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Makrocyklické zlu€eniny, farmaceuticky prostriedok s ich obsahom a ich pouZzitie

Oblast techniky

.Vynélez éa tyka n'ovych inhibitorov proteazy virusu hepatitiéy C (“HCV"),‘I
farmaceutickych prostriedkov, ktoré obsahuju jeden alebo viaceré takéto inhibitory,
spbsobov pripravy takychto inhibitorov a spdsobov pouzitia takychto inhibitorov na
lieGenie hepatitidy C a pribuznych porich. Tento vynalez konkrétne opisuje nove,
makrocyklické Zlugeniny ako inhibitory HCV NS3/NS4a serin-proteazy.

Doterajsi stav techniky

Virus hepatitidy C (HCV) je (+)-orientovany jednopramefiovy RNA virus,
ktory sa povazuje za hlavnu pri€inu non-A, non-B hepatitidy (NANBH), zviast pri
NANBH spojenej s krvou (BB-NANBH) (pozri medzinarodné patentova prihlaska €.
WO 89/04669 a eurdpska patentova prihlaska ¢. EP 381216). NANBH sa ma
rozliovat od inych typov virusmi vyvolanych choréb peéene, ako napriklad
virusovej hepatitidy A (HAV), virusovej hepatitidy B (HBV), virusovej delta hepatitidy
(HDV), cytomegalovirusu (CMV) a virusu Epsteina-Barrovej (EBV), ako aj od inych
foriem chordb peéene, ako je napriklad alkoholizmus a primarna biliarna (ZICova)
cirhéza.

Nedavno bola zistena, klonovan& a exprimovana (pozri napriklad U.S.
Patent &. 5,712,145) HCV proteaza potrebna na vyvoj polypeptidov pri virusovej
replikacii. Tento priblizne 3000 aminokyselinovy polyprotein obsahuje od
zakonéenia aminoskupinou po zakoncenie karboxyskupinou nukleokapsidovy
protein (C), obalkové proteiny (E1 a E2) a viaceré nestrukturalne proteiny (NS1, 2,
3, 4a, 5a a 5b). NS3 je priblizne 68 kda protein, kddovany pomocou priblizne 1893
nukleotidov HCV genému a ma dve odlisné domény: (a) serin-proteazovi domenu
pozostavajucu z priblizne 200 N-koncovych aminokyselin; a (b) RNA-zavisla ATP-
azovi doménu na C-zakonceni proteinu. NS3 protedza sa povaZzuje za Clena
chymotrypsinovej rodiny vzhladom na podobnosti proteinovej sekvencie, celkovu

trojrozmernu Strukt(ru a mechanizmus katalyzy. Inymi chymotrypsinu podobnymi
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enzymami su elastaza, faktor Xa, trombin, trypsin, plazmin, urokinaza, tPA a PSA.
HCV NS3 serin-proteaza je zodpovedna za proteolyzu polypeptidov (polyproteinov)
na NS3/NS4a, NS4a/NS4b, NS4b/NS5a a NS5a/NS5b spojeniach a je teda
- zodpovednd za generovanie 'étyro.ch virusc')vych_ _proteinov' pogas virusovej
replikacie. To urobilo z HCV NS3 serin-proteazy atraktivny ciel antivirUsovéj chemo-
terapie.

Zistilo sa, 2e NS4a protein, priblizne 6 kda polypeptid, je ko-faktorom na
ginnost serin-proteazy NS3. Autostiepenie NS3/NS4a spojenia pomocou NS3/NS4a
serin-proteazy nastava intramolekularne (tj. cis), kym iné Stiepne miesta reagujd
intermolekularne (t.j. trans). |

Analyza brirodzen)'/ch Stiepnych miest HCV proteazy odhalila pritomnost
cysteinu na P1 a serinu na P1' a Ze tieto zvySky sa prisne zachovavaju
v NS4a/NS4b, NS4b/NS5a a NS5a/NS5b spojeniach. NS3/NS4a spojenie obsahuje
treonin na P1 a serin na P1'. Cys -> Thr substiticia na NS3/NS4a je postulovana
ako podmienka skor cis nez trans posobenia na tomto spojeni. Pozri napriklad,
Pizzi a spol. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 91: 888 - 892, Failla a spol. (1996)
Folding & Design 1: 35 - 42. N53/NS4a Stiepne miesto je tiez tolerantnejSie
k mutagenéze nez iné miesta. Pozri napriklad, Kollykhalov a spol. (1994) J. Virol.
68: 7525 - 7533. Tiez sa zistilo, Ze na G&inné tiepenie st pozadované kyselinove
zvysky v oblasti smerom k Stiepnemu miestu. Pozri napriklad Komoda a spol.
(1994) J. Virol. 68: 7351 - 7357.

Inhibitory HCV proteazy, ktoré boli doteraz opisané, zahrnuja antioxidanty
(pozri medzinarodna patentova prihlaska €. WO 98/14181), urcité peptidy a
peptidové analogy (pozri medzindrodna patentova prinlaska €.- WO 98/17679,
Landro a spol. (1997) Biochem. 36: 9340 - 9348, Ingallinella a spol. (1998) -
Biochem. 37: 8906 - 8914, Llinas-Brunet a spol. (1998) Bioorg. Med. Chem. Lett. 8:
1713 - 1718), inhibitory zalozené na 70-aminokyselinovom polypeptide ,eglin c*
(Martin a spol. (1998) Biochem. 37: 11459 - 11468, inhibitorom pribuzné latky
vybrané z fudského pankreatického sekreéného trypsinového inhibitora (hPSTI-C3)
a stborov miniteliesok (MBip) (Dimasi a spol. (1997) J. Virol. 71: 7461 - 7469),
CVHE2 ("kamelizovana" premenna doména protilatkového fragmentu) (Martin a
spol. (1997) Protein Eng. 10: 607 - 614), a a1-antichymotrypsin (ACT) (Elzouki a
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spol.) (1997) J. Hepat. 27: 42 - 28). Nedavno bol opisany ribozym uréeny na
selektivnu destrukciu RNA virusu hepatitidy C (pozri BioWorld Today 9 (217): 4 (10.
novembra 1998)).

Uvadzame tiez odkazy na PCT patentové prihlééky ¢. WO 98/17679,
zverejnena 30. aprila, 1998 (Vertex Pharmaceuticals“Incorporatéd); WO 98/22496,
zverejnend 28. maja, 1998 (F. Hoffmann-La Roche AG); a WO 99/07734,
zverejnena 18. februara,1999 (Boehringer Ingelheim Canada Ltd.).

HCV bol priradeny k cirhdéze petene a kvyvolaniu hepatocelularneho
karcinbmu. Progn6za pre pacientov trpiacich HCV infekciou je v st&asnosti Zla.
HCV infekcia sa tazSie lie€i nez iné formy hepatitidy v dosledku nedostatku imunity
alebo remisie'spojenej s HCV infekciou. Sucasné tdaje indikuja .menéj nez 50 %
mieru preZitia Styri roky po diagndze cirhdzy. Pacienti, u ktorych bol diagnostikovany
lokalizovany operovatelny hepatocelularny karcinom, maju patroénd mieru prezitia
10 az 30 %, zatial Co ti, ktori maju lokalizovany neoperovatelny hepatocelularny
karcindbm, majd patroénli mieru prezitia menej nez 1 %.

Uvadzame tiez odkaz na WO 00/09558 (patriaci: Boehringer Ingelheim
Limited; zverejneny 24. februara, 2000), ktory opisuje peptidové derivaty
vieobecného vzorca
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Uvadzame tie? odkaz na WO 00/09543 (patriaci: Boehringer Ingelheim
Limited; zverejneny 24. februdra, 2000), ktory opisuje peptidove derivaty

vSeobecného vzorca

OH

0

kde rdzne prvky st definované v uvedenom dokumente. llustracna zl&enina tejto
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Sucasné terapie hepatitidy C zahruju interferén-a. (INFo) a kombinovan(
terapiu s ribavirinom a interferénom. Pozri napriklad B}eremguor a spol. (1998)_
Proc. Assoc. Am. Physicians 110(2): 98 - 112. Tieto terapie trpia nizkou trvalou
mierou odozvy a Castymi vedfajSimi G&inkami. Pozri napriklad Hoofnagle a spol.
(1997) N. Engl. J. Med. 336: 347. V saasnosti nie je dostupna Ziadna vakcina pre
HCV infekciu.

Existuje potreba nového lieCenia a terapii pre HCV infekciu. Preto je cielom
tohto vynalezu poskytn(t -zli¢eniny uZito&né na liegenie alebo prevenciu alebo
zlepsenie jedného alebo viacerych symptomov hepatitidy C. | _

Dalsim ciefom tohto dokumentu je poskytnat spdsob lieGenia alebo
prevencie alebo zlepSenia jedného alebo viacerych symptomov hepatitidy C.

ESte dalS$im ciefom tohto vynalezu je poskytnit spésob modulovania
Cinnosti serin-proteaz, zvlast HCV NS3/NS4a serin-protedzy, pouzitim zlG&eniny
poskytovanej v tomtd dokumente.

Inym ciefom vynalezu je poskytnut spdsob modulovania prepracovania
HCV polypeptidu pouzitim zli€eniny poskytovanej v tomto dokumente.



Podstata vynalezu

Vo svojich mnohych uskutogneniach, tento vynalez poskytuje novu triedu
makrocyklickych inhibitorov HCV proteazy, farmaceutickych prostriedkov, ktoré
obsahuji jednu alebo viaceré tieto zlu&eniny, sposoby pripravy farrﬁaéeutickych
pripravkov obsahuijucich jednu alebo viaceré takéto zluceniny, a sposoby liecenia,
prevencie alebo zlepsenia jedného alebo viacerych symptomov hepatitidy C.
Poskytuji sa tiez sposoby modulovania interakcie HCV polypeptidu s HCV
proteazou. Medzi ziu¢eninami poskytovanymi vtomto vynaleze sl vyhodné
zlugeniny, ktoré inhibuju &innost HCV NS3/NS4a serin-proteazy. Teraz opisané
zlageniny véeobecne obsahuju asi tri alebo viac arriinokyselinovych zvySkov a
me.nej ako asi dvanast aminokyselinovych zvysSkov.

Podstatou vynalez je makrocyklicka zli¢enina v8eobecného vzorca |
\ M I |
W \/E | I
\ ()

kde

X a Y st nezavisle vybrané zo skupiny substituentov: alkyl, alkyl-aryl, heteroalkyl,
héteroaryl, aryl-heteroaryl, alky|-heteroaryl;- cykloalkyl, alkyléter, alkyl-aryléter,
.aryléter, alkylaminoskupina, arylaminoskupina, alkyl-arylaminoskupina, alkyisulfid,
alkyl-arylsulfid, arylsulfid, alkylsulfon, alkyl-arylsulfén, arylsulfon, alkylalkylsulfoxid,
alkyl-arylsulfoxid, alkylamid, alkyl-arylamid, arylamid, alkylsulfonamid, alkyl-
arylsulfénamid, arylsulfénamid, alkylmogovina, alkyl-arylmocovina, aryl-mocovina,
alkylkarbamat, alkyl-arylkarbamat, arylkarbamat, alkyl-hydrazid, alkyl-aryl-hydrazid,
alkyl-hydroxamid, alkyl-aryl-hydroxamid, alkylsulfonyl, arylsulfonyl, heteroalkyl-
sulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylkarbonyl, arylkarbonyl, heteroalkyl-karbonyl,
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heteroarylkarbonyl,  alkoxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxy-karbonyl,
alkylaminokarbonyl,  arylaminokarbonyl, heteroarylaminokarbonyl alebo ich
kombinacia, s vyhradou, Ze X a Y moZu volitelne byt okrem toho substituované
skupinami vybranymi zo skupiny pozostavajicej zo substituentov: aromat, alkyl,
alkyl-éryl, heteroalkyl, aryl-heteroaryl, alkylheteroaryl, cykloalkyl, alkyléter, alkyl-
aryleter, alkylsulfid, alkyl-arylsulfid, alkylsulfon, alkyl-arylsulfon, alkylamid, alkyl-
arylamid, alkylsulfonamid, alkylaminy, alkyl-arylaminy, alkyl-aryl-sulfénamid,
alkylmocovina, alkyl-arylmo€ovina, alkylkarbamat a alkyl-arylkarbamat:;

R' = COR® alebo B(OR),, kde R®= H, OH, OR®, NR°R"™, CF3, C,Fs, CsFy, CF,R®, RS,
COR’, kde R = H, OH, OR®, CHR®R™ alebo NR°R, kde R®, R®, R® a R™ s
nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajlicej zo substituentov: H, alkyl, aryl, hetero-
alkyl, heteroaryl, cykloalkyl, cykloalkyl, arylalkyl, heteroarylalkyl, CH(R")COOR"",
CH(R™CONR'"R"®, CH(R")CONHCH(R*)COOR™",
CH(R")CONHCH(R*)CONR'R™, CH(R")CONHCH(R?)R,,
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR'?R™®
CH(R™)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR'",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR?R"?,
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR™",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R®)CONR 2R",

kde R", R* R* R* R R", R, R® a R' st nezavisle vybrané zo skupiny
pozostavajucej zo substituentov: H, alkyl, aryl, heteroalkyl, heteroaryl, cykloalkyl,
alkyl-aryl, alkyl-heteroaryl, afyl—alkyl a heteroarélkyl;

Z je vybrané z O, N alebo CH;

W mbze byf pritomny alebo nepritomny, a ak W je pritomny, W je vybrané z C=0,
C=S alebo SO

Q méZze byt pritomny alebo nepritomny, a ked Q je pritomny, Q je CH, N, P, (CH2)p,
(CHR),, (CRR),, O, NR, S alebo SO,; a ked Q je nepritomny, M je tiez nepritomny,
a A je priamo naviazany na X;

A je O, CH,, (CHR),, (CHR-CHR"),, (CRR'),, NR, S, SO, alebo vazba;

E je CH, N alebo CR, alebo dvojita vézba na A, L alebo G:

G modze byt pritomny alebo nepritomny, a ked G je pritomny, G je (CHz),, (CHR),,
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alebo (CRR'),; a ked G je nepritomny, J je pritomny a E je priamo spojeny s
uhlikovym atémom, kde G bol pripojeny;

J méZe byt nepritomny alebo pritomny, a ked J je pritomny, J je (CHz)p, (CHR),,
alebo (CRR'),, SO, NH, NR alebo O; a ked J je nepritomny, G je pritomny a E je
priamo naviazany na N; |

L moze byt pritomny alebo nepritomny, a ked L je pritomny, L je CH, CR, O, S
alebo NR; a ked L je nepritomny, potom M mdze byt nepritomny alebo pritomny, a
ak

M je pritomny, priom L je nepritomny, potom M je priamo a nezavisle naviazany na
E, a J je priamo a nezavisle naviazany na E;

M méze byt pritomny alebo nepritomny, a ked M je pritomny, M je O, NR, S, SO,
(CH2)p, (CHR),, (CHR-CHR'), alebo (CRR');:

p je ¢islood 0 do 6; a

R, R, R?, R® a R* st nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajicej zo substituentov:
H: C1-C10-alkyl; C2-C10-alkenyl; C3-C8-cykloalkyl; C3-C8-heterocykloalkyl, alkoxyl,
aryloxyskupina, alkyltioskupina, aryltioskupina, aminoskupina, amidoskupina, ester,
karboxylova kyselina, karbamat, mocovina, keton, aldehyd, kyanosktjpina, nitro-
skupina; atémy kyslika, dusika, siry alebo fosforu, pri¢om pocet tychto kyslikovych,
dusikovych, sirovych alebo fosforovych atémov je od nula do Sest;

(cykloalkyl)alky! a (heterocykloalkyl)alkyl, kde tento cykloalkyl je zlozeny z troch az
- 6smich uhlikovych atémov, a nula az $est kyslikovych, dusikovych, sirovych, alebo
fosforovych atémov, a tento alkyl je z jedného az Siestich uhlikovych atémov; aryl;
heteroaryl; alkyl-aryl; a alkyl-heteroaryl; | '

pricom tento alkyl, heteroalkyl, alkenyl, heteroalkenyl, aryl, hete'roaryl-, cykloalkyl a
heterocykloalkyl méze byt volitelne substituovany, pric¢om pojem "substituovany"
zodpoveda volitefnej a vhodnej substiticii s jednou alebo viacerymi skupinami
vybranymi zo skupiny pozostavajlcej zo substituentov: alkyl, alkenyl, alkinyl, aryl,
aralkyl, cykloalkyl, heterocyklus, halogén, hydroxyskupina, tioskupina, alkoxy-
skupina, aryloxyskupina, alkyltioskupina, aryltioskupina, aminoskupina, amido-
skupina, ester, karboxylova kyselina, karbamat, mocovina, ketdn, aldehyd, kyano-
skupina, nitroskupina, sulfonamid, sulfoxid, sulfén, sulfonylmocovina, hydrazid a

hydroxamat.
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Ak to nie je definované inak, vietky technické a vedecké pojmy pouzité
v tomto dokumente maja rovnaky vyznam, ako je bezne chapané odbornikmi v tejto
oblasti techniky, do ktorej tento vynalez patri. Teda napriklad pojem alkyl (vratane
alkylovych Casti alkoxyskupiny) znamena monovalentni skupinu odvodend od
priameho alebo rozvetveného  retazca nasyteného uhfovodika .pomocou
odstranenia jedného atému, ktory ma od 1 do 8 uhlikovych atémov, vyhodne od 1
do 6;

aryl - znamena karbocyklickG skupinu, ktord ma od 6 do 14 uhlikovych
atbmov a ma najmenej jeden benzenoidny kruh, pricom vsetky dostupné
substituovatefné aromatické uhlikové atémy karbocyklickej skupiny s uvaZované
ako mozné body pripojenia. Vyhodné arylové skupiny zahrnuju fenyl, 1-naftyl, 2-
naftyl a indanyl, a zvlast fenyl a subétituovany fenyl;

aralkyl - znamena skupinu, ktolré obsahuje' arylovh skupinu naviazanu cez
niz&i alkyl;

alkylaryl - znamen& skupinu, ktora obsahuje niz$i alkyl naviazany cez
arylovu skupinu; |

cykloalkyl - znamené nasyteny karbocyklicky kruh, ktory ma od 3 do 8
uhlikovych atémov, vyhodne 5 alebo 6, volitelne substituovany.

heterocyklus - znamena, okrem heteroarylovych skupin definovanych
nizSie, nasytené a nenasytené cyklické organické skupiny, ktoré majl najmene;
jeden O, S a/alebo N atém preruujici karbocyklickl kruhovd $truktaru, ktora
pozostava z jedného kruhu alebo dvoch kondenzovanych kruhov, kde kazdy kruh je
3 az 9-Clenny a mdze alebo nemusi mat dvojité vézby, ktory ma nedostatok

delokalizovanych pi elektrénov, pricom kruhova $truktdra ma od 2 do 8, vyhodne od

‘~ 3 do 6 uhlikovych atémov, napriklad 2- alebo 3-piperidinyl, 2- alebo 3-piperazinyl, 2-
alebo 3-morfolinyl, alebo 2- alebo 3-tiomorfolinyl;

halogén - znamena fludr, chlér, brém a jod;

heteroaryl - znamena cyklicka organicku skupinu, ktora ma najmenej jeden
O, S a/alebo N atom prerusujuci karbocyklicki kruhovd §truktaru, a ktord ma
dostatoCny pocet delokalizovanych pi elektronov, &im sa poskytne aromaticky
charakter, pricom aromaticka héterocyklické skupina mé od 2 do 14, vyhodne 4
alebo 5 uhlikovych atémov, napriklad 2-, 3- alebo 4-pyridyl, 2- alebo 3-furyl, 2-
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alebo 3-tienyl, 2-, 4- alebo 5-tiazolyl, 2- alebo 4-imidazolyl, 2-, 4- alebo 5-
pyrimidinyl, 2-pyrazinyl, alebo 3- alebo 4-pyridazinyl, atd. Vyhodné heteroarylove
skupiny st 2-, 3- a 4-pyridyl; Takéto heteroarylové skupiny mdzu tiez byt volitelne
substituované. . '

‘Vynélez tiez zahrnuje tautoméry, enantioméry a iné optické izoméry
zludeniny véeobecného vzorca |, ako aj jej farmaceuticky prijatelné soli a solvaty.

Dalej vynalez zahrnuje farmaceutické prostriedky, ktoré obsahuja ako
aktivnu zlozku zlGéeninu v8eobecného vzorca | (alebo jej sof, solvat alebo izoméry)
spolu s farmaceuticky prijatefnym nosi¢om alebo vehikulom.

Vynéalez tiez poskytuje spdsob pripravy zligeniny vSeobecného vzorca |,
ako aj pouzitie tychto zlG¢enin na lieCenie takych choréb, ako napriklad HCV a
pribuznych porich. Toto lieGenie zahrnuje podavanie pacientovi trpiacemu touto
chorobou alebo chorobami ferapeuticky G&inné mnozstvo zlu¢eniny v8eobecného
vzorca |, alebo farmaceutického prostriedku obsahujicemu zliceninu vSeobecného
vzorca |.

Opisuje sa tiez pouzitie zlG¢eniny v8eobecného vzorca | na vyrobu liekov na
lieGenie HCV a pribuznych poruch. |

'V jednom uskuto&neni, tento vynalez opisuje zliceniny vdeobecného vzorca
| ako inhibitory HCV proteazy, zvladt HCV NS3/NS4a serin-proteazy. Medzi
zla&eninami véeobecného vzorca | s vyhodnymi zlG¢eninami tie, ktoré maju

vdeobecny vzorec |

(1)

alebo ich farmaceuticky prijatefné derivaty, kde substituenty st uréené vyssie.
Niektoré vyhodné uskutognenia zahrnuj, ale nie s na ne obmedzené, nasledujice

definicie réznych funk&nych skupin vo vyssie uvedenych v8eobecnych vzorcoch | a
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Il. Teda napriklad, R? vo véeobecnom vzorci | moze byt vybrany z nasledujlcich

skupin: ' e > T
1 |
o cgs CHs ¢y ())
. Hs CHq
%, k ’/MEF
L fk /i e

~ CHg

-vw

LA
\L 0-2 /l)
$(0) ?;E_loa)o -2 \[H
kY
;CH;; gSCHS ﬁ é iﬁz
n=0-3

CH3 CH3 CHB

ANYVAVANAY /_\w
Niektoré vyhodné reprezentacie skupiny
.‘\
/] \7\ ‘
"\
|
o)

fisy

su napriklad, nasledujuce Struktury a, b, alebo c:
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Struktara a mdzZe byt vybrana z nasledujicich neobmedzujlcich typov

™~ AR

ST

™
(Olo-2
| Ve W\N&‘)/ 7 /ﬁ\éj/

Iné dal$ie vyhodné uskutoénenia st napriklad tie, kde skupina:

W\a\
&

M
\L/E\

WA
»)\i\l

st niektoré nasledujuce S$truktary, kde definicie réznych poldéh sG uvedené ako

Struktar:

priklady v &trukturach zlu€enin uvedenych neskor v tejto Casti:

L 2

R | M/\ \/A
¥ o R><N/ R
\N /%( ‘\!l/ \”/Y

Rl

O
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alebo

<ﬂ-——“—'N I
O .
\ niektoryéh vyhodnejsich zli&eninach, skupiny G a J st nezavisle vybrané

z (CHa),, (CHR),, (CHR-CHR'), a (CRR'),, a skupiny A-E-L-M-Q st aromaticky kruh
pozostavajuci z dvoch az 6smich uhlikovych atémov, nula aZ $est heteroatémov

pricom X a J st navzajom orto, para alebo meta.

V inych vyhodnych uskuto&neniach je R® vo véeobecnom vzorgi | vybrany z
nasledujucich Struktar:

X *@:"

T "‘5330 i N
H
n=0-4 '

N (@)
COCHg

Lﬁh=02 [i]\
COR®'

COR®! 51
COR R¥2 R

kde R¥je H, CHj alebo in¢ alkylové skupiny:
R% je OH, O-alkyl, NH, alebo N-alkyl:
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R* a R® mézu byt rovnaké alebo rdzne a s nezavisle vybrané z H, F, Cl, Br a
CHg;
a skupiny X-Y st vybrané z nasledujdcich Struktur:

_ o=
O~(CH. (Ot X

bW (CHz)o-2 _(CHy),

% (
Q/ —(CHy)s ; O~(CHas Q ~(CHa)s
\@/O (CH2)3 ? 0/1777

& ’:H/(CHa)z-4

O\/\/L"" O 1""1 :
Q/ \/M?<Me (\/\ E

Me Me

A o ﬁ{g
Me Me
0 I e

WA,
© | _/—’O_/‘/J_/JO/
O
B OH (O ke §

Viaceré dodatoéné a dalsie upresnenia vyssie uvedenych réznych definicii
zlG&enin véeobecného vzorca | st uvedené v Casti Patentové naroky tejto prihlasky.
Su tiez predstavované réznymi zli&eninami uvedenymi v Specifikacii narokov.
Takéto upresnenia, definicie a obmedzenia sa povazuju ako upresnenia

reprezentujice cely vynalez tejto prihlasky.
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Reprezentacné zluCeniny podfa tohto vynalezu, ktoré vykazuju vynikajicu
inhibi&nt aktivitu k HCV proteaze st uvedené nizsie spolu s ich aktivitou (rozsahy K;
hodn6t v nanomolarnom rozsahu, nmol/l). Cisla Prikladov oznaduju &isla réznych

Struktar v Casti Priklady nachadzajucej sa v dal3ej Easti tejto prihlasky.

Tabulka 1: Vysledky priebeznej skisky HCV proteazy

Cislo Prikladu ~ Ki* (nmol/l)

1A a

1B

2

3

4A

4B

7A

8B

T| ol ol o| ol T| T} o T T| o

10A
10B

11
12A
12B
13A
13B

14

15

16

17

ol o|o|lo| o o of o | o o




-16 -

18
19
20A

20B

21

22

23

24

25
26A

268

27A
27B

28A

28B

29A
298

30
31

37A

37B

38A

388

39

40

41

42

43

44A

44B
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46

53A

53B

56A

56B

57A

578
- b8

59A

598

60
61

62
63
64
65
66A
- 66B

67A

678

68
69A

698

70A

70B

71

72
73
74A

74B
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75A

758
76

77

78

79

80

81

82
83

84
85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102
103
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O
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104

105

106

- 107

108

109

110

Tl T 0] 0 O O] O O

111

HCV priebezna skuska Ki* rozsahu:

Kategoriab =1 az 100 nmoi/l; Kategdria a = 101 nmol/l az 100 pmol/l
Niektoré zluCeniny podia vynalezu a spdsoby syntézy réznych typov

zlaCenin podla vynalezu s uvedené prehfadne nizsie, potom su schematicky
opisané a nasledované ilustratnymi prikladmi.
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V zavislosti od Struktary, zld€eniny podlfa tohto vynalezu moézu tvorit
farmaceuticky prijatelné soli s organickymi alebo anorganickymi kyselinami, alebo
organickymi alebo anorganickymi bazami. Priklady vhodnych kyselin na takuto
tvorbu soli sG kyseliny chlorovodikova, sirova, fosforeéna, octova, citronova,
gtavefova, maldénovda, salicylova, jabléna, fumarova, jantarova, askorbova,
maleinova, metansulfénova a iné mineralne a karboxylové kyseliny dobre zname
" odbornikom v tejto oblasti techniky. Na tvorbu soli so zasadami s vhodnymi
zasadami napriklad NaOH, KOH, NH4OH, tetraalkylam6niumhydroxid a podobne.

V dalSom uskutocneni tento vynalez poskytuje farmaceutické prostriedky
obsahujuce vysSie opisané makrocyklické zla€eniny podfa vynalezu ako aktivnu
zlozku. Farmaceutické prostriedky v8eobecne okrem toho obsahuju farmaceuticky
prijatelné nosiCové z_ried’ovadlo, vehikulum alebo nosi¢ (spolu oznacované v tomto
dokumente ako nosiCové materidly). Pre svoju HCV inhibi¢na aktivitu, takéto
farmaceutické prostriedky maji pouzitie na lieCenie hepatitidy C a pribuznych
poruch. ,

\Y4 e;éte dalSom uskutoéneni tento vynalez opisuje spdsoby pripravy
farmaceutickych prostriedkov obsahujucich makrocyklické zli¢eniny podfa vynalezu
‘ako aktivnu zlozku. Vo farmaceutickych prostriedkoch a sp6soboch podfa vynéalezu
budu aktivne zlozky typicky podavané v zmesi s vhodnymi nosiCovymi materialmi
vhodne vybranymi vzhladom na uvazovanu formu podavania, tj. oralne tablety,
kapsuly (bud tuhé naplnené, polo-tuhé naplnené alebo kvapalné napinené), prasky
urCené na rekonstituciu, oréllne gely, elixiry, dispergova‘terné granuly, sirupy,
suspenzie a podobne, a konzistentne s konvenénou farmaceutickou praxou.
Napriklad na oralne podavanie vo forme tabliet alebo kapsul, aktivna lieciva zlozka

mbdze byt kombinovana s nejakym peroralnym netoxickym farmaceuticky
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prijatefnym inertnym nosi¢om, ako je napriklad lakt6za, Skrob, sacharéza, celuléza,
stearan horecnaty, fosfore¢nan vapenaty, siran vapenaty, mastenec, manitol,
etylalkohol (kvapalné formy) a podobne. Naviac, ked je to pozadované alebo
potrebné, moézu tiez byt zallenené v zmesi vhodné spojiva, lubrikanty,
deiintegjraéné Einidla a farbiace inidla. Prasky a tablety moZu obsahovat od asi 5
do asi 95 % zli¢eniny podla vynalezu.

Vhodné spojiva zahrnuju 8krob, Zelatinu, prirodné cukry, obilné sladidia,
prirodné a syntetické gumy, ako je napriklad arabska guma, alginat sodny, karboxy-
metylceluldza, polyetylénglykol a vosky. Medzi lubrikantami, ktoré sa mézu uviest
na pouzitie v tychto dévkovflch formach, su kyselina borita, benzoan sodny, octan
sodny, chlorid sodny a podobne. Dezintegranty zahrnuja $krob, metylcelulézu,
guarovid gumu a podobne. Sladidla a ochucujice ¢&inidla a konzervacné ¢inidla
moézu tiez byt zahrnuté, ak je to vhodné. Niektoré z pojmov zmienenych vysSie,
menovite dezintegranty, zriedovadla, lubrikanty, spojivd a podobne, s opisané
podrobnejsie nizSie.

Okrem toho farmaceutické prostriedky podfa tohto vynalezu méZu byt
upravené vo forme so spomalenym uvolfiovanim, ¢im sa poskytne uvolfovanie
s riadenou rychlostou jednej alebo viacerych zloZiek alebo aktivnych zloziek, ¢im sa
optimalizuju terapeutické GcCinky, t.j. HCV inhibi¢na aktivita a podobne. Vhodné
davkové formy na trvalé uvolfovanie zahrnuju vrstvené tablety, ktoré obsahuji
vrstvy s roznou dezintegratnou rychlostou alebo polymérne matrice s riadenym
uvolfiovanim impregnované aktivnymi zlozkami a tvarované do tabletovej formy
alebo kapsul, ktoré obsahuju takéto impregnované alebo zapuzdrené poérovité
polymérne matrice. _

Pripravky v kvapalnej forme zahrnuju roztoky, suspenzie a emulzie. Ako
priklad mozu byt uvedené voda alebo roztoky voda-propylén pre parenteralne
injekcie alebo pridavok sladidiel a upokojujacich ¢inidiel pre oralne roztoky,
suspenzie a emulzie. Pripravky v kvapalnej forme mdézu tiez zahrnovat roztoky na
intranazalne podavanie.

Aerosblové pripravky vhodné na inhalaciu mézu zahrnovat roztoky a tuhé
latky v praskovej forme, ktoré mézu byt v kombinacii s farmaceuticky prijatelnym

nosi¢om, ako napriklad s inertnym stlacenym plynom, napriklad dusikom.
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Na pripravu Capikov sa najprv roztopi vosk s nizkou teplotou topenia, ako
napriklad zmes glyceridov mastnych kyselin ako napriklad kakaové maslo, a
aktivna zlozka sa v nom disperguje homogénne pomocou premieSavania alebo
podobneho mlxovama Roztopena homogénna zmes sa potom vyleje do vhodne
velkych forlem necha sa ochladit, &m stuhne.

Vynalez tiez zahrnuje farmaceutické prostriedky v tuhej forme, ktoré sa
maju konvertovat, kratko pred pouzitim, na pripravky v kvapalnej forme bud na
oralne alebo parenteralne podavanie. Takéto kvapalné formy zéhmuja roztoky,
suspenzie a emulzie.

Zluceniny podia vynélezu' mobzu tiez byt dodavané transdermalne. Trans-
dermalne prostriedky mbézu mat formu krémov, lotiénov, aerosolov a/alebo emulzii
a mbézu byt zahrnuté vtransdermalnych naplastiach matricoveho alebo
rezervoarového typu, ako je obvyklé v tejto oblasti techniky na tieto G&ely.

Vyhodne sa tieto zIUéeniny podavaju oralne.

Vyhodne je farmaceuticky prostriedok v jednotkovej davkovej forme. V
takejto forme je pripravok rozdeleny do vhodne velkych jednotkovych davok, ktoré
obsahuji prisluéné mnozstva aktivnych zloZiek, napriklad u¢inné mnozstvo na
dosiahnutie poZzadovaného ucelu.

MnoZstvo aktivnej zli¢eniny podla vynalezu v jednotkovej davke pripravku
méze byt véeobecne menené alebo nastavené od asi 1,0 miligramu do asi 1000
miligramov, vyhodne od asi 1,0 do asi 950 miligramov, vyhodnejSie od asi 1,0 do asi
500 miligramov, a typicky od asi 1 d(; asi 250 miligramov, podia konkrétnej
aplikacie. Aktualna pouzita davka sa mdze menit v zavislosti od pacientovho veku,
pohlavia, vahy a miery tazkosti lie¢eného stavu. Takato technika je dobre znama
odbornikom v tejto oblasti techniky.

Véeobecne sa oréalna davkova forma pre fudi, ktora obsahuje aktivnu
zlozku, mbze podavat 1 alebo 2 krat za defi. Mnozstvo a frekvencia podéavania
budl regulované podfa postdenia oSetrujiceho lekara. VSeobecne odporucany
denny davkovy rezim na oralne podavanie mdze byt v rozsahu od asi 1,0 miligram
do asi 1000 miligramov na deﬁ, v jednej davke alebo v rozdelenych davkach.

Niektoré uzitocné pojmy su opisané nizsie:

Kapsula - znamena $pecialny kontajner alebo puzdro vyrobené z metyl-



~ -96-

celulézy, polyvinylalkoholov alebo denaturovanych Zelatin alebo §krobu na
uchovavanie alebo uloZenie zmesi obsahujicej aktivne zlozky. Kapsuly s tvrdou
Skrupinou sa typicky vyrabaji zo zmesi Zelatin z kosti a brav€ovej kozZe s relativne
vysokou silou gélovania. Kapsuly samotné mézu obsahovat malé mnozstva farbiv,
zakalujacich Ginidiel, plastifikatorov a konzervacnych Ginidiel.

Tableta - znamenda stlatent alebo lisovani tuhd davkovu formu, ktora
obsahuje aktivne zlozky s vhodnymi zriedovadlami. Tableta mdze byt pripravena
pomocou stlatenia zmesi alebo granulovanim ziskanymi pomocou granulacie za
vihka, granulacie za sucha alebo pomocou zhutfovania.

Orélny gél - znamena aktivne zloZky dispergované; alebo solubilizované
v hydrofilnej polotuhej matrici.

Prasky na rekonstiticiu znamenaju praskové zmesi, ktoré obsahuju aktivne
zlozky a vhodné zriedovadla, ktoré mézu byt suspendované vo vode alebo stave.

Zriedovadlo - znamena substancie, ktoré obvykle tvoria hlavny podiel zmesi
alebo dévkoVej formy. Vhodné zriedovadla zahrnuju cukry, ako napriklad laktozu,
sacharézu, manitol a sorbitol; Skroby ziskané z obilia, kukurice, ryze a zemiakov; a
celulézy, ako napriklad mikrokryStalicka celuléza. MnoZstvo zriedovadia v zmesi
mdZe byt v rozsahu od asi 10 do asi 90 % hmotnostnych z celkovej zmesi, vyhodne
od asi- 25 do asi 75 %, vyhodnejSie od asi 30 do asi 60 % hmotnostnych, este
vyhodnejSie od asi 12 do asi 60 %.

Dezintegrant - znamena materidly pridané do zmesi, aby ju pomohli
rozdrobit' (dezintegrovat) a uvolnit lieCivo. Vhodné dezintegranty zahrnuju $kroby; "v
studenej vode rozpustné“ modifikované Skroby, ako napriklad karboxymetylSkrob
sodny; prirodné a syntetické gumy, ako napriklad guma rohovnika, karaya, guarova,
tragantova guma a agar; celulozové derivaty, ako napriklad metylceluléza a
karboxymetylcelul6za sodna; mikrokryStalické celuldzy a zosietené mikrokrystalické
celulézy, ako napriklad kroskarmeldéza sodnd; alginaty, ako napriklad kyselina
alginova a alginat sodny; hlinky, ako napriklad bentonity; a Sumivé zmesi. MnoZstvo
dezintegrantu v zmesi m0ze byt v rozsahu od asi 2 do asi 15 % hmotnostnych _
kompozicie, vyhodnejSie od asi 4 do asi 10 % hmotnostnych.

Spojivo - znamena latky, ktoré viaZzu alebo "lepia" prasky spolu a robia ich
kohéznymi pomocou tvorby grandl, teda sluziace v pripravku ako "adhezivum®”.
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Spojiva zvacsuju kohezivnu silu uz pritomnd v zriedovadle alebo naduvacom .
ginidle. Vhodné spojiva zahrnuja cukry ako napriklad sachardzu; skroby ziskané z
obilia, kukurice, ryZ2e a zemiakov; prirodné gumy ako napriklad arabska guma,
“Zelatina a tragant; derivaty morskych rias ako napriklad kyselina alginova, alginat |
sodny a alginat amoénno-sodny; celulézové materialy ako napriklad metylceluléza a
karboxymetylceluléza sodna a hydroxypropylmetylceluléza; polyvinylpyroliddn; a
anorganické latky, ako napriklad kremicitan hore¢nato-hlinity. MnoZstvo spojiva
v zmesi mdze byt v rozsahu od asi 2 do asi 20 % hmotnostnych zmesi, vyhodnejSie
od asi 3 do asi 10 % hmotnostnych, eSte vyhodnejSie od asi 3 do asi 6 %
hmotnostnych. ‘

Lubrikant - znamena latku pridan( do davkovej formy na zabezpelenie
uvolnenia tabliet, grandl, atd., po ich zlisovani z formy alebo matrice pomocou
znizenia trenia alebo odierania. Vhodné lubrikanty zahrnuji stearany kovov ako
napriklad stearan horeCnaty, stearan vapenaty alebo stearan draselny; kyselinu
stearovil; vosky s vysokou teplotou topenia; a vo vode rozpustné lubrikanty ako
napriklad chlorid sodny, benzoan sodny, octan sodny, olean sodny, polyetylen-
glykoly a D,L-leucin. Lubrikanty sa obvykle pridavajui v poslednom kroku pred
lisovanim, pretoZe musia byt pritomné na povrchoch grandl a medzi nimi a
stgastami tabletovacieho lisu. MnoZstvo lubrikantu v zmesi mdze byt v rozsahu od
asi 0,2 do asi 5 % hmotnostnych zmesi, vyhodne od asi 0,5 do asi 2 %, vyhodnejsie
od asi 0,3 do asi 1,5 % hmotnostného.

Klzna latka - material, ktory brani hrudkovaniu a zlepSuje sypné charak-
teristiky granulécie, takZe tok je jemny a rovnomerny. Vhodné klzné latky zahrnuj
oxid kremidity a mastenec. MnoZstvo kiznej latky v kompozicii mdze byt v rozsahu
od asi 0,1 % do asi 5 % hmotnostnf/ch z celkovej zmesi, vyhodne od asi 0,5 do asi
2 % hmotnostnych.

Farbiva - pridavné latky, ktoré poskytuji zafarbenie zmesi alebo davkove;
formy. Takéto latky mdzu zahrnovat potravinové farbiva a potravinové farbiva
adsorbované na a vhodné adsorbenty, ako napriklad hlinka alebo oxid hlinity.
Mnozstvo farbiaceho ¢&inidla sa méZe menit od asi 0,1 do asi 5 % hmotnostnych
zmesi, vyhodne od asi 0,1 do asi 1 %.

Biologicka dostupnost - znamend rychlost a rozsah, vktorom je aktivna
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ZloZka lieCiva alebo terapeutického podielu absorbovana do systemického obehu
z podavanej davkovej formy v porovnani so Standardom alebo kontrolnou vzorkou.

Konvenéné spdsoby pripravy tabliet st zname. Takéto spdsoby zahrnuju
suché spdsoby, ako je napriklad priame lisovanie a lisovanie granulatov vyrabanych
pomocou'zhutﬁovénia, alebo vihke é'pc‘)soby é!ebo iné zviaétne postupy. Konvenéné
spdsoby vyroby inych foriem podévania, ako napriklad, kapsuly, ¢apiky a podobne
su tiez dobre znédme. |

Dalsie uskutonenie tohto vynalezu opisuje pouzitie farmaceutickej zmesi
opisanej vysSie na lieCenie takych choréb, ako s napriklad hepatitida C a
podobne. Tento spdsob zahrnuje podavanie terapeuticky G&inného mnoZstva
farmaceutickych zmesi podfa tohto vynalezu pacientovi, ktory ma takuto chorobu
alebo choroby a potrebuje takéto liecenie.

Ako je uz skdr uvedeng, vynélez tiez zahrnuje tautoméry, enantioméry a iné
stereoizomery zlicenin. Ako teda vie odbornik vtejto oblasti techniky, niektoré
zla&eniny podfa vynalezu md2u existovat v izomérnych formach. Takéto variacie su
uvazované ako slcast rozsahu tohto vynélezu.

Dalsie uskuto&nenie tohto vynalezu opisuje spdsob vyroby makrocyklickych
zluCenin opisanych vtomto dokumente. Zla¢eniny mozu byt pripravené pomocou
viacerych technik znamych v tomto odbore. Reprezentativne ilustracné postupy sl
uvedené v nasledujucich reakénych schémach. Treba rozumiet, Ze zatial ¢o
nasledujuce ilustrané schémy opisuju pripravu makrocyklov previadajlco
odvodenych od 4-cis-hydroxyprolinu ("cis-HYP") alebo 7-hydroxytetrahydro-
izochinolin-3-karboxylovej kyseliny (,TIC"), vhodna substiticia, tak niektorej z
prirodnych ako aj neprirodnych aminokyselin, bude viest k tvorbe pozadovanych
makrocyklov zaloZzenych na takejto substitacii.

Skratky, ktoré su pouZivané v opisoch schém, priprav a v prikladoch, ktoré

nasleduji su:

THF: tetrahydrofuran
DMF: N,N-dimetylformamid
EtOAc: etylacetat

AcOH: kyselina octova

HOOBt: 3-hydroxy-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-6n



FDCI:
NMM:
ADDP:
- DEAD:
MeOH:
EtOH:
Et20:
Bn:
Boc;
Cbz:
Cp:

Ts:

Me:
PyBrOP:
DMSO:
TFA:
HOBt:

Hulnigova zasada:

BOP:

LDA:
PhsP:
LAH:
DMAP:
DCC:
MCPBA:
BINAP:
MeCN:
Pr:

Ac:

Ph:
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1-(3-dimetylaminopropyl)-3-etylkarbodiimid hydrochlorid
N-metylmorfolin
1,1'-(azodikarbonyl)dipiperidin
diletylazodikarboxylat

metanol |

etanol

dietyléter

benzyl

terc-butyloxykarbonyl

benzyloxykarbonyl

cyklopentyldienyl

p-toluénsulfonyl

metyl
tris(pyrolidino)brémfosfoniumhexafludrfosfat
dimetylsulfoxid

kyselina trifluéroctova

hydroxybenztriazol

diizopropyletylamin

benzotrizaol-1-yloxytris(dimetylamino)fosfonium-hexafluér-

fosfat

litiumdiizopropylamid
trifenylfosofin

hydrid hlinito-litny
4-dimetylaminopyridin
dicyklohexylkarbodiimid
kyselina meta-chlorperbenzoova
2,2'-bis(difenylfosfino)-1,1'-binaftol
acetonitril

propyl

acetyl

fenyl



-60-

VSeobecné schémy pripravy

Priprava zli&eniny v8eobecného vzorca 1h, kde R', R% R® si ur&ené
vysSie, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR", SR™, NR"R", kde R" a R"™, st alkylové skupiny),
halogéhovy substituent v orfo, meta alebo para -polohe ku kyslikovemu atdmu; R je
alkyl, aryl, alebo alkylarylova skupiny; n je od nula do pat; X je (CHz)m, kde m je
jedna az pat, kyslikovy atom, NY, kde Y je vodikovy atdm, alkyl, arylova skupina; a
PG' a PG? st prislusné ochranné skupiny (PG' = terc-boc, cbz a PG = H, Bn atd.),
je uvedena v Schéme 1. Chranena 4-hydroxyprolinova kyselina (1a) sa alkyluje v 4-
polohe pomocou alkylbromidu v pritomnosti hydridu sodného. Produkt 1b sa potom
konvertuje na ester bud s alkoholom za kyslych podmienok, alebo s trimetyl-
silyldiazametanom. Po odstraneni ochrannych skupin sa vysledny amin kopuluje na
Boc-chraneni aminokyselinu v pritomnosti HOOBt, EDCLHCI a NMM. Po
odstraneni Boc skupiny z produktu 1d reaguje dipeptid so substituovanou kyselinou
hydroxyfenyloctovou pouzitim rovnakych kopulaénych podmienok. Katalyticka
hydrogenécia benzyléteru poskytuje prekurzor makrocyklickej latky. Makrocyklizévcia
sa dosiahne za Mitsunobuovych podmienok pouZitim trifenylfosfinu a ADDP.
(Mitsunobuova reakcia je opisana v prehfade D. L Hughes, Org. Reactions, 42
(1992) 335, John Wiley & Sons, New York, L. Paquette, ed.) Potom, ako sa ester
hydrolyzuje na kyselinu s hydroxidom litnym, kopuluje sa na aminovy medziprodukt,

¢im sa ziska zlGcenina 1h.

Schéma 1
HO | S e e
H > H >
PG‘L.N PGLN
o) 0
ia 1b
P N0 NN
n O
Pt/\o/\(\%?g =
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Priprava zlu€eniny vSeobecného vzorca 2e, kde R1, R?, R3, R a R' st
uréené vysSie, je uvedend v Schéme 2. Chraneny 3,4-dehydroprolin 2a je
diastereoselektivne dihydroxylovany, ¢im sa ziska cis-diol 2b. Acetalova tvorba
medzi ziuCeninou 2b a aldehydom mdze byt uskutolnena v pritomnosti
katalytického mnoZzstva kyseliny toluénsulfonovej. Bicyklicky prolinovy derivat 2c sa
konvertuje na makrocyklicky ester 2d a nésledne na HCV inhibitor 2e podla

sekvencie uvedenej v Schéme 1.

Schéma 2
HO
AN R < I\"OH
PG-N > R -
0] PG—-N
2a 0
2b
Pr(\o/\(\é/>\ | W
n C e
O R___ICVO ;O le]
. : O Y &
; > H\j\
Q(OH \d’(w ; @/OR
PG—N 1 0 £ o
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Priprava zlu¢eniny vSeobecného vzorca 3f, kde R', Rz, R3, R, R an st
uréené vyssie, je uvedena v Schéme 3. Pésobenim trifluorbérdietyléteratu éa
chraneny 4-hydroxyprolin 3a a alkén 3b konvertujd na prolin-éter 3c, ktory
podstupuje rovnakd sekvenciu transformacii uvedent v Schéme 1, ¢im sa ziska
makrocyklicky ester 3e a nasledne pozadovany konecny produkt 3f.

HO Pn/\o/\'fv}‘\o

Schéma 3

R + p /\M’lk >
PG“g)\\(O o PG-QH/ >
) 0O
3a 3b 3c
P O 0 A/O c
< I R"‘T/ s
R H\j\w OR
PG—N g
o} O RS 0
3d 3e

3f
Priprava zlG&eniny vSeobecného vzorca 4f, kde R', R?, R®, R a n s( urdené

vy§Sie, je uvedend v Schéme 4. Kopulacia medzi aminoesterom 4a a Boc-
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chranenou aminokyselinou bola realizovana v pritomnosti NMM, HOOBt a
EDCI.HCI. Po odstraneni Boc skupiny zo zlG&eniny 4b sa dipeptid kopuluje na
koncova alkénkarboxylovd kyselinu, ¢im sa ziska zluCenina 4c. Dvojita vazba sa
potom konvertuje na alkohol pomocou hydroboracie. Makrocyklizacia fenol-alkoholu

sa uskutoéiiuje za Mitsunobuovych podmienbk pouzitim trifenylfosfinu'a ADDP. Po
tom, ako je vysledny ester 4e hydrolyzovany na kyselinu s hydroxidom litnym, sa

kyselina kopuluje na aminovy medziprodukt, ¢im ziska zlu¢enina 4f.

Schéma 4

-

Priprava zlG&eniny vSeobecného vzorca 5h podla Schémy 5, kde R, R?, R®,
R’ st uréené v Schéme 1, R*je alkyl, cykloalkyl, aryl, heteroaryl a heteroalkyl a R®je
OR, NR; alebo OH. ZlG&enina 5b sa ziska pomocou Wittigovej reakcie 5a s terc-
butylfosfonacetatom a NaH. Zlu¢enina Sb sa konvertuje na 5¢c pomocou pdsobenia
MGPBA. Epoxid 5c sa dalej otvori s NaNs, ¢im sa ziska zliCenina &d, ktora sa
redukuje s Pd/C/H; na amin a Cbz chrani, pouzitim Cbz-Ci, Et;N, ¢im sa ziska

zlucenina vSeobecného vzorca 5e. Zo zliéeniny 5e sa odstrania ochranné skupiny s
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TFA a dalej sa spracuje na 5f. Cbz skupina 5f sa hydrogenolyzuje a potom kopuluje
so zli&eninou vzorca 1g pouZzitim EDCI, HOOBt, NMM, &im sa ziska 5g. ZluCenina
typu 5g sa oxiduje s Dess-Martinovym cinidlom, ¢im sa ziska zluCenina

vSeobecného vzorca 5h.

Schéma 5

ji~ ﬂyvjpoo%” R LOOR
R™R? » — —_—
R2

5a R20
5b
5¢
R. _R?
OOR R _R?
oY >< o0
P, OH > CbzHN 8
5d 5e

Y
Q
o
N
-
Z
o)
n
=4
2T
:D’>=OA
o
Y

Zlugenina vSeobecného vzorca 6m sa syntetizuje tak, ako je uvedené v
Schéme 6, kde R', R%, R a n st uréené v Schéme 1 a R®je alkyl, aryl, ester,
karboxylova kyselina a karboxylamidy. Zli¢enina typu 6b sa syntetizuje zo zlu¢eniny
6a pomocou Wittigovej olefinizacie pouzitim PhsPCH;l a Buli. Zligenina 6b sa
dalej aminohydroxyluje, ¢im sa syntetizuje zluCenina typu 6¢, ktora sa redukuje

pouzitim Rh/C a H,, ¢im sa ziska zli¢enina typu 6d. Zlu¢enina 6d sa oxiduje na
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zliceninu typu 6e pouzitim RuCls a HslOg. Zlu¢enina 6e sa spracuje na zlu¢eninu 6i
pomocou kopulovania s deprotektovanou zlugeninou 6h pouzitim NMM, EDCI a
HOOBLt. PrediZenie zli&eniny 6i na zlGéeninu 6j sa znova dosiahne pomocou
kopulacie zlGeniny 6i, zktorej si odstranené ochranné skupiny a prislusne
substituovanej kyseliny fenyloctovej pouZitim EDCI, HOOBt a’' NMM. ZlG&enina 6k -
ziskana po hydrogenolyze benzylovej skupiny v zliCenine 6j sa cyklizuje na
zliceninu 6l pouzitim Mitsunobuovych podmienok. Produkt 6l sa dalej spracuje na
zla¢eninu typu 6m, ako je uvedené v Schéme 1.

Schéma 6

/
:
]

Z l = ' /"' g OH
A r\ > , >
\Rs \RG Nps Q
6a 6b 6 R®
e 6d
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ZlaCeniny typu 7d sa syntetizujd pouzitim arén-ruténiového chemického
postupu, kde substituenty R', R%, R® R' s uréené v Schéme 1 a n = 0 az 3.
Syntéza zlu€eniny vzorca 7b sa ziska zo zlu€eniny typu 7a pomocou kopulacie
EDCI, HOBt, Hinigovej zasady. Pésobenim Cs,COj3 na zlG€eninu 7b a fotolytickym
odstranenim ruténia sa konvertuje zliCenina typu 7b na typ 7c, ktory sa dalej

spracuje na zli&eniny 7d, ako je uvedené v Schéme 1.

Schéma 7

HO Py O
C\(/?” P
- + “N7TCOOR > R./‘ OOR
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Priprava zlageniny vSeobecného vzorca 8e, kde R', R?, R® sii urgené
vyssie, R' je alkyl, heteroalkyl (OR", SR™, NR"R", kde R" a R" st alkylové skupiny),
halogénovy substituent v orto, meta alebo para -polohe ku kyslikovému atomu; R je
alkyl, ary!, alebo alkylarylova skupina; n je od nula do pat; a X je (CHz2)m, kde m je
jeden aZ pat, kyslikovy atom, NY, kde Y je vodikovy atém, alkyl, arylova skupina, jel
uvedené v Schéme 8. Chraneny cis-4-hydroxyproliriovy derivat 8a sa konvertuje na
brosylatovy (Bs = 4-brémbenzénsulfonyl) derivat 8b, ktory sa nahradi prisiudnym
merkaptoalkoholom za podmienok hydridu sodného, ¢im sa ziska zlG€enina 8c.
‘Konverzia na makrocyklicky ester 8d a nasledne na poZadovanu ciefovl zlu¢eninu

8e sa uskutoCniuje tak, ako je uvedené v Schéme 1.

Schéma 8
H B HO s
R —_—— R P
PG™N PG*N Pcﬂ—g)\,(oR
0
8a 8b 8¢
n n
Pt _%Lo et 1,
» A7 > ; . R—,—/ T
H\/& R Hi H R!
DA N NN
6] 8 0 0O ﬁ3 R2
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Priprava zlic¢eniny v8eobecného vzorca 9d, kde R’, Rz, R® st uréené
vysSie, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR", SR", NR"R"™, kde R" a R" sl alkylové skupiny),
halogénovy substituent v orto, meta alebo para polohe ku kyslikovému atomu; R je
alkyl, aryl, alebo alkylarylova skupina; n je od nula do pat; X je (CH2)m, kde m je
jeden az pat, kyslikovy atom, NY, kde Y je vodikoVy atom, aikyl, arylova skupina; a
LG je odchadzajica skupina (napriklad, OTs, Br), je uvedena v Schéme 9.
Chraneny 4-hydroxyprolinovy derivat la sa konvertuje na produkt 9a cez tvorbu
zli¢eniny 1d (ktora je opisana v Schéme 1). Odstranenie benzyléteru, po ¢om
nasleduje konverzia na prislunt odchadzajiicu skupinu a rozviazanie N-ochranne;
skupiny, ¢im sa ziska produkt 9b. Konverzia na makrocyklicky ester 9¢ sa uskutoéni
pomocou opracovania uhliCitanom sodnym/jodidom sodnym v refluxujucom
acetone. Nasledné spracovanie na pozadovanu ciefovu zli¢eninu 9d sa uskutoéni,

ako je uvedené v Schéme 1.

Schéma 9
HQ Ph/\O/\H’\O
H ———
PG1—W PG1/ \)J\(l(
e}
1a
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Priprava zii&eniny vieobecného vzorca 10e, kde R', R?% R® st uréené
vysSie, R’ je alkyl, heteroalkyl (OR", SR"™, NR"R™, kde R" a R™ sl alkylové skupiny),
halogénovy substituent v orto, meta alebo para -polohe ku kyslikovému atému; R je
alkyl, aryl, alebo alkylarylova skupina; n a q je akakolvek kombinéc’ia nula az pat; vV
je kyslikov&V atom, NY, kde Y je vodikovy atom, alkyl, aryIO\)é s'kﬁpina; W je alkyl,
aryl, alkylaryl, heteroaryl; PG'a PG’ su prislusné ochranné skupiny (PG'= terc-boc,
cbz a PG® = H, Bn, atd.), je uvedena v Schéme 10. Chraneny 4-hydroxyprolinovy
derivat 1a sa konvertuje na zlG¢eninu 10b, ako je opisané v Schéme 1. Odstranenie
ochrannej skupiny (10c), po om nasleduje pésobe'nie s fosgénovym ekvivalentom,
vedie k makrocyklickému esteru 10d. Konverzia na pozadovanu ciefovi zlti¢eninu

sa uskutoCriuje tak, ako je uvedené v Schéme 1.

Schéma 10
HO (r):l\o/\(v)’n\o
oV
PG‘—N(ly(O PG-N
o 0
1a 10a
v
~
(0™ (Mo
PGE/V K,' j\ R H’V >
PGY N HzNj\N R
R® ° AP °
10b 10¢
~
(|’v}§ oo ( l’vé\o/\e/)’n\o
> H
\x/nj\N R s/nj\gln/h’ !
o fo 0 0 £s 0O R
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Priprava zligeniny véeobecného vzorca 11g, kde R', R%, R® st uréené
vysSie, R je alkyl, aryl, alebo alkylarylova skupina; X je (CH2)m, (CH2)mO, (CH2)mNY,
kde m je jedna az pat, a Y je vodikovy atdm, alkyl, arylova skupina; R je vodikovy

atdbm alebo prisludne umiestneny hqlogé'novy atém; PG' je prisludna ‘ochranna
" skupina (PG = terc-boc, cbz, at&.), je uvedena v Schéme 1, Chraneny 4-amino-
prolinovj? derivat 11a sa konvertuje na zli¢eninu 11b pomocou pdsobenia vhodnym
benzénsulfonylchloridom a zasadou. Odstranenie ochrannej skupiny a kopulacia s
chranenym aminokyselinovym derivatom poskytne zli¢eninu 11c. Tato zlu€enina sa
konvertuje na zlugeninu 11d pouzitim podobnej stratégie deprotekcia-kopulacia.
Paladiom(0) katalyzovana cyklizacia poskytuje zli¢eninu 11e ako zmes izomérov,
ktoré sa hydrogenuju, éirﬁ sa ziska makrocyklicky ester 11f. Nasledna konverzia na

pozadovanu cielovu zluceninu 11g sa uskutoCiiuje tak, ako je uvedené v Scheme 1.

Schéma 11
QAP Q
Hal AL NS AN S:'ONH
= : — 4
R T R > H §
PG‘"N% PGLglﬂ/o PGVN\-/U\N "
O :ﬁ3 e}
11a 11b 11
AP QAP
AN S\Q’H O,s\w
H R / H R
\/)KH/N\_/LLN )K[(N\‘/U\N
o R o R
11d e
AP e
f N S\I}lH ] N S\@H
- . - .
L 1 SRS
R R
x\“/N\L)kN SN w\(z
o & O o R o R
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Priprava zlG&eniny vSeobecného vzorca 12d, kde R', R?, R® st urené
vy3Sie, R je alkyl, aryl, alebo alkylarylova skupina; n je od nula do pat; X je (CH2)m,
kde m je jedna az pat, kyslikovy atom, NY, kde Y je vodikovy atém, alkyl, arylova
skupiné; R je vodikovy atém alebo prisludne umiestnény halogénovy atom; a PG'a
PG? su prisludné ochranné skupiny (PG’ = terc-boc, cbz a PG? = H, Bn, at'd’."), je
uvedena v Schéme 12. Chraneny 4-aminoprolinovy derivat 11a sa konvertuje na
zli¢eninu 11¢ ako je opisané v Schéme 11. Konverzia zlaéeniny 11c na makro-
cyklicky ester 12c a nasledna konverzia na pozadovanu ciefovu zli¢eninu 12d sa
uskutoCnuje tak, ako je uvedené v Schéme 1.

Schéma 12
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Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priprava medziproduktov
Medziprodukt A

Krok 1

O.N H
0NN —_—
2
0
3k (i)

Do premieSavaného roztoku 1-nitrobutanu (16,5 g, 0,16 mol) a kyseliny
glyoxylovej v H,0 (28,1 g, 0,305 mol) a MeOH (122 ml) pri 0 °C az 5 °C sa pridaval
po kvapkéach trietylamin (93 ml, 0,667 mol) po€as 2 hodin. Roztok sa zahrieval na
laboratérnu teplotu, premiesaval po¢as noci a skoncentroval do sucha, &im sa
ziskal olej. Tento olej sa potom rozpustil v H,O a okyslil na pH =1 10% HCI, po ¢om
nasledovala extrakcia s EtOAc. Spojeny organicky roztok sa premyl solankou,
vysusil nad Na,SOs, prefiltroval a skoncentroval do sucha, €im sa ziskal produkt ii

(28,1 g, 99% vytazok).

Krok 2 H H
‘O2N OH H2N H
————
0 0
(i) o (iii )

Do premie$avaného roztoku vychodiskového materidlu ii (240 g, 1,35 mol)
v kyseline octovej (1,25 1) sa pridal 10% Pd/C (37 g). Vysledny roztok sa
hydrogenoval pri 407 kPa (59 psi) potas 3 hodin a potom pri 414 kPa (60 psi)
pocas noci. Kyselina octova sa potom odparila a azeotropovala 3 krat s toluénom,
potom sa zmes rozotrela s MeOH a éterom. Roztok sa potom prefiltroval a
azeotropoval dvakrat s toluénom za vzniku $pinavobielej tuhej latky (131 g, 0,891
mol, 66 %).
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Krok 3
H H
HoN H BocHN H
— Y.
0] - _ 0]
Ciii ) (iv)

Do premieSavaného roztoku aminokyseliny iii (2,0 g, 13,6 mmol) v dioxane
(10 mil) a H20 (5 mi) pri 0 °C sa pridal 1 mol/l NaOH roztok (4,3 ml, 14,0 mmol).
Vysledny roztok sa premieSaval pofas 10 minat, po ¢om nasledovalo pridanie di-
terc-butyldikarbonatu (0,110 g, 14,0 mmol) a zmes sa premieSavala pri 0 °C 15
minut. Roztok sa potom zahrieval na laboratornu teplotu, premiesaval 45 minat a
udrzoval sa v chladni¢ke pofas noci a skoncentroval sa do sucha, ¢im sa ziskal
surovy material. Do roztoku tohto surového materialu v EtOAc (100 ml) a ladu sa
pridal KHSO4 (3,36 g) a H20 (32 ml) a zmes sa premieSavala 4 az 6 minut.
Organicka vrstva sa potom oddelila a vodna vrstva sa extrahovala dvakrat s EtOAc
a spojené organické vrstvy sa premyli vodou, sofankou, vysusili sa nad Na;SO,,
prefiltrovali a skoncentrovali do sucha, &im sa ziskal produkt ako ¢ira guma (3,0 g, |
89% vytazok).

Krok 4
H H H
BocHN H . BocHN N\/LLO/\Ph
—e P
O

0

CHa CHs |

(iv) (v)

Do premieSavaného roztoku vychodiskového materialu (3,00 g, 12,0 mmol)
v DMF (15 ml) a CH2Cl, (15 ml) pri -20 °C sa pridal HOOBt (1,97 g, 12,0 mmol), N-
metylmorfolin (4,0 mi, 36,0 mmol) a EDCI (2,79 g, 14,5 mmo!) a premie3aval sa
poCas 10 minuat, po Com nasledovalo pridanie HCI.H2N-Gly-OBn (2,56 g, 13,0
mmol). Vysledny roztok sa premieSaval pri -20 °C poc¢as 2 hodin, potom sa udrzoval
v chladnicke poCas noci a skoncentroval sa do sucha, po ¢om nasledovalo

zriedenie s EtOAc (150 ml). EtOAc roztok sa potom premyl dvakrat nasytenym
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roztokom NaHCO3;, H20, 5 % H3PO4, solankou, vysusil sa nad Na;SOy,, prefiltroval
a skoncentroval sa do sucha, ¢im sa ziskal brodukt (4,5 g, 94 %). LRMS m/z MH" =
395,1.

Krok 5

H
H
H\/ﬁ\ BocHN H\j\
BocHN N 0" Ph . OH
o) (e
CHa CHs
) (vi)

Roztok vychodiskového materialu v (7,00 g, 17,8 mmol) v absolitnom
etanole (300 ml) sa premieSaval pri laboratérnej teplote pod atmosférou vodika v
pritomnosti Pd-C (300 mg, 10%). Postup reakcie sa monitoroval pomocou TLC:. Po
2 hodindch sa zmes prefiltrovala cez vrstvu Celite a vysledny roztok sa
skoncentroval vo vakuu, ¢im sa ziskal produkt vi (5,40 g, kvantitativny vytazok).
LRMS m/z MH" = 305,1.

Krok 6

CHs
BocHN OH - BocHN rl\J‘CH3
0 o) -
(vii) (viii)

Do roztoku hydrochloridu dimetylaminu (1,61 g, 19,7 mmol), N-Bocfenyl-
glycinu (4,50 g, 17,9 mmol), HOOBt (3,07 g, 18,8 mmol) a EDCI (4,12 g, 21,5
mmol) v bezvodom DMF (200 ml) a CH,Cl, (150 ml) pri -20 °C sa pridaval NMM
(5,90 ml, 53,7 mmol). Po premieSavani pri tejto teplote pogas 30 minGt sa reakéna
zmes uschovala v mraznicke po&as noci (18 hodin). Potom sa ponechala zahriat sa
na laboratérnu teplotu a pridal sa EtOAc (450 ml), sofanka (100 ml) a 5% H3zPO4
(100 ml). Po tom, ako sa vrstvy oddelili, sa organicky roztok premyl 5% H3PO4 (100

ml), nasytenym vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného (2x 150 mi), vodou
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(150 ml) a sofankou (150 ml), vysusil sa (MgSOQ,), prefiltroval a skoncentroval sa za
vakua, €im sa ziskal surovy produkt viii (4,86 g) ako biela tuha latka, ktora sa

pouzila bez dalSieho Cistenia.

Kro'k 7

s ﬁ"‘a
N . N
BocHN \CHz HCHHAN CHa
o 0
Cviii ) (i)

N-Boc-fenylglycin-dimetylamid viii (4,70 g, surovy) sa rozpustil v 4 mol/l HCI
(60 'mI, 240 mmol) a vysledny roztok sa premieSaval pri Iaboratérﬁej teplote. Postup
reakcie sa monitoroval pomocou TLC. Po 4 hodinach sa roztok skoncentroval za
vakua, Cim sa ziskala biela tuha latka, ktora sa pouzila v nasledujicej reakcii bez
dalsieho gistenia. LRMS m/z MH" = 179,0.

- H \/ﬁ\ : .
, ‘BocHN N OH -+ CHs
\g\g ~ HCIHN N‘CH3
CHs S
)

Krok 8

(ix)

(vi
o LIS L
—————>  BocHN N z ~CHs
0. Ho9
CHa
(x)

Pozadovana zlG€enina x sa pripravila podla postupu kopulacie opisaného v
Kroku 4, LRMS m/z MH" = 465,1.
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BocHN\&( \j%?m ‘ ————

Krok 9

e v&%”ﬁ

Pozadovany medziprodukt A sa pnpravnl z tripeptidu x podla postupov
opisanych v Kroku 7, LRMS m/z MH" = 365,1.

Medziprodukt B

Krok 1

HCI. HoN \I<
o)

(vi) (xi)

X’wor“ ’ Utggoj<

o)

(xii )
Poiadovany'produkt'xii sa ziskal pomocou postupu opisaneho pre medzi-
produkt A Krok 8 pouzitim komercne dostupnej latky xi ako kopulaéneho partnera.
Surovy material bol dostato&ne &isty pre dalSie Studium. Podiel produktu sa
¢istil pomocou rychlej chromatografie pouzitim zmesi 97/3 dichlérmetan/MeOH.
HRMS (FAB) vypogitané pre CasHsoN3O7: 494,2866 (M+H)*. Najdené: 494,2863.



Krok 2
OH O
H H
>|/o N N o\'<
16 o "4
(xii)

o .

|
HCL HoN OHO n\j)kﬂ 0\|<

(B)
PoZadovany produkt B sa ziskal pomocou postupu opisaného pre Medzi-

produkt A Krok 7. Surovy material bol pouzity bez d'al§im &istenia.
Medziprodukt C

Krok 1

OH > § |
BocHN BocHN “CHs

"0 : 0
Qvii) ¢ xiii )
Pozadovana zluCenina xiii sa pripravila podobne, ako je kopulaény postup
opisany v Kroku 6 pre medziprodukt A s vynimkou nahradenia metylaminu za

dimetylamin.

Krok 2

H
HCIH2N N\CHs
0]

( xiii )O | (xiv)

BocHN “CHs
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PoZzadovana zliéenina xiv sa pripravila z xiii podfa postupu opisaného v
Kroku 7 pre Medziprodukt A. '

Krok 3

Ho, O |
BocHN N A,
1, 5
HCI'HZN \CH3
(xiv) (vi)
BB RE:
. BocH . N \CH3
o) H 0
CHs |
(xv)

PoZzadovand zlUCenina xv sa pripravila podla ko‘pulaén'ého postupu
opisaného v Kroku 6 pre medziprodukt A, s vynimkou nahradenia aminu xiv za
amin ix. LRMS m/z MH" = 451 1.

Krok 4

. H\/& i >
BocHN N N \CHS _—
0 o0
_ CHs

(xv)

LK
HCIH 2N N \CHB
O

H o

ey

Pozadovany medziprodukt C sa pripravil podia postupu opisaného v Kroku
7 pre medziprodukt A. LRMS m/z MH" = 351,1. Bol pouzity bez dalsieho &istenia.
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Medziprodukt D

. II:]\/ﬁ\ ——) l : H\j\
BocHN 0" Ph - » HCFH2N N O/\
O ' ol

CHa3
(V) ()

Pozadovany medziprodukt D sa pripravil zo zlG¢eniny v podla postupu
opisaného v Kroku 7 pre medziprodukt A. Bol pouzity bez dalSieho Cistenia.

Medziprodukt E

Krok 1

w)ir vﬁ%ﬁ

(xvi)

Y
TFA.HoN %@H
(xvii)

Do roztoku latky xvi (5 g) v dichlormetane (20 ml) sa pridaval TFA (20 ml) a

premiésaval sa pri okolite] teplote po¢as 4 hodin. Pridal sa dalsi podiel TFA (10 ml)
a nechal sa stat pocas dalSich 3 hodin. VSetky prchavé latky sa odbarili a roztok sa
vysuSil za vakua, Cim sa ziskal kvantitativny vytazok xvii. Tento material bol
preneseny dalej. (Poznamka: Vychodiskovy materiadl xvi sa ziskal pomocou
podobného postupu, ako je opisané pre B, pouzitim nitropentéhu ako prekurzora).
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TFA. kjj;kr E'}H
(xvii )
Hoy
OH
Y JL
Cxviii )

Pozadovana zlG&enina xviii sa ziskala pomocou spdsobu opisaného pre

Krok 2

medziprodukt A Krok 3. Uhlic’:itan. sodny sa pouzil ako zasada namiesto NaOH.

Surovy material xviii sa pfeniesol dalej bez distenia.
Krok 3

>ro\rrﬁ ) N\)?\ﬁ H

Cxviii )

H
O o) 0
(xix )
Do studeného (-20 °C) roztoku xviii (4,8 g, 10,7 mmol) v zmesi dichlor-
metan/DMF (4/1, 25 ml) sa pridaval dimetylamin hydrochlorid (959 mg, 11,77
mmol), diizopropyletylamin (4,2 ml, 24,1 mmol) a BOP (6,14 g, 13,89 mmol). Zmes

sa nechala stat pri -8 °C po¢as noci. Reakéna zmes sa zriedila dichlormetanom a
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premyla 10% roztokom kyseliny citronovej, nasytenym NaHCOj; roztokom a
solankou. Organicka vrstvé sa vysus$ila (Na;SOs4) a skoncentrovala sa. ZvySok sa
Cistil pomocou rychlej kolonovej chromatografie pouzitim zmesi 97,5/2,5 dichlor-
metan/MeOH, ¢im sa ziskalo 2,4 g zlugeniny xix (47% vytazok). HRMS (FAB)
vypocitané pre 624H39N406: 479,2870 V(M+H)+. Najdené: 479,2862. ' .

Krok 4
H 0
H H |
oY NS
O H (@]

(xix)

o~ N

PoZadovany produkt E sa ziskal pomocou postupu opisaného pre medzi-

produkt A Krok 7. Surovy material bol pouzity bez dal$ieho &istenia.
Medziprodukt F

Krok 1
HO,_ HO,
L—N)\COzH - > [;)\COQCH3 :
Sk oA
{xx) Cxxi)

Do studeného (0 °C) roztoku zla¢eniny xx (20,0 g, 86,5 mmol) v benzéne
(300 ml) a MeOH (50 ml) sa pridaval trimetylsilyl-diazometan (2 mol/l v hexanoch,

55 ml, 112 mmol) po kvapkach, kym roztok zostaval Zlty. Reak&na zmes sa
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Iskoncentrovala, ¢im sa ziskalo 21 g zluceniny xxi (99% vytaZok), ktory bol dost
Cisty na to, aby sa pouzil dalej HRMS (FAB) vypocitané pre Cq1H2oNOs: 246,1341
(M+H)*. Najdené: 246,1347.

Krok 2

HO, Ms
q;)\cocha —_— ﬂ\ l CO,CH3

>‘LOJ% 0o
(xxi) (xxii)

Do studenej (-5 °C) mechanicky premieSavanej zmesi trifenylfosfinu (31,97
g, 121,9 mmol) a metansulfénovej kyseliny (7,66 ml, 118,1 mmol) v toluéne sa
pridaval DEAD (26,47 9,152 mmol) pomaly, kym sa udrzala reakéna teplota pod
35 °C. Ked pridavanie bolo Uplné, reakéna zmes sa ochladila na 20 °C a pridal sa
roztok zliéeniny xxi (23,71 g, 96,8 mmol) v toluéne, po éom nasledoval trietylamin
(5,39 ml, 38,7 mmol). Zmes sa zahrievala na 70 az 75 °C pocas 6 hodin a ochladila
sa na 5 az 10 °C pocas 1 hodiny. VSetok tuhy material sa odfiltroval a filtrat sa
premyl s 5% KH,PO, roztokom a solankou. Organicka vrstva sa vysusila (Na;SO,),
a skoncentrovala sa. Rychla kolonova chromatografia zvySku pouzitim zmesi 95/5
dichléormetan/EtOAc poskytla produkt 26 g zlGgeniny xxii (83% vytazok). HRMS
(FAB) vypogitané pre C12H22NO;S. 324,1117 (M+H)". Najdené: 324,1115.

Krok 3
MsQ, N;

>k\FN)\COZCH3 - N” "COzCHs
o’l\o ' >Lo’l\o
(xxii) (xxiii )
Metylsulfénan xxii (26 g, 80,4 mmol) sa rozpustil v DMF a vSetky prchavé
latky sa odparili za vékua. (POZOR: Stopové mnozstva dichlormetanu musia byt

odstranené pomocou tohto spésobom). K zostavajucemu roztoku sa pridal azid
sodny (5,75 g, 88,4 mmol) a zahrial sa na 70 °C pocas 5 hodin. Reak¢éna zmes sa
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ochladila, zriedila EtOAc a premyla nasytenym roztokom NaHCO3. Organicka vrstva
sa \}ysuéila (NaSO4) a skoncentrovala, €im sa ziskalo 18 g (83% vytazok)

zlu€eniny xxiii, ktora bola dostato¢ne &ista pre dalSie studium.

Krok 4
N HoN,

(4

>|\C§\L.>:COQCH3 —_— Q\O(N/E;COZCH?'
C xxiii ) CF)
Pozadovany produkt F sa ziskal pomocou postupu opisaného pre medzi-
produkt A Krok 5. Surovy material bol pouzity bez dalSieho &istenia.

Priprava koneénych zlicenin

Priklad 1

Priprava zlG¢enin vzorca 1A a 1B

d
0 / 0 3
N\)L@(H ﬁ\)L” " oHg
X .

0 CH
o = o]
0
1a)
RQ-
o/ 0 0 CHs
H H H l
0 X O =_ 0 0
Q0 .
(18)

Krok A
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HO @Ao/\/\g
A AL T A
. O
(1a) (1b) _ '
Do roztoku Boc-Hyp-OH (7,0 g, 30,3 mmol) a benzyl-3-br6mprbpyléteru
(7,89, 34,0 mmol) v bezvodom DMF (400 ml) pri laboratérnej teplote sa pridaval
hydrid sodny (3,5 g, 60% disperzia v mineralnom oleji, 87,56 mmol) a jodid sodny
(0,5 g, 3,33 mmol) za premieSavania. Vysledna suspenzia sa prudko premie3avala
pri laboratdrnej teplote pofas noci (18 hodin). Reakcia sa zastavila pozorne
pomalym pridavkom vody (50 ml) a zmes sa okyslila 6 mol/l HCI roztokom (20 ml).
Po pridani etylacetatu (800 ml), sofanky (150 ml) a daldej vody (150 ml) sa
vytvorené dve vrstvy oddelili a organicka vrstva sa premyla 5% HiPO4 (3x 200 mil).
Zmes sa potom vysusila s MgSQ,, prefiltrovala a skoncentrovala za vakua, ¢im sa

ziskal produkt 1b ako olej, ktory bol pouzity v Kroku B bez dalSieho &istenia.

Krok B

A0 N0 |
: —— 0]
>l\o ngOH >LO’|L€lr(OMe
@)
(1b) (1¢) :

Kyselina 1b z Kroku A sa rozpustila v benzéne (25 ml) a metanole (28 mi).
Do tohfo roztoku sa pri laboratérnej teplote opatrne pridaval roztok trimetylsilyl-
- diazometanu (27 ml, 2,0 mol/l v cyklohexane). Po tom, ako sa roztok premieSaval
pri laboratornej teplote po¢as 1 hodiny, sa skoncentroval vo vakuu, ¢im sa ziskal
metylester. Rychla chromatografia (8 az 20 % EtOAc-CH,Cl;) poskytla produkt 1c
(5,15 g; 13,1 mmol, 43 %, 2 kroky) ako olej.

Krok C

@/\O/\/\Q @/\0/\/\9
/ _—
>|\Oj\g>\(0hﬂe HorHN- N OMe
. o) o

(1e) (1d)
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Boc-aminometylester 1¢ (5,83 g, 14,8 mmol) sa rozpustil v 4 mol/l HCl v
dioxane (80 ml, 320 mmol) a vysledny roztok sa premieSaval pri laboratdrnej
teplote. Postup reakcie bol monitorovany pomocou TLC. Po § hodinach sa roztok
skoncentroval za vakua a zvySok sa udrZiaval pod vakuom polas no_ci,'c":im sa
ziskala biela tuha latka, ktora bola pouzita v nasledujﬂéej kopUlaénej reakc.ii bez

dalSieho ¢istenia.

Krok D

/\/\o
[Cane.
- - ﬁ/O\H/N\/U\Q'(OMe
HCl-Hgln/OMe o : 0
; O
(1d) (te)

Do roztoku aminového esteru 1d (z Kroku 1B), N-Boc-cyklohexylglycinu
(4,10 g, 14,9 mmol), HOOBt (2,60 g, 15,9 mmol) a EDCI (3,41 g, 17,8 mmol) v
bezvodom DMF (150 ml) a CH.ClI; pri -20 °C, sa pridaval NMM (6,50 ml, 59,1
mmol). Po tom, ako sa zmes premieSavala pri tejto teplote 30 minuat, sa reakéna
zmes udrziavala v mrazni€ke poas noci (18 hodin). Potom sa premieSavala na
vzduchu a ponechala sa zahriat na laboratérnu teplotu poc':as' 1 hodiny. Pfidal sa
EtOAc (450 ml), sofanka (100 ml) a 5% H3PQO4 (100 ml). Oddeleny organicky roztok
sa premyl 5% H3PO4 (100 ml), nasytenym vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu
sodného (2x 150 ml), vodou (150 ml) a sofankou (150 ml), vysusil sa siranom
hore€natym, prefiltroval a skoncentroval sa za vakua. Rychla chromatografia (10 a2
20% EtOAc-CH,Cl,) poskytla produkt 1e (6,60 g, 84 % 2 kroky) ako bielu tuhd latku.
'H NMR (400 MHz, ds-DMSO0) § 7,36 - 7,25 (m, 5H), 6,87 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 4,46 -
4,40 (m, 2 H), 4,25 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 4,11 (s, 1H), 4,05 - 4,04 (m, 1H), 4,03 - 3,94
(m, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,50 - 3,41 (m, 4 H), 2,25 - 2,20 (m, 1H), 1,95 - 1,88 (m, 1H),
1,77 - 1,55 (m, 9H), 1,35 (s, 9H), 1,19 - 0,90 (m, 4H); *C NMR (100 MHz, d¢-
DMSO) 6 172,0,170,7, 155,6, 138,8, 128,2, 127,4, 127,3, 78,0, 77,1, 71,9, 66,6,
65,1, 57,4, 56,3, 51,8, 34,5, 29,6, 28,6, 28,2, 25,9, 25,6, 25,5.
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Krok E
[:::r/\xy’\\/ﬁ\? [::]/ﬁ\?'a\“/“\g
H\_j\(lro'\"e — Hci-HzN\éj\gl(oMe |
:>T/o:§’[f:] 7 [ft] 0

(1e) Qf)

| Boc-aminometylesterje (6,53 g, 12,3 mmol) sa rozpustil v 4 mol/l HCI (60
ml, 240 mmol) a vysledny roztok sa premieéa\)al pri laboratérnej teplote. Postup
reakcia bol monitorovany pomocou TLC. Po 4 hodinach sa roztok skoncentroval za
vakua a zvySok sa udrziaval pod vakuom podas noci, ¢im sa ziskala biela tuha
latka, ktora bola pouzita v nasledujlicej kopulaénej reakcii bez dalSieho istenia. 'H
NMR (400 MHz, dg-DMSO) 6 7,36 - 7,27 (m, 5H), 4,43 (s, 2H), 4,35 - 4,31 (m, 1H),
3,88 (d, J = 11,7Hz, 1H), 3,62 (s, 3H), 3,62 - 3,57 (m, 2H), 3,53 - 3,41 (m, 3H), 2,32
- 2,27 (m, 1H), 1,97 - 1,91 (m, 1H), 1,79 - 1,60 (m, 8H), 1,17 - 1,07 (m, 5H); "°C
NMR (100 MHz, ds-DMSO) & 171,5, 167,4, 138,6, 133,3, 129,1, 128,8, 128,2,
127,4, 77,1, 71,9, 66,5, 65,3, 57,8; 54,9, 52,4, 52,0, 34,0, 29,6, 27,7, 27,0, 25,6,
25,5, 25,48; HRMS miz 433,2702 [vypocitané pre CasHasN20s5, 433,2702].

Krok F

©/\O/\/\° O/\OH/\—’\

e~ O
O OO O

G (1g)
Do roztoku aminu 1f (z Kroku 1D), 3-hydroxyfenyloctovej kyseliny (1,90 g,
12,5 mmol), HOOBt (2,10 g, 12,9 mmol) a EDCI (2,85 g, 14,9 mmol) v bezvodom
DMF (250 ml) a CH,Cl, (100 ml) pri -20 °C, sa pridaval NMM (4,20 ml, 38,2 mmol).
Po tom, ako sa zmes premieSavala pri tejto teplote 30 minit, sa reakéna zmes
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udrziavala v mraznicke poCas noci (18 hodin). Zmes sa potom premieSavala na
vzduchu a ponechala sa zahriat na laboratérnu teplotu po€as 1 hodiny. Pridali sa
EtOAc (500 ml), sofanka (100 ml) a 5% H3PO4 (100 ml). Oddeleny organicky roztok
sa premyl 5% H3PO4 (100 ml), nasytenym vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu
sodného (2x 150 rhl), vodou (150 ml) a sofankou (150 rrﬂ), vysusil sa siranom
horeEnatym, prefiltroval a skoncentroval sa za vakua. Rychla chromatografia (10 az
20% EtOAc/CHCly) poskytla produkt 1g (6,30 g, 11,1 mmol, 90 % (2 kroky)) ako
bielu tuht latku. "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) & 9,26 (s, 1H), 8,19 (d, J = 8,5 Hz,
1H), 7,36 - 7,25 (m, 5H), 7,05 - 7,01 (m, 1H), 6,66 - 6,64 (m, 1H), 6,60 - 6,57 (m,
1H), 4,46 - 4,39 (m, 2H), 4,34 (t, J = 8,3 Hz, 1H), 4,29 - 4',25 (m, 1H), 4,09 - 4,08
(m, 1H), 3,91 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 3,66 - 3,568 (m, 1H), 3,61 (s, 3H), 3,50 - 3,39 (m,
5H), 3,30 (d, J = 13,7Hz, 1H), 2,24 - 2,18 (m, 1H), 1,95 - 1,89 (m, 1H), 1,74 - 1,57
(m, 8H), 1,18 - 0,89 (m, 5H); "*C NMR (100 MHz, d¢-DMSO) § 172,0, 170,3, 170,0,
157,1, 138,6, 137,6, 125,9, 128,2, 127 4, 127,3, 119,6, 116,1, 113,2, 76,9, 71,8,
66,6, 65,2, 57,4, 54,7, 51,9, 51,8, 41,8, 34,4, 29,6, 28,5, 28,0, 25,5, 25,5; HRMS
m/z 567,3073 [vypocitané pre C32Hs2N207, 567,3070].

Krok G

Q/\OH/\,_\O HO™

H’\/\D.
N\jLQN/OMe . N\i)l\g)\'(onﬂe
o O 0 0 O 0
(19) _ (ih)

Do roztoku benzyléteru 1g (6,23'9,11,0 mmol) v etanole (200 ml) pod
dusikom pri laboratérnej teplote sa pridaval opatrne 10% Pd-C (1,5 g). Vysledna
suspenzia sa prudko premieSavala pri laboratérnej teplote pod vodikom 23 hodin.
Po opatrne;j filtracii sa roztok skoncentroval za vakua. Rychla chromatografia (2 az
5% MeOH-CH,Cl;) poskytla produkt 1h (4,'54 g, 9,52 mmol, 87 %) ako bezfarebny
olej. 'H NMR (400 MHz, dg-DMS0) & 9,26 (s, 1H), 8,22 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,06 -
7,02 (m, 1H), 6,66 - 6,58 (m, 3H), 4,42 - 4,40 (m, 1H), 4,35 - 4,31 (s, 1H), 4,27 (t, J
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= 8,3 Hz, 1H), 4,10 - 4,09 (m, 1H), 3,92 (d, J = 11,2 Hz, 1H), 3,64 (dd, J = 11,2, 4,3
Hz, 1H), 3,61 (s, 3H), 3,59 - 3,43 (m, 5H), 3,40 - 3,38 (m, 1H), 2,26 - 2,21 (m, 1H),
1,97 - 1,90 (m, 1H), 1,74 - 1,55 (m, 8H), 1,18 - 0,89 (m, 5H); "H NMR (100 MHz, d-
DM'S,O) § 172,0, 170,3,170,1, 157,1,137,6, 129,0, 119.8, 116,0, 113,3, 76,9, 65,2,
57,6, 57,4, 54I,8, 51,9, 51,8, 41,7, 34,4, 32,6, 28,5, 28,0, 25,9, 25,52, 25,49; HRMS
m/z 477,2606 [vypocitané pre CasHasN20O7, 477,2601].

Krok H

HO
%J@We S
O % 0 0O : N 0
O 1h O 1i

Roztok fenol-alkoholu 1h (4,50 g, 9,43 mmol) a ADDP (6,60 g, 26,2 mmol)
v bezvodom CH,Cl; sa prebublaval argénom cez premyvacku so sklennou fritou
poc¢as 20 minut. Do tohto roztoku pri O °C sa pridaval trifenylfosfin (4,10 g, 16,3
mmol). Po premie8avani pri 0 °C pocas 20 minut sa pridal druhy podiel trifenyl-
fosfinu (3,40 g, 13,5 mmol). Roztok sa potom zahrial na laboratoérnu teplotu a
premieSaval sa poc¢as noci (24 hodin) pod dusikom, kym TLC neukézala Uplnu
spotrebu vychodiskového materidlu. Po odstraneni rozpustadla za vakua sa zvy$ok
Ciastone Cistil pomocou rychlej chromatografie (1 az 2% MeOH v CH,CI,), ¢im sa
ziskala zmes makrocyklu 1i a trifenylfosfinoxidu. 'H NMR (400 MHz, de-DMSO) 6
8,47 (d, J = 9,7 Hz; 4H), 7,17 - 7,13 (m, 1H), 6,79 (s, 1H), 6,73 (d, J = 1,8 Hz, 1H),
6,71 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 4,50 - 4,45 (m, 1H), 4,24 (dd, J = 10,3, 7,6 Hz, 1H), 4,17 -
4,06 (m, 4 H), 8,88 (d, J = 15,1 Hz, 1H), 3,63 (s, 3H), 3,60 - 3,51 (m, 2H), 3,37 (d, J
= 15,1 Hz, 1H), 3,85 - 3,27 (m, 1H), 2,51 - 2,43 (m, 1H), 1,85 - 1,47 (m, 9H), 1,22 -
1,12 (m, 3H), 0,97 - 0,88 (m, 2H); °C NMR (100 MHz, dg-DMSO) & 172,0, 170,0,
169,8, 158,4, 138,1, 129,1, 121,8, 115,4, 112,2, 77,0, 64,9, 63,6, 57,0, 54,3, 53,4,
51,8, 41,3, 33,2, 28,9, 28,5, 28,2, 26,0, 25,2; HRMS m/z 459,2495 [vypocitané pre
CasH34N20g, 459,2495].
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Vodny roztok hydroxidu litneho (0,45 g v 30 ml H20) sa pridal do 0 °C
roztoku metylesteru 1i v THF (30 ml) a metanole (30 ml). Zmes sa premieSavala v
fadovom kupeli a zahriala sa na laboratérnu teplotu poCas 4 hodin. Postup reakcie
bol monitorovény pomdcou TLC. Po tom, ako sa prchavé latky odstranili za vakua,
pridal sa EtOAc (150 ml) a voda (30 ml) a oddelili sa dve vrstvy. Vodny roztok sa
extrahoval znova s CH,Cl> (150 ml), po ¢om sa okyslil na pH = 1. Potom sa pridal
EtOAc (200 ml) a vodny roztok sa nasytil tuhym chloridom sodnym. Po oddeleni
vrstiev sa vodna vrstva extrahovala s EtOAc (2x 150 ml). Organické roztoky sa
spojili, vysusili siranom hore¢natym, prefiltrovali a skoncentrovali za vakua, ¢im sa
ziskal produkt 1j (1,45 g, 3,26 mmol, 35 %, 2 kroky) ako bledo Zita pena. 'H NMR
(400 MHz, ds-DMSO) & 12,32 (bs, 1H), 8,45 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 7,17 - 7,13 (m.
1H), 6,73 - 6,70 (m, 1H), 6,79 (s, 1H), 6,73 - 6,70 (m, 2H), 4,47 (t, J = 9,7 Hz, 1H),
4,17 - 4,00 (m, 5H), 3,68 (d, J = 15,1 Hz, 1H), 3,58 - 3,45 (m, 2H), 3,39 - 3,21 (m,
2H), 2,47 - 2,41 (dd, J = 13,4, 7,6 Hz, 1H), 1,85 - 1,56 (m, 9H), 1,19 - 1,11 (m, 3H),
0,93 - 0,87 (m, 2H); 'H NMR (100 MHz, dg-DMSO) & 173,2, 170,2, 170,0, 158,4,
138,1, 129,3, 122,0, 115,5, 112,2, 77,3, 65,12 63,8, 57,3, 54,2, 53,7, 41,6, 38,6,
29,0, 28,6, 28,4, 26,1, 25,4, HRMS m/z 445,2335 [vypocitané pre Cz4H32N20s,
445,2339).

Krok J
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Do roztoku kyseliny 1j (0,59 g, 1,33 mmol), aminu A (H2N-NVa-CH(OH)-
CO-Gly-Phg-NMe,, 0,55 g, 1,37 mmol), HOOBt (250 mg, 1,53 mmol) a EDCI (315
mg, 1,64 mmol) v bezvodom DMF (50 ml) a CH,Cl, (50 ml) pri -20 °C sa pridaval
NMM (0,50 ml, 4,55 mmol). Po premieS$avani pri tejto teplote pocas 30 min(Gt sa
reakCna zmes udrziavala v mraznicke po¢as 40 hodin. Potom sa pridali EtOAc (200
ml), sofanka (50 ml) a 5% H3zPO4 (50 ml). Oddeleny organicky roztok sa premyl
postupne 5% H3PO4 (80 ml), nasytenym vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu
sodného (2x 80 ml); vodou (80 ml) a solankou (80 ml), vysuSil sa siranom
horeénatym, prefiltroval sa a skoncentroval za vakua. Rychla chromatografia (4 az
7,5% MeOH-CH.Cl,) poskytla produkt 1k ako zmes $tyroch diastereomérov (0,59 g,
0,75 mmol, 56 %) ako bielu tuhl latku. 'H NMR (400 MHz, dg-DMSO) & 8,54 - 8,35
(m, 2H), 7,95 - 6,98 (m, 8H), 6,79 - 6,77 (m, 1H), 6,72'- 6,70 (m, 2H), 5,96 - 5,73
(m, 2H), 4,53 - 4,45 (m, 1H), 4,35 - 3,61 (m, 11H), 3,54 - 3,41 (m, 1H), 3,40 - 3,22
(m, 1H), 2,93 - 2,92 (m, 3H), 2,84 (s, 3H), 2,42 - 2,17 (m, 1H), 1,87 - 1,55 (m, 10H),
1,49 - 1,06 (m, 7H), 0,98 - 0,75 (m, 5H); *C NMR (100 MHz, de-DMSO) & 172,1,
171,9, 171,8, 170,8, 170,7, 170,4, 170,4, 170,3, 170,0, 169,8, 169,7, 169,6, 169,2,
169,2, 167,9, 167,8, 167,8, 168,4, 158,3, 138,2, 138,15, 138,11, 138,07, 137,6,
137,50, 137,48, 129,1, 128,5, 128,3, 127,8, 127,7, 121,7, 121,6, 1154, 1153,
112,09, 112,07, 112,0, 11,9, 76,9, 76,8, 73,3, 72,1, 71,9, 64,9, 64,8, 63,2, 58,7,
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58,5, 57,9, 57,8, 54,6, 54,5, 54,48, 53,8, 53,78, 53,7, 53,66, 53,0, 52,9, 51,0, 50,8,
50,7, 41,6, 41,5, 41,4, 41,3, 36,6, 35,3, 33,9, 33,86, 33,5, 32,9, 32,1, 29,9, 29,0,
28,9, 28,5, 28,4, 28,3, 26,0, 25,9, 25,3, 25,25, 25,2, 18,6, 18,56, 18,5, 13,8, 13,7;
HRMS m/z 791,4339 [vypocitané pre Cs2HssNsOg, 791,4344, 'chyba 1 ppm].

Krok K

%@g&%& —

(1k) CHs

Q:i% gﬁ e,

0
CH, (1A)
Q:vm( SEe:
“CHs
0]
CHs (1B)

Do zmesi hydroxyamidu 1k (0,579,’ 0,72 mmol) a Dess-Martinovho ¢&inidla
(0,76 g, 1,8 mmol) pri 0 °C sa pridévél bezvody CH,Cl,. Vysledna biela suspenzia
sa prudko premieSavala pri 0 °C a zahriala sa na laboratérnu teplotu s I’adovyrh
kipefom potas 4 hodin. Pridal sa nasyteny vodny roztok hydrogenuhli€itanu
sodného a roztok hydrogensiriCitanu sodného (po 50 ml) a zmes sa prudko
premieSavala pocas 10 minut pred tym, ako sa vrstvy oddelili. Vodny roztok sa
extrahoval s (2x 150 ml). Spojené organické roztoky sa vysuSili siranom
horeCnatym, prefiltrovali a skoncentrovali sa za vakua. Rychla chromatografia (2 az
4 % MeOH-CH,Cl,) poskytla dva diastereoméry 1A (250 mg, 0,32 mmol) a 1B (217
mg, 0,28 mmol, 82% kombinovany vytazok) ako biele tuhé latky.
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Priklad 2

Priprava zliCeniny 2
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PoZzadovana zligenina 2a sa pripravila podla spdsobu Prikladu 1 Krok J, s
vynimkou nahradenia aminu B za amin A. Hydroxy-amid sa ziskal ako zmes
neoddelitefnych diastereomérov vo forme bielej tuhej latky v 60% vyfaiku.

Krok B
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Pozadovany ketoamid bol pripraveny z hydroxyamidu 2a podfa spdsobu z
Prikladu 1 Krok K. Produkt sa ziskal ako zmes neoddelitelnych diastereomérov vo
forme bielej tuhej latky v 78% vytazku. 'H NMR (400 MHz, dg-DMSO) & 8,69 - 8,57
(m, 1H), 8,45 - 8,36 (m, 1H), 7,95 - 7,72 (m, 1H), 7,64 - 7,53 (m, 1H), 7,41 - 7,31
(m, 5H), 7,16 - 6,97 (m, 1H), 6,79 - 6,70 (m, 3H), 5,97 - 5,75 (m, 1H), 5,31 - 5,27 (m,
1H), 4,52 - 4,44 (m, 1H), 4,35 - 3,61 (m, 11H), 3,54 - 3,41 (m, 1H), 3,39 - 3,21 (m,
1H), 2,42 - 2,16 (m, 1H), 1,85 - 1,54 (m, QH), 1,49 - 1,05 (m, 16H), 0,95 - 0,70 (m,
5H); *C NMR (100 MHz, de-DMSO) & 172,8, 172,2, 172,0, 171,9, 170,9, 170,7,
170,5, 170,5, 170,4, 170,1, 169,9, 169,7, 169,5, 168,6, 168,5, 158,5, 158,4, 138,2,
138,2, 138,1, 136,7, 132,1, 131,6, 131,5, 129,2, 129,1, 128,8, 128,7, 128,1, 127,7,
127,6, 127,6, 127,5, 127,4, 1274, 121,7, 116,4, 1154, 1154, 113,3, 112,1, 112,1,
112,0, 81,3, 77,0, 76,9, 76,9, 73,4, 72,3, 72,0, 64,9, 64,8, 63,3, 58,8, 56,9, 56,8,
54,7, 54,6, 54,6, 53,9, 53,9, 53,8, 51,1, 50,8, 41,6, 41,4, 41,3, 34,0, 33,9, 29,1,
29,0, 28,6, 28,5, 28,4, 28,4, 28,3, 27,5, 26,0, 28,0, 25A, 253, 25,2, 18,7,18,6, -
185,13,9,13,8;, HRMS m/z 820,4493 [vypotitané pre CssHs1NsO10, 820,4497).

Priklad 3

Priprava zluCeniny vzorca 3

g L IR T o
ol

(3)
Krok A
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Roztok terc-butylesteru 2 (26 mg, 0,032 mmol) v trifluéroctovej kyseline (2
ml) a CH.Cl; (2 ml) sa premieSaval pri laboratornej teplote po¢as 3 hodin. Po tom,
ako sa prchavé latky odstranili za vadkua sa zvySok rozpustil v zmesi 50% MeOH-
CH.CI;, a skoncentroval sa do sucha za vakua, ¢im ziskala Spinavo biela tuha latka
(24 mg, 0,082 mmol, kvantitativne). "H NMR (400 MHz, ds-DMSO) 6 8,73 - 8,65 (m,
2H), 8,40 (dd, J = 9,5, 2,6 Hz, 1H), 8,24 - 8,05 (1H), 7,64 - 7,55 (m, 1H), 7,41 - 7,32
(m, 5H), 7,15 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 6,80 - 6,71 (m, 3H), 5,35 (dd, J = 7,5, 1,9 Hz, 1H),
5,04 - 4,90 (m, 1H), 4,48 - 4,43 (m, 1H), 4,37 - 4,22 (m, 1H), 4,16 - 3,27 (m, 11H),
235 - 2,31 (m, 1H), 1,84 - 0,70 (m, 21H); °C NMR (100 MHz, ds-DMSO) & 196,7,
171,7, 171,4, 171,3, 170,0, 169,7, 167,5, 161,0, 160,7, 158,5, 158,5, 158,4, 135,2,
138,2, 137,1, 137,0, 122,1, 132,1, 131,6, 131,5, 131,5, 129,2, 128,8, 128,7, 128,7,
128,6, 128,0, 127,7, 127,5, 127,5, 121,8, 115,4, 112,2, 76,9, 76,8, 65,0, 64,9, 63,4,
63,3, 58,2, 57,4, 55,3, 56,2, 56,2, 54,6, 54,5, 63,8, 53,4, 53,2, 41,5, 41,5, 414,
40,2, 33,9, 33,7, 31,9, 31,7, 29,2, 29,0, 28,6, 28,3, 26,1, 25,3, 18,7, 18,6, 13,5;
HRMS m/z 762,3705 [vypoditané pre C4oHs1NsO10, 762,3714].

Priklad 4
Priprava zlG¢eniny vzorca 4A a 4B
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Krok A
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(1a) (4a)

PoZzadovany produkt 4a sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade 1
Krok A. Surovy material sa preniesol do nasledujiceho kroku bez tpravy.

Krok B

(4a) ~ (4b)
Pozadovany produkt 4b sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade 1
Krok B. Tento material sa Cistil pomocou rychlej kolénovej chromatografie pouzitim
zmesi 80/20 az 75/25 hexan/etylacetat, ¢im sa ziskal produkt 4b v 50% vytazku ako
bezfarebny olej.
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Krok C
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Pozadovana zliCenina 4c sa pripravila pomocou postupu opisaného v
Priklade 19 Krok C. Tento material bol preneseny dalej bez tpravy.

Krok D

@/\o/\/\/o—z_)\
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N
g > >(D TYye°

(4d) [::j

PozZadovany produkt 4d sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1

(4¢)

Krok D. Tento material po spracovani bol dostato¢ne Cisty na to, aby sa preniesol
do nasledujuceho kroku. HRMS (FAB) yypoéitané pre CazoHa7N2O7: 547,3383
(M+H)". Najdené: 547,3372.

Krok E

[N)\COQCH 3 N7 “CO2CHj
H
>rOTN\/k . _ el HZN\‘/QO
0 : :

(4d) | (4e)
Pozadovany produkt 4e sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1

Krok E. Surovy material sa preniesol do nasledujiceho kroku bez upravy.
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Krok F
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PoZadovany produkt 4f sa ziskal pomocou sp6sobu opisaného v Priklade 1
Krok F. Tento material sa Cistil pomocou rychlej kolénovej chromatografie pouzitim
zmesi 80/20 az 80/40 dichlormetan/etylacetat, ¢im sa ziskal produkt 4f v 85%
vytazku. HRMS (FAB) vypoCitané pre Ca3HisN2Os: 581,3227 (M+H)". Najdené:
581,3222.

Krok G

[::T/\trA\v/\\/qzij HO NN
H N” "CO2CH3 : :;; CO2CH3
HO©/\”/N\:/KO —_— HO\©/\’(Q\/&O

4f 4g
Pozadovany produkt 4g sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1

Krok G. Surovy material sa preniesol do nasledujiceho krok bez upravy. HRMS
(FAB) vypotitané pre CasHsgN2O7: 491,2757 (M+H)*. Najdené: 491,2761.

Krok H
N O,CH3
NP

o A -
O )

ZT

(49) (4h)
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PoZadovany produkt 4h sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1
Krok H. Cistenie pomocou kolénovej chromatografie pouzitim zmesi 99/1 dichlér-

metan/metanol poskytlo produkt 4h spolu s trifenylfosfin-oxidom. Tato zmes sa
vzala do nasledujiceho kroku. |

(-)\COZCHS COgH
P

(4h) O (4i)

Pozadovany produkt sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1
Krok |. Vytazok produktu 4i (pre 2 kroky) = 24 %. 'H NMR (DMSO-dg) 6 0,90 - 0,95
(m, 2H), 1,10 - 1,16 (m, 3H), 1,51 - 1,79 (m, 11H), 2,43 (dd, 1H), 3,29 - 3,32 m, 2H),
3,50 - 3,54 (m, 1H), 3,62 - 3,68 (m, 2H), 3,91 - 3,99 (m, 3H), 4,04 - 4,08 (m, 2H),
4,46 (t, 1H), 8,67 - 6,72 (m, 3H), 7,13 (zdanlivy t, 1H), 8,36 (d, 1H), 12,40 (Siroky s,
1H); *C NMR (DMSO-dg) & 25,26, 25,31, 25,97, 26,62, 28,42, 33,28, 39,75, 41,49,
53,50, 54,28, 57,45, 67,57, 67,98,77,25, 111,07, 115,23, 121,48, 129,11, 137,99,
158,33, 170,07, 172,92; HRMS (FAB) vypocitané pre CzsHasN2Os: 459,2495
(M+H)". Najdené: 459,2494. '
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Krok |

Krok J
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Ocakavany produkt 4j sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade 1
Krok J. Tento material po spracovani bol dostato¢ne Cisty na to, aby sa preniesol do
nasledujuceho kroku. HRMS (FAB) vypocitané pre C43HeiNgOg: 805,4500 (M+H)".
Najdené: 805,4492,

Krok K

: 0 0 CHa
IO H H !
CN)\(N\,)HKNJN \CH3
+ H g H o)

. (48)

PoZadované produkty 4A a 4B sa ziskéli pomocou oxidacného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej koldnove;
chromatografie pouzitim 100/0 az 99/1 dichlérmetan/metanol poskytlo oddelené
izoméry 4A a 4B, a ich zmes. Spojeny vytazok = 34 % (pre 2 kroky). HRMS (FAB)
vypocitané pre Cs3HsoNsOg: 803,4344 (M+H)+. Najdené; 803,4339 (4A), 808,4347
(4B).
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Priklad 5
Priprava Zlu¢eniny 5
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Ocakavany produkt 5a sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade 2
Krok A. Tento material po spracovani bol dostatogne &isty na to, aby sa preniesol
do nasledujiceho kroku. HRMS (FAB) vypocitané pre CssHesNsOqg: 834,4053
(M+H)". Najdené; 834,44648.
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Krok B
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| PoZadovany produkt 5 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi 99/1 dichlérmetan/metanol poskytlo produkt 5 ako zmes diastereo-
meérov v 31% vytazku (pre 2 kroky). HRMS (FAB) vypocitané pre CssHeaNsO1o:
832,4497 (M+H)". Najdené: 832,4497.

Priklad 6

Priprava zlu¢eniny 6



-102-

Krok A

(6)

Ocakavany produkt 6 sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade 3
Krok A v kvantitativnom vytazku. HRMS (FAB) vypocCitané pre C41HssN5O10:
778,3871 (M+H)". Najdené: 776,3865.

Priklad 7
Priprava zluceniny 7A a 7B
0\/\0
O ; 0] 0O CHs
H H H I
N
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o O 0 Ha
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Krok A

"9 @\/0\/\0
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(1e) (7a)
Pozadovana zli¢enina 7a sa pripravila z produktu 1c podfa postupu z
Prikladu 1 Krok A. Surovy produkt bol pouzity v Kroku B bez dalSieho Cistenia.

Krok B

| @o\/\o | ©\/°\/\o

>l\o j\glﬂ,zm >Loj\gln,orwe

0
(7a) (7b)
Pozadovana zli¢enina 7b sa pripravila z produktu 7a podfa postupu z

Prikladu 1 Krok B.
Krok C

SN Doy

>Loj\gl[(o°"e(7b) ) HCI'Hng/OMe

le) O
- Pozadovana zli€enina 7c sa pripravila z produktu 7b podfa postupu z

Prikladu 1 Krok C. Produkt bol pouzity v Kroku D bez dal$ieho Cistenia.

Krok D
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Pozadovana zliéenina 7d sa pripravila z produktu 7c podla postupu z
Prikladu 1 Krok D.

4 SN

%olrﬁziglgxwe —> LG zN\éj\glg,we
O o

(7d) - (7e)

Pozadovana zlucenina 7e sa pripravila z produktu 7d podla postupu z
1

Krok E

Prikladu 1 Krok E. Produkt bol pouzity v Kroku F bez dalSieho &istenia.

Krok F

x H '
o Il —— N9
Y N ) N OMe
Y N
O =O O

(7e> <7f)

Pozadovana zluCenina 7f sa pripravila z produktu 7e podfa postupu z
Prikladu 1 Krok F.

Krok G

H 0 o: H
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7)) (79)



- 105-

PoZadovana zluéenina 7g sa pripravila z produktu 7f podra postupu z
Prikladu 15 Krok F.

Krok H Hq_/\o

H
“_j\@\(@m
o j 0

O (79) (7h)

Roztok fenol-alkoholu 7g (830 mg, 1,79 mmol) a ADDP (1,36 g, 5,39 mmol)
v bezvodom CHCl; (200 ml) sa prebublaval argonom cez premyvacku so sklennou

‘V
““<‘
58.'
=
[35)

fritou poCas .20 minat. Do tohto roztoku pri 0 °C sa pridaval trifenylfosfin (1,41 g,
5,38 mmol). Po premieSavani pri 0 °C pofas 20 minGt sa roztok zahrial na
laboratérnu teplotu a premieSaval pocas noci (20 hodin) pod dusikom. Po
odstraneni rozpstadla za vakua sa zvySok Cistil pomocou rychlej chromatografie (1
az 3% MeOH v CHCly), ¢im sa ziskala zmes poZadovaného produktu 7h a

trifenylfosfinoxid, ktory bol pouzity v Kroku | bez dal$ieho &istenia.

1 IO o GO
o} :‘ 0 0 := e}

(7h) | (i)
Pozadovana zluCenina 7i sa pripravila z produktu 7h v 36% vytazku (2

Krok i

kroky) podla postupu z Prikladu 1 Krok I.

Krok J \/\O
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Pozadovana zlG¢enina 7 sa pripravila z produktu 7i a A v 56% vytazku

podla postupu z Prikladu 1 Krok J.

Krok K

‘V

; | "
bR
. CHs '

@)

O .
N N
Y gl,( . N N N‘CHa
> 0 o) H o
O CHs

(7A)

- %ﬁ%ﬂ&ﬁﬂ%ﬁ“ﬁ )
O

CHs

(78)

Pozadovana zliCenina 7A a 7B sa pripravila z produktu 7j podla postupu z
Prikladu 1 Krok K.

Priklad 8
Priprava zlG&eniny vzorca 8
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O ~ 0] O H o)
:: CHs
(8)
Krok A N
o) 5 OH o)
H H
H +  HCIHoN N 0)
O
7 : ' (B)
X ﬂ\j\ H OH H ONi
o = O 0 H O W<
O W
C8a>

Pozadovana zlUéenina 8a sa pripravila podla spésobu z Prikladu 1 Krok J, s
vynimkou nahradenia aminu B za amin A. Produkt sa ziskal ako zmes

neoddelitefnych diastereomérov vo forme bielej tuhej latky v 57% vytazku.

.
é@{*i%% -

(82)

qg&«{*i%%

(8

Krok B
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Pozadovana zlu€enina 8 sa pripravila v 72% vytazku z produktu 8a podfa
spbsobu z Prikladu 1 Krok K.

Priklad 9

Priprava zluCeniny vzorca 9

H\J/L\: 1M T on
it

(9)

b

Krok A

‘V

S0

(9)
Pozadovana zliCenina 9 sa pripravila v kvantitativnom vytazku z produktu 8
podla spdsobu z Prikladu 3 Krok A.

Prikiad 10

Priprava zlG¢enin vzorca 10A a 10B

M
C)YN nﬂ%&.\
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Krok A

HO, Q
0 Sl A

0
(10a) (10b)

Do 0 °C roztoku 10a (10 g, 41 mmol) v dichlérmetane (60 ml) sa pomaly
pridal trietylamin (28,68 ml, 204 mmol). Potom sa pridal 4-bréombenzénsulfonyl-
chlorid (20,91 g, 82 mmol) a DMAP (niekolko krystalov) a teplota sa udrziavala pri 0
°C pocas 30 minut Reak&na zmes sa nechala stat' v chladnicke (~5 °C) poéas noci,
po com nasleduje pomalé zahriatie na okoliti teplotu poéas dvoch hodin. V tomto
Case TLC analyza ukazala Gplnt spotrebu V)’/chodiskoVého materialu. Reakéna
zmes sa zriedila dichlérmetanom, premyla nasytenym roztokom hydrogenuhligitanu
sodného a 10% vodnym roztokom kyseliny citronovej. Organicka vrstva sa vysusila

(NazS0O,) a skoncentrova|a sa. Surova zmes sa Cistila pomocou rychlej koldnovej

chromatografle pouzitim zmesi 100/0 a2 95/5 dlchlormetan/etylacetat ¢im sa o

ziskalo 18,4 g (97% vytaZok) brosylatu 10b ako biela tuh4 latka; 'H NMR (zmes
rotamerov, CDCl;) & 1,41 a 1,45 (2s, 9H), 2,40 - 2,50 (m, 2H), 3,59 - 3,69 (m, 5H),
4,33 - 4,37 a 4,46 (2dd, 1H), 5,11 (m, 1H), 7,72 - 7,74 (m, 4H); °C NMR (zmes
rotamerov, ODCla) & 28,18, 28,27, 36,01, 36,98, 51,59, 52,03, 52,20, 52,35, 56,95,
57,22, 57,28, 78,35, 79,53, 80,66, 129,10, 129,26, 132,66, 135,66, 135,81, 153,25,
153,64, 171,45, 171,78; HRMS (FAB) vypoéitané pre C47H.3NO;SBr: 464,0379
(M+H)*. Najdené: 464,0375.
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Krok B
q
B g‘ HO_~_S
>L /I\L CO2CH3 L : N‘ CO,CH3
oo S A
(10b) (10¢)

Do suspenzie hydridu sodného (60% disperzia v mineralnom oleji, 187 mg,
4,68 mmol) v DMF pri O °C sa pridaval 3-merkaptopropanol (0,42 ml, 4,85 mmol)
pod argénovou atmosférou. Zmes sa premieSavala po¢as 30 minGt za udrZiavania
teploty. Roztok brosylatu 10b (1,5 g, 3,23 mmol) v DMF (celkovy objem = 10 ml) sa
pridaval pomaly a zmes sa zahriala na okolitd teplotu po€as 2 hodin. Reakcia sa
zastavila vyliatim do studeného 10% roztokﬁ kyseliny citronovej. Vodna vrstva sa
extrahovala etylacetatom, organicka vrstva sa vysusila (Na,SQO,4) a skoncentrovala.
Surovy material sa Cistil pomocou rychlej kolénovej chromatografie pouzitim zmesi
85/15 dichlérmetan/etylacetat, ¢im sa ziskalo 800 mg (78% vytazok) sulfidu 10c ako
olej; "H NMR (zmes rotamérov, CDCl3) & 1,41 a 1,47 (2s, OH), 1,83 - 1,89 (m, 2H),
2,13 - 2,34 (m, 2H), 2,69 (t, 2H), 3,23 - 3,49 (m, 2H), 3,73 - 3,78 (m, 5H), 3,86 -
3,95 (m, 1H), 4,33 - 4,37 a 4,42 - 4,46 (2dd, 1H); *C NMR (zmes rotamérov,
CDCl3) & 28,21, 28,30, 32,15, 32,23,36,65, 37,27, 40,45, 40,89, 52,16, 52,35,
52,50, 52,84, 58,32, 58,55, 61,22, 61,41, 80,35, 153,49, 153,99, 173,05, 173,23,
HRMS (FAB) vypogitané pre C1sH2NOsS: 320,1532 (M+H)". Najdené: 320,1528.

HO\/\/S'._ HO LSS
q>\0020”s - [,;)\COZCH 3
S A i
070

(10c) (10d)

PoZadovana zli¢enina 10d sa pripravila pomocou postupu opisaného v
Priklade 1 Krok C. Reakéné podmienky boli 0 °C, 1 hodina. Tento materiél sa

preniesol do nasledujuceho kroku bez Upravy.
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Krok D

HO\/\/S'-

HO S [ S
NN : . W~ CO2CHs

> H
[”)_H\C?Oons - >|/°er\§/]§0 |
- S
10d o

PoZzadovana zliCenina 10e sa pripravila pomocou spdsobu opisaného
v Priklade 1 Krok D. Kopulana reakcia sa uskutocnila pri -8 °C pocas 2 dni. Po
spracovani bol produkt 10e dostatoéne Cisty podla TLC a ziskal sa v 80% vytazku;
HRMS (FAB) vypocitané pre C2oHzoN206S: 459,2529 (M+H)*. Najdené: 459,2523,

Krok E
HO\/\/S—. HO\/\/S—_
H N‘ CO2CH3 : N‘ CO2CH3
YN : 0 R HCI. HaN ; 0
0 : g :
(10e) (101)

Pozadovana zlucCenina 10f sa pripravila pomocou postupu opisaného v
Priklade 1 Krok E. Tento material bol prenéseny dalej bez upravy.

Krok F :
HO~S HOA~S

CN>\CC>'ZCHS |

HCL. H2N\)§ N

Ao Ho Ao
O

(101) (10g)
PoZadovana zlG¢enina 10g sa pripravila pomocou postupu opisaného
v Priklade 1 Krok F. Surovy produkt sa &istil pomocou rychlej kolénovej chromato-

grafie pouzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/metanol, ¢im sa ziskal produkt 10 g v 40%
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vytazku ako biela tuha latka; 'H NMR (zmes rotamérov, CDCl3) § 0,90 - 1,26 (m),
1,66 - 1,88 (m), 2,22 - 2,31 (m, 2H), 2,73 (t, 2H), 3,47 (s), 3,5 - 3,55 (m), 3,65 - 3,75
(m), 3,88 - 3,94 (dd, 1H), 4,07 - 4,12 (dd, 1H), 4,53 (t, 1H), 4,62 (t, 1H), 6,73 - 6,80
(m, 4H), 7,17 (t, 1H); °C NMR (zmes rotamérov, CDCls) & 25,80, 25,89, 26,14,
27,71, 28,55, 29,22, 31,88, 35,46, 40,58, 42,44, 43,16, 52,32, 52,90, 55,49, 58,46,
60,30, 114,59, 116,27, 121,01, 130,02, 135,90, 156,73, 171,25, 171,87, 171,96;
HRMS (FAB) vypogitané pre CasHazN2OgS: 493,2372 (M+H)". Najdené: 493,2364.

Krok G
"’ HONAA, | K\é

HO '&'\/’L e ’\' ‘ “CO2CH3
"0 P
oY L
(109) O (10h)

Pozadovana zlic¢enina 10h sa pripravila pomocou postupu opisaného

Y

v Priklade 1 Krok G. Surovy produkt sa suspendoval v zmesi 80/20 etylacetat/hexan
a tuhy material sa odfiltroval. Filtrat sa skoncentroval a Eistil pomocou rychlej
kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 80/20 hexan/aceton, ¢im sa ziskalo 22 %
produktu 10h ako tuha latka. 'H NMR (CDCl3) 6 0,98 - 1,30 (m), 1,64 - 1,90 (m),
2,06 - 2,14 (m, 1H), 2,16 - 2,21 (dd, 2H), 2,62 - 2,70 (m, 2H), 3,38 - 3,46 (m, 2H),
3,60 - 3,66 (m, 3H), 3,71 (s, 3H), 3,88 - 3,94 (dd, 1H), 4,07 - 4,15 (m, 1H), 4,22 -
4,29 (m, 1H), 4,48 (t, 1H), 4,60 (t, 1H), 5,97 (iroky t, 1H), 6,76 - 6,81 (m, 2H), 6,99
(Siroky s, 1H), 7,20 (dd, 1H); HRMS (FAB) vypoCitané pre CzsHssN2OsS: 475,2267 '
(M+H)". Najdené: 475,2260. | |

2 2\
C;XCOQCHQ, > L—N)\cogn
b o
O @

(1on) (10i)

Krok H
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Uvedeny medziprodukt 10i sa syntetizoval tak, ako je opisané v Priklade 1
Krok H v kvantitativnom vytazku ako biela tuha latka; *H NMR (DMSO-dg) & 0,88 -
0,96 (m, 2H), 1,10 - 1,14 (m, 3H), 1,59 - 1,76 (m, 7H), 1,88 - 1,94 (m, 1H), 2,09
(zdanlivy t, 1H), 2,61 (dd, 1H), 3,32 (zdanlivy d, 1H) 340 3,45 (m, 2H), 3,61
(zdanlivy d, 1H), 3,83 (q, 1H), 413(zdan||vy t, 1H) 4,19 (t, J= 7,32 Hz, 1H), 4,40 |
(t, J=9,52 Hz, 1H), 6,76 - 6,79(m, 2H), 6,89 (s, 1H), 7,16 (zdanlivy t, 1H), 8,39 (d,
1H), 12,5 (8iroky s, 1H); 'H NMR (DMSO-ds) § 25,33, 25,41, 26,01, 26,44, 28,09,
28,62, 29,24, 34,90, 39,50, 41,40, 42,30, 53,18, 54,44, 58,06, 66,94, 114,88,
115,25, 122,28, 129,20, 137,84, 157,90, 169,25, 170,29, 172,59; HRMS (FAB)
vypocitané pre CzsH3a3N,0sS: 461,2110 (M+H)". Najdené: 461,2104.

Krok | q
N~ "CO.H HCL HoN
A jN?{r
& =
(101) (A)

> H\_/ko

‘rxfﬁﬂ%

(101)

Pozadovana zlu¢enina 10j sa pripravila tak, ako je opisané skor v Priklade
1 Krok | v kvantitativnom vytaZzku ako bledo Zita tuha latka. Tento material ziskany
po spracovani bol dostatoéne &isty podla TLC na dalsie pouzZitie; HRMS (FAB)
vypocitané pre CsoHsgNgOsS: 807,4115 (M+H)". Najdené: 807,4103.

Krok J



e

i
OB ER
i Y

\./go 0 0
O (10A)

(M)
S

U%}\
¥ H\S\\.)?[o(l})j\g i 0

° O » (108)

Do roztoku produktu 10j (180 mg, 0,22 mmol) v dichlérmetane sa pridaval
postupne DMSO (0,313 ml, 4,4 mmol), DCC (908 mg, 4,4 mmol) a dichl6éroctova
kyselina (36,4 pl, 0,44 mmol). Reakéna zmes sa premieSavala pogas noci pri
okolitej teplote. Reakcia sa zastavila pridanim 5%-ného vodného roztoku kyseliny
citrénovej (5 ml) a MeOH (1 ml) a zmes sa premieSavala 30 minat. Tuhy material sa
odfiltroval a filtrat sa premyl nasytenym roztokom hydrogenuhhcntanu sodneho a
sofankou. Organicka vrstva sa vysusila nad Na2804 a rozpust’adlo sa odstranllo za
vakua. Surovy material sa Cistil pomocou rychlej kolénovej chromatografie pouzitim
zmesi 100/0 az 98/2 dichlérmetan/metanol, ¢im sa ziskalo 105 mg (60 %) 10A a
10B ako zmes diastereomérov. Cast zmesi (36 mg) sa podrobila koldnovej
chromatografii znova, &im sa ziskal Cisty izomér 10A (polarnejsi, biela tuha latka, 8
mg) a Cisty izomér 10B (menej polarny, biela tuha latka, 8 mg), zvysok je zmes.
HRMS (FAB) vypogitané pre CsoHs:NeOgS: 805,3959 (M+H)". Najdené: 805,8958
(10A), 805,3950 (10B).
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Priklad 11

Priprava zli¢eniny vzorca 11

Krok A

A0

, o’ :
H CN)\CO.?CH 3 H (—)\COQCH 3
N \/g

OO (10h) O (11a)

Do studeného (0 °C) roztoku produktu 10h (200 mg, 0,42 mmol) v dichlér-
metane (10 ml) sa pridadval MCPBA (60%, 364 mg, 1,20 mmol). Reak&na zmes sa
pomaly zahriala na okolitu teplotu poas 18 hodin. Reakéna zmes sa zriedila

Y

dichlormetanom a premyla nasytenym roztokom hydrogenuhliitanu sodného a
roztokom hydrogensiriitanu sodného. Organicka vrstva sa vysusila (Na;SO;) a
skoncentrovala sa. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromatografie pouzitim
zmesi 98/2 dichlérmetan/metanol poskytlo produkt 11a (138 mg, 65 % vytazok).
HRMS (FAB) vypotitané pre CpsH3sN20;S: 507,2185 (M+H)". Najdené: 507,2158.

Krok B

COQCH 3

(11a) (11b)
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Ocakavany produkt 11b sa syntetizoval tak, ako je opisané v Priklade 1
Krok | v 90% wvytazku ako biela tuha latka; HRMS (FAB) vypoditané pre
C24H33N207S: 493,2008(M+H)*. Najdené: 493,2012. ’

//S—
O .
H in “COzH HCL HaN i H\j\ !
+ ) N
A Ty 3T S
(1B (A)

Krok C

ok ,w%

(11¢)
Pozadovana zli¢enina 11c sa pripravila tak, ako je opisané skor v Prikiade

1 Krok J v kvantitativnom vytazku. Tento material ziskany po spracovani bol
dostatocne &isty podla TLC na dalSie spracovanie. HRMS (FAB) vypoditané pre
Ca2HssNsO10S: 839,4013 (M+H)". Najdené: 839,4019.

Krok D-

,S5=0

&ﬁv& .

(11¢)



Pozadovany produkt 11 sa ziskal pomocou oxidacného postupu opisaného
skér v Priklade 1 Krok K Cistenie pomocou rychlej koldnovej chromatografie
pouZzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/metanol poskytio produkt 11 v 4% vytazku (2
kroky). HRMS (FAB) vypoCitané pre Cs2Hs7NgO10S; 837,3857 (M+H)". Najdené:-
837,3865. | -

Priklad 12

Priprava zli¢enin vzorcov 12A a 12B
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Pozadovany produkt 12a sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade
1 Krok D pouzitim N-boc-terc-butylglycinu ako kopulaéného partnera. Tento
material sa Cistil pomocou rychlej kolonovej chromatografie pouzitim zmesi 90/10
dichlérmetan/etylacetat, ¢im sa ZIskala zlugenina 12a v 73% vyt’azku 13C NMR
(zmes rotamérov, CDCls) & 26,20, 28,31, 29,07, 30,06, 34,94, 35,86, 37 06, 51,21,
52,16, 52,84, 57,78, 58,33, 65,95, 66,92, 72,97, 7548, 79,451 127,55, 127,66,
128,35, 138,45, 155,62, 165,06, 171,18, 172,54; HRMS (FAB) vypocitané pre
C27H43N207: 507,3070 (M+H)'. Najdené: 507,3077.

"Krok B

L—)\COQCHQ, | _ ‘ \i)\cochs
>|/O\"/ HGIL HoN ; 0

0
(12a) | (12b)

Pozadovana zliCenina 12b sa pripravila pomocou postupu opisaného v
Priklade 1 Krok E. Tento material bol preneseny dalej do nasledujiceho kroku.

Krok C

N
HCIHQN- HO. , Hé' "o
™ U1 X
(12b) (12c)

Pozadovany produkt 12¢ sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok F. Tento materidl sa d&istii pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi 99/1 dichlérmetan/metanol, ¢im sa ziskal produkt 12¢c v 91%
vytazku. °C NMR (CDCl3) & 26,24, 29,93, 34,95, 35,96, 43,48, 52,18, 53,09, 57,08,
58,06, 66,10, 66,92, 72,93, 77,43, 114,59, 116,14, 120,87, 127,58, 127,64, 127,74,
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128,37, 130,02, 135,95, 138,39, 156,90, 170,65, 171,06, 172,38; HRMS (FAB)
vypoditané pre CsoHa1N2O7: 541,2914 (M+H)". Najdené: 541,2921.

Krok D

(120) : (12d)
Pozadovany produkt 12d sa Ziskal pomocou bostupu opisaného v Priklade
1 Krok G. Produkt sa ziskany po odfiltrovani katalyzatora bol dostato¢ne Cisty na
dalSie spracovanie. °C NMR (CDCly) & 26,27, 32,09, 35,44, 35,67,43,19, 52,21,
52,74, 57,60, 58,21, 568,75, 65,78, 77,74, 114,74, 116,02, 120,68, 130,07, 135,66,
157,11, 170,59, 172,05, 172,51, HRMS (FAB) vypoéitané pre Cy3H3sN207,
451,2444 (M+H)". Najdené; 451,2436. '

| M
HOL A2, | €
H QCozCHs B Qcoons
HO\©/\H/N\=/KO H\AO
SRR . O A~ .

(12d) ' (12¢)

Krok E

PoZadovany produkt 12e sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok H. Surovy materidl bol suspendovany v zmesi etylacetat/hexan (priblizne.
1/1) a nerozpusteny tuhy material sa odfiltroval. Tento postup sa opakoval e3te raz,
filtrat sa skoncentroval a aplikoval do kolény ako dichlérmetanovy roztok. Koléna sa
eluovala zmesou 75/25 hexan/acetén, &im sa ziskal vytazok 29 % produktu 12e.
HRMS (FAB) vypog&itané pre Cp3HzsN2Os: 433,2339 (M+H)". Najdené: 433,2339,
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Krok F

Q ()
) P9
_ : q)\cop_cm —_— Q\COZH
° S
(120) , (121)

Uvedeny medziprodukt 12f sa syntetizovany tak, ako je opisané v Priklade
1 Krok | v kvantitativnom vytazku; '"H NMR (DMSO-dg) & 0,96 (s, 9H), 1,66 - 1,70
(m, 1H), 1,75 - 1,82 (m, 2H), 2,43 (dd, 1H), 3,32 - 3,36 (m, 2H), 3,48 - 3,52 (m, 1H),
3,55 (dd, 1H), 3,84 (zdanlivy d, 1H), 3,99 (zdanlivy d, 1H), 4,06 - 4,10 (m, 3H),
4,16 (dd, 1H), 4,69 (d, 1H), 6,70 - 6,72 (m, 3H), 7,15 (zdanlivy t, 1H), 8,42 (d, 1H),
12,43 (Siroky s, 1H); °C NMR (DMSO-dg) & 26,25, 28,54, 33,31, 34,97, 41,22,
53,96, 56,11, 56,97, 63,36, 64,96, 76,84, 111,94, 115,25, 121,73, 129,13, 138,36,
158,27, 169,85, 170,15, 173,04; HRMS (FAB) vypoditané pre CzH31N2Og:
419,2182 (M+H)". Najdené: 419,2180.

Krok G (\I

(129)

Ocakavany produkt 12g sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade

1 Krok J. Tento materiél po spracovani bol dostato¢ne ¢isty na to, aby sa preniesol
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do nasledujuceho kroku. HRMS (FAB) vypocCitané pre CaoHs7NeOg: 765,4187

(M+H)". Najdené: 7654175,
N H\)k ; N, —>
\/& 0

/l\ (129)

Krok H

(12B)

Pozadované produkty 12A a 12B sa ziskali pomocou oxidaéného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kol6novej
chromatografie pouZitim zmesi 98/2 az 96/4 dichlormetan/metanol poskytio
oddelené izomery 12A a 12B, a ich zmes. Kombinovany vytazok 57 % (pre 2
kroky). HRMS (FAB) vypocitané pre CyoHssNeOg: 763,4031 (M+H)'. Najdené:
763,4040 (12A), 763,4047 (12B).

Priklad 13
Priprava zluéenin 13A a 13B
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Krok A

q | |
W)jw’i% -
k:'\-_)\ e 0 Ho o
/[\ (13a)

Oc¢akavany produkt 13a sa syntetizovany tak, ako je opisané skor v

0

Priklade 1 Krok J. Tento material po spracovani bol dostatocne €isty na to, aby sa
preniesol do nasledujuceho kroku. HRMS (FAB) vypocitané pre CasHsoNsOg;
779,4344 (M+H)", Najdené; 779,4350.

Krok B
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banuf —

O
/I\ (13a7

" O\r ﬁ S
(13A)

D 0O

- o) H 0] |
VRS A
N\/k /'/ H )
(138)

PoZzadované produkty 13A a 13B sa ziskali pomocou oxidacného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kolénovej
chromatografie pouzitim zmesi 100/0 az 96/4 dichlérmetan/metanol poskytlo
oddelené izoméry 13A a 13B, a ich zmes. Kombinovany vytazok = 50 % (pre 2
kroky). HRMS (FAB) vypocitané pre CsiHs7NgOg: 777,4187 (M+H)+. Najdené:
777,4177 (13A), 777,4185 (13B).

bty
N

Priklad 14
Priprava zlG¢eniny 14

(14)
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Krok A

0% OH Oog\

(14a) (14b)

Na roztok kyseliny vinyl-benzoovej 14a (10 g, 68 mmol) v suchom benzéne
(150 ml) sa pdsobilo di-terc-butylacetadlom DMF (69 g, 340 mmol, 5,0 ekvivalentov)
a roztok sa zahrieval pod refluxom 4 hodiny. Reakéna zmes sa skoncentrovala za
" vakua a zriedila vodnym roztokom NaOH (1 mol/l, 300 rﬁl). Reakgna zmes sa
extrahovala dietyléterom (3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali
vodn;’mi roztokom NaOH (1 mol/l, 100 ml), H,O (2x 100 ml), sofankou (1x 100 mi),
vysusili sa (NazS0y), prefiitrovali a skoncentrovali za vakua. Zvy3ok sa destiloval za

znizeného tlaku, ¢im sa ziskal produkt 14b 9,2 g (66,2 %) ako bezfarebny ole;.

Krok B \
z BocH \5/\OH
—_———
o) 'og\ 0 o>k
(14p) , (14¢)

Na roztok terc-butylkarbamatu (5,069, 50,9 mmol) v 1-PrOH (68 ml) sa
pbsobilo vodnym roztokom NaOH (128 mi, 0,41 mol/l) a terc-butylchiérnanom (5,5
g, 50,9 mmol). Reakéna zmes sa potom ochladila na 0 °C a pridal sa (DHQ),Phal
(780 mg, 1,00 mmol) v 1-PrOH (64 ml). Pridal sa roztok terc-butyl-4-vinylbenzoéatu
14b v 1-PrOH (119 ml), po €om nasleduje K;0sO4.H,O (248 mg, 0,7 mmol) a
reakéna zmes sa premieSavala pri 0 °C podas 4 az 5 hodin. Reakéna zmes
ozelenela a vsetok vychodiskovy material zmizol, pri¢om sa tvoril novy produkt.
Reakéna zmes sa skoncentrovala za vakua a zvy$ok sa zriedil s H,O (300 ml) a
extrahoval s EtOAc (3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali vodnym
roztokom HCI (200 ml), solankou (100 ml), vysusili sa (Na SO,), prefiltrovali,
skoncentrovali za vakua a produkt sa Ccistii pomocou chromatografie (SiOa,
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EtOAc/hexany 1:2), Cim sa ziskal produkt 14c ako bezfarebna tuha latka (4,6 g, 82
%). 'H NMR (CD30D, 8) 7,90 (d, 2 H, J = 6,0 Hz), 7,40 (d, 2 H, J = 6,3 Hz), 7,22
(bd, 1 H, J =5,7 Hz), 4,69 (bs, 1H), 3,71 - 3,62 (m, 2H), 1,58 (s, 9H), 1,39 (s, 9 Hz);
3¢ NMR (CD;0D, 75 MHz) 169,7, 160,5, 149,8, 134,5, 132,9, 130,4, 84,7, 82,9,
68,7, 60,7, 31,25, 30,9 MS (FAB) 675,2 ([2M+1]", 15), 338 ([M+1]", 15), 282 (65),
225 (50), 165 (100); HRMS vypocitané pre CigH2sNOs (M+1): 338,1887; najdené
338,1967.

Krok C

BocHN._~ g BoeiNon

SO

(14c) (14d)

Na roztok aromatickej zla¢eniny 14c (1,0 g, 2,98 mmol) v CH30H (20 ml) sa
posobilo Rh/C (10% (hmotn.), 100 mg) a zmes sa hydrogenovala (414 kPa (60 psi))
2 dni. Reakéna zmes sa prefiltrovala cez vrstvu Celite a zvy3ok sa skoncentroval za
vakua, ¢im sa ziskal produkt 14d. Surovy produkt sa Gistil pomocou chromatografie
(SiO2, EtOAc/hexan 2:3), ¢im sa ziskala cis zluGenina 14d (830 mg, 83 %), ktora sa
dalej Cistila pomocou krystalizacie z hexanov. 'H NMR (CD50D, 8) 6,31 (d, 1H, J =
6,9 Hz), 3,58 - 3,49 (s, 2H), 3,40 (bd, 1H,J = 4,8 Hz), 2,48 - 2,46 (m, 1H), 2,1 - 1,98
(m, 2H), 1,61 - 1,2 (m, 7H), 1,45 (s, 9H), 1,42 (s, 9H); "*C NMR (CD30D, 75 MHz)
176,2, 158,5, 81,2, 79,8, 63,1, 567,2,41,8, 38,8, 28,8, 28,3, 27,76, 27,5, 25,9, MS
(FAB) 687,2 ([2M+1]", 5), 344 ([M+1]", 20), 232 (40), 188 (100), 107 (13); HRMS
vypocitané pre CigHasNOs (M+1): 344,2437; Najdené: 344,2444, CHN vypogitané
pre C1gH33NOs C = 64,07 %, H 8,07 %, N = 4,15 %; Najdené C = 64,32 %, H = 8,21
%, N =4,32 %. |

Krok E
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BocHN\E/\OH BOCHN\;:/\OH
g —

(14d) (14e)

Roztok amino-alkoholu 14d (3,3 g, 11,08 mmol) v suchom THF (200 ml) sa
ochladil na -78 °C (suchy lad/aceton, interna teplota -68 °C), pdsobilo sa nan LDA
(44 ml, 2 mol/l roztok v heptanoch, 88 mmol, 8,0 ekvivalentov). Reakéna zmes sa
premiesavala pri 78 °C podas 2 hodin a reakcia sa zastavila s CH30H (20 ml). Na
reakéni zmes sa pdsobilo vodnym roztokom_HCl (150 ml, 1 mol/l) a zmes sa
extrahovala éterom (3x 100 ml). Spojené éterové vrstvy sa extrahovalf solankou (50
ml), vysusili (MgSO,), skoncentrovali sa za vakua a Cistili pomocou krystalizacie z
vriacich hexanov. Tuha latka oddelena z materského lGhu bola prevladajuco cis
stereoizomér, pricom skoncentrovanie materského lthu poskytlo Cisty trans izomér.
VysSie uvedend sekvencia sa opakovala este dvakrat, ¢im sa ziskalo 2,7 g trans
zltgeniny a 600 mg cis/trans zmesi. °C NMR (CDCls, 75 MHz) 175,3, 156,68, 79,8,
63,6, 57,0, 44,1, 38,3, 37,7, 28,9, 28,6, 28,4, 28,1, 26,6, 26,1, MS (elektro-
rozprasovanie) 344 (M*, 50), 288 (50) 232 (90), 188 (1 OO).

Krok F BocHN\/\OH BocHN

o7~o0 . (14e) 2* (14f)

~ Na roztok alkoholu 14e (2,6 g, 7,6 mmol) v CH3CN (150 ml) a CCls (150 ml)
sa pdsobilo H,O (22 ml), potom sa ochladil na 0 °C a pdsobilo sa nail kyselinou
jodistou (7,05 g, 30,92 mmol, 4,0 ekvivalenty) a RuCl;.H,O (60 mg, 0,3 mmol, 4 %
molové). Reakina zmes sa premieSavala pri laboratérnej teplote 3 hodiny a
skoncentrovala sa za vakua. Zvy3ok sa zriedil vodou (150.m|) a extrahoval s EtOAc
(3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali H,O (100 ml) a vodnym
roztokom NaOH (1 mol/l, 3x 100 m!). Spojené vodné vrstvy sa okyslili s HCI (6 mol/l,
pH 1) a extrahovali sa s EtOAc (3x 100 ml). Etylacetatové vrstvy sa spojili,
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extrahovali sa sofankou (100 ml) vysusili sa (Na,SQ,), prefiltrovali, skoncentrovali
sa za vakua, €im sa ziskala kyselina 14f (1,8 g, 66 %) pouzita na dalSiu kopulaciu
bez dalSieho &istenia. MS (FAB) 380,2 ([M+Na]’, 30) 358 ([M+1]", 5), 302 (20), 258
(20), 246 (100), 202 (70), 200 (20).

Krok G 0
H
Y QL
O , \/\/O'—,
+/~~COOCH

¥
A{)

o=<ZI
l|~'-$’z

(149) 0~ O
Na roztok Boc-trans-4-terc-butylkarboxyl-cyklohexylgylcinu 14f (1,9 g, 5,3

mmol) v CH,Cl> (30 ml) sa p6sobilo prolinovou zliéeninou 1d (1,92 g, 5,85 mmol,
1,1 ekvivalentu) a zmes sa ochladila na 0 °C. Na reakéni zmes sa p6sobilo
Hinigovou zasadou (1,51 g, 11,7 mmol, 2,2 ekvivalentu, 2,15 ml), po &om
nasledoval pridavok BOP ¢inidla (2,69, 5,85 mmol, 1,1 ekvivalentu). Reakéna zmes
sa premieSavala pri laboratdrnej teplote 12 hodin, zriedila sa vodnym roztokom HCI
(1 mol/l, 100 ml) a extrahovala sa s EtOAc (3x 100 ml). Spojené etyl-acetatové
vrstvy sa extrahovali vodnym roztokom NaOH (1 mol/l, 100 ml), sofankou (100 ml)
vysusili sa (NaxSOQy), prefiltrovali, skoncentrovali sa za vakua a é&istili pomocou
chromatografie (SiO2, EtOAc/hexany 2:3), ¢im sa ziskal produkt 14 g ako
bezfarebna pena (1,8 g, 54 %); '"H NMR (CD30D, 8, zmes rotomérov) 7,32 - 7,23
(m, 5H), 6,64 (d, 1H, J = 9,0Hz), 4,47 - 4,39 (m, 3H), 4,19 - 4,04 (m, 3H), 3,74 (s,
3H), 3,66 - 3,86 (m, 4 H), 2,55 - 2,10 (m, 2H), 1,99}- 1,00 (m, 12H), 1,42 (s, 9H),
1,40 (s, 9H). ¥C NMR (CD30D, 8, zmes rotamérov), 175,6, 174,6,172,4, 172,0,
158,4, 138,5, 128,1, 127,5, 127,4, 127,3, 79,8, 79,7, 79,0, 77,5, 72,5, 66,7, 65,4,
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58,1, 56,6, 52,1, 51,3, 43,9, 40,4, 89,4, 38,6, 34,6, 29,8, 28,4, 27,9, 27,3, 26,1,
25,4, 24,5; MS (FAB) 633 ([M+1]", 11), 533 (55), 477 (24), 428 (5), 294 (100), 234
(12), 156 (40), 128 (39); CHN vypocitané pre CasHs2NOg C 64,53 %, H 8,28%, N
4,43%; Najdené C 64,41%, H 8,00%, N 4,19%. 1

Krok H

<*)“'c J00CH; | ; O“‘COOCHs

N
BocHN C|H3

o ( 497 9\0?0 (14h)

Roztok Boc-trans-4-terc-butylkarboxycyklohexyl-glyC|nu 149 (1,8 g) vHCI (4
mol/l roztok v dioxane, 60 ml) sa premieSaval pri laboratérnej teplote pogas 4 az 5
hodin. Reakcia sa sledovala pomocou TLC (EtOAc/hexan 3:7) vzhfadom na
vymiznutie vychodiskového materialu a objavenie sa zakladného produktu.
Reakéna zmes sa skoncentrovala za vakua a zvySok sa vysuSil za vakua potas

noci. Tuha latka 14h bola pouzita na kopulaciu bez dalSieho Cistenia.

Krok | @\/O ' /__/— W
\/\/O-,_ O.'
OH ™%
H s Q‘oooms O QCOOCHs
+

CiH4 . H
> N 0.

COOH | g °
(141) ﬂ\o (121) o 0J< 147

Na roztok 3-hydroxyfonyloctovej kyseliny 14i (501 mg, 3,29 mmol, 1,8
ekvivalentu) a amin hydrochloridu 14h (1,79 g, 2,99 mmol) v suchom CH,Cl; (30 ml)
sa pdsobilo Hunigovou zasadou (850 mg, 6,59 mmol, 2,20 ekvivalentu, 1,2 mi) a
BOP ¢&inidlom (1,5 g, 3,29 mmol, 1,1 ekvivalentu) pri 0 °C a potom sa roztok
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premieSaval pri laboratornej teplote 24 hodin. Reak&na zmes sa skoncentrovala za
vakua a zriedila vodnym roztokom HCI (1 mol/l, 250 ml). Vodna vrstva sa
extrahovala EtOAc (3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali vodnym
- roztokom NaOH (1x 100 ml), sofankou (1x 100 ml), vysusili sa (NaSOs),
prefiltrovali, skoncehtrovali sal za vakua a Cistili pomocou chromatografie
(EtOAc/hexany 1:1), Cim sa ziskal produkt 14j ako bezfarebna tuha latka (710 mg,
36 %).

Krok J

Q
H . ' Q

N COOCHs "
H : >
o P
0 / 0
0 )[\ (14)) | 090/\\ (14k)

Na roztok kopulovanej zli&eniny 14j (710 mg, 1,1 mmol) v CHzOH (50 ml)

COOCHS3

/__/——OBn /—_/—OH
N

sa posobilo Pearlmansovym katalyzatorom (10% Pd(OH),/C) a potom sa zmes
hydrogenovala (Ha, 276 kPa (40 psi)) 12 hodin. Pd/C sa odfiltroval cez vrstvu Celite
a filtrat sa skoncentroval a pouZzil v nasledujlicej cyklizacii bez dalSieho Cistenia Ry
0,12 (aceton/hexany 3:7); 'H NMR (CD3;0D, 68, zmes rotomérov) 8,25 (bs, 1H), 7,01
(bt, 1H, J = 7,2 Hz), 6,72 (bs, 1H), 6,65 (d, 2 H, J = 7,8 Hz), 4,79 - 4,70 (bs, 3H),
4,55 - 4,41 (bs, 2H), 4,20 - 4,12 (bs, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,66 - 3,44 (bm, 6H) 2,43 -
1,04 (bm, 14H) 1,40 (s, 9H); °C NMR (CD30D, 8, zmes rotomérov): 175,5, 174,6,
172,6, 172,4, 171,3, 161,1, 157,3, 136,8, 136,7, 129,3, 120,0, 115,7, 113,6, 100,0,
94,8, 79,9, 79,8, 77,5, 65,1, 58,5, 58,2, 55,6, 55,5, 54,3, 52,2, 51,5, 43,9, 42,1,
39,4, 35,0, 32,4, 28,6, 28,4, 27,5, 27,2, 27,1, 26,1, 25,2, 25,0; MS (FAB): 577
(IM+1]", 70), 521 (10), 443 (10), 387 (10), 374 (10), 318 (15), 290 (100), 248 (30);
HRMS vypogitané pre CsoHssN,Og (M+H)*: 577,3125; Najdené 577,3133. |
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Krok K /__/- oH (ﬁ

Q, o
J COOCH; L 7 "COOCH;
H
o: OJY og 0/\\

Na roztok alkoholu 14k (600 mg, 1,05 mmol) a ADDP (787 mg, 3,12 mmol,
3,0 ekvivalenty) v CH,Cl; (30 ml) sa posobilo PhsP (818 mg, 3,12 mmol, 3,0
ekvivalenty) pod zvySenym tlakom suchého N, pri 0°C. Reakéna zmes sa
premieSavala pri laboratérnej teplote 24 hodin, skoncentrovala sa za vakua a
zvy$ok sa cCistil pomocou chromatografie (SiO,, aceton/hexany 2:3), ¢im sa ziskala
bezfarebnd tuhd latka 141 (120 mg, 22 %) cyklického produktu; Ry 0,73
(aceton/hexany 1:1); 'H NMR (CDsOD, 8) 7,13 (t, 1H, J = 7,8 Hz), 6,76 (s, 1H), 6,71
(t, 2H, J = 8,1 Hz), 4,58 (d, 1H, J = 9,9Hz), 4,37 (dd, 1H, J = 7,8, 2,7 Hz), 4,23 -
4,11 (m, 4H), 3,74 - 3,61 (m, 2H), 3,66 (s, 3H), 3,59 - 3,40 (m, 2H), 2,54 - 2,41 (m,
1H), 2,19 - 2,10 (m, 1H), 1,98 - 1,42 (m, 10H), 1,43 (s, 9H); *C NMR (CD30D, )
175,6, 172,4, 1721, 170,8, 189,0, 137,0, 129,1, 121,7, 115,7, 112,2, 94,8, 79,8,
77,4, 65,2, 64,0, 57,6, 55,2, 53,8, 51,3, 44,0, 41,5, 39,1, 33,3, 28,7, 28,1, 26,9; MS
‘(elektro-rozprasovanie) 559 ([M+1]", 100) 327 (10), 189 (20); HRMS vypocitané pre
CaoHasN20s  (M+1)":  559,3019; Néjdené: 659,3025; CHN vypocitané pre
C30H42N208.0,5H,0 C = 63,47 %, H = 7,63 %, N = 4,93 %; Najdené C = 63,57 %, H
=7,46 %, N =4,93 %.

Krok L

CA Qf’
COOCH3 ] QCOOH

H
N 0] —_—

Ao oA

(1a1) (14m)
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Na roztok metylesteru 141.(120 mg, 0,22 mmol) v THF (5,0 ml) a H,O (1,0
ml) sa pbsobilo LIOH (20 mg, 0,5 mmol, 2,0 ekvivalent). Reakéna zmes sé
premieSavala pri laboratérnej teplote po¢as 3 hodin a pridal sa CH3OH (1,0 mi) a
zmes sa premieSavala pocas dalSej 1 hodiny. Reakéna zmes sa premieSavala s
HC! (4,0 mbl/l v dioxane, 1 ml) a skoncentrovala sa za vakua a voda sa lyofilizovala,
¢im sa ziskala bezfarebna tuha latka 14m, ktora bola pouzita na naslednu

kopuléaciu.
Krok M

COOH

+
ol
I

(4]
P2
b=t

DU oq .

H )
~ H H |
0 Hoo
—_—

H\/‘*o 0
N
9 /\\ (14n)

Na roztok karboxylovej kyseliny 14m (110 mg, 0,21 mmol) v DMF (3,0 ml) a
CH2Cl> (5,0 ml) sa posobilo Hunigovou zasadou (109 mg, 0,84 mmol, 4,0 .
ekvivalenty 155,0 ul) a HOOBt (52 mg, 0,315 mmol, 1,5 ekvivalentu). Reakéna
zmes sa ochladila na 0 °C a pdsobilo sa na fiu EDCI (61 mg, 0,31 mmol, 1,5
ekvivalentu) Reaktna zmes sa premieSavala pri 0 °C a pdsobilo sa na fiu amin
hydrochloridom A 30 minut. Reakéna zmes sa premiesavala pri laboratérnej teplote
pocas 24 hodin a skoncentrovala za vakua, ¢im sa odstrélnil DMF a CH2Cl,. Zvy$ok
sa zriedil vodnym roztokom HCI (100 ml) a extrahoval s CH,Cl (3x 75 ml). Spojené
organické vrstvy sa extrahovali vodnym roztokom NaOH (1 mol/l, 3x 50 ml),
sofankou (100 ml) a skoncentrovali sa za vakua. Zvy$ok - produkt 14n (79 mg) sa

oxiduje bez dalSieho &istenia.
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Krok N

Na roztok alkoholu 14n (79 mg, 88 pumol) v CH.Cl, (4,0 ml) sa pbsobilo
Dess-Martinovym ¢inidiom (110 mg, 0,25 mmol, 2,5 ekvivalentu). Reakéna zmes sa
premieSavala pri laboratornej teplote pofas 3 hodin a zmes sa skoncentrovala za
vakua. Zvy3Sok sa Cistil pomocou chromatografie (SiO,, acetéon/hexany 1:1), €im sa
ziskal oxidovany produkt 14 (29 mg, 38 %) ako bezfarebna tuha latka; MS (FAB)
869 [(M+1)", 100), 844 (20), 833 (60), 788 (30), 760 (10), 655 (10), 527 (20); HRMS
vypocéitané pre Cs7HesNsO11: 889,4711; Najdené: 889,4732.

Priklad _
Priprava zlG¢eniny 15

?

HNO

! %i%

2

o7 ~OH (15)



Krok A

OH (15)

Na roztok terc-butyl-esteru 14 (20,0 mg, 22,0 mmol) sa pdsobilo
TFA/CH,CI, (1:1, 4 ml) a zmes sa premieSavala pri laboratérnej teplote pocas 4
hodin. Vymiznutie esteru na zakladni liniu bol sledované pomocou TLC
(CH30H/CHCI; 1:24). Po Gplnom odstraneni ochrannych skupin sa reakéna zmes
skoncentrovala za vakua a na zvy3ok sa opakovane pdsobilo zmesou CH,Cl./-
hexany, ktory sa potom skoncentroval, ¢im sa ziskala biela tuha latka 15 (19 mg,
100 %); MS (Elektro-rozprasovanie) 833 ([M+1]", 60), 661 (10), 530 (40), 391 (75),
279 (100).

Priklad 16

Priprava zlG¢eniny 16
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Krok A

e YYEEJ\OH
@
’l<: cﬁ’\o’l<:

14d 16a

O
-O

Pozadovana zlucenina 16a sa pripravila z produktu 14d v 70% vytazku
podla postupu z Prikladu 14 Krok F. Pouzila sa v kopulaciach bez dalSieho Cistenia;
MS (FAB): 380,2 ([M+Na]’, 30) 358 ([M+1]", 5), 302 (20), 258 (20), 246 (100), 202
(70), 200 (20); HRMS vypogitané pre C1gH32NOs (M+1)": 358,2230; Najdené: 358,
2237.

Krok B

A, {P~corcrs
AR PN N e

O -
COQCH 3 O
N
OAO H2Cl >LO

(16a) (1d) C1§b)

)....

0]

Pozadovana zli¢enina 16b sa pripravila z produktu 16a v 41% vytazku
podra postupu z Prikladu 14 Krok G; [a]o -52,7 (c 0,3 CHCls, 25); 'H NMR (CDCls,
- 8)7,35-7,21 (m, 5H), 6,63 (d, 1H, J=9,3 Hz), 4,46 (d, 2 H, J = 4,3 Hz), 4,41 (t, 1H,
J = 9,3 Hz), 4,38 - 4,07 (m, 3H), 3,68 (s, 3H), 3,60 - 3,43 (m, 5H), 2,45 (p, 1H, J =
4,2 Hz), 2,32 (dd, 1H, J = 7,8, 5,7 Hz), 2,02 - 1,90 (m, 3H), 1,90 - 1,56 (m, 3H), 1,56
- 1,24 (m, 24H); *C NMR (CDsOD, &) 174,7, 172,4, 172,0, 156,4, 138,4, 128,0,
127,5, 127,4, 79,8, 79,0, 77,5, 72,5, 66,6, 65,3, 58,0, 65,3, 52,1, 51,3, 40,4, 38,6,
34,7, 29,7, 27,4, 27,03, 26,1, 24,5, MS (FAB) 633,2 [(M+1)", 100]; HRMS
vypoéitané pre CasHsaN2Og (M+1)": 633,3751; Najdené 633,3759.
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Krok C

(16b5 (16c)

PoZadovana zlu€enina 16¢ sa pripravila z produktu 16b podfa postupu z
Prikladu 14 Krok H. Produkt bol pouzity bez dalSieho &istenia.

- Krok D

©\/O\/\/O Q, :
BY " '

COOCH3

N” ~COOCH;3 N
HCIH2N & H\)% o

—

O O

J\o/\ 7Lo/:§o (16d)

(16¢)

Pozadovana zlGEenina 16d sa pripravila z produktu 16c v 41% vytaZzku
podia postupu z Prikladu 14 Krok I. "TH NMR (CHCl5, 8) 7,34 - 7,26 (m, 5H), 7,12 (t,
1H, J = 7,6-Hz), 6,72 - 6,67 (m, 3H), 4,76 - 4,64 (m, 1H), 4,47 (s, 2H), 4,51 - 4,42
(m, 1H), 4,11 - 4,02 (m, 2H), 3,68 (s, 3H), 3,70 - 3,65 (m, 1H), 3,55 - 3,43 (m, 6H),
2,54 - 2,42 (m, 1H), 2,28 - 2,39 (m, 1H), 2,1 - 1,9 (m, 3H), 1,86 - 1,64 (4 H), 1,50 -
1,35 (m, 14H); "®C NMR (ODCl3, 8) 175,0, 172,4, 171,5, 171,1, 157,1, 138,5, 136,0,
130,1, 128,5, 127,9, 127,7, 121,0, 116,0, 114,8, 80,5, 77,6, 73,0, 66,9, 66,2, 58,2,
94,3, 52,5, 52,3, 43,4, 39,4, 39,9, 34,9, 30,0, 28,2, 26,8, 26,6, 26,0, 24,0; MS (FAB)
689 [(M+Na)", 35), 667 [(M+H)", 23), 633 (5), 294 (100), 204 (39), 156 (63).

([T}



Krok E

) /__/"(\_@ c{_/-OH

HO ™\ | HO %
N7 COOCH; | [,}\cooms
H >
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O i_> 0O :
F N
O/\O O&\O/\\
(16d?) ' (16e)

Pozadovana zluCenina 16e sa pripravena z produktu 16d podla postupu z
Prikladu 14 Krok J. Produkt bol pouzity bez dalSieho Cistenia.

Krok F

OH |
o 3
HO, * &
L;>~COOCH;a N’ COOCHz
H\/.KO —_— H\/KO

of\o%\ o/*OA\
<16e) o (161)

Pozadovana zlic¢enina 16f sa pripravila z produktu 16e v 20% vytazku
podfa postupu z Prikladuv14 Krok K. 'H NMR (CDCl3, 8) 8,56 (d, 1H, J = 7,2 Hz),
7,14 (t, 1H, J = 6 Hz), 6,86 (s, 1H), 6,66 (d, 1H, J = 6 Hz), 6,73 (dd, 1H, J = 6,3, 15
Hz), 4,86 - 4,77 (m, 1H), 4,40 (dd, 1H, J = 3,0, 2,7Hz), 4,24 - 4,13 (m, 4H), 3,70 (s,
3H), 3,70 - 3,66 (m, 2H), 3,66 - 3,32 (m, 3H), 2,53 (dd, 1H, J = 5,7, 3,9 Hz), 2,45 -
2,42 (m, 1H), 1,99 - 1,80 (m, 6H), 1,60 - 1,67 (m, 4H), 1,45 - 1,43 (m, 11H); °C
NMR (CDCl,, 8) 175,8, 173,3, 173,0, 171,7, 160,0, 138,0, 130,1, 122,7, 116,8,
113,3, 81,0, 78,6, 66,3, 65,2, 58,8, 55,1, 52,5, 42,6, 42,4, 38,9, 34,6, 30,0, 28,2,
28,0, 27,0, 26,9, 26,8, 26,2; MS (FAB) 559 (M*, 33), 327 (33), 225 (100)

o

i~
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] %4,
COOCH3 O QCOOH !
H

Krok G

W

N .
H
N 0 <
' 5
o/;\O o;\OJ\\
(16f) (169)

Pozadovana zluCenina 16g sa pripravila z produktu 16f podla postupu z
Prikladu 14 Krok H. Produkt bol pouzity bez dalSieho &istenia.

Krok H

H
+ HCIH,N g \ N

(189) | (W

Q

— R ow?

o 4‘\0 /}\ (16h)

Pozadovana zlucenina 16h sa pripravila z produktu 16g a A podla postupu

z Prikladu 14 Krok L. Produkt bol pouzity bez dal$ieho gistenia.
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Krok |

y
ZT
2T
Iz
=
/7

OZ\OJ[\ (16)

PoZadovana zli¢enina 16 sa pripravila ako bezfarebna tuha latka
z produktu 16h v 40% vytazku podla postupu z Prikladu 14 Krok N. MS (elektro-
rozpradovanie) 889 [(M+1)*, 85), 637 (20), 530 (75), 265 (100); HRMS vypog&itané
pre C47H65N6011:. 889,4711; Najdené 889,4699.

Priklad 17
Priprava zlGCeniny 17
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Krok A

@ ~OH (17) |
PoZadovana zlu€enina 17 sa pripravila z produktu 16 kvantitativne podfa
postupu z Prikladu 15 Krok A. MS (FAB) 833 [(M+1)", 100], 788 (10), 723 (5), 308
(100).

Priklad 18
Priprava zlG¢eniny vzorca 18

NHSO,NH,

~
EjﬁNjﬁ !
°
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Krok A

(
H2N| OH >l\oj‘ﬁ

0 0
(18a) A (18b)

Do studenej (0 °C) kase 18a (15,0 g, 90 mmol) v dioxane (100 ml), vody
(100 ml) a nasyteného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (100 ml) sa pridal
roztok terc-butoxykarbonyl-anhydridu (7,2 g, 33 mmol) v dibxéne (100 ml). Reakéna
zmes sa pomaly zahriala na okolitd teplotu poas 6 hodin. Reakéna zmes sa
skoncentrovala za vakua. Zvy3ok sa zriedil vodou a extrahoval dietyléterom (2x 150
mi). Eterova vrstva sa vyhodila. Vodna vrstva sa okyslila pomaly s tuhou kyselinou
citronovou (pH 4) a extrahovala sa s etylacetatom (3x 150 ml). Organickéa vrstva sa
vysuSila (Na;SO,4) a skoncentrovala za vakua, ¢im sa ziskal produkt 18b (14,6 g,
61% vytazok) ako biela pena.

Krok B

>L0ihl T H . >Lojtﬁ T 7<
(18b) | | (18¢)

Do 80 °C roztoku 18b (14,6 g, 54,68 mmol) v toluéne (230 ml) sa pridaval
DMF-di-terc-butylacetal (53 ml, 218,72 mmol) po kvapkach pogas 2 Hodin. Po
skonéeni pridavania sa reakéna zmes udrziavala pri rovnakej teplote 1 hodinu.
Potom sa ochladila na okoliti teplotu a skoncentrovala sa. ZvySok sa Cistil pomocou
rychlej kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 96/4 az 90/10 dichiérmetan/etyl-
acetat, ¢im sa ziskala pozadovana zlic¢enina 18c¢ (7,53 g, 43% vytaZzok). HRMS
(FAB) vypoéitané pre C17HzsNOs: 324,1811 (M+H)". Najdené: 324,1807.
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Krok C
H SO,CF3

>‘\Oj\ﬁ Ov j<———); >|\Oiu 1 \K

(18¢) (18d)

Do studeného (0 °C) roztoku 18¢ (7,5 g, 23,22 mmol) v dichlérmetane (100
ml) sa pridaval trietylamin (7,12 ml, 51,08 mmol), po ¢om nasleduje po kvapkach
‘trifluérmetansulfénananhydrid (4,30 ml, 25,54 mmol). Reakéna zmés sa pomaly
zahriala na okolit( teplotu pocas 4 hodin. Reakcia sa zastavila nasytenym roztokom
hydrogénuhligitanu a extrahovala sa do dichlérmetanu. Spojené organicke vrstvy sa
premyli nasytenym hydrogénuhli¢itanom a solankou, vysusili sa (Na;SOs) a
skoncentrovali. Hnedy zvySok sa ¢istil pomocou rychlej koldnovej chromatografie
pouzitim dichlérmetanu, ¢im sa ziskalo 7,74 g zlG¢eniny 18d (73 % vytaZok).

Krok D

»
SO,CF3 NZ O
S P h O

(18d) (18¢)

Do v susiarni vysu$enej banky sa pridal THF (75 ml, vopred zbaveny kyslika
pomocou prebublania argbnom), octan palédnéty (74 mg, 0,33 mmol), R-(+)-BINAP
(311 mg, 0,495 mmol) a uhli¢itan cézny (5,38 g, 16,5 mmol) pod argoénovou
atmosférou. Do tejto zmesi sa pridaval produkt 18d (5,0 g, 11 mmol), po ¢om
nasleduje difenylketimin (2,77 ml, 16,5 mmol). Banka sa preplachla argbnom a
zahrievala pod refluxom 12 hodin (po&as noci). Reak&na zmes ochladena na okolitd

teplotu sa zriedila éterom (500 ml). Organickd vrstva sa premyla nasytenym
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roztokom chloridu aménneho (2x 300 ml), vysusila sa (Na,SO4) a skoncentrovala.
Cistenie pomocou rychlej chromatografie pouZitim zmesi 100/0 az 90/10
dichlérmetan/etylacetat poskytlo poZzadovany produkt 18e (3,58 g) v 67% vytazku.

(
NZ D NH
>LoiH < 7 ﬂ\oiu K

(18e) (181)

Krok E

Do roztoku 18e (3,0 g, 6,17 mmol) v metanole (62 ml) sa pridal octan sodny
(1,218 g, 14,8 mmol) a hydroxylamin hydrochlorid (0,774 g, 11,11 mmol). Reaké&na
zZzmes sa premieSavala pri okolitej teplote '3 hodiny. Reakéna zmes sa
skoncentrovala, zriedila dichlérmetanom a premyla s 0,1 mol/l NaOH roztokom.
Organicka vrstva sa \)ysu§ila (Na;S04) a skoncentrovala. Cistenie pomocou rychlej
kolénovej chromatografie pouzitim zmesi 95/5 az 92/8 dichlérmetan/etylacetat
poskytlo produkt 18f (1,31 g) v 66% vytazku.

Krok F

s I <

HN N
H

NH
ﬁ\oigﬁ >LoiH ] O\K
(181) (18g)

Do studeného (-20 °C) roztok dichlérmetanu (2 ml) sa pridal chlérsulfonyl-
izokyanat (0,16 ml, 1,87 mmol). K nemu sa pridal terc-butanol (0,18 ml; 1,87 mmol)
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v dichlormetane (2 ml) a zmes sa pomaly zahrievala na 0 °C 2,5 hodiny. V tomto
Case sa bo kvapkéch pridal roztok produktu 18f (0,6 g, 1,87 mmol) v dichlérmetane
(6 ml), ktory obsahoval trietylamin (0,52 ml, 3,73 mmol). Reakéné zmes sa zahriala
na okolitd teplotu po¢as 12 hodin (po€as noci). Pridal sa nasyteny hydrogen-
uhli¢itan a dichlérmetan a organicka vrstva sa oddelila, vysusila sa (Na2804)' a
skoncentrovala. Cistenie pomocou rychlej chromatografie pouzitim zmesi 95/5 az
90/10 dichlérmetan/etylacetat poskytio produkt 18g (0,59 g) v 63% vytazku.

Krok G

SQe ' &S /O
HN/S\N/U\OJ< HN:S\NHZ

o -
:>L\o/n\ﬁ \T<: HCI. H N ‘T<: |
(189) (18h)

Odakavany produkt 18h sa syntetizovany tak, ako je opisané skor v

Priklade 1 Krok C. Tento material sa preniesol do nasledujiceho kroku bez Gpravy.

Krok H
0§ -
N SN,
H
H H\j\ x
SOy Yy e L o
¢ 0 |
HCLHAN \T<:
. 0
i) (18h)
55?0
HN" NH,
X
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Ocakavany produkt 18i sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade 1
Krok D. Surovy material sa Cistil pomocou rychlej chromatografie pouzitim zmesi
98/2 az 90/10 dichlérmetan/metanol, ¢im sa ziskal produkt 18i v 34% vytazku.

Krok I
OO0
HN">~NH,
H o)
H H T
Y Y
0 O 0
(18i)
Os o0
HN™NH,

Ho, 0
HOIHoN
Hz N\/U\ﬁ 7<
0 0

(18j)
Ocakavany produkt 18 sa syntetizoval tak, ako je opisané skdr v Priklade 1
Krok C. Tento material sa preniesol do nasledujiceho kroku bez tpravy.

Krok J

S oSs2

Q HN""~NH,
N7 “COH
H
N \;_/go

X, -
+  HCHHN H\i
54 WY
(12f) (18 >



Q
N N
P H N
N o 0] 0
0 £
/[\ (18k)

Ocakavany produkt 18k sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade
1 Krok J. Tento material po spracovani bol dostatoéne ¢isty na to, aby sa preniesol

do nasledujiceho kroku.

Krok K
Ox
HN’S “NH;

Q
‘l
PP
O

ﬁ .
. O
88 e

O /5,\ (18k) Osg0

Ty %

N
KII\E/J\OO @) 0]
o /]\ : |
(18)
PoZadovany produkt 18 sa ziskal pomocou oxidatného postupu opisaneho
skér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou r;?chlej kolénovej chromatograﬁé

pouzitim zmesi 98/2 az 92/8 dichlérmetan/MeOH poskytlo produkt 11 ako zmes

diastereomérov v 13% vytazku (pre 2 kroky).

Priklad 19

Priprava zl¢eniny vzorca 19
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Ose P
HN"""NH,

Krok A

° ™ (18) Hﬁ‘:S:’,chz
~
> Q\r%ﬁﬂu ’
N A0 0 ©
P

(19)
Ocakéavany produkt 19 sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade 3
Krok A v kvantitativnom vytazku.

Priklad 20

Priprava zlG&enin vzorcov 20A a 20B



Pozadovany produkt 20a sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok F. Tento material sa &istil pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi 98/2 dichlormetan/metanol, &im sa ziskal produkt 20a v 97%
vf)t’azku. HRMS (FAB) vypogitané pre CsHiNoO7: 567,3070 (M+H)". Néajdené:
567,3073.

Krok B
Bno/\/O

H\i COZCHS é\/\” \l s

O

" (200) (20b)

Pozadovany produkt 20b sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

H

1 Krok G. Tento material sa &istii pomocou rychlej kolénovej chromatografie

pouzitim zmesi 98/2 az 96/4 dichlérmetan/metanol, &im sa ziskal produkt 20b v
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81% vytazku. HRMS (FAB) vypoéitané pre CasHazN2O7: 477,2601 (M+H)'. Najdené:
477,2606.

Krok C -

| o
0, ’
e o
N COZCH3 H N COZCH3
—_— :
- O -

(20b) (20¢)

Pozadovany produkt 20c sa ziskal pomocou sp6sobu opisaného v Priklade
1 Krok H. Cistenie pomocou kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 99/1 dichlor-
metan/metanol poskytlo 20c spolu s trifenylfosfinoxidom. Tato zmes sa vzala do
nasledujiceho kroku. HRMS (FAB) vypocitané pre CasHasN2Og: 459,2495 (M+H)".
Najdené: 459,2490.

Krok D

P\ N
H\fipo\cozcm . H\i;i\oozH
o @ : .o @

(20¢) | | (20d)

PoZadovany produkt 20d sa ziskal pomocou sp&sobu opisaného v Priklade
1 Krok |. VytaZok produktu 20d (pre 2 kroky) = 23 %. 'H NMR (DMSO-ds) 0,84 (m,
2H), 1,10 (m, 3H), 1,56 - 1,67 (m, 6H), 1,75 - 1,81 (m, 1H), 2,32 - 2,49 (m, 3H), 2,55
- 2,59 (m, 1H), 2,94 (dt, 1H), 3,50 (dd, 1H), 3,56 - 3,65 (m, 2H), 3,99 (dd, 1H), 4,06 -
4,23 (m, 4H), 4,37 (t, 1H), 6,64 - 6,74 (m, 3H), 7,08 (zdanlivy t, 1H), 7,95 (d, 1H),
12,30 (8iroky s, 1H); *C NMR & (DMSO-dg) 25,25, 25,97, 28,30, 28,55, 30,61,
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33,77, 36,04, 39,41, 52,62, 54,02, 57,22, 66,38, 68,03, 77,49, 114,75, 115,37,
121,14, 128,86, 142,66, 158,92, 169,87, 170,83, 172,99; HRMS (FAB) vypocitané
pre CasH33N206: 445,2339 (M+H)". Najdené: 445,2343,

_\—-O_
1
C:‘COzH +  HCLHoN N\/U\ ; N

o O =

.KmkE

(20d)
_\_Q
. OH
H H |
0 0
> N y o

0]
O | (20e)

Ocakavany produkt 20e sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade
1 Krok J. Tento material po spracovani bol dostato¢ne €isty na to, aby sa preniesol

do nasledujuceho kroku.

Krok F
% OH 0
H H |
H o) o) 0
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N\

-0

YRR I T

i O (20A)

—\-O_

0 0
+ %H\/IJ\,(H\/ILN l ~
\/go o r 0 H o

0
O (20B) .

PoZadované produkty 20A a 208 sa ziskali pomocou oxidaéného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromato-
grafie pouZitim zmesi 100/0 aZz 98/2 dichlérmetan/metanol poskytlo oddelené
izoméry 20A a 20B, a ich zmes. Kombinovany vytazok = 50 % (pre 2 kroky). HRMS
(FAB) vypotitané pre CaHs7NgOgo: 789,4187 (M+H)". Najdené: 789,4179 (20A) a
789,4187 (20B).

Priklad 21
Priprava zlaéeniny vzorca 21

Krok A
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s
Z \. OH 0
N7 “COzH H
H\/KO 27 4 HCLHN N \/U\N o\|<
i 0 "5 :
O

B
(20d) ®)
—\_Q
Y H OH , O
N N o
_ (N .
H\/Q.Oo o H 0 j<

N

0
| O : (212)

Ocakavany produkt 21a sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade
2 Krok A. Tento material po spracovani bol dostato¢ne €isty na to, aby sa preniesol

do nasledujuceho kroku.

Krok B

_\_Q

K . OH 0
H H

CCAAAA, g .
N o 0 0

L
O v .(21a)
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Pozadovany produkt 21 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skér v Priklade 2: Krok B. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi 100/0 az 98/2 dichléormetan/metano! poskytlo produkt 21 v 38%
vytazku. HRMS (FAB) vypocnane pre CasHeoNsO10: 818,4340 (M+H) Najdené;
818,4329. '

Priklad 22

Priprava zlUéeniny vzorca 22

Krok A
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Ocakavany produkt 22 sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade 3
Krok A v kvantitativnom vytazku. HRMS (FAB) vypocitané pre CasoHs2NsOqo:
762,3714 (M+H).. Najdené: 762,3722.
Priklad 23

Priprava zli¢eniny vzorca 23

Tiabats
LA s

CHs
(23)
Krok A
5 OH (0]
g +  HCIH,N §
N\:_/H\N OH Y o/©
o O
O
() ()

— NJM)\WH n i
CH, /\©

(23a>

PoZadovana zlucenina 23a sa pripravila v 58% vytazku z 11 a D podfa
spbsobu z Prikladu 1 Krok J.
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Krok B

at
L

0
/ OH 0 :
H H\/U\O _ _ >
o 0
CHs

(23a)

O

PoZzadovana zli&enina 23 sa pripravila v 79% vytazku z 23a podla spésobu
z Prikladu 1 Krok K.

Priklad 24

Priprava zlG&eniny vzorca 24

Krok A



- 155 -

(24)

Roztok benzyl-esteru 23 (80 mg, 0,11 mmol) v etanole (30 ml) a metanole
(15 ml) sa premieSaval pri laboratérnej teplote poCas 3 hodin pod vodikovou
atmosférou v pritomnosti paladia na uhliku (60 mg). Postup reakcie sa monitoroval
pomocou TLC. Po opatrnej filtracii cez vrstvu Celite sa rozptitadla 6dstrénili za
vakua, ¢im sa ziskala biela tuha latka (67 mg, kvantitativne).

Priklad 25

Priprava zlu¢eniny vzorca 25

0
0] 0
H H H
OSSN
O CHs
(25)

Krok A
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PoZadovana zlucenina 25 sa pripravila v 53% vytazku z produktu 24 podla

spbsobu z Prikladu 1 Krok J, s vynimkou nahradenia benzylaminu za amin A.

Priklad 26
Priprava zliCenin vzorca 26A a 26B

b 0o O
H H |
H %N N\/U\ﬁ AN
HN._N o 0]
big

O

’ O (26A)

&
Z—)\(f : N\/U\%

N O

Q (s
H
BnO NH2 BnO N
U — TUT
NO2

(26a) (26b)

Krok A
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Do studeného (0 °C) roztoku 26a (4,09, 20 mmol) v THF/MeCN (35/5 ml) sa
pridal 4-nitrofenyl-chlérmrav€an (4,86 g, 24 mmol) a potom pyridin (1,9 ml, 24
mmol). Reakéna zmes sa zahriala na okolitl teplotu pogas 4,5 hodiny. Reakcia sa
monitorovala, kym sa nespotrebovala latka 26a (bolo potrebné pridat trochu viac
dalsich dvoch reékén)'Ich &inidiel). 'Relakcia sa zastavila 'pc'Jmocou pridania vody,
organické zlozky sa oddelili, premyli solankou, vysusili sa (Na;SO,4) a odparili za
vakua, ¢im sa ziskal produkt 26b. Tento material bol dostatoéne Cisty pre dalsie

Studie.

Krok B
BnO AL

.

(A

N’ “COCH3 B0 H
E 2

O (26b)

(1)
BrO 2.,

g n\i\}\cozcm
U S

( 26¢)

Do roztoku 1f (2,3 g, 5,1 mmol) v zmesi dichlérmetan/DMF (25/5 ml) pri 0
°C sa pridal produkt 26b (2,24 g, 6,1 mmol), po €¢om nasleduje trietylamin (0,86 mli,
6,1 mmol). Pridalo sa niekofko krystalov imidazolu a reakéna zmes a ulozila pri -8
°C na 16 hodin. Reakéna zmes sa zriedila dichlérmetanom, premyla nasytenym
roztokom hydrogenuhli€itanu sodného, 10% vodnym roztokom kyseliny citrénove;j,
vysusila sa (Na,SQO;) a odparila za véakua. Surovy material sa €istil pomocou rychlej
koldnovej chromatografie pouzitim zmesi 100/0 az 70/30 dichlérmetan/etylacetat,
¢im sa ziskal produkt 26c (1,2 g, 38% vytazok). HRMS (FAB) vypocitané pre
C3gHagN307: 658,3492 (M+H)'. Najdené: 658,3483.
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Krok C
Bno\/\/o," HO~_2C,
H o QCOzCHs H H\S\L}\COZCHS

(26c) (26d)

Pozadovany produkt 26d sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade
1 Krok G. Surovy material sa preniesol do nasledujiceho kroku bez Gpravy. HRMS
- (FAB) vypotitané pre CagHasN3O7: 478,2553 (M+H)". N&jdené: 478,2547.

Krok D

Y
HO~L.. Q
HN\[],H\f/ko

HO N N\/k
\©/ ﬁc;/ 0 | ] o A
o 0
(26d) (26e)

Pozadovany produkt 26e sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok H. Cistenie pomocou kolénovej chromatografie pouzitim zmesi 99/1
dichlérmetan/metanol poskytlo produkt 26e spolu s trifenylfosfinoxidom. Tato zmes

sa vzala do nasledujiceho kroku.
Krok E
() M
53 Q f’ Q
CN) ~CO,CH3 CN) ~CO,H
H
HNYH\E/KO - HNYN\E/KO
Q O

(26e) (26f)
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PozZadovany produkt 26f sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok I. HRMS (FAB) vypoéitané pre Cp3HaoN3Og: 446,2291 (M+H)'. Najdené:
446,2290.

Krok F

()
.
! ) OH O
d H N COzH + HCI. H2N - H\)'LN f!]\
HN\H/NE*O H

O g .
O | (A)

( 26f)
) ®

OH

. o)
H H |
C)\( N\/u\ NG
T
0

N
N
H
o) 0
HN\"/N\;.AO
O -

O (269)

PoZadovany produkt 26g sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

Iz

1 Krok J. Surovy material sa Cistil pomocou rychlej koldnovej chromatografie
pouzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/metanol, ¢im sa ziskal produkt 26g v 31%
vytazku (3 kroky). HRMS (FAB) vypog&itané pre C4iHsgN;Qg: 792,4296 (M+H)'.
Najdené: 792,4284. :

Krok G
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) O (26a)
Q

/ TR I
) iN N L AN

O (26B)

PoZzadované produkty 26A a 26B sa ziskali pomocou spdsobu opisaného v
Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou kolénovej chromatografie pouzitim zmesi 99/1
az 95/5 dichlérmetan/metanol poskytlo produkt 26A (ako zmes) a 26B (Cisty nizsi Ry

izomér). Kombinovany vytazok 25 %.

Priklad 27

Priprava zlu¢eniny 27
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Krok A

Q\ /”\(l( > 9\ /L(T)i(o:\ae

( 27a) (27b)

Na zmes Boc-3,4-didehydroprolin-OMe (27a, 5,30 g, 23,4 mmol), N-metyl-
morfolin-N-oxidu (4,75 g, 35,1 mmol) v acetéone (10 ml) a vody (15 ml) pri
laboratornej teplote sa pridal roztok oxidu. osmicelého v terc-butanole (2,5%
(hmotn.), 3,5 ml, 0,344 mmol). Do tohto kalného roztoku sé pridal THF, kym sa
zmes nestala takmer homogénna. Po premieéavani pri laboratérnej teplote pocas
~ noci sa pridal nasyteny vodny roztok tiosiranu sodného (30 ml) a o 10 minat neskér
nasledovalo pridanie EtOAc (300 ml) a sofanka (80 ml). Po oddeleni vrstiev sa
vodny roztok extrahoval s EtOAc (2x 100 ml). Organické roztoky sa spaijili, vysusili
sa (MgSOs), prefiltrovali a skoncentrovali sa za vakua, ¢im sa ziskala tmava
kvapalina. Rychla chromatografia (4 az 8% MeOH/CH,Cl;) poskytla produkt 27b
(4,73 g, 18,1 mmol, 77 %) ako olej.

Krok B
o o
Sl j\@\( M %
OMe
oY 7‘\ M
(270) | (27¢)

Do suspenzie diolu 27b (1,6 g, 6,12 mmol), siranu horeZnatého (4,0 g, 33,2
mmol) a 3-benzyloxypropiénaldehydu (2,32 g, 13,0 mmol) v bezvodom CH,Cl; (60
ml) pri 0 °C sa pridala p-toluénsulfonova kyselina (150 mg, 1,01 mmol). Vysledna
zmes sa premieSavala prudko a ponechala zahriat sa na laboratdrnu teplotu spolu s
ladovym kupefom pocas noci (18 hodin). Pridal sa nasyteny roztok hydrogen-
uhli¢itanu sodného (60 ml), voda (30 ml) a CH2Cl, (100 ml) a vrstvy sa oddelili.
Vodny roztok sa extrahoval s CH,Cl, (2x 100 ml) a kombinované organické roztoky
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sa vysuSili (MgSOs), prefiltrovali a skoncentrovali sa za vakua, ¢im sa ziskal
bezfarebny olej. Rychla chromatografia (5 az 15% EtOAc/CH,Cl,) poskytla produkt
27¢ (2,35 g, 5,57 mmol, 91 %) ako olej.

Krok C
o~

O/\?\
P £ &
O < > j- -
>LO/U\N Me HCHHN Me
0 o)

(27¢) (27d)

Pozadovana zl(&enina 27d sa pripravila z produktu 27c¢ podfa spdsobu z

Prikladu 1 Krok C. Pouzila sa v nasledujticej reakcii bez dalSieho Cistenia.

Krok D

PoZzadovana zludenina sa pripravila z produktu 27d podfa spGsobu z
Prikladu 1 Krok D. Rychla chromatografia (8 az 20% EtOAc/CH,Cl2) poskytla
produkt 27e. ' ' ' :

Krok E

H
O 0]
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Pozadovana zlu¢enina 27f sa pripravila z produktu 27e podla spdsobu z
Prikladu 1 Krok E. Pouzila sa v nasledujtcej reakcii bez dalSieho &istenia.

Krok F

C278)

Pozadovana zlG¢enina sa priprévila z produktu 27f podia sposobu z
Prikladu 1 Krok F. Rychla chromatografia (8 az 20% EtOAc/CH,Cl,) poskytla
produkt 27g; (36 %, 4 kroky). HRMS m/z 595,3014 [vypocitané pre Cj3Hs2N20s,
595,3019].

Krok G

@

(279) - - (am)

Poiadované zluCenina sa pripravila kvantitativne z produktu 27g; podfa
spdsobu z Prikladu 1 Krok G. Rychla chromatografia (3-az 5 % MeOH/CH.Cl,)
poskytla produkt 27h ako bielu tuh( latku. HRMS m/z 595,2553 [vypocitané pre
CasH3sN20g, 595,2550].
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oA (oA
I o — I
o A 0 0 7 0
O O

(27n) (27i)

Krok H

Pozadovana zliCenina sa pripravila z produktu 27h podla spdsobu z
Prikladu 1 Krok H. Rychla chromatografia (3 az 5% MeOH/(CH2Clz) poskytla

produkt 27i ako zmes s trifenylfosfinoxidom, ktory sa hydrolyzoval.

Krok |

ﬁz)oj\gii(OMe —> q;\;/ﬁ\@i(OH
® O

(z7i) (27))
PoZzadovana zli¢enina sa pripravila (72 %, 2 kroky) z produktu 27i podfa

spOsobu z Prikladu 1 Krok |.

Krok J

d A
B Q H
0 ; 0 CH
H , H CH;
N\:/u\@(orl + HCHN N\/U\N N,
o = o) 0 H 5
O CHy

(275) (A)



Pozadovana zlaCenina sa pripravila z produktu 27j podfa spdsobu z
Prikladu 1 Krok J. Rychla chromatografia (3 az 6% MeOH/CH,Cl,) poskytla produkt
27k (69 %) ako zmes diastereomérov. '

Krok K

O/\/O>\O
o /N OH o) CHa
H j
N\rJngij*ﬂ/n H\v/ﬂ‘N Nty ———>
s fe) H
J
(27%)
O/\/>\
25 )
o /N o) 0 CH3
H H |
N\_)LOYN&H\)LN L
5 H
G

(27n0)

%

N
N
s

H o) H o) 0
PR Nﬁndn o
CHs

@ .
(278)

Z—0
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Pozadovana zli&enina sa pripravila z produktu 27k podifa sp6sobu z
Prikladu 1 Krok K. Rychla chromatografia (2 to 5% MeOH/CH.CI.) poskytla Cisté
produkty 27A a 27B.

Priklad 28
Priprava zla€eniny 28
O/\/X
s
o /N 0 O
LI o
z O

[::] CHs (28A)
o /N 0 0
J
CHs

(28B)
Krok A

4T |
L0 NS OH . o
N : @(OH + HCI'HZNﬁYN\)LH j<
o = o) O o)
O

(27)) | (8)

/D |
[E; 2 o
0 /N OH 0
> H b H
N\?JLfgt]\n,N N\V/M\N ch<:
o A 0 o Ho o
[::] CHa

(28a)
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Pozadovana zluCenina sa pripravila z produktu 27j podfa spdsobu z
Prikladu 2 Krok A. Rychla chromatografia (3 az 6% MeOH/CH,Cl,) poskytla produkt

28a (50 %) ako zmes neoddelitelnych diastereomérov,

Krok B

(28B)

Pozadovana zluCenina sa pripravila z produktu 28a podfa spdsobu z
Prikladu 2 Krok B. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH,Cl;) poskytla produkt
28A a 28B.



Priklad 29

Priprava zlt€eniny 29

§ o)
H H H
N _
K @Nﬁﬁ/h’\i” OH

Krok A

PoZadovana zlu¢enina 29A sa pripravila z produktu 28A podfa spdsobu z
Prikladu 3 Krok A.



Krok B

Q:J\O\r i “\ig‘% ,\’

(28A)
/\/?>§Q
o/ 0
o & 0 0 H
O CHs,

(29A)
Pozadovana zluGenina 29B sa pripravila z produktu 28B podla spdsobu z
Prikladu 3 Krok A.

Priklad 30
Priprava zlu¢eniny 30

Krok A

s =
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Ph/\o/\xo

Ph/\oj)\N OMe
(30c)

Do roztoku Cbz-HYP-OMe (30a) (3,0 g, 10,7 mmol) a 4-benzyloxy-2-metyl-
1-buténu 30b (5,30 g, 30,0 mmol) v bezvodom CH,Cl, (80 ml) pri 0 °C C sa pridal
trifluérbor-dietyléterat (0,25 mil, 1,97 mmol). Vysledna zmes sa premieSavala pri
laboratornej teplote pocas noci (18 hodin). Pridal sa nasyteny roztok hydrogen-
uhliitanu sodného (30 ml), sofanka (50 ml) a EtOAc (300 mi) a vrstvy sa oddelili.
Vodny roztok sa extrahoval s EtOAc (2x 100 ml) a spojeny organicky roztok sa
vysusil (MgSO,), prefiltroval a skoncentroval sa za vakua, ¢im sa ziskal Zity olej.
Rychla chromatografia (5 az 20% EtOAc/CH,Cl,) pdskytla produkt 30c (2,00 g, 4,39

mmol, 41 %) ako olej.

Krok B

9 :
| o _ ;
Ph/\o,ll\Qn/OMe | H@“/OME
(30c) ° | (30d) °©

Pozadovana zli¢enina 30d sa pripravila z produktu 30c kvantitativne podra

o~

postupu z Prikladu 1 Krok G.

Krok C
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Pozadovana zlu¢enina 30e sa pripravila z produktu 30d a Boc-cyklohexyl-
glycin-OH podfa postupu z Prikladu 1 Krok D. Rychla chromatografia (3 az 5%
MeOH/CH_ClI;) poskytia produkt 30e (61 %).

Krok D

\

HO/\><‘\ ' Aco/\X

0 (@]

0] —_— O :
>|/OYH \s)J\()\(OMe HCI~H2N\§)]\N _OMe
0 O
(30¢) (30r)

Roztok 30e a 2 mol/l HCI v dioxane a EtOAc (1:1) sa premieSaval pri
laboratérnej teplote 3 hodiny, po ¢om sa skoncentroval za vakua. Produkt sa pouZzil

v nasledujucej reakcii bez dalSieho istenia.

Krok E

X A
AcO™ 0 OH
o / ' 0
v S on NVL{);WOMG
g o)

O O

(30f) (30g)

Pozadovana zlu€enina 30g sa pripravila z produktu 30f podia postupu z
Prikladu 1 Krok F. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH,Cl,) poskytla produkt
30g; (48 %, 2 kroky).

Krok F
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ACO/\,BQ:‘\ HO o
: OH

OH o |
o/ 0
H ——— H
N\/U\NQ’ rOMe > N\)J\@(om
Q = QO ¥e) z 0 i
O (30g) O (30h)
Zmes 30g (700 mg, 1,28 mmol) a uhli¢itanu draselného (530 mg, 3,84
mmol) v bezvodom metanole (80 ml) sa prudko premieSavala pri laboratérnej
teplote. Postup reakcie bol monitorovany pomocou TLC. Po 3 hodinach sa zmes
skoncentrovala za vakua pred pridanim EtOAc (200 ml) a vody (100 ml) a vrstvy sa
oddelili. Vodny roztok sa extrahoval s EtOAc (2x 100 ml). Organické roztoky sa

spojili, vysusili sa (MgSQs), prefiltrovali a skoncentrovali sa za vakua. Produkt sa

pouZil v nasledujucej reakcii bez dalSieho Cistenia.

Krok G

( 30n) (30i)
Pozadovana zli¢enina 30i sa pripravila z produktu 30h podfa postupu z
Prikiadu 1Krok H.

ﬁ\;k@gom - > Eajj\éj\@(orl
@ O

(30i) (30)

Krok H
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_ Pozadovana zliCenina 30j sa pripravila z produktu 30i podfa postupu z
Prikladu 1 Krok 1 (23 %, 3 kroky).

Krok | :

CHs

/\J.\\\\CH3
O
; OH 0O CH
0] H i 3
H ICl
N\) kN(l’(OH o O N\)J\}fj N\CHa
- o 0 0
ol

(30j> (A\)

O
X 0 </\> OH 0 CH
———i H o H H 3
N N
ey AN e
0O A_ O 0 Ho o
O CHa

(30k)

PozZadovana zlu€enina sa pripravila z produktu 30j podfa postupu z Prikladu
1 Krok J. Rychla chromatografia (3 az 6% MeOH/CH,CI;) poskytla produkt 30k (58
%).

Krok J
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=

(30)

Pozadovana zluc¢enina 30 sa pripravila z produktu 30k podfa postupu z
Prikladu 1 Krok K. Rychla chromatografia (3 az 5% MeOH/CH.CI,) poskytla produkt

30 ako zmes neoddelitelnych diastereomérov.

Priklad 31
Priprava zla¢eniny 31

Krok A
CHs |
' ,.\\CH3 )
O
3 - OH o)
0 H
Qo o e LI T
- N O 0
o = o _
O

(30)) (8)
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HaC

/\)\“:Hs
— O H\kaYH °”O ULN e
O

CH,
(31a)

Pozadovana zlicenina sa pripravila z produktu 30j a B podla postupu z
Pnkladu 1 Krok 4. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH,Cl,) poskytla produkt
31a (73 %).

Krok B
Q:VLQ( ﬁw -
(31a)
Q:J@f ﬁ%’v“%

(31)
Pozadovana zlGiCenina sa pripravila z produktu 31a podfa postupu z
Prikladu 1 Krok K. Rychla chromatografia (2 az 5 %MeOH/CH.Cl,) poskytia produkt
31 ako zmes neoddelitelnych diastereomérov.
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Priklad 32

Priprava zlu¢eniny 32

H
|‘CH3

(32)

Krok A
HaC
\\CH3

%ULQK \&JL% —

(31)

«3H3

Q:VLOY ﬁ o

(32)
Pozadovana zli&enina 32 sa mdze pripravit z produktu 31 podfa postupu z
Prikladu 3 Krok A.

HiC

IZ

Priklad 33
Priprava zlugeniny 33



H,CO c{r_j\\\o

H,CO. o/_\\Q
o/ 0 o) GHs
H : N Ha
ol o} o

(338)
Krok A
HO H MeO OH
-
COsMe COMe
(332 (33b)

. Suspenzia metyl-3,5-dihydroxyfenyloctanu (33a) (5,0 g, 27,4 mmol) metyl-
jodidu (4,6 g, 32,9 mmol), uhli¢itanu draseiného (5,69 g, 41,2 mmol) v DMF (30 ml)

sa zahrievala na 55 °C a premieSavala poCas noci. Po ochladeni na laboratérnu

teplotu sa pridali nasyteny vodny .roztok hydrogenuhlicitanu sodného (100 ml) a
EtOAc (200 ml) a vrstvy sa oddelili. Vodny roztok sa extrahoval s EtOAc (2x 100
ml). Spojeny organicky roztok sa vysusil (MgSQ,), prefiltroval a skoncentroval sa za
vakua. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH,Cl;) poskytla produkt 33b (1,11

g, 29 %) ako bielu kvapalinu.

Krok B
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MeO OH MeO. H

CO,Me O.H

(33b)  (33¢)

Vodny roztok hydroxidu litneho (0,342 g v 10 ml H,O) sa pridal do roztoku
metylesteru 33b v THF (10 ml) a metanolu (10 ml) pri laboratérnej teplote Postup
reakcie bol monitorovany pomocou TLC. Po 4 hodinach sa prchavé latky odstranili
za véakua, pridal sa EtOAc (150 ml) a voda (30 ml) a vodny roztok sa okyslil na pH 1
a nasytil tuhym chloridom sodnym. Po separacii vrstiev sa vodna vrstva extrahovala
EtOAc (2x 150 ml). Organické roztoky sa spojili, vysusili sa siranom sodnym,

prefiltrovali a skoncentrovali sa za vakua, &im sa ziskal produkt 33c (1,6 g).

Krok C
Ph/\o
MeO. H : : Y
0] H 0
> () O
(33c)

() (33d)

PoZadovana zluCenina 33d sa pripravila z produktu 33c a 1f podla postupu
z Prikladu 1 Krok F. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH2CI'2) poskytla
produkt 33d v 90% vytazku.

Krok D

HO
PN
OH/\/\O MeO ;\/\)

MeO.
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PozZzadovana zliCenina 33e sa pripravila z produktu 33d podfa postupu z
Prikladu 1 Krok G. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH,Cl;) poskytla produkt

33e v 56% vytazku.

Krok E

OH MeO
MeO - <
H 0] H 0
g N Me
O O 0] O O

(33e) (33f)

Pozadovana zlu¢enina 33f sa pripravila z produktu 33e podla postupu z
Prikladu 1 Krok H. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH/CH,Clz) poskytla produkt

33e ako zmes s trifenyifosfinoxidom, ktord sa pouzila v nasledujucej reakcii bez

dalSieho distenia.

Krok F

MeO o/\/\Q MeO 0/\/\0

H\éﬁ\{l(owle | ‘ . H\:/ICJ)\NQKOH
o O

(33f) (339)

Y

Pozadovana zlGCenina 33g sa pripravila z produktu 33f v 45% vytazku (2

kroky) podla postupu z Prikladu 1 Krok |I.

Krok G
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OH ., o CHy
+ HCIHN H\V/H\N Ny,
' 3
S o) H 0
CHy
(A)

MeO. O/\/\

Y
o
paan
O
O
ZT
a
ZT
I=
o
OF—
I
w

Pozadovana zlu¢enina 33h sa pripravila z produktu 33g a A podla postupu
Z Prikiadu 1 Krok J.

Krok H

MeO /\/\Q
H H
H 3
N\i&(“ H\j\ . f(\FJ\‘ S
Y N N CHs
o 0 o H o 5
O CH3 .

(33h)




Pozadované zla¢eniny sa pripravili z produktu 33h pc_)dl’a postupu z Prikladu
1 Krok K.

Priklad 34

Priprava zlu¢eniny 34

H3CO c{_'—\\o



-182 -

Pozadovana zli¢enina 34a sa pripravila podfa spésobu z Prikladu 1 Krok J,
s vynimkou nahradenia aminu B za amin A. Produkt sa ziskal ako zmes

neoddelitelnych diastereomeérov.

Krok B

MeO C/\\/A\

gﬂl« Ugf%

(34)

Pozadovana zliéenina sa pripravila z produktu 34a podla spdsobu z
Prikladu 1 Krok K. '

Priklad 35
Priprava zlG&eniny 35

et N
[::] CHy

(35)
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Krok A

O 2 (@] O
O CHs
34
MeO. /\/\O
o/ o o) .
H H H
; fN‘gjl‘N N\/ﬂ\ﬁ OH
o i 0 o) o
O CH3

35

PoZadovana zli¢enina 35 sa pripravila z produktu 34 podfa spdsobu z
Prikladu 3 Krok A.

Priklad 36

Priprava zlu¢eniny 36

Krok A

oo'Bu

(36a) (36b)
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Roztok terc-butyl-fosfonacetatu (15,1 g, 50,0 mmol) v suchom THF sa
ochladil na 0 °C a potom sa nanho pdsobilo NaH (60%, 2,5 g, 62,5 mmol, 1,25
ekvivalentu) a zmes sa premieSavala 20 minat. Na reakénu zmes sa pdsobilo 2-
pentanénom (4,3 g, 50 mmol) a premieSavala sa pri laboratornej teplote 24 hodin.
Reaké’;hé zmes sa zriedila vodnym roztokom NaHCOs a extrahovala sa .db‘éteru (3x
100 ml). Spojené éterové vrstvy sa extrahovali sofankou, vysusili sa (MgSOa),
skoncentrovali sa za vakua a destilovali, ¢im sa ziskalo 8,2 g (88 %) produktu 36b

(stereochemicky pomer 2:1).

Krok B

t
COOBu COO0'Bu

» (0

(36b) ( 36¢)

Roztok 36b (5,0 g, 27,1 mmol) sa rozpustil v dichléretane a potom sa nan
pdsobilo 4,4'-tiobis-(2-terc-butyl-5-metylfenolom) (100 mg) a MCPBA (60 az 80%,
7,76 g, 27,1 mmol) a zahrieval sa pod refluxom poc€as 4 hodin. Reak¢éna zmes sa
skoncentrovala za vakua a zvy$ok sa zriedil éterom (200 ml). Eterova vrstva sa
premyla dvakrat nasytenym vodnym roztokom Na;S;03, vodnym roztokom NaOH a
sofankou (100 ml). Reak&na zmes sa skoncentrovala za vakua, ¢im sa ziskalo 4,2 g

(77 %) produktu 36¢, ktbry sa pouzil bez upravy v nasledujucom kroku.

COO'BU
> coOBu *+ COO'Bu
0 Ny v HO
OH N

(36¢c) (36d) (36d")

Krok C

Na roztok epoxidu (4,0 g, 18,4 mmol) v suchom etanole (100 mi) sa
posobilo NaN; (12 g, 184 mmol) a NH4CI (9,6 g, 184 mmol) a zmes sa zahrievala
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pod refluxom poc¢as 36 hodin. Reakéné zmes sa zriedila vodou a reakéna zmes sa
extrahovala éterom (300 ml). Spojené organické vrstvy sa vysuSili s Na;SO4 a
skoncentrovali. ZvySok sa Cistil pomocou SiO, chromatografie (EtOAc/hexan 1:19),
&im sa,ziskalo 1,1 g (28 %) produktu 36d a 731 mg (18 %) produktu 36d' ako
bezfarebna kvapalina. | o | |

Krok D
s
; coolay ~ ot COO'Bu
3 .
OH OH
(36d) | (36e)

Roztok azidu 36d (2,1 g, 8,7 mmol) sa rozpustil v CH3;0H (100 ml) a potom
sa posobilo Pd/C (50 mg) a zmes sa hydrogenovala (276 kPa (40 psi)) 24 hodin.
ReakEna zmes sa prefiltrovala cez vrstvu Celite a filtrat sa skoncentroval za vakua.
Zvy3ok sa pouzil v nasledujlcej reakcii bez dalSieho Cistenia.

Roztok Cbz-Ci (1,48 g, 8,7 mmol, 1,23 ml) sa pridal po kvapkach do zmesi
aminu a EtsN (878 mg, 1,25 ml) pri -78 °C v CH,Cl, (30 ml). Reakéna zmes sa
zahriala na laboratornu teplotu a skoncentrovala za vakua. ZvySok sa chromato-
grafoval na SiO2 (EtOAc/hexan 8:2), ¢im sa ziskal produkt 36e (450 mg, 15 %) ako
bezfarebna tuha latka. :

Krok E

0 H (0]

CbzH CO0Ru CbzH N/YN\/ILI\I/

-

OH : OH H o 2
(36e) (36f) @

Roztok produktu 36e (450 mg, 1,29 mmol) v CHaCI/TFA (10 ml, 1:1) sa

premieSaval pri laboratérnej teplote pocas 4 hodin. Reakéna zmes sa

skoncentrovala za vakua, ¢im sa ziskala kyselina (250 mg), ktora sa pouzila v

nasledujicom kroku bez dalSieho Cistenia.
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Kyselina ziskana hydrolyzou produktu 36e sa rozpustila v CH,Cl, (10 ml) pri
-20 °C a potom sa na fiu posobilo H-glycyl-fenylglycyl-N(CH3)2 (281 mg, 0,93 mmol),
HOOBt (208 mg, 1,27 mmol, 1,25 ekvivalentu) EDCI (244 mg, 1,27 mmol) a NMM
(343 mg, 3,4 mmol, 490 pi). Reaké&na zmes sa uskladnila v mraznicke na 24 hodin a
potom sa zriedilla' vodnym roztokom HCI l(1 mdlll, 50 ml). Reak&na zmes sa
extrahovala CH,Cl, (3x 50 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali vodnym
roztokom HCI (1 mol/l, 100 mi), vodnym NaHCO3; (1 mol/l, 100 ml), solankou (100
mi), vysusili sa (MgSOQ,), prefiltrovali a skoncentrovali sa za vakua a
chromatografovali na SiO- (acetén/hexény 1:3), €im sa ziskal produkt 36f (330 mg,
75 %) ako bezfarebna tuha latka.

.Krok F

- o H O o H
ChbzH N/\n/N\)I\‘( > Hz?é\:/\[g'\l\/u\

o
N7
oH H 0 5 |
( 36f) @ (369) @

Roztok 36f sa rozpustil v CH30H (20 ml) a potom sa nart pdsobilo Pd/C

(10% (mol.), 20 mg). Reakéna zmes sa hydrogenovala pri 276 kPa (40 psi) 12
hodin. Reakéna zmes sa prefiltrovala cez vrstvu Celite a filtrat sa skoncentroval za

vakua a priamo pouzil v nasledujucom kroku.

Krok G



- 187 -

(36h)

Ocakavany produkt 36h sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade |
Krok J. Kopulovany material sa pouzil priamo v nasledujucom kroku na syntézu
zla&enin 36A a 36B.

Krok H
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PoZzadované produkty 36A a 368 sa ziskali pomocou oxndacneho postupu
opisaného skor v Priklade 1 Krok K.

Priklad 37

Priprava zlG&eniny 37

QP
0 O O
H H
N
N 0 o Ho 8
0

Krok A
O A

HaN, B“j:::]/S“NH
[[:>\0020H3 EEm— C]\j)\COZCH3
oo DA

(Fy (s72)

Do studeného (0 °C) roztoku F (2,3 g, 9,43 mmol) v dichlérmetane (20 ml)
sa pridal trietylamin (3,97 ml, 28,28 mmol), DMAP (niekolko kryStélov) a 3-brom-
benzénsulfonylchlorid (3,61 g, 14,14 mmol).” Reakéna zmes sa nechala stat v
chladnitke (0 °C az 5 °C) pofas noci. Reakénd zmes sa premyla nasytenym
NaHCO3;, a 10% roztokom kyseliny citrénovej. Organicka vrstva sa vysusila
(Na;SQ4) a skoncentrovala sa. ZvySok sa &istil pomocou rychlej chromatografie

pouzitim zmesi 95/5 az 90/10 dichlérmetan/EtOAc, &im sa ziskalo 2,7 g (62%
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vytazok) produktu 37a HRMS (FAB) vypocitané pre C47H24N20SBr: 465,0518
(M+H)*. Najdené: 465,0497.

Krok B
QA

B\©/8\NJZ—)\ B\©O)\S?N/!ﬂ

N COCH;  ————> BN
N7 “CO2CH3
HCI

(37a) (37b)

PoZadovany produkt 37b sa ziskal pomocou spbésobu opisaného v Priklade
1 Krok C. Surovy material sa pouzil v nasledujicom kroku bez Cistenia.

Krok C

B Z
B o‘\SéJN,H \©/ N"z_)\
\©/ L—>\ b N CO2CH3
NCocHs >(°\[(N\,/Ko
O

H.HCI
(37b)

Pozadovany produkt 37c¢ sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok D v 97% vytazku. Tento material po spracovani bol dostatocne ¢isty na to,

aby sa preniesol dalej.

Krok D -
N O
Br : \'Sé)N.i'l B!\©/5\N<H
[;}\cozcm q)\co CHg
- TH\/QO —_— HCLHAN. A

(37¢) (37d)
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Pozadovany produkt 37d sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade
1 Krok E. Surovy material sa pouzil v nasledujucom kroku bez gistenia.

Krok E
B W
,

\Nﬁ Br\©/s \N«H
qB\COZCH 3 N
H
HCLH ZN\/gO —_— M/YN\AO

O e

(37d) | (37¢)
- Pozadovany produkt 37e sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade
1 Krok F pouZitim kyseliny penténovej ako kopula&ného partnera. Cistenie zvysku
pomocou kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 90/10 aZ 80/20 dichlor-
metan/EtOAc poskytlo 35% vytaZzok produktu 37e. HRMS (FAB) vypoditané pre
Ca2sHasN30sSBr: 586,1409 (M+H)". Najdené: 586,1423.

Krok F

(37e) | (37f)

Do premie$avaného roztoku produktu 37e (660 mg, 1,13 mmol) v DMF (10
ml) pod dusikovou atmosférou sa pridal trietylamin (3,61 ml, 32,77 mmol), uhli¢itan
draselny (780 mg, 5,65 mmol), tetrabutylaméniumbromid (730 mg, 2,26 mmol), a
octan paladnaty (33 mg, 0,15 mmol). Zmes sa zahrievala pri 100 °C pocas 2 hodin.
Reak&na zmes sa ochladila na laboratérnu teplotu, zriedila EtOAc a premyla 5%
roztokom kyseliny fosfore¢nej. Organicka vrstva sa oddelila, vysusila sa (Na;SO4) a
skoncentrovala, ¢im sa ziskalo 280 mg (49% vytazok) produktu 37f ako zmes
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diastereomérov. Tento material bol dostatone Cisty na to, aby sa preniesol do

nasledujiceho kroku. HRMS (FAB) vypogitané pre CzsHasN3OgS: 504,2168 (M+H)".
Najdené: 504,2155.

Krok G
Oy P
S‘N)j S‘N,H
| H [;;&\CozCHa COZCH3
N —
o
(371) ' (379)

Pozadovany produkt 37g sa ziskal pomocou hydrogena&ného postupu
opisaného v Priklade 1 Krok 6 v 73% vytazku. Tento material bol dostatocne Cisty

pre dalsie $tadium . HRMS (FAB) vypogitané pre CasHasN306S: 506,2325 (M+H)".
Najdené: 506,2314.

Krok H
QAP %P
v N
QC02CH3 - H QCCzH
N N
0O O
(379) ~ (37h)

Pozadovany produkt 37h sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade

1 Krok H v 84% vytazku. HRMS (FAB) vypocitané pre Co4H3sN3OeS: 492,2168
(M+H)". Najdené: 492,2175.

Krok |
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%Sg;ﬁ
H COH 4+ HCLHN N\)L
N
o)
: .
. (Bv
(37h)
QP
é :”ﬂ OH
> ' %%QJLN
§ 0 0 Ho o
0
o)
(37i)

O'éakévany produkt 37i éa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade 2
Krok a v 90% vytazku. Surovy material bol dostatocne Cisty pre dalSie Studium.
HRMS (FAB) vypogitané pre Cy4Hes3sNeO10S: 867,4326 (M+H)". Najdené: 867,4342.

Krok J
Y P

\Nﬁ
g (31)

% %ﬁ
P

IZ

K




(37B)

Pozadované materialy 37A a 37B boli syntetizované pomocou oxidaéného
postupu opisaného v Priklade 2 Krok B. Cistenie zvy$ku pouzitim zmesi 98/2 az
96/4 dichlormetan/MeOH poskytlo produkt 37A (61 %, menej polarny) a 37B (15 %,
polarnejsi) ako zmes diastereomérov. HRMS (FAB) vypoditané pre CassHs1NsO10S:
865,4170 (M+H)". Najdené: 865,4190 (37A), 865,4181 (37B).

Priklad 38

Priprava zlG¢eniny 38
OY rUL on
o

(38A)

0
OY N\)LN on
H 0]

O

(38B)
Krok A

<!!§f%‘éi&, | F;iii/
o @r’jkngl K

(37A)
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\ S\NH
“jru :
5 (38R)

Pozadovany material 38A sa syntetizoval tak, ako je opisané v Priklade 3
Krok A v 91% vytazku. |

Krok B

\NH
Top M%
sl

PoZadovany material 38B sa syntetizoval tak, ako je opisané v Priklade 3
Krok A v 83% vytazku. HRMS (FAB) vypogitané pre CaoHssNgO10S: 809,3544
(M+H)". Najdené: 809,3547.
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Priklad 39
Priprava zlu€eniny 39
0
O“S"—Nﬁ
L O O
H H
N .
S, K
N 0. 0 H 8
0
(39)

Krok A

02
HoN, | SNH
BN 0 BN

>l\ /[L COch 3 —— ! >L N COzCH3
o o/ko -

(F) (39a)

PoZadovany produkt 39a sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
37 Krok A pouzitim pipsyl-chloridu namiesto 3-brémbenzénsulfonylchloridu.
Cistenie zvySku pomocou kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 95/5 az 90/10
dichlormetan/EtOAc poskytlo 75% vytazok produktu 39a. HRMS (FAB) vypocitané
pre C17H24N206S1: 511,0400 (M+H)". Najdené: 511,0386. |

Krok B

Oy P
oS a3
[} \M__’
. @” .
N~ CO.CH I —
S e | SN COCH3
o~ Yo HCI

(392) (39b)

Pozadovany produkt 39b sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

1 Krok C. Surovy material sa pouzil v nasledujicom kroku bez &istenia.
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Krok C

% Iog
SN
& A—>\c:o?_c;Ha

'O/ %oy_cm - X N \_/Ko

' 0
(39b) O (39¢c)

Pozadovany produkt 39¢ sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok D. Cistenie zvysku pomocou kolénovej chromatografie pouzitim zmesi 90/10
az 80/20 dichlormetan/EtOAc poskytlo 68% vytazok produktu 39c. HRMS (FAB)
vypotitané pre CasH3N307SI: 650,1397 (M+H)". Najdené: 650,1398.

Krok D

/P
~NH
' (N)\COZCH3 O C—)\cozcm
XOTQS/J\O e HCleN\/k
o : :
O (39c) O (39d)

Pozadovany produkt 39d sa ziskal pomocou spdsobu opisaného pre

Priklad 11 Krok E. Surovy material sa pouzil v nasledujicom kroku bez Cistenia.

Krok E

ot o™
' BN ‘ CO,CH3

N” "CO.CH3 | N
ClLH
H oN ' Z :

A 0

(39d) (39e)
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Pozadovany produkt 39e sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok F pouZitim kyseliny penténovej ako kopula&éného partnera. Gistenie zvysku
pomocou kolénovej chromatografie pouzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/MeOH
'poskyﬂo 76% vytaZzok prod'uktu 39%e.

O\COZCHa COzCH3

Krok F

° i)
(39¢) (39f)

Pozadovany produkt 39f sa ziskal pomocou spdsobu opisaného pre Priklad

37 Krok F. Cistenie zvy$ku pomocou kolonovej chromatografie pouzitim zmesi 98/2

dichlérmetan/MeOH poskytlo 28% vytazok produktu 39f ako zmes diastereomérov.
" HRMS (FAB) vypotitané pre CasHasN306S: 504,2168 (M+H)*. Najdené: 504,2160.

Krok G
o\\sf/
g( CO,CH3 [ ; COZCH3
(39f) (399)

Pozadovany produkt 39g sa ziskal pomocou hydrogenaéného postupu
opisaného v Priklade 1 Krok G v 84% vytazku. Tento material bol dostatoéne Gisty
pre dalSie studium . HRMS (FAB) Vypocitané pre CpsH3sN306S: 506,2325 (M+H)",
Najdené: 506,2314.
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Krok H
O\\ 7 - O
- Ox - NH
g ) os y Q\cozH
0 > N 0
0 0
(39g) (39h)

Pozadovany produkt 39h sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok H v kvantitativnom vytazku. HRMS (FAB) vypocitané pre C24H3sN30sS:
492,2168 (M+H)+. Najdené: 492,2175.

Krok |
O“£I\L_}:l
[\ -
' N"TCOH  Hol HoN N\V/H\N Ck1<:
0 o} Ho 6
o)
(39n)
OQé?NH OH 0
. A A
H
NG A © 0 o)
0

(391)
Ocakavany produkt 39i sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 2
Krok A v 36% vytazku. Surovy material bol dostatocne Cisty pre dalsie Studium.
HRMS (FAB) vypogitané pre CssHgsNsO10S: 867,4326 (M+H)". Najdené: 867,4342.
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Krok J

O\//
NH(_>\rrH OH H\/?L'
N 'N
0 (39i)
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| | v 9 \/U\
N N OW<
5 (39)

PoZadovany material 39 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
v Priklade 2 Krok B. Cistenie zvysku pouzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/MeOH
poskytlo produkt 39 v 24% vytazku ako zmes diastereomérov. HRMS (FAB)
vypocitané pre CssHgiNeO10S: 865,4170 (M+H)". Najdené: 865A181.

Priklad 40

Priprava ziu¢eniny 40

0
Os¢np
' H G u ¢
. [;me/m N\/JLm OH
N 0 0 0
0
(40)

Krok A
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(40)
Pozadovany material 40 sa ziskal pomocou postupu opisaného pre Priklad

3 Krok A v 93% vytazku ako zmes diastereomérov. HRMS '(FAB) vypocitané pre
CaoHs3NgO10S: 809,3544 (M+H)". Najdené: 809,3544.

Priklad 41 -
Priprava zli&eniny 41
Y
S\N!:i
N N O
H H \|<
0] 6]
N 0 O
0 .
(41)
‘Krok A
QP
O o
1
N7 CO,CH, ' ! (,\}\cozcm
HCIHoN
2 \/% .~ y N
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Do 25 ml pridavacieho lievika sa dal benzén (5 ml), DMF (0,32 ml, 4,1
mmol) a tionylchlorid (0,33 ml, 4,56 mmol). Po 5 minat sa zjavili dve vrstvy. Spodna
vrstva sa oddelila a pridala pomaly do ochladeného (0 az 5 °C) roztoku kyseliny
akrylovej (0,19 ml, 2,8 mmol) v dichlérmetane. Zmes sa udrziavala pri tejto teplote !
po&as 10 min(t. Potom sa pridal trietylamin (0,77 ml, 5,5 mmol), po éom naslédoVal
produkt 39d (1,13 g, 2,1 mmol). Reakéna zmes sa zahriala na okolitu teplotu pocas
5 hodin a reakcia sa zastavila nasytenym NaHCOQOj. Organicka vrstva sa oddelila,
premyla 5% roztokom H3PO4 a sofankou. Dichlérmetanova vrstva sa vysusila
(NazS0;), a skoncentrovala. Surovy material sa gistil pomocou rychlej kolénove;
chromatografie pouzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/MeOH, ¢im sa ziskalo 870 mg
produktu 41a (67% vytazok). HRMS (FAB) vypocitané pre Co3H31N3OeSI: 604,0978
(M+H)". Najdené: 604,0964.

o e
[—)\COZCH;, Cochs
° O
(41a) (41b)

Pozadovany produkt 41b sa ziskal pomocou sp&sobu opisaného v Priklade

Krok B
o\/

37, Krok F. ZvySok sa Cgistil pouzitim 97/3 dichlérmetan/MeOH, &im poskytol
produkt 41b v 26% vytazku. HRMS (FAB) Vypoéitané pre Cp3H3oN306S: 476,1855
(M+H)*. Najdené: 476,1858.

Krok C

O\// O\//

COch 3 é COZCH 3

(41b) (41¢)
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Pozadovany produkt 41c sa ziskal pomocou hydrogenacného spdsobu
opisaného pre Priklad 1 Krok D v 75% vytazku. Tento material bol dostatogne Cisty

pre dalSie stadium.

Krok D
Oy /, O\\ Z
coch3 COZH
(41¢) (41d)

Pozadovany produkt 41d sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

1 Krok E. Surovy material sa pouzil v nasledujucom kroku bez €istenia.

Krok E
O /,
¢
COZH , Hat Hsz‘/Kg/ﬁ\)\N \ﬁ
H
(41d)
Oso?
“ OH

H H

Q\D/N N\/U\ﬁ O\K
> H 0 0 0
(a1e)

Ocgakéavany produkt 41e sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 2
Krok A v 63% vytazku. Surovy material bol dostatocne &isty pre dalSie Stadium.
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Krok F
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(41)

Pozadovany material 41 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
v Priklade 2 Krok B. Cistenie zvyS$ku pouZitim zmesi 98/2 az 95/5 dichlérmetan/-
MeOH poskytio produkt 41 v 52% vytazku ako zmes diastereomérov.

Priklad 42

Priprava zliceniny 42

O*s’g
N 0 0

H H
N N OH

H Ow( Jku
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o
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Krok A
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' H ¢ H
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(42)

Pozadovany material 42 sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade 3
Krok A v kvantitativnom vytazku ako zmes diastereomérov. HRMS (FAB)
vypoditané pre CagHagNs010S: 781,3231 (M+H)". Najdené: 781,3233.

Priklad 43

Priprava zli¢eniny 43

(\| SO,Ph

ZT
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z
P
/
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Krok A
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A
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Do studeného (0 °C) roztoku F (5,4 g, 22,1 mmol) v dichlormetane (50 ml)
sa pridal trietylamin (6,8 ml, 48,6 mmol), DMAP (niekofko krystalov) a benzén-
sulfonylchlorid (3,29 g, 24,1 mmol). Reakéné zmes sa nechala stat v chladnicke (0
az 5 °C) pocas noci. Reakéna zmes sa premyla nasytenym roztokom NaHCO; a
10% roztokom kyseliny citrénovej. Organicka vrstva sa vysdéila (NazS0y) a
skoncentrovala. ZvySok sa Cistil pomocou rychlej chromatografie pouzitim zmesi
95/5 dichlérmetan/EtOAc, &im sa ziskalo 5,0 g (59% vytaZok) produktu 43a.

Krok B

=0

QL

=

BN c (X
) i — 7 Ny pocHs
O O

(a432) (43b)

o

Pozadovany produkt 43b sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade

1 Krok C. Surovy material sa pouzil v nasledujicom kroku bez §istenia.

Krok C

C Loy o
%’N«. » Q\cozcm
0

QCOZCHs >|/O\g’“\/k0

H.HCI E-
(43b) O (43c)

PoZadovany produkt 43c sa ziskal pomocou spbsobu opisaného v Priklade
1 Krok C. Cistenie zvySku pomocou kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 99/1
dichlérmetan/MeOH poskytlo 60% vytazok produktu 43c.

Krok D
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(43c) (43d)

Plynny argdn sa prebublaval cez studeny (0 °C) roztok produktu 43¢ (1,72
g, 3,28 mmol) v dichlérmetane (40 ml) podas 20 aZ 30 minGt. Pridal sa ADDP (2,5
g, 9,84 mmol), po ¢om nasledoval trifenylfosfin (2,6 g, 9,84 mmol) a 3-benzyl-
oxypropanol (0,57 ml, 3,61 mmol). Reakéna zmes sa zahriala na okolitd teplotu a
nechala sa stat po¢as 2 dni. Reakéna zmes sa skoncentrovala a pridal sa Et,O (50
ml). Vyzrazany tuhy material sa odfiltroval. Tato operacia sa opakovala dvakrat, ¢im
sa odstranila vacsina vedlajsich produktov. Filtrat sa skoncentroval a Cistil pomocou
rychlej chromatografie pouzitim zmesi 90/10 az 85/15 dichlérmetan/EtOAc, €im sa
ziskalo 330 mg produktu 43d. Ziskané vychodiskové materialy, spolu s trifenyl-
fosfinoxidom, sa znova podrobili vySSie opisanym podmienkam, ¢im sa ziskalo
dalSich 420 mg produktu 43d. Kombinovany vytazok = 34 %. HRMS (FAB)
vypoé&itané pre CasHsoN3OsS: 672,3319 (M+H)". Najdené: 672,3330.

Krok E

SO,Ph SOPh
BnO~M, BnO o~

: 1 "CO,CH3 &002(5*"3
— o Hcl HZN\_/ILO

O QO
(43d) (43e)

Pozadovany produkt 43e sa ziskal pomocou spOsobu opisaného pre

Priklad 1 Krok E. Surovy produkt sa preniesol do nasledujuceho kroku.
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Krok F

(43e) (43f)
Pozadovana zlicenina 43f sa pripravila pomocou postupu opisaného v

Priklade 1 Krok F. Cistenie pomocou rychlej chromatografie sa uskutoénilo so
2mesou 60/40 az 50/50 dichlérmetan/EtOAc, &im sa ziskal produkt 43f v
kvantitativnom vytazku. HRMS (FAB) vypocitané pre CzgHsgN3OgS: 706,3162
(M+H)'. Najdené: 706,3157.

Krok G

(43f) (439)
Pozadovany produkt 43g sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade

1 Krok G. Tento material bol dostatoéne Cisty pre dalsie Stadium.

Krok H
SO,Ph
HO_~_N '/\'N:sozph
H N~ "COzCH3 H N” "CO.CH3

HO Ao .

(439) (43h)
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Pozadovany produkt 43h sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok H. Po ukongeni reakcie sa rozpﬂét’adld odparilo. Pridal sa Et;0O (50 ml) a
tuhé latky sa odfiltrovali. Filtrat sa skoncentroval a pridal sa Et;O/EtOAc (50 ml/50
ml). VyzraZzané tuhé latky sa odfiltrovali a filtrat sa skoncentroval. ZvySok sa Gistil-
pomocc')u rychlej chromatografie pouzitim zmesi 85/15 az 80/20 dichlérmetan/-
EtOAc, &im sa ziskal §isty produkt 43h v 20% vytazku. HRMS (FAB) vypocnane pre
Ca1 HaoN307S: 598,2587 (M+H)". Najdené: 598,2581.

Krok |
™ " osogen

N-SOzPh
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5 i | 0 :
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Ocakavany produkt 43i sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade 1
Krok | v 92% vytazku.

Krok J

(\l ~SO,Ph

N
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"0
®) -
O
(43i)
q,sqph
y OH 0
. NP AL A
H OO 0 0

) [ft] (43)
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PoZzadovany material 43j sa syntetizoval tak, ako je opisané v Priklade 1

Krok J. Surovy produkt bol dostato¢ne Cisty na to, aby sa prehiesol dale;j.

- Krok K -
N-SO2Ph

OY HVILN "

ﬁ\/j;oc> 0 0

0
O (43))

M !
N-SOzPh
K 0 0 l

Yy

H\{Jti)o 0 0

0
[::j (43)

Ocakavany produkt 43 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného

ZT

ptns
zT
=
=z
/

skoér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej koldénovej chromatografie
pouzitim zmesi 97/3 dichlormetan/MeOH poskytlo produkt 43 ako zmes diastereo-
mérov. Kombinovany vytazok = 60 % (pre 2 kroky). HRMS (FAB) vypoditané pre
© CygHs2N7010S: 928,4279 (M+H)". Najdené: 928,4290.

Priklad 44

Priprava zlu¢eniny 44
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Krok A

L_)\COZCH3 - bl

(442)

Pozadovany produkt 44a sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok D pouzitim N-boc-terc-butylglycinu ako kopulatného partnera. Tento

material po spracovani bol dostatone d&isty na to, aby sa preniesol do

nasledujiceho kroku.

Krok B

Pozadovany produkt 44b sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

1 Krok E. Surovy material bol preneseny dalej bez Cistenia.
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B nO/\/\/O'- B nO/\/\/O

C)\COzCH 3

N
- ”0@\!(“\;/]%0
™ A

(44b) (44c)

PoZadovany produkt sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1
Krok F, pouzitim kyseliny 3-hydroxybenzoovej. Tento material sa ¢istil pomocou
rychlej kolonovej chromatografie pouzitim zmesi 85/15 az 65/35 dichlérmetan/etyl-
acetat, €im sa ziskal produkt 44c v 81% vytazku.

Krok D

(44c) (44d)

PoZzadovany produkt 44d sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

1 Krok G. ZvySok po spracovani bol dostato&ne Cisty na dalSie pouzitie.

Krok E

(44e>
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Pozadovany produkt 44e sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 -Krok H. Surovy zvySok sa po skoncentrovani rozpustil v zmesi hexany/EtOAc
(1/1) a tuhy material sa odfiltroval. Tato operacia sa uskutoCnila znova, ¢im sa
odstranila &ast vedrajsich produktov. Cistenie pomocou kolénove; chromatografie
pouzitim zmesi 80/20 dichlérmetén/EtOAc' poskytlo produkt 44e spolu s trifenyl-
fosfinoxidom. Tato zmes sa vzala do nasledujiceho kroku.

Krok F

C 44e) (44)
Pozadovany produkt 44f sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade

1 Krok |. Vytazok produktu 44f (pre 2 kroky) 11%.

Krok G

A °
© AN (A

C 44f)

(" d
g OH , 0
H H |
N Ay © 0 15

© /]\ (44g9)

y , Ho 0 I
! Q)\H/OH +  HCLHN N\)l\N N
H
N 0 0



-213 -

Ocakavany produkt 44g sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade
1 Krok J. Tento materidl po spracovani bol preneseny dalej do nasledujiceho

kroku.

- Krok H

© (44B)

Pozadované produkty 44A a 44B sa ziskali pomocou oxidaéného postupu
opisaného skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromato-
grafie pouZitim zmesi 97/3 az 96/4 dichlérmetan/metanol poskytlo rovnaké
mnoZzstva samostatnych izomérov 44A a 44B. Kombinovany vytaZok = 58 % (pre 2
kroky).
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Priklad 45
Priprava zlGCeniny 45

5 . .

0] o)

H "H
%N N A e,
H H
O N 0 o) (0]
iy
O -
(45)
Krok A
BnO™ ""OH

(45a)

—_—
+ Q\O/\/\O/\/\OB n
St >

0" "B,

Alkylacia 45a s 45b sa uskutocnila pouzitim postupu opisaného v Priklade 1
Krok A. Surovy produkt sa Cistil pouzitim 85/0/15 az 85/5/10 hexany/EtOAc/dichlor-
metan, ¢im sa ziskal produkt 45c v 37% vytazku. HRMS (FAB) vypocitané pre
CigH2604: 309,2066 (M+H)*. Najdené: 309,2060. ‘

Kka

Do roztoku 45¢ (4,8 g, 15,5 mmol) v MeOH (30 ml) sa pridal pyridinium p-
toluénsulfonat (780 mg, 3,1 mmol) a refluxoval sa poéas 3 hodin, ked sa vSetok
vychodiskovy material spotreboval. Reakéna zmes sa skoncentrovala. ZvySok sa
rozpustil v EtOAc, premyl nasytenym roztokom NaHCO;, vysusil sa (Na;SOs) a
organicka vrstva sa skoncentrovala, ¢im sa ziskalo 3,2 g produktu 45d (92%
vytazok). Tento materidl bol dostatoéne &isty pre dalSie $tadium . HRMS (FAB)
vypoditané pre Ci3H2105: 225,1491 (M+H)". Najdené: 225,1486.
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Krok C

O P
HO " o""""oBy —> /©/5 07NN o8
Br

. (45¢)
Pozadovany produkt 45e sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
10 Krok A pouZitim 45d ako vychodiskového materidlu. Surovy produkt sa Cistil
pouzitim zmesi 90/10 hexany/EtOAc, €im sa ziskal produkt 45e v 70% vytazku.
HRMS (FAB) vypoctitané pre CigH2405SBr: 443,0528 (M+H)'. Najdené: 443,0552.

Krok D

HO

(_XCOZH

>k)"Lo . o >
) * s an{; (:L)O\COZH

Os P l(45f)

PoZadovany produkt 45f sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok A pouzitim produktu 45e ako vychodiskového materialu. Surovy produkt sa

preniesol dalej bez Cistenia.

Krok E

) fjﬁb — S

(45f) (459)
PoZadovany produkt 45g sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
18 Krok B pouZitim produktu 45f ako vychodiskového materialu. ZvySok sa &istil
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pomocou rychlej chromatografie pouzitim zmesi 90/10 dichlérmetan/EtOAc, ¢im sa
ziskal produkt 45g v 61% vytazku (pre 2 kroky). HRMS (FAB) vypocitané pre
Ca7HasNO7: 494,3118 (M+H)". Najdené: 494,3107.

L rex f%ﬁ

(45g) (45h)

Krok F

Bn

Pozadovana zlG€enina 45h sa pripravila pomocou postupu opisaného v

Priklade 1 Krok C. Tento material bo! preneseny dalej.
Krok G
Q
BnO \/\/(\/ % '
(45h) : O (451Y)

Pozadovany produkt 45i sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade 1
Krok D. ZvySok sa cistil pomocou rychlej chromatografie pouZitim zmesi 90/10 az
85/15 dichlormetan/EtOAc, €im sa ziskal produkt 45i v 41% vytazku.

Krok H

et
) o RIS
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Pozadovany produkt 45j je ziskal pomocou hydrogena&ného postupu

opisaného skér v Priklade 1 Krok G.

Krok | !

o ((\/O ] o .,
XO\g/ﬁ\efEO\g j< - Hi;;iiﬁ Oj<
. O a5 O (45K)

Poiadovény produkt 45k sa ziskal pomocou postupu opisaného sk6r v
Priklade 1 Krok C.

Krok J

\/\/HCI. HzN\iﬁ/ T {:%
| O (45K) \g/O (48

Do studeného (0 °C) roztoku 45k v dichlérmeténe sa pridal trietylamin, po
c¢om nasledoval karbonyldiimidazol. Ocakava sa, Ze pomalé zahriatie na okolitu
teplotu poCas noci poskytne pozadovany produkt 45I. Tento produkt sa moze Gistit
pouzitim konvencnej rychlej kolénovej chromatografie, &im sa ziskal Gisty produkt
45|,

Krok K
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COF T
(ij (45) E:] (45m)

Pozadovany produkt 45m sa ziskal pomocou postupu opisaného skér v
Priklade 3 Krok A.

- Krok L

&

Q
- OH

“ O )
H
+ HCL HN
(N)\n/OH 2 N\/U\N
H o H

O
N (0]

o)
© E—] (45m) (a)
!
k OH 0
H H |
q}\(N N\)LN N
H H o J

O\gN : 0° @
O (45n)

Odakavany produkt 45n sa syntetizoval tak, ako je skor opisané pre Priklad
1 Krok J. | | | o

Krok M



Pozadovany produkt 45 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej koldénovej chromatografie
poskytlo Cisty produkt 45.

Priklad 46

Priprava zli¢eniny 46

&
% &Eﬁi
N N0 :
° A

(46

w‘p*“___, aos Ul

e

(462) (46b)

Krok A

Do roztoku 46a (10,0 g, 42,9 mmol) v dichlérmetane (100 ml) sa pridal BOP
(22,75 g, 51,5 mmol) a premieSaval sa pri laboratornej teplote 10 minut. Potom sa
pridal N, O-dimetylhydroxylamin hydrochlorid (4,18 g, 42,9 mmol), po &om
nasledoval trietylamin (18,1 ml, 128,7 mmol). Reakéna zmes sa premie$avala pri

okolitej teplote poCas 3 hodin a potom sa premyla s roztokom 3 mol/l HCI,
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nasytenym NaHCO; a sofankou. Organicka vrstva sa vysuSila (Na;SO,) a

skoncentrovala. Surovy material 46b sa pouZil v nasledujicom kroku bez &istenia.

Krok B

YT Ty

rd
(46b) (46c)

Do studeného (0 °C) roztoku produktu 46b v THF (60 ml) sa pridal roztok
LAH (1 mol/l v THF, 50 mi, 50 mmol) pod dusikovou atmosférou. Reakéna zmes sa
udrziavala 'pri' tejto teplote poCas 30 minut. Reakcia sa zastavila (bomal)'Im
pridavkom) 10% vodnym roztokom hydrogenfosforeénanu sodného (30 ml). Zmes
sa extrahovala s EtOAc dvakrat. Spojené organické vrstvy sa premyli s roztokom 3
mol/l HCI, nasytenym NaHCO; a solankou. EtOAc vrstva sa vysusila nad siranom
sodnym a skoncentrovala. ZvySok sa Cistii pomocou rychlej kolonove]
chromatografie pouzitim zmesi 10/90 az 30/70 EtOAc/dichlérmetan, ¢im sa ziskalo
4,2 g produktu 46c (45% vytazok - pre 2 kroky). HRMS (FAB) vypocitane pre
C1oH20NO3S: 234,1164 (M+H)'. Najdené: 234,1168.

oy
aras

(a6c) (46d)

Krok C

Do studeného (-15 °C) roztoku produktu 46¢ (4,2 g, 19,4 mmol) v dichlor-
metane sa pridala kyselina octova (2,14 ml, 38,8 mmol), po ¢om nasledoval metyl-
izokyanooctan (1,76 ml, 19,4 mmol). Reakéna zmes sa zahriala na laboratornu
teplotu a nechala stat poCas 16 hodin. Reakénd zmes sa zriedila s EtOAc a

premyla nasytenym roztokom NaHCOs, sofankou a vodou. Organicka vrstva sa
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vysudila (NaSO,;) a skoncentrovala. Cistenie pomocou rychlej koldnovej
chromatografie pouZitim zmesi 30/70 EtOAc/dichlormetan poskytlo Cisty produkt
46d (6,5 g) ako bielu tuhu latku v 92% vytazku. HRMS (FAB) vypocitané pre
C16H20N207S: 393,1695 (M+H)". Najdené: 393,1692.

>r°jfﬁ. I, I %U\)

~

Krok D

(46d) (46e )

Do roztoku produktu 46d (6,5 g, 16,6 mmol) v MeOH (30 ml) sa pridal
roztok hydroxidu litneho (1,19 g, 50 mmol) vo vode (30 ml). Po 45 mindtach sa
reakCna zmes skoncentrovala. Pridal sa vodny roztok kyseliny citrénovej kym nebol
kysly (pH 3) a produkt sa extrahoval do EtOAc. Skoncentrovanie organickej vrstvy
viedlo ku kyseline 46e (5,6 g, 90% vytazok). HRMS (FAB) vypogitané pre
C13H2sN206S. 337,1433 (M+H)". Najdené 337,1430.

Krok E

PP
>y oH |
0 o) N

+ HCI. HoN

(469) (D() '

- %i%\

(46f)
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PoZadovany produkt 46f sa ziskal pomocou spdsobu opisaného pre medzi-
produkt A Krok 3. Cistenie zvy8ku pomocou kolénovej chromatografie pouZitim
zmesi 20/0/80 az 50/56/45 EtOAc/NH3 v MeOH/dichléormetan poskytio 3,0 g produktu
46f (51 %). HRMS (FAB) vypocitané pre Cz3Ha7NsQsS: 497,2434 (M+H)*. Najdené:
497,2439. |

Krok F
w“(\rﬁgu%“\

Casf)’

H
H
HCI. HN N\j\N rlu\
H
-~

(46g)

PoZadovana zlugenina 46g sa pripravila pomocou postupu opisaného pre

medziprodukt A Krok 4. Tento material sa preniesol dalej pre dalSie stadium.

Krok G
l" & OH H 0] |
CO,H N\)LN

N HCI. H.N
H + -2 INS
N\;-/KO ' 0 Ho5

/-l\ S (46g)

{12f)
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PozZadovany produkt 46h sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok J. Surovy material bol dostato¢ne Cisty na dalSie spracovanie HRMS (FAB)
vypocitané pre CsoHs/NgOgS: 797,3908 (M+H)*. Najdené: 797,3896.

Krok H K\O | " |
- OH 0
H l
(_N>\'r“ N\/IKN N
R © 0 "o

O/]\ - (46h)

Y
(\C‘{_ o .. O
DYH PN
SABANEE
O/él\,,,-/S
(46)

Pozadovany produkt 46 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skor v Priklade 10 Krok J. Reakcia trvala 4 dni, kym prebehla uplne. Cistenie zvysku
pomocou rychlej kolénovej chromatografie (dvakrat) a preparativna TLC pouzitim
zmesi 98/2 dichlérmetan/MeOH poskytli produkt 46 ako zmes diastereomérov v
12% vytazku (pre 2 kroky). HRMS (FAB) vypotitané pre CyoHssNgOgS: 795,3751
(M+H)". Najdené: 795,3761.
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Priklad 47

Priprava zliceniny 47

o)
H H
1R T
hoON N ~
N H
v N0
O/:I\ [
a7
Krok A
Q
" O O
H H |
N
H[DY N\/U\N "
N o o) Ho 4
o
o S
TS 77 ()
Y
Q

D H 0O H \/([L |
H N N N N\
N\./l*o © © "o
0 /"i\ /%:O . . B

O (ar

Pozadovany produkt 47 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skor v Priklade 11 Krok A.

Priklad 48
Priprava zlu¢eniny 48



(48)

&

(é 0 on o%,
H OH HCL HoN N N
N\é/KO ' N :H\C{')/\)J\ﬁ 0

SN |

Krok A -

i

(48a)
(12f)
&
Q
k OH 0
H |
, q)\nfnj)\,(“‘\/u\w N~
> “ S H

O T (48b)

Pozadovany produkt 48b sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok J. Surovy material bol dostato¢ne Cisty na dalSie spracovanie. (Poznamka:

" Prekurzor 48a sa ziskal z-komeréne dostupného N-boc-S-metylcysteinu pomocou

podobnych postupov, ako je opisané pre produkt 46g)

Krok B | S |/\
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PoZadovany produkt 48 sa ziskal pomocou oxidatného postupu opisaného
skor v Priklade 10 Krok J. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi 98/2 dichlormetan/MeOH poskytlo produkt 48 ako zmes diastereo-
mérov v 21% vytaZku (pre 2 kroky).

Priklad 49

Priprava zlaceniny 49

(\Q

SV SN E
N o ‘ ‘
O-._: Oé\\o

0

(49)

Krok A

Pozadovany produkt 49 sa ziskal pomocou oxidacného postupu opisaného
skor v Priklade 11 Krok A.
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Priklad 50

Priprava zla¢eniny 50

Krok A

B~ , Br0” "

\ _
NH .
N B
N

O ° (50a)

(4e)

Pozadovany produkt 50a sa ziskal pomocou spdsobu opisaneho v Priklade
1 Krok F, pouZzitim kyseliny imidazol-4-octovej ako kopulaného partnera.

Krok B

Bno/\/\ HO/\/\'
Q Q

3, 5

{ iH (_3\'(0% { ﬁH [3\",0%

N7 N
o £ 5 H
O (50a) O (50b )

Pozadovany produkt 50b sa ziskal pomocou spdésobu opisaného v Priklade
1 Krok G.
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Krok C

Ho/\/\ TsO/\/\I
Q Q

1

NH % NTs ¥
,!,r p %OCHS hﬁr p [;B\rom—l;, |
' H ' > H

0] 0O
N. ) N. o)

0 : o 2
O (50b) O (50¢c)

Pozadovany produkt 50c sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade.

10 Krok A pouzitim p-toluénsulfonylchloridu ako vychodiskového materialu.

Krok D

/\/\ Tso/\/\
NTs 5 NH %
l\/{/ Y OCHa ;\I]/ p OCHjs
> N
Nvg !

(50c) ° O (50d)

Pozadovany produkt 50d sa ziskal pomocou opracovania 50c s HOBt v

0

THF pri okolitej teplote po€as niekolkych hodin.

Krok E

TsO )/\$
NH N ~,
[ OCHs I ) D\g/OCHa
(50d) O (50e)

Ocakavany produkt 50e sa syntetizuje zahriatim produktu 50d s uhli¢itanom

N\

sodnym a jodidom sodnym v aceténe pri 50 °C pocas niekolkych hodin. Produkt sa

mbze Cistit pomocou konvenénej rychlej chromatografie.
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Krok F

) | rp ,
e — 2
° O (50e) 7 O (50f)

Pozadovany produkt 50f sa ziskal pomocou hydrolyzneho postupu
.opisaného skér v Priklade 1 Krok 1.

Krok G

Oéakavany produkt 50g sa syntetizuje tak, ako je skor opisané v Priklade 1
Krok J.

Krok M
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PoZadovany produkt 50 sa ziskal pomocou oxidaného postupu opisaného
skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej koldénovej chromatografie
poskytlo Cisty produkt 50.

Priklad 51

Priprava zlG¢eniny 51

Krok A
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Q
A/\ : OH 0
H H
I (Q\“/N N\/U\N oj<
- ﬁ\/goo 0 Hoo .

© O (51a)

Ocakavany produkt 51a sa syntetizuje tak, ako je skor opisané v Priklade 2 .
Krok A.

Krok B

OO o (51)

PoZadovany produkt 51 sa ziskal pomocou oxidacného postupu opisaného
skor v Priklade 2 Krok B. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromatografie
poskytlo €isty produkt 51.

Priklad 52
Priprava zlG¢eniny 52
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I

N K H 0 H 0

N"// (l\:>\[(N N\)LN OH
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© (52)
Krok A
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° O (52)

Ocakavany produkt 52 sa ziskal postupom, ako je skor opisané v Priklade 3
Krok A.

Priklad 63

Priprava zli¢enin vzorca 53A a 53B

M
o / 0 0 ;;;i CHa
H H H i
N\;/”\gler N\/lLﬁ N\CH3
0 = O 0] O
A

(53A)



Krok A
AL
ORARSs SRR Y
) CO,CH3

OH N
CO,CH; H
HCH. H ZN\)\) >~ @A( N\é)\o
H O i

~ (44b) (53a)

PoZzadovany produkt 53a sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok F. Tento material sa Cisti pomocou rychlej kolénovej chromatografie

pouzitim zmesi 80/20 az 60/40 dichlérmetan/etylacetat, &im sa ziskal produkt 53a.

Krok B

(53a) (63b)

Pozadovany produkt 53b sa ziskal pomocou spdsobu bpisaného v Priklade
1 Krok G. Surovy material sa preniesol do nasledujiceho kroku bez Gpravy.

Krok C



HO/\/\/O'-, Q
8t A\
OH H N~ "CO2CH3 N7 “CO2CH3
[j/\““vko | LA
K [ —— Y
0 = . 0 =
/I\ /!\

(53b) (53c)

Pozadovany produkt 53c sa.ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade
1 Krok H. Cistenie pomocou kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 99/1
dichlérmetan/metanol poskytlo produkt 53¢ spolu s trifenylfosfinoxidom. Tato zmes

sa vzala do nasledujiceho kroku.

Krok D

® { ¢
[;}\co?_cm - > y qB\cOzH
H\e/LWD N‘Y/l§0
o] : o] :
T

(53¢) (53d)
Pozadovany produkt sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade 1
Krok I.

Krok E

Q
' OH H :
COH + HCL HoN N

N
)
o 0]

S
(53d)
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(53e)

Ocakavany produkt 53e sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade
1 Krok J. Tento material po spracovani bol dostato¢ne Cisty na to, aby sa preniesol
do nasledujticeho kroku. '

Krok F

2-0

“CHg
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PoZadované produkty 53A a 53B sa ziskali pomocou oxidacného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromato-

grafie pouzitim zmesi 100/0 az 99/1 dichlérmetan/metanol poskytlo oddelené

izoméry 53A a 53B, a ich zmes.

Priklad 54
Priprava zlaceniny 54

SR

Krok A

BnO\[:::I,NHz anT:::]/H\E/CKT<:

(54a) (54b)

Komercne dostupna zlic¢enina 54a sa konvertuje na pozadovany produkt
54b pouzitim postupu opisaného pre medziprodukt A Krok 3 v kvantitativnom
vytazku.

“O@W

(sap) (54c)

Do studeného (0 °C) roztoku produktu 54b (8 g, 26,8 mmol) v DMF (100 ml)
sa pridal hydrid sodny (60% disperzia v oleji, 1,3 g, 32,16 mmol). Po 10 minatach sa
pridal jodmetan (2,8 ml, 42,8 mmol) a reakéna zmes sa zahriala na okolita teplotu
poCas 2 hodin. Reakcia sa zastavila vodnym roztokom NH,Cl a zmes sa
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extrahovala EtOAc. Organickd vrstva sa oddelila, vysuSila sa (Na;SQ;) a
skoncentrovala, ¢im sa ziskal produkt 54c, ktory bol dostatone Cisty pre dalSie

Studium.

Krok C
l

Bn0\©/l‘\l Oj< Bno\(jNH. HC
¥ -

( 54¢) (54d")

Pozadovany produkt 54d sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok C. Surovy produkt sa pouzil bez dalSieho Cistenia.

Krok D

HCF HzN\éj\o/\ N D/D\'C]),H\é_j\o/\
O NG

(54e) (54f)

Pozadovany produkt 54f sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
26 Krok A pouzitim produktu 54e ako vychodiskového materialu. Surovy produkt sa
Cistil pomocou rychlej chromatografie pouzZitim zmesi 80/20 az 100/0 dichlor-
metan/hexan, ¢im sa ziskal produkt 54f,

Krok E

P
N (O

| .
BnO NH. HCI O 1(
19 v O

(54d) (54)
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L Bno(jd,féﬂm
| (549) O |

Pozadovany produkt 54g sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
26 Krok B pouzitim produktov 54d a 54f ako vychodiskovych materialov. Reakcia sa
uskutoCiiuje v chloroforme pri 50 °C. ZvySok sa Cistil pomocou rychlej chromato-
grafie pouzitim 85/15 hexany/EtOAc, €im sa ziskal produkt 54g v 56% vytazku.
HRMS (FAB) vypotitané pre CasHasN2O4: 425,2440 (M+H)". Najdené: 425,2424.

Krok F

Pozadovana zluCenina 54h sa ziskala pomocou postupu opisaného skér v
Priklade 1 Krok | pouzitim EtOH ako rozpustadia.

Krok G
BrO _~_0, - NG
:N COzH ——— - [;)\[(O
S A LA T
0”0 0" Y0
(1b) ' (54i)

Pozadovana zlu¢enina 54i sa pripravila pomocou postupu opisaného v
Priklade 18 Krok B.
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Krok H
BnON O, BnON Q..
4_)\,(0 - [_)\(O
>koji\oo \|< HCI.” 0 ‘\|<
(54i) (54j)

Pozadovany produkt 54 sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade 1
Krok C. Surovy material sa pouzil bez Cistenia.

Krok |
| H\i Bno\/\/q_
BnO. N N
Tt L Syer
O =
O + HCIH o
(54h)
(54j)
BiO_~ 2,

Pozadovany produkt 54k sa ziskal pomocou kopulaéného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok D.

Krok J

BnO~_©.

- HO A,
Y vii\gﬂﬁ NS a8
O (54k) Ul\g/ \-/L\O

(541)
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Pozadovany produkt 54| sa ziskal pomocou hydrogenaéného postupu

opisaného skoér v Priklade 1 Krok G.

rok K . N
Q\("\g ; 0
HO r‘q }rj\/koo H
4 O T /“wor”ii\g b

Pozadovany produkt 54m sa ziskal pomocou cyklizatného postupu

(541) (54m)

opisaného v Priklade 1 Krok H.

Krok L

(Y M

Q Q
<, ) ) [4
| (:J)\,(O
' <
/N\H/N\_/KO 0 —_ N H\/‘ko o
0o s

O '
- (54m) O (54n)

Pozadovany produkt 54n sa ziskal pomocou postupu opisaného skor v
Priklade 3 Krok A.

Krok M
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r/\g ,
| (—)\[rﬁ § h‘vﬁ\[/ar'v
— /Tuog)* e
? O (540)

Ocakéavany produkt 540 sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade
1 Krok J. ' |

Krok N

I .
O ()
PoZadovany produkt 54 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného

skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej, koldnovej chromatografie
poskytlo Cisty produkt 54.
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Priklad 55
Priprava zlGc¢eniny 55

M |
OY U%\
TX°

- (55)

o oYL,

(55a) (55b)

Krok A

Komeréne dostupna zli¢enina 55a sa konvertuje na pozadovany produkt
55b pouzitim postupu opisaného v Priklade 26 Krok A v 41% vytazku.

Krok B

(54j) /l\ (55¢)

PoZadovany produkt 55¢ sa ziskal pomocou kopulaéného postupu
opisaného skér v Priklade 1 Krok D pouzitim N-boc-terc-butylglycinu ako kopulaé-
ného partnera. Cistenié pouzitim zmesi 95/5 dichlérmetan/EtOAc poskytlo produkt
55c v 57% vytazku.

Krok C



BnO\/\/O

N O\!<

SRt T RS
O =
/'\ (55¢) /l\

Pozadovany produkt 55d sa ziskal pomocou postupu opisaného skor v

(55d)

Priklade 1 Krok C. Surovy materiél sa preniesol dalej.

Krok D
Bno\/\/o'..
UYL LAY
el
| . N
_ NO, Hel HN A . O j<
(550 ;0
TS (asa)
.Bno\/\/Q_

— o o H\i:)\gx
ReSS e
( 55¢)

Pozadovany produkt 55e sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
26 Krok B. Cistenie pouzitim zmesi 80/20 dichlérmetan/EtOAc poskytlo produkt 55e
v 20% vytazku. HRMS (FAB): vypocitané pre CiH4sNOg: 585,3176 (M+H)'.
Najdené: 585,3177.

Krok E
BnO~90, NN

e CE PO

(55¢e) (55f)
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Pozadovany produkt 55f sa ziskal pomocou postupu opisaného skér v
Priklade 1 Krok G. HRMS (FAB) vypogitané pre CasH3gN2Os: 495,2706 (M+H)".
Najdené: 495,2704.

Krok F

(55f) ' | /I\ (55g)

Ocakavany produkt 55g sa syntetizoval tak, ako je opisané skér v Priklade
1 Krok H. Cistenie pomocou rychlej chromatografie pouZitim zmesi 85/15
dichlormetan/EtOAc poskytlo produkt 559 v 10% vytazku.

Krok G

&

0 0

/]\_ (559) /]\ '(55h)
Pozadovany produkt 55h sa ziskal pomocou spdsobu opisaného skor v

Priklade 3 Krok A. Surovy materiél sa preniesol dalej bez Cistenia.

Krok H
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q . |
. ) Z;:X\“/“ OH ﬁ\v/ﬁligi51/&\~
g o\g,n\i/go 0 0 o5
™ (55i)

Ocakavany produkt 55i sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade 1

Krok J. Surovy material sa preniesol dalej bez Cistenia.

Krok |

(55i)
' Y
b N_LK.0 0 0
B |

(s5)

Pozadovany produkt 55 sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi 98/2 dichlormetan/MeOH poskytlo produkt 55.

Priklad 56

Priprava zluéeniny 56
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Y
0 0
H H l
N N\/lLN N
N :vl*o o 0 H o5
7 |
N\/U\N N
H 0
(56 B)

O /—]\ (56 A)
o‘& .
COzCHa N~ NCO,H
0 >Lo/ko

(10a)  (s6a)

vk

Krok A

Do roztoku komeréne dostupného metylesteru 10a (5,0 g, 20,4 mmol)
v MeOH (20 ml) sa pridal roztok LiOH (730 mg, 30,6 mmol) vo vode (20 ml).
Reakéna zmes sa premieSavala pri okolitej teplote podas 2 hodin. TLC ukazala
spotrebu vychodiskového materialu. Reakéna zmes sa skoncentrovala a zmes sa
okyslila 10 % roztokom kyseliny citrébnovej. Pridal sa tuhy NaCl a vodna vrstva sa
extrahovala EtOAc niekolkokrat. Spojené EtOAc vrstvy sa vysusili (NaxSO,) a
skoncentrovali sa, ¢im sa ziskal produkt 56a v kvantitativnom vytazku. HRMS (FAB)
vypocitané pre C1oH1gN10s: 232,1185 (M+H)". Najdené: 232,1189.

Hol_k Bno\/\/h
N~ ~COyH > >L N~ ~CO.H
ﬂ\O/ko O/go

(56a) (56b)

Krok B
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Pozadovany produkt 56b sa ziskal pomocou spésobu opisaného v Priklade

1 Krok A. Surovy material sa konvertuje na metylester bez Gistenia.

Krok C ,

B“O\/\/h B“O\/\/h
NTNCOH —> >L N~ NCO,CH3
>L0/ko /KO

O

(56b) (56c)

Pozadovany produkt 56¢c sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok B. Cistenie zvysku pomocou kolénovej chromatografie pouZitim zmesi 80/20
az 50/50 hexany/EtOAc a potom 70/30 az 40/60 dichlormetan/EtOAc poskytlo 13 %
produktu 56¢c. HRMS (FAB) vypocitané pre Ca4H3iNOs: 394,2230 (M+H)'. Najdené:
394,2224,

Krok D

BnO.

BnO.
>[\ /k - N~ NCOLCH3
0 — ' H. HCI

(56c) : (56d )

PoZadovany produkt 56d sa ziskal pomocou spOsobu opisaného v Priklade

1 Krok C. Surovy material sa pouzil bez ¢istenia.

Krok E

BnO.
NN
BnO_~_-

>~ CO,CH
N7 CO,CH, HoNo o2

H. HCI >l/o\"/N\::/ko
(56d> O /-]\ ( 569)
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Pozadovany produkt 56e sa ziskal pomocou spdsobu opisaného v Priklade
1 Krok D, pouZitim N-boc-terc-butyl-glycinu ako kopulaéného partnera. Cistenie
zvySku pomocou kolénovej chromatografie pouZzitim zmesi 90/10 dichlérmetan/-
EtOAc poskytlo 86 % produktu 56e. HRMS (FAB) vypocitané pre 027H43N207
507,3070 (M+H)". Najdené: 507,3072.

Krok F

> N
HCT. H2N

sool

/ﬁ
(5ee> (56f)

PoZadovana zlucenina 56f sa pripravila pomocou postupu opisaného v

Priklade 1 Krok E. Tento material bol preneseny dalej bez Upravy.

Bnowcb o
COZCH 3 002CH 3

Krok G

BnO_~_A . Bnowh
— > N~ “CO,CH3

N COZCH::,
HCI H ZN\/KO HO H\./ko
S UIX
(s8f) : (569

Pozadovany produkt 56g sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok F. Tento materidl sa Cistii pomocou rychlej koldnovej chromatografie
pouzitim zmesi 98/2 dichlérmetan/MeOH, ¢im sa ziskal produkt 56g v 78% vytazku
ako biela pena. HRMS (FAB) vypogitané pre CazoHsN2O7: 541,2914 (M+H)".
Najdené: 541,2916.



- 249 -

Krok H
B“O\/\/Oz_)\ HO\/\/)z_)\
N° CO,CH; —m> : N~ "CO,CHs
H H .
HO. N N0 HO N\E/ko
N JEN
(569) (56h)

Pozadovany produkt 56h sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok G. Produkt ziskany po odfiltrovani katalyzatora bol dostatodne ¢isty na
nasledné spracovanie. HRMS (FAB) vypocitané pre Cz3HasN,O7: 451,2444 (M+H)".
Najdené: 451,2449.

Krok |

| 5
e
N” COCH3 —> N O,CH3
oy X
0 _; :
5 ° N

(56h) (56i)
PoZadovany produkt 56i sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade 1
Krok H. Cistenie surového zvysku pouzitim zmesi 75/25 hexany/acetén poskytio -
zmes produktu 56i spolu s trifenylfosfinoxidom. HRMS (FAB) vypoéitané pre
C23H33N20g: 433,2339 (M+H)*. Najdené: 433,2343.

s '
o o) /'l\

Krok J

/]\

(s6i) ' (56j)



- 250 -

Ocakavany produkt 56j sa syntetizoval tak, ako je opisané v Priklade 1 Krok
I. Vytazok pre dva kroky 16 %. HRMS (FAB) vypocitané pre Cz2Ha1N20s: 419,2182
(M+H)*. Najdené: 419,2176.

)

0

Z—Q\COZH HCI H N i H\j\ h'l
é/u e oy
I 0 0 H o5
AN

(56))

Krok K

@

OH Q
P SE P WY
> H
§ \é/goo 0 0
© /]\ (s6k )

Odgakavany produkt 56k sa syntetizoval tak, ako je opisané skor v Priklade

1 Krok J. Tento material po spracovani bol dostatone &isty na to, aby sa preniesol
do nasledujuceho kroku. HRMS (FAB) vypocCitané pre CsoHs7NsOgo: 765,4187
(M+H)". Najdené: 765,4198. -

Krok L



(568)

Pozadované produkty 58A a 56B sa ziskali pomocou oxidaéného postupu
opisaného skor v Priklade 1 Krok K. Cistenie pomocou rychlej koldnovej chromato-
grafie pouZzitim zmesi 98/2 az 96/4 dichlormetan/MeOH poskytlo oddelené izoméry
S6A a 56B, a ich zmes. Kombinovany vytazok = 35 % (pre 2 kroky). HRMS (FAB)
vypotitané pre CsoHssNeOgo: 763,4031 (M+H)". Najdené: 763,4025 (56A), 763,4040
(56B).

Priklad 57

Priprava zla€¢enin vzorcov 57A a 57B
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Krok A
HO H

|

H ' ~_OMe
HN HCI'HN
0 0

(57a) (57b)

Do roztoku komeréného dihydratu aminokyseliny (3S)-7-hydroxy-1,2,3,4-
tetrahydroizochinolin-3-karboxylovej kyseliny 57a (5,0 g, 21,8 mmol) v metanole
(180 ml) sa pridala koncentrovana kyselina chlorovodikova (5,0 mi, 60 mmol).
Vysledny &iry roztok sa potom zahrieval pod refluxom.v olejovom kupeli poas 18
hodin. Rozpustadla sa odstranili za vakua, ¢im sa ziskal metylester 57b ako biela

tuha latka, ktora sa pouZila v nasledujlcej reakcii bez dalSieho Cistenia.

Krok B

HO

: 0O
H
—_— @) N Me
OMe - | hid \?JL\N
: o ~ O
O \
(57b) (57¢)
Do roztoku hydrochloridu aminu 57b, N-Boc-cyklohexylglycin (5,95 g, 21,8
mmol), HOOB (3,73 g, 22,9 mmol) a EDCI (5,00 g, 26,1 mmol) v bezvodom DMF
(200 ml) a CH,CI; (200 ml) pri -20 °C sa pridal NMM (7,20 ml, 65,5 mmol). Po

premieSavani pri tejto teplote polas 30 minut sa reakéna zmes udrZiavala v

HCIHN

mraznicke pocCas noci (18 hodin), po ¢om sa pridali EtOAc (600 ml), sofanka (150
ml) a 5% H3PO,4 (150 ml). Oddeleny organicky roztok sa premyl s 5% H3PO4 (200
ml), nasytenym' vodnym roztokom hydrogenuhliitanu sodného (2x 200 ml),.vodou
(200 ml) a solankou (200 ml), vysuSil sa siranom horeénatym, prefiltroval a
skoncentroval sa za vakua, ¢im ziskal produkt 57¢ (10,3 g, kvantitativne 2 kroky)
ako bielu tuhu fatku. '"H NMR (400 MHz, d-DMSO) & 9,32 (s, 1H), 8,35 - 8,32 (m,



- 253 -

1H), 6,99 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,65 - 6,54 (m, 1H), 4,92 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 4,50 (d,
J= 15,5 Hz, 1H), 4,43 - 4,36 (m, 1H), 4,29 - 4,19 (m, 1H), 3,53 (s, 3H), 3,02 - 2,81
(m, 2H), 1,98 - 1,62 (m, 8H), 1,42 - 1,11 (m, 14H); "°C NMR (100 MHz, ds-DMSO) &
171,6, 171,2, 162,3, 156,0, 133,7, 128,8, 125,3, 114,1, 112,6, 78,0, 54,8, 52,4,
51,9, 45,0, 29,5, 28,1, 28,0, 25,9, 25,6, 25,5; HRMS m/z 447,2492 [vypoditané pre
C24H34N,06, 447,2495].

Krok C
HO

HO,
H Q
ﬁ/o\n/N\z)kN OMe  ———> HCI'HZN\:/IKN OMe
o] :: 0 -:,: 0
(57¢) (57d)

Boc-aminometylester 57¢ (7,20 g, 16,1 mmol) sa rozpustil v 4 mol/l HCI
(100 ml, 400 mmol) a vysledny roztok sa premieSaval pri laboratornej teplote
Postup reakcie bol monitorovany pomocou TLC. Po 4 hodinach sa roztok
skoncentroval za vakua a zvySok bol pod vakuom poéas noci, &im sa ziskal produkt

57d ako biela tuha latka, ktora sa pouzila v nasledujlicej kopulaénej reakcii bez
dalsieho &istenia.

Krok D
H ‘ ' HO,
WVCOZH
0 .
HornaN ) Lot - NS OMe
:5 o) : o) 5: o
(57d) (57¢)

Do roztoku amin hydrochloridu 57d (z Kroku D), kyseliny 6-hepténovej a
(2,90 g, 22,6 mmol), HOOBt (3,70 g, 22,7 mmol) a EDCI (4,80 g, 25,0 mmol) v
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bezvodom DMF (250 ml) a CH2Cl2 (150 ml) pri -20 °C sa pridal NMM (7,50 ml, 68,2
mmol). Po premieéa\}ani pri tejto teplote poCas 30 minGt sa reakénd zmes
udrziavala v mrazniéke po€as 2 dni. Potom sa premieSavala na vzduchu a
ponechala sa zahriat na laboratornu teplotu pogas 1 hodviny. Pridali sa EtOAc (500
ml), solanka (100 ml) a 5% H3PO4 (100 ml). Oddeleny organicky roztok sa premyi
5% H3PO4 (100 ml), nasytenym vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného (2x
150 ml), vodou (150 ml) a sofankou (150 ml), vysusil sa siranom hore¢natym,
prefiltroval a skoncentroval sa za vakua. Rychla chromatografia (zmes 5 az 30%
EtOAc/CH,CI;) poskytla produkt 57e (2,309, 5,04 mmol, 31 % (2 kroky)) ako bielu
tuhu latku. '"H NMR (400 MHz, dg-DMS0Q) § 9,32 (s, 1H), 8,06 - 8,01 (m, 1H), 7,00 -
6,6,96 (m, 1H), 6,63 - 6,54 (m, 2H), 5,78 - 5,70 (m, 1H), 5,04 - 4,89 (m, 4H), 4,73 -
4,69 (m, 1H), 4,53 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 3,54 (s, 3H), 3,01 - 2,91 (m, 2H), 2,15 - 1,93
(m, 4H), 1,76 - 0,97 (m, 15H); "*C NMR (100 MHz, ds-DMSO0) & 172,0, 171,5, 171,1,
156,0, 138,6, 134,0, 128,7, 122,5, 114,6, 114,1, 112,5, 52,9, 52,2, 51,29, 45,0,
34,5, 32,8, 32,7, 29,4, 28,7, 28,1, 27,7, 25,9, 25,5, 25,5, 24,8; HRMS m/z 457,1
[vypocitané pre CzsH3sN20s, 456,6].

Krok E

HO,
/,
T v
—_—
N\:)J\ \ Ao . N\:)J\N OMe
0 := 0 o ~ 0

(57¢) | (576
Do roztoku produktu 57e (2,20 g, 4,82 mmol) v bezvodom THF (100 ml)
pod dusikom pri 0 °C sa pridal boran-THF roztok (20 mi, 1,0 mol/l, 20 mmol)
kontinualne. Vysledny roztok sa premiesaval pri 0 °C pod vodikovou atmosférou
poéas 1 hodiny 40 minat. Potom sa pridal etanol (10 ml) a pH' 7 pufer (15 ml), po
¢om nasleduje 30 % H20, roztok (15 ml). Po premieSavani pri 0 °C po&as 20 minut,
sa zahrial na laboratérnu teplotu a premieSaval po¢as 2 hodin. Pridali sa EtOAc

(400 ml) a sofanka (200 ml) a vrstvy sa oddelili. Vodny roztok sa extrahoval s EtOAc
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(2x 150 ml). Spojeny organicky roztok sa vysusil siranom hore¢natym, prefiltroval,
skoncentroval sa za vakua. Rychla chromatografia (3 az 5% MeOH-CH,Cl,)
poskytla produkt 57f (2,18 g, 4,47 mmol, 93 %) ako bielu tuht latku. '"H NMR (400
MHz, de-DMSO) 6 9,32 (s, 1H), 8,04 - 8,00 (m, 1H), 6,99 - 6,96 (m. 1H), 6,63 - 6,51
(m, 2H), 5,05 - 5,00 (m, 1H), 4,73 - 4,21 (m, 3H), 4,51 (d, J = 15,5 Hz; 1H), 3,54 (s,
3H), 3,03 - 2,90 (m, 2H), 2,15 - 2,00 (m, 2H), 1,75 - 1,56 (m, 6H), 1,49 - 0,97 (m,
13H); °C NMR (100 MHz, dg-DMSO) & 172,2, 171,6, 171,2, 156,0, 134,1, 128,7,
122,6, 14,2, 112,5, 60,7, 52,9, 52,3, 51,9, 45,1, 34,8, 32,4, 29,5, 28,7, 28,53,
28,47, 28,10, 25,9, 25,6, 25,5, 25,4, 25,2; HRMS m/z 475,2812 [vypotitané pre
C2sH3sN206, 475,2808].

Krok F

(571) (579)
Roztok fenol-alkoholu 57f (2,08 g, 4,38 mmol) a ADDP (3,00 g, 11,9 mmol)

v bezvodom CH,CI, sa prebublaval argénom cez premyvacku so sklennou fritou
pocas 20 minut. Do tohto roztoku pri O °C sa pridal trifenylfosfin (3,45 g, 13,2
mmol). Po premieSavani pri 0 °C pogas 20 mindt, roztok sa zahrial na laboratérnu
- teplotu a premlesaval sa poCas noci (18 hodln) pod dusikom. TLC ukazalo -
.'pntomnost’ podstatného mnozstva vychodlskoveho materialu. Pridala sa druha
davka ADDP (3,00 g, 11,9 mmol) a trifenylfosfinu (3,45 g, 13,2 mmol), a zmes sa
premieSavala pod dusikom pocas 2 dni a 16 hodin. TLC ukazala Gplni spotrebu
vychodiskového materidlu. Po odstraneni rozpustadla za vakua sa zvySok
Ciastocne Cistil pomocou rychlej chromatografie (1 az 2% MeOH v CH,Cl,), &im sa
ziskala zmes makrocyklu 57g a trifenylfosfinoxidom. Makrocyklus 57g bol
hydrolyzovany na zodpovedajlcu kyselinu bez dalieho &istenia. '"H NMR (400
MHz, de-DMSO) & 8,00 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,82 - 6,76 (m,
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2H), 5,14 (d, J = 14,5 Hz, 1H), 4,70 - 4,74 (m, 1H), 4,39 (dd, J = 11,5, 6,4 Hz, 1H),
4,25 (d, J = 14,7 Hz, 1H), 4,22 - 4,18 (m, 1H), 4,08 - 4,02 (m; 1H), 3,68 (s, 3H), 3,13
(dd, J = 15,1, 6,4 Hz, 1H), 2,85 (dd, J = 14,7,'11,5 Hz, 1H), 2,07 - 2,04 (m, 2H), 1,81
- 1,40 (m, 10H), 1,32 - 0,85 (m, 9H); *C NMR (100 MHz, de-DMSO0) 6 171,9, 171,5,
170,2, 157,1, 137,0, 131,5, 126,4, 115,9, 112,6; 66,5,' 54,4, 52,2, 51,9, 46,8, 44,9,
44,4, 33,6, 29,4, 29,1, 28,0, 27,3, 27,0, 26,0, 25,3, 25,2, 24,3, 24,2, 23,9; HRMS
mlz 457,2707 [vypocitané pre CpHasN2Os, 457,2702].

Krok G

Me >

(579) (57h)

Vodny roztok hydroxidu litneho (0,21 g, 30 ml H;O, 8,75 mmol) sa pridal do
0 °C roztoku metylesteru 579 (z Kroku 1F) v THF (30 ml) a metanole (30 ml). Zmes
sa premieSavala v fadovom kupeli a zahriala sa na laboratérnu teplotu podas 4
hodin. Postup reakcie bol monitorovany pomocou TLC. Po tom, ako sa prchave
latky odstranili za vakua, sa pridali EtOAc (100 ml) a voda (30 ml) a oddelili sa dve
vrstvy. Vodny roztok sa extrahoval znova s CH.Cl2 (100 ml), po ¢om sa okyslil na
pH = 1. Potom sa pridal EtOAc (150 ml) a vodny roztok sa nasytil tuhym chloridom
sodnym. Po separdcii vrstiev sa vodna vrstva extrahovala s EtOAc (2x 100 ml).
Organické roztoky sa spojili, vysusili sa siranom horeénatym, prefiltrovali a
skoncentrovali sa za vakua, &im sa ziskal produkt 57h (1,23 g, 2,78 mmol, 63 % (2
" kroky)) ako biela tuha latka. |

Krok H
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CH
o ~ OH H o G
H +  HCIHN N\/U\ Ny
N\)l\ H ' b 3
N H .
: : 0 0]
z O
O
(57h) (A)
> H H H [
: N
= 0 o) H 5
O CHs;

(571)

" Do roztoku kyseliny 57h (0,390 g, 0,881 mmol), aminu A (0,360 g, 0,898
mmol), HOOBt (160 mg, 0,981 mmol) a EDCI (210 mg, 1,10 mmol) v bezvodom
DMF (50 ml) a CHCl; (30 ml) pri -20 °C sa pridal NMM (0,40 ml, 3,64 mmol). Po
premieSavani pri tejto teplote potas 30 minGt sa reakéna zmes udrziavala v
mraznicke pocCas 66 hodin. Potom sa pridali EtOAc (200 ml), sofanka (50 ml)a 5 %
H3PO4 (50 ml). Oddeleny organicky roztok sa premyl postupﬁe s 5 % H;PO,4 (80 -
ml), nasytenym vodnym roztokom hydrogenuhli¢itanu sodného (2x 80 ml), vodou
(80 ml), a sofankou (80 ml), vysuéil sa siranom , horeCnatym, prefiltroval a
skoncentroval sa za vakua. Rychla chromatografia (2 az 5% MeOH-CH.Cly)
poskytla 57i ako zmes Styroch diastereomérov (0,340 g, 0,431 mmol, 49 %) ako
bielu tuh latku. "H NMR (400 MHz, ds-DMSO0) § 8,56 - 8,46 (rh, 1H), 7,96 - 7,82 (m,
2H), 7,40 - 7,25 (m, 6H), 7,15 - 6,99 (m, 2H), 6,81 - 6,74 (m, 2H), 6,05 - 5,71 (m,
- 2H), 5,11 - 5,02 (m, 1H), 4,85 - 4,68 (m, 1H), 4,40 - 3,70 (m, 8H), 3,14 - 3,02 (m,
1H), 2,95 - 2,73 (m, 7H), 2,06 - 2,05 (m, 2H), 1,81 - 1,39 (m, 10H), 1,30 - 1,05 (m,
11H), 0,89 - 0,75 (m, 5H); °C NMR (100 MHz, ds-DMSO) 8 172,24, 172,21, 171,87,
171,81, 171,78, 171,7, 170,8, 170,77, 70,74, 170,5, 170,4, 1700, 169,97, 169,24,
169,22, 169,1, 169,0, 168,0, 167,9, 167,82, 167,78, 157,2, 156,9, 137,01, 137,57,
137,54, 137,47, 137,43, 137,38, 133,2, 132,2, 128,9, 128,44, 128,41, 128,37,
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128,0, 127,96, 127,6, 127,4, 127,3, 127,19, 127,16, 115,7, 115,6, 115,5, 112,8,
112,77, 112,7, 112,6, 73,6, 73,39, 73,37, 72,4, 71,7, 66,9, 66,7, 55,8, 55,6, 55,09,
55,07, 63,02, 52,95, 52,9, 52,6, 51,0, 50,96, 50,91, 50,86, 50,76, 45,6, 45,5, 45,44,
45,36, 41,7, 41,6, 41,5, 41,4, 36,6, 36,55, 36,49, 35,3, 33,7, 33,6, 33,5, 33,0, 32,4,
30,7, 30,3, 30,1, 30,0, 29,8, 29,48, 29,45, 29,41, 28,3, 28,2, 28,1, 27,3, 27,2, 27,13,
27,09, 27,0, 26,9, 26,85, 26,82, 26,1, 25,4, 25,2, 24,1, 24,08, 24,03, 24,0, 23,9,
23,8, 18,8, 18,7, 18,6, 18,4, 13,9, 13,8, 13,7; HRMS m/z 789,4560 [vypocitané pre
C43HeoNsOg, 789,4551, chyba = 1 ppm).

Krok |

o o 0
O b
(57i)
0]
0 0 0 CHj
H H H
N N N\/ILﬁ lll\CHs
0 & 0O o) @
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Do zmesi hydoxyamidu 57i (0,320 g, 0,406 mmol) a Dess-Martinovho
¢inidla (0,400 g, 0,943 mmol) pri 0 °C sa pridal bezvody CH,Cl, (80 mi). Vysledné'
biela suspenzia sa prudko premieSavala pri 0 °C a zahriala sa na laboratornu
teplotu v fadovom kuapeli poCas 4 hodin. Pridali sa nasyteny vodny roztok hydrogen-
uhli¢itanu sodného a roztok hydrogénsiric';itanu sodného (po 30 ml) a zmes sa
prudko premieSavala pocas 10 minut pred tym, ako sa vrstvy oddelili. Vodny roztok
sa extrahoval s CH,Cl; (2x 80 ml). Spojené organické roztoky sa vysusili siranom
horeCnatym, prefiltrovali sa a skoncentrovali za vakua. Rychla chromatografia (2 az
5% MeOH-CH.Cl,) poskytla dva stereocizoméry 57A (109 mg, 0,139 mmol) a 57B

(102 mg, 0,130 mmol, 66% kombinovany vytaZzok) ako biele tuhé latky.

Priklad 58

Priprava zlG¢eniny vzorca 58

Krok A (58)
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PoZadovana zlu¢enina 58a sa pripravila podla spésobu z Prikladu 1 Krok J,
s vynimkou nahradenia amin hydrochloridu B za A. Hydroxy-amid 58a sa ziskal ako

zmes neoddelitefnych diastereomérov vo forme bielej tuhej latky v 53% vytazku.

' {Rw —
O

Krok B

L.
San {Y R

(58)

Pozadovana zli¢enina 58 sa pripravila z hydroxyamidu 58a podfa spésobu
z Prikladu 2 Krok B. Ziskala sa ako zmes neoddelitelnych diastereomérov vo forme
bielej tuhej latky v. 88% vytazku.

Priklad 59

Priprava zlu¢enin vzorca 59A a 598




(59B)
Roztok terc-butyl-esteru 58 (18 mg, 0,022 mmol) v trifluéroctovej kyseline (2

ml) a CHxCl> (2 ml) sa premieSaval pri laboratérnej teplote po¢as 3 hodin. Po tom,
ako sa prchavé latky odstranili za vakua, sa zvy$ok rozpustil v zmesi 50% MeOH-
CH2CI2 (3 ml) a skoncentroval sa do sucha za vakua, ¢im sa ziskala $pinavo biela
tuha latka. Rychla chromatografia (8 az 15% MeOH, 0,3 az 0,5% AcOH v CH,ClI,)
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poskytla dva stereoizoméry 59A (6,5 mg, 0,0086 mmol) a 59B (6,1 mg, 0,008 mmol,
75% kombinovany vytazok) ako biele tuhé latky. Analytické Gdaje pre 59A: 'H NMR
(400 MHz, d-DMSO) 8 8,75 - 8,72 (m, 1H), 8,60 - 8,57 (m, 1H), 8,10 - 8,08 (m, 1H),
7,91 -7,88 (m, 1H), 7,38 - 7,27 (m, 5H), 7,12 (d, J = 8,14 Hz, 1H), 6,81 -6,73 (m,
2H), 5,24 - 5,22 (m, 1H), 5,06 - 5,01 (m, 1H), 4,77 - 4,73 (m, 1H), 4,39 - 4,17 (m,
3H), 4,07 - 4,01 (m, 1H), 3,92 - 3,79 (m, 3H), 3,15 - 3,05 (m, 1H), 2,78 - 2,72 (m,
1H), 2,08 - 2,05 (m, 1H), 1,78 - 1,45 (m, 13H), 1,41 - 1,22 (m, 4H), 1,18 - 1,03 (m,
4H), 0,93 - 0,81 (m, 5H); C NMR (100 MHz, de-DMSO) & 196,6, 171,8, 171,5,
171,9, 170,3, 167,2, 161,0, 157,1, 137,4, 128,4, 128,1, 127,7, 127,5, 1274, 126,9,
115,6, 112,6, 66,8, 56,6, 55,1, 53,4, 52,7, 52,6, 45,4, 41,6, 33,5, 31,7, 30,0, 29,6,
28,2, 27,2, 27,1, 26,1, 25,42, 25,36, 24,0, 23,8, 18,7, 13,5, HRMS m/z 760,3915
[vypocitané pre C41Hs3N50g, 760,3922].

Analytické udaje pre 59B: 'H NMR (400 MHz, ds-DMSO) & 8,76 - 8,73 (m, 1H), 8,55
(dd, J = 6,9, 3,2 Hz, 1H), 8,24 (d, J = 7,11 H'z, 1H), 7,93 - 7,88 (m, 1H), 7,37 - 7,25
(m, 1H), 7,15 - 7,11 (m, 1H), 6,82 - 6,74 (m, 2H), 5,23 - 5,20 (m, 1H), 5,09 - 5,01
(m, 1H), 4,75 - 4,71 (m, 1H), 4,38 - 4,29 (m, 1H), 4,24 - 4,17 (m, 2H), 4,07 - 4,02
(m, 1H), 3,92 - 3,78 (m, 2H), 3,13 - 3,08 (m, 1H), 2,78 - 2,70 (m, 1H), 2,08 - 2,05
(m, 2H), 1,75 - 1,13 (m, 21H), 0,89 - 0,85 (m, 5H); 3C NMR (100 MHz, ds-DMSQ) &
196,7, 171,6, 171,2, 169,9, 167,1, 160,8, 157,0, 137,5, 128,3, 128,2, 128,0, 127,97,
127,9, 127,4, 127,3, 127,1, 115,7, 115,6, 112,7, 112,6, 66,7, 56,8, 54,8, 53,3, 45,5,
: 41,6, 33,6, 31,8, 29,5, 28,1, 27,3, 27,0, 26,1, 25,4, 24,2, 23,9, 18,6, 13,5, HRMS
m/z 760,3915 [vypocitané pre C41Hs3Ns0g, 760,3922].

Priklad 60

Priprava zlugeniny 60

(60)
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Krok A
PFe
| —R

PF
N + 6
——-R
CO,CH3

CO,CH3

CH 3N\/g

(57d) CGOa)

Na roztok [CpRu(n6-4-chI6rfenyIipropic’mové kyselina)]PFs (4,14 g, 8,36
mmol) v suchom DMF (20 ml) sa pdsobiio HOBt (1,69 g, 12,54 mmol, 1,5.
ekvivalentu) a Hiinigovou zasadou (6,47 g, 9,20 ml, 50,16 mmol, 6,0 ekvivalentov).
Reakéna zmes sa ochladila na 0 °C a pdsobilo sa na riu EDCI (2,39 g, 12,54 mmol,
1,5 ekvivalentu) Reakéna zmes sa premiesavala pri 0 °C po¢as 30 minut a pridala
sa Tic-amoénna sol 57d (2,90 g, 7,6 mmol, 1,0 ekvivalent). ReakCna zmes sa
premie$avala pri laboratornej teplote pocas 12 hodin a DMF sa oddestiloval za
vakua. Zvy$ok sa zriedil vodnym roztokom HCI (1 mol/l, 100 ml) a extrahoval sa do
.CH,Cl, (3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa premyli vodnym roztokom
NaHCO; (1x 100 ml), sofankou (100 ml), vysusili sa (Na2SQOs), prefiltrovali,
skoncentrovali sa za vakua, éim sa ziskala hneda tuha latka 60a (5,2 g, 83 %),
ktora sa pouzila pri cyklizacii. MS: (Elektro-rozpraSovanie). 647 [(M-CH3OH-PFe)",
100], HRMS vypocitané pre CaHasCIN2OsRu [(M-CH3OH-PFg)]"  647,1256;

Najdené: 647,1241.
CO2CH3 é COzCHa

(60b)

Krok B
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Roztok komplexu ruténia 60a (5,0 g 6,01 mmol) v suchom DMF (300 ml) bol
zbaveny plynov suchym N pri laboratérnej teplote a pridal sa Cs,CO3 (10,0 g, 30
mmol, 5,0 ekvivalentov) a premieSaval sa pri laboratérnej teplote po¢as 24 hodin.
Rozpustadlo DMF sa oddestilovalo a zvySok sa zriedil vodou (100 mi) a extrahoval
sa s CH2Cl, (3x 100 ml) a probionitrilom (3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa
extrahovali sofankou (100 ml), vysusili sa (Na,SQ,), prefiltrovali, skoncentrovali sa
za vakua a vysusili za vakua podas noci, ¢im sa ziskala hneda tuha latka (5,1 g).
PouZila sa pri fotolytickom odstraneni Ru bez dalSieho &istenia. MS: (Elektro-
rozpra$ovanie) 643 [(M-PFs)*, 100].

Cyklizovana zlugenina z predchadzajiceho kroku sa rozpustila v CH3CN
(50 ml) a prefiltrovala do kremennej skdmavky. Roztok bol zbaveny plynov a
fotolyzovény v Raynotovom pristroji (?y = 350 nm) boc':as 48 hodin. Reakéna zmes
sa skoncentrovala za vékua a zvySok sa &istil pomocou chromatografie (SiO;,
EtOAc/hexany 3:2), ¢im sa 'ziskala hnedo zafarben4 tuhé latka 60b (289 mg, 20 %).
Rr: 0,73 (aceton/hexany 3:7) 'H NMR (CDCls, 300 MHz) 6 7,18 (d, 2H, J = 8,1 Hz),
7,20-7,09 (m, 2H), 6,92 (d, 2H, J = 7,8 Hz), 6,86 (dd, 1H,J=2,1,7,2 Hz), 6,76 (s,
1H), 5,41 (d, 1H, J = 17,4 Hz), 4,23 - 4,18 (m, 2H), 4,00 (bs, 1H), 3,08 (s, 3H), 3,41
(dd, 1H, J = 12, 3,9 Hz), 3,01 - 2,86 (m, 1H), 1,9 - 1,62 (m, 4H), 1,52 (bd, 1H, J =
9,3 Hz), 1,36 - 1,07 (m, 5H); *C NMR (CDCl;, 100 MHz, 8) 173,2, 167,2, 163,8,
156,5, 1565,1, 135,8, 132,7, 130,2, 129,6, 126,2, 119,1, 117,5, 115,8, 60,2, 55,5,
51,6, 44,2 420, 357, 30,2, 29,3, 26,5, 26,2, 258, 257 MS: (Elektro-
rozpraSovanie): 477 [(M+1)*, 100], 315 (20); HRMS vypocitané pre CagHz3N2Os
(M+1)": 477,2389; Najdené 477,2375; CHN Vypoditané pre CpsH32N205 0,5H,0: C
69,26 %, H 6,85 % N 5,77 %; Najdené: C 69,62 %, H6,59 % N 5,77 %

IR — %

( 60b) | (60c)

Krok C

2
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Na roztok metylesteru 60b (235 mg, 0,5 mmol) Tic-makrocyklu v dioxane
(10,0 ml), H,0O (10,0 ml), CH3OH (50,0 ml) sa posobilo LiOH.H20 (41 mg, 1,0 mmol,
2,0 ekvivalenty) a zmes sa premieSavala pri laboratérnej teplote 3 hodiny. Reakcna
~ zmes sa okyslila (4 mol/l HCI v dioxane). Reakéna zmes sa skoncentrovala za
vakua a zostavajica voda sa vymrazila a imes sa lyofilizovala, ¢im sa ziskala

bezfarebna tuha latka 60c pouzita na kopulacie.

COzH ;
H : +  HCHHN N\V)L~ O\F:

(B)

g@”ﬁ”ﬁ”

(60d)

Na roztok hydrolyzovanej kyseliny 60c (0,5 mmol) v suchom DMF (5,0 ml)'a
CHCl; (5,0 ml) sa pésobilo HOOBt (132 mg, 0,75 mmol, 1,5 ekvivalentu), potom sa

ochladiina0 °C a pridala sa Hinigova zésada:(258' mg, 2,0 rhmol,'li',O ekvivalenty,

Krok D

O .

( 60c)

369 pl). Do tejto zmesi sa pridal postupne EDCI (143 mg, 0,75 mmol, 1,5
ekvivalentu) a amin hydrochlorid B (214 mg, 0,5 mmol, 1,0 ekvivalent). Reak¢na
zmes sa uskladnila v mraznicke poCas 48 hodin a skoncentrovala sa za vakua, ¢im
sa odstranil DMF a CH,Cl,. ZvySok sa zriedil vodnym roztokom HCI-(Z' mol/l, 50 ml)
a extrahoval sa s CH,Cl, (3x 30 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali
vodnym roztokom HCI (1 mol/l, 2x 50 ml), vodnym roztokom NaOH (2 mol/l, 2x 30

ml), sofankou, vysusili sa (MgSQO;) a skoncentrovali sa za vakua. ZvySok 60d (172
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mg) sa oxidoval bez dalSieho &istenia; MS: (Elektro-rozprasovanie): 838 [(M+1)*,
5(5], 490 (100); HRMS vypotitané pre CsHgoNsOg (M+1)" 838,4391: Najdené:
838,4398.

Krok E

i [::] (60d)'

AT

(60)

Na roztok alkoholu 60d (171 mg, 0,20 mmol) v CH.Cl, (6,0 ml) sa pdsobilo
Dess-Martinovym ¢inidlom (175 mg, 0,41 mmol, 2,0 ekvivalenty). Reakéna zmes sa
premieSavala pri laboratornej teplote poas 4 hodin a zriedila vodnym roztokom
NaHCO3; a vodnym roztokom Na,S,0;, Reakéna zmes sa premieSavala pri
laboratérnej teplote pogas 20 minGt a reak&na zmes sa extrahovala CHCI, (3x 30
ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali vodnym roztokom NayCOs, vysusili sa
(NaxSOq), prefiltrovali, skoncentrovali sa za vakua a zvy$ok sa &istil pomocou
chromatografie (SiO2, CH3OH (2 mol/l NH3)/CH2CIZ 1:20), ¢im sa ziskal ketoamid
60 (56 mg, 32 %) ako bezfarebna tuha latka. Ry 0,35 (CH3OH (2 mol/l NH3)/CH§CI2
1:18) MS: (Elektro-rozprasovanie, m/z relativna intenzita): 836 ([M+1]", 90), 490
(100). HRMS vypocitané pre Cys7HsgNsOg (M+1)" 836,4235; Najdené: 836,4269,



Priklad 61

Priprava zli¢eniny 61

" Krok A

hw 9 oy 9
o N N\/U\F41 OH
N 0 o - o)
(61)

Na roztok terc-butyl-este;ru 60 (50 mg, 0,059 mmol) v suchom CHCl2 (10,0 -
ml) sa bésobilo TFA (10,0 ml) a zmes sé prerhieéavéla pri laboratérnej teplote 4"
hodiny. Vymiznutie esteru na zakladnG liniu sa sledovalo pomocou TLC
(CH3OH/CHZC|2, 1:19). Reakéna zmes sa skoncentrovala za vakua a zvySok sa
opakovane rozpustil v heptanoch/CH,Cl, a skoncentroval sa za vakua niekolkokrat
krat, ¢im sa ziskal jemna bezfarebna tuha latka 61 (51 mg), ktora sa vysusila za
vakua.; MS (FAB) 780 [(M+1)", 85], 516 (20), 417 (20), 403 (100); 321 (20), 248
(40), 236 (40); HRMS vypoéitané pre CaHsoNsOg (M+1)": 780,3609; néajdené
780,3618.
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Priklad 62
Priprava zlu¢eniny 62

Krok A

e —

(61)

€ e

(62)

Na roztok kyseliny 61 (30 mg, 0,038 mmol) dimeiylamin hydrochloridu (6,2
mg, 0,076 mmol, 2,0 ekvivalenty) v CH,Cl, (1,0 ml) sa pdsobilo Hiinigovou zasadou
(9,1 mg, 0,076 mmol, 2,0 ekvivalenty, 15 pl), PyBrOP (35 mg, 0,076 mmol, 2,0

ekvivalenty) a zmes sa premieSavala pri laboratérnej teplote 24 hodin. Reakéna

zmes sa skoncentrovala za vakua a éistila pomocou chromatografie (SiO,, zmesi
aceton/hexany 1:1), ¢im sa ziskal dimetylamid 62 (14 mg, 46 %) ako bezfarebn4
tuha latka; R¢ (0,31 aceton/hexany 1:1). MS (FAB) 807 [(M+1)", 100], 805 (60), 794
(60), 747 (40), 629 (40), 589 (62).
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Priklad 63

Priprava zlu¢eniny 63

Krok A
HO
...b + N COZCHS +
CH3N Ao
O (57d)
) HO l ~
ENPEN 7
| —R
Z N” NCO,CH3

Na roztok [CpRu(n -4 chlorfenylpentanova kysellna)]PFs (229,40 mmol)
vsuchom DMF (10 ml) sa pdsobilo HOBt (810 mg, 5,99 mmol, 1,5 ekvivalentu) a
Hiinigovou zasadou (2,58 g, 36 ml, 19,9 mmol, 5,0 ekvivalentov). Reakéna zmes sa
ochladila na 0 °C a pdsobilo sa na fiu EDCI (1,14 g, 60 mmol, 1,5 ekvivalentu).
Reakéna zmes sa premieSavala pri 0 °C 30 minGt a pridala sa Tic-améniova sof
57d (1,60 g, 4,0 mmol, 1,0 ekvivalent). Reakéna zmes sa }premieéévala pri
laboratérnej teplote poas 12 a DMF sa oddestiloval za vakua. Zvy3ok sa zriedil
vodnym roztokom HCI (1 mol/l, 100 ml) a extrahoval sa do CH2Cl, (3x 100 ml).

Spojené organické vrstvy sa extrahovali vodnym roztokom NaHCOj; (1x 40 mi),
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sofankou (100 ml), vysusili sa (Na,SOy,), prefitrovali, skoncentrovali sa za vakua,,
¢im sa ziskala hneda tuha latka 63a (2,41 g, 75 %), ktora sa pouzila pri cyklizacii.

'Krok B , -
HO
R —_ CO,CH3
& L N7 COCH; H\l 2
N = 0
<o | I
° 0 @
(63a) o (63b)

Roztok komplexu ruténia 63a (2,40 g, 2,8 mmol) v suchom DMF (250 ml)
bol zbaveny plynov suchym N, pri laboratérnej teplote a pridal sa Cs,COs (4,6 g,
14,0 mmol, 5,0 ekvivalentov) a zmes sa premie$avala pri laboratérnej teplote pocas
14 hodin. Rozpustadlo DMF sa oddestilovalo a zvy$ok sa zriedil vodou (100 ml) a
extrahoval sa s CHxCl, (3x 100 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali,
vodnym roztokom HCI (1 mol/l, 100 ml), NaHCO3 (100 ml), solankou (100 ml)
vysusili sa (NaxSOy), prefiltrovali, skoncentrovali sa za vakua a vysusili za vakua
pocas noci, ¢im sa ziskala hneda tuha latka (1,9 g, 79 %). Pouzila sa na fotolytické
odstranenie Ru bez dalsieho &istenia. MS: (Elektro-rozpraSovanie): 671 [(M-PFe)",
40].

Cyklizovana zli¢enina predchadzajiceho kroku sa rozpustila v CH;CN (60
ml) a prefiltrovala sa do kremennej banky. Roztok bol zbaveny plynov a.
| ‘fOtoly20va;1'y v Raynotovom pristroji (kl= 350 nm) poéaé 48 hodin. Reakéna zmes
sa skoncentrovala za vakua a zvy3ok sa G&istil pomocou chromatografie (SiO,,
aceton/hexany 3:7), &im sa ziskala hnedo zafarbena tuha latka 63b (140 mg, 13
%).; Re: 0,73 (acetoén/hexany 3:7); MS: (FAB): 505 [(M+1)*, 80), 232 (40); HRMS
vypogitané pre CsoH37N,Os (M+1)": 505,2702; Najdené: 505,2698.

Krok C
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N CO,CH3 ; H\/‘L COH
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(63b) <°3°)
Na roztok metylesteru 63b (235 mg, 0,5 mmol) Tic-makrocyklu v dioxane
(10,0 ml), H,0 (10,0 ml), CH3OH (50,0 ml) sa pdsobilo LiOH.H20 (41 mg, 1,0 mmol,
2,0 ekvivélenty) a zmes sa premie$avala pri laboratérnej teplote 3 hodiny. Reakéna
zmes sa okyslila (4 mol/l HCI v dioxane). Reakéna zmes sa skoncentrovala za
vakua a zostavajica voda sa vymrazila a zmes sa lyofilizovala, &im sa ziskala

bezfarebna tuha latka 63c pouzita na kopulacie.

Krok D

N~ ~COH H I
. HGHN PN N_
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(63c) (A)

, OH 0
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N\/K 0 Ho o
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(83d)

Roztok hydrolyzovanej kyseliny 63c (100 mg, 0,21 mmol) v suchom DMF
(4,0 ml) a CH,Cl; (2,0 ml) sa ochladil na 0 °C a pdsobilo sa nafi HOOBt (53 mg,
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0,32 mmol, 1,5 ekvivalentu), Hinigovou zasadou (122 mg, 0,95 mmol, 4,5
ekvivalentu, 175 nl), EDCI (61,0 mg, 0,32 mmol, 1,5 ekvivalentu) a zmes sa
premieSavala 0,5 hodiny, potom sa na fiu pdsobilo amin hydrochloridom A (100 mg,
0,25 mmol, 1 ekvivalent). Reakéna zmes sa premieSavala pri laboratérnej teplote
po¢as 16 hodin a skoncentroval sa za vakua, ¢im sa odstranil DMF a CHzClz.
Zvysok sa zriedil vodnym roztokom HCI (2 mol/l, 50 ml) a extrahovala sa s CH.Cl,
(3x 50 ml). Spojené organické vrstvy sa extrahovali vodnym roztokom HCI (1 mol/,
100 mi), vodnym NaOH (2 mol/l 100 ml), sofankou, vysusili sa (Na,SO4) a
skoncentrovali sa za vakua. ZvySok 63d (72 mg) sa oxidoval bez dalsieho &istenia.

Lo —

{{)%Vm@

(63)

Krok E

Illll

Na roztok alkoholu 63d (72 mg, 0,86 pmol) v CH,Cl, (5,0 ml) sa 'pésobilo
Dess-Martinovym c€inidlom (125 mg, 0,28 mmol, 3,2 ekvivalentov). Reakéna zmes
sa premie$avala pri laboratérnej teplote pocas 3 hodin a skoncentrovala sa za
vakua a zvysok bol Cisteny pomocou chromatografie (SiO,, CH3OH/CH,Cl, 1:19),
¢im sa ziskal ketoamid 63 (11 mg, 15 %) ako bezfarebna tuha latka; MS (FAB): 835
(IM+11%, 90), 490 (100).
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Priklad 64

Priprava zlG&eniny 64

Krok A

B0~~~ Q BnO~~—-Q

- [}\‘(OC% - Cw Q\KOCH;;
= %+
o) > H

<:::>m"
O

(1f) | | (64a)

Poéadovahy produkt 64a sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade

1 Krok F. Tento material sa Ccistii pomocou rychlej kolénovej chromatografie
pouzitim zmesi EtOAc/hexan (7:3), ¢im sa ziskal produkt 64a v 80 %.; 'H NMR
(CDCl3, 8): 7,35 - 7,29 (m, 5H), 7,02 (d, 2H, J = 8,4 Hz), 6,72 (d, 2H, J = 6,9Hz)
6,01 (d, 1H), 4,60 (t, 1H), 4,52 (s, 1H), 3,8 - 3,61(m, 2H), 3,72 (s, 3H), 3,54 - 3,51
(m, 4H), 2,83 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 2,39 (t, 2H, J ='8,1 Hz) 2,41 - 2,20 (m, 1H), 2,05 -
1,83 (m, 1H), 1,85 - 1,58 (m, 8H), 1,26 - 1,24 (m, 5H); *C NMR (CDCls, 8): 172,2,
171,9, 171,0, 154,4, 138,3, 132,2, 129,4, 128,4, 127,7, 127,6, 115,4, 73,0, 66,9,
. 66,2, 57,9, 54,9, 62,5, 62,3, 41,0, 38,5, 34,7, 30,8, 30,0, 29,4, 27,9, 26,1, 26,0,

25,9.

Krok B
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(64b)

(64a)

PoZadovany produkt 64b sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade

- 1 Krok G. Produkt ziskany po odfiltrovani katalyzatora bol dostatotne gisty v

nasledujicom kroku.

Krok C
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(64b) :
Pozadovany produkt 64c sa ziskal pomocou postupu opisaného v Priklade
1 Krok H. Surova reakéna zmes sa Cistila pomocou SiO; gélovej chromatografie
(aceton/hexany 3:7), ¢im sa ziskal produkt 64¢ (64 mg, 16 %) ako bezfarebna tuha
latka.; °C NMR (CDCl3) 172,1, 1711, 171,0, 1567,7, 131,0 129,9, 114,3, 78,1, 64,7,
63,3, 58,7, 55,3, 52,2, 52,0, 42,1, 37,9, 36,1, 30,8, 30,7, 29,7, 28,7, 28,5, 26,2,
26,0; MS (FAB) 473 (M+1)", (100), 327 (20).

Krok D
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(64c) (64d )
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Kyselina sa syntetizovala tak, ako je opisané v Priklade 1 Krok | v
kvantitativnom vytazku. Surovd zmes po odpareni
nasledujicom kroku.

sa priamo pouzila v

"Krok E

T g
Oga
Q
Q
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( 64e)

Ocakavany produkt 64e sa syntetlzoval tak, ako je opisané skor v Priklade

1 Krok J. Kopulovany material sa pouzil priamo v nasledujucom kroku, ¢im sa
syntetizoval produkt 64.

Krok F
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Pozadovany produkt sa ziskal pomocou oxidaéného postupu opisaného
skor v Priklade 1 Krok K.

Priklad 65

Priprava zlu¢eniny 65

0/—\0
o / 0 0 CHs
H H |
o IS,
o = 0 o) H 8
O\r(ora CHs

O . (e5)
Syntéza z Prikladu 65 bol identickd ako syntéza z Prikladu 14 s vynimkou
toho, Ze syntéza bola iniciovana s kyselinou 3-vinylbenzoovou. Redukcia fenylovej

skupiny bola podobna ako v Priklade 14 Krok C. Ziskala sa véak zmes diastereo-
mérov.

Priklad 66

Priprava zlu¢eniny vzorca 66A a 66B

O\/\/:Q ] | N
C%N Hiﬁ}f Nﬂ e
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Postup syntézy Prikladu 66 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 54,
pouzitim vhodnych vychodiskovych materialov s prisluSnymi modifikaciami. lzoméry
66A a 66B sa oddelili po oxidacii pouzitim kolénovej chromatografie. LCMS Gdaje:
818,2 (M{rH)+ (pocas 66A a 66B).

Priklad 67
Priprava zligeniny vzorca 67A a 67B

Postup syntézy Prikladu 67 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 54,
pouzitim vhodnych vychodlskovych materialov s prisluSnymi modifikaciami. lzoméry
' 67A a'67B sa oddelili po ox:dacu pouzmm kolonovej chromatografie. HRMS (FAB)
vypocéitané pre CysHssN7Og: 846,4766 (M+H)". Najdené:846,4782 (pre 67A) a
846,4774 (pre 67B).

Priklad 68

Priprava zlU¢eniny vzorca 68
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Postup syntézy Prikladu 68 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 30,
pouzitim vhodnych vychodiskovych materiélov a prislusnych modifikacii. Po oxidacii
sa pozadovany produkt 68 ziskal ako zmes izomérov pouzitim kolonovej
chromatografie. HRMS (FAB) vypotitané pre CyHsoNgOg: 851,4344 (M+H).
Néajdené: 851,4149.

Priklad 69
Priprava zlu¢eniny vzorca 69A a 69B

Postup syntézy Prikladu 69 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 1,,
pouzitim vhodnych vychodiskovych materidlov a prislusnych modifikacii. Po oxidacii



2279 -

sa izoméry 69A a 69B oddelili pouzitim koldnovej chromatografie. LCMS udajov:
829,2 (M+H)" (pre 69A a 69B).

Priklad 70
Priprava zlG¢enin vzorca 70A a70B

Postup syntézy Prikladu 70 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 4,
pouzitim vhodnych vychodiskovych materidlov a prisludnych modiﬁkécii. Po oxidacii
sa izoméry 70A a 70B oddelili pouzitim kolonovej chromatografie. LCMS udaje:
843,2 (M+H)" (pre 70A a 70B).

' Priklad 71
Priprava zlG¢enin vzorca 71

I

Q

T N

(NP ANy o
H\/ko 0 H Me'
N0

© O (71)
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Postup syntézy Prikladu 71 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 5,
pouZitim vhodnych vychodiskovych materialov a prislusnych modifikacii. Po oxidacii
sa pozadovany produkt 71 ziskal ako zmes izomérov pouzitim kolénovej
chromatografie. LCMS Qdaje: 818,2 (M+H)".

Priklad 72

Priprava zlG€eniny vzorca 72

Q
._ 0.
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(AN H T o
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H
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N
Postup syntézy Prikladu 72 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 6,
pouzitim vhodnych vychodiskovych materialov a prislusnych modifikacii. Po oxidacii

sa pozadovany produkt 72 ziskal ako zmes izomérov pouzitim kolonove;
chromatografie. LCMS (daje: 762,2 (M+H)".

Priklad 73
Priprava zlG¢eniny vzorca, 73

S
Dot
. q;(ﬁ\i{\g 0

(73)
Postup syntézy Prikladu 73 sa robil tak, ako je opisané v Priklade 10,
pouzitim vhodnych vychodiskovych materialov a prislu$nych modifikacii. Po oxidacii

sa pozadovany produkt 73 ziskal ako zmes izomérov pouzitim kolénovej
chromatografie. LCMS Gdaje: 659,2 (M+H)".
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Priklad 74
Priprava zlu€eniny 74A a 74B

Ha O/_\o

?

Ha 0/_\\
0 o , 0 CHs
2 O <_0O 0
N

o
O

(74B)

Pozadované zli¢eniny 74A a 74B sa pripravili rovnakym spdsobom, ako je
opisané v priprave zlu¢eniny 1A a 1B v Priklade 1, s vynimkou toho, Ze sa 5-metyl-
3-hydoxy-fenyloctova kyselina pouZila namiesto 3-hydroxy-fenyloctovej kyseliny v
Kroku F. LRMS (M+H)" miz 803,1 [vypog&itané pre C43HsgNgOg, 802,4].

Priklad 75
Priprava zlUceniny 75A a 75B
CH3 /'—\
0
0
o / o) o) CHy
H H |
I AL,
o O 0 o]
O CHa

(75A)
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(75B)

Pozadované zluc¢eniny 75A a 75B sa pripravili rovhakym spdsobom, ako je
opisané v priprave zliCeniny 1A a 1B v Priklade 1, s vynimkou toho, Zze 4-metyl-3-
hydoxy-fenyloctova kyselina sa pouzila namiesto 3-hydroxy-fenyloctovej kyseliny