4,21 az 3,90 (m, 6H), 3,83 (s, 3H), 3,49 (s, 3H), 3,21 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 3,09
222,90 (m, 6H), 2,41 (d, ] = 18 Hz, 1H), 2,34 a2 2,31 (m, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 1,88 a7
1,83 (m, 1H), 1,77 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCly): & 198,7, 170,5, 158,4, 155,9, 148.,9, 1488, 145,8, 142,5, 1413,
136,2, 131,4, 130,0, 128,8, 128,6, 128,4, 127,9, 127,3, 125,3, 125,0, 124,9, 123,0, 120,1, 117,5,
108,5, 104,8, 101,7, 99,5, 70,8, 67,4, 60,5, 57,8, 57,0, 56,5, 56,0, 55,5, 47,1, 41,6, 37,4, 37,1,
31,8, 25,8,22,8, 15,9, 14,3, 7,6.

ESI-MS m/z: vypo¢itana Cs;HsyN4Oy;S: 954,35, namérena (M+23)": 977,8.

Priklad 100

1.DMSO, Tf,0
2. DIPEA
3. terc.-BuOH

4. N;zMe tercBu

5. Ac,0, CH,Cl,
NHCbz .

(172)

(173)

Reakéni barika se dvakrat vyziha, nekolikrat se proplachne argonem a udrzuje se v argonové at-
mosféfe. K roztoku DMSO (977 ul) v bezvodém CH,Cl, (118 ml) se pfi teploté —78 °C po kap-
kach pfida anhydrid kyseliny trifluormethansulfonové (930 pl, 5,5 mmol). Reakéni smés se pfi
teploté —78 °C michd po dobu 20 minut. Poté se pomoci kanyly (doba pfidavani 5 min) pfi teploté
~78 °C pfida roztok slouceniny 172 (2,63 g, 2,75 mmol) v bezvodém CH,Cl, (26 ml jako hlavni
pfidavek a 13 ml na promyti). Béhem ptidavani se v obou batikach udrzuje teplota —78 °C a barva
reakeni smési se zméni ze Zluté na hnédou. Reakéni smés se pfi teplot& —40 °C micha po dobu 35
minut. Behem tohoto ¢asového intervalu se roztok zméni ze Zluté na tmavé zelenou. Po uplynuti
této doby se po kapkach p¥ida 'Pr,NEt (3,48 ml, 22 mmol) a reakéni smés se pti teploté 0 °C ne-
cha stat po dobu 45 minut, b&hem této doby se barva roztoku zméni na hnddou. Poté se k reakéni
smé&si po kapkach pfida terc. BuOH (1,04 ml, 11 mmol) a terc.butyltetramethylguanidin (3,31 ml,
19,25 mmol) a reakéni smés se pfi teploté 23 °C micha po dobu 40 minut. Po uplynuti této doby
se k reakéni smési po kapkach pfida acetanhydrid (2,6 ml, 27,5 mmol) a smé&s se necha reagovat
pfi teploté 23 °C po dobu vice nez 1 hodiny. Poté se reakéni smé&s nafedi CH,Cl, (70 ml) a po-
stupné promyje nasycenym vodnym roztokem NH,CI (180 ml), NaHCO; (180 ml) a NaCl
(180 ml). Organické vrstvy se vysusi Na,SOy, prefiltruji se a zakoncentruji se za snizeného tlaku.
Zbytek se ¢isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, hexan:EtOAc s gradientem 4:1, 3:1 az
2:1), coz vede ke vzniku slouceniny 173 (1,145 g, 52 %) ve formé bilé pevné latky.

Rf: 0,31 (hexan:EtOAc 3:2).

'HNMR (300 MHz, CDCL): § 7,37 (bs, SH), 6,67 (s, 1H), 6,08 (d, J = 1,2 Hz, 1H), 5,99 (d, J =
1.2 Hz, 1H), 519 az 5,00 (m, 4H), 4,82 (d, J = 9,3 Hz, 1H), 4,49 (bs, 1H), 4,32 az 4,15 (m, 5H),
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3,67 (s, 3H), 3,55 (s, 3H), 3,44 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 3,39 (d, J = 6 Hz, 1H), 2,90 az 2,87 (m, 2H),
2,28 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 2,15 az 2,07 (m, 2H), 2,03 (s, 3H), 2,00 (s, 3H).

C NMR (75 MHz, CDCly): & 170,6, 168.8, 155,8, 149,9, 148.5, 145,0, 141,2, 140,6, 136,6,
132,0, 130.4, 128.8, 128,7, 128.5, 125,2, 124,9, 120,5, 118,2, 113,7, 113,6, 102,2, 99.4, 67,2,
61,6, 60,7, 59,7, 59,3, 57,6, 55,1, 54,8, 54,2, 41,9, 41,6, 33,0, 29,9, 23,9, 20,6, 15,6, 9,8.

ESI-MS m/z: vypoéitana C4;H4yN;01,S: 800,87, nametena (M+23)" 823,7.

Priklad 101

0
AcO Nal, TMSCI
Me
CHyCly, CH;CN
o
0

(173) (158)

K roztoku slou¢eniny 173 (100 mg, 0,125 mmol) v CH,Cl, (2 ml) a CH;CN (2 ml) se pfi teploté
0 °C ptida Nal (75 mg, 0,5 mmol) a TMSCI (63 pl, 0,5 mmol). Reakéni smés se pfi teploté 23 °C
michéa po dobu 50 minut, poté se smés rychle ochladi vodou (30 ml) a extrahuje se CH,Cl, (2 x
20 ml). Organické fize se postupné promyji nasycenym vodnym roztokem NaCl (20 ml) a
dithionigitanem sodnym (20 ml), vysu$i se Na,SO,, piefiltruji se a zakoncentruji se ve vakuu.
Zbytek se &isti rychlou sloupcovou chromatografii (SiO,, EtOAc:hexan s gradientem 1:4, 1:2 az
1:1), coz vede ke vzniku slou¢eniny 158 (66 mg, 70 %) ve formé bilé pevné latky. Experimental-
ni data slou¢eniny 158 byla jiz diive popsana v ptikladu 19.

Pieména sloudeniny 158 na slou¢eninu 35 byla jiz diive popséana v piikladu 85.

Meziprodukty 36, ET-770 a ET-743 se piipravi postupy, které jsou popsany v PCT/GBO00/-
01 852.

Rf: 0,21 (hexan:EtOAc 1:1).
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Primyslova vyuZitelnost

Slou€eniny tohoto vynalezu se pouzivaji pro vyrobu farmaceutickych prostredk, které se pouzi-
vaji pfi 1ébe karcinomd jako je leukémie, rakovina plic, rakovina tlustého stfeva, rakovina ledvin
a melanom.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob vyroby ecteinascidinové slouceniny, vyznacujici se tim, ze ob¢ chranici
skupiny ze slou€eniny A

NHProt"H

kde Prot™ je amin chranici skupina,
kde Prot™ je hydroxyl chranici skupina.

se odstrani v jediném kroku za vzniku slou¢eniny a—aminolaktonu vzorce 35

NH,

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze Prot™" je t-butyloxykarbonyl a
Prot®® je methoxymethyl.

3. Zptsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze Prot™ je t-butyloxykarbonyl a
Prot®" je methoxyethoxymethyl.

4. Zpusob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Zze zahrnuje dalsi krok oxidace o—
aminolaktonu vzorce (35)
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(35),

S. Zplsob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje podrobeni o—keto-
laktonu vzorce 36

za stereospecifického vytvoreni spirotetrahydroisochinolinové slou¢eniny Et770
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(EL770)

6. Zplsob podle naroku 5, vyznadujici se tim, Ze zahmuje dalsi krok nahrazeni
nitrilu na C-21 u slou€eniny Et770

hydroxylem za vzniku Et743

(Et743)

7. Zpisob vyroby ecteinascidinové sloudeniny, vyznadujici se tim, Zesepfi kroku
zptisobu oxiduje o—aminolakton vzorce 35
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(35),

transmitaci na odpovidajici o—ketolakton vzorce 36

8. Zpisob podle naroku 7, vyznadlujici se tim, Ze zahrnuje podrobeni o—
ketolaktonu vzorce 36

Pictet-Spenglerové reakci za pfitomnosti aminu vzorce
HQD/\x
MeO

za stereospecifického vytvofeni spirotetrahydroisochinolinové slougeniny Et770
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(Et770)

9. Zpisob podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje dalsi krok nahrazeni
nitrilu na C-21 u slou¢eniny Et770

hydroxylem za vzniku Et743

10

10. Zplisob vyroby ecteinascidinové slouteniny, vyznadujici se tim, Ze se pfi kroku
zpusobu podrobi a—ketolakton vzorce 36
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Pictet—Spenglerové reakci za pfitomnosti aminu vzorce
HOC
X e
MeO

za stereospecifického vytvofeni spirotetrahydroisochinolinové slouceniny Et770

(Et770)

10

11. Zptsob podle naroku 10, vyznaéujici se tim, Ze zahrnuje dal$i krok nahrazeni
nitrilu na C-21 u slouéeniny Et770

15
hydroxylem za vzniku Et743
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12. a~Aminolakton vzorce 35

jako meziprodukt zpusobu podle naroki 1, 4 a 7.

13. o-Ketolakton vzorce 36
10

jako meziprodukt zpisobu podle narokd 4, 5, 7, 8 a 10.

15

Konec dokumentu

20
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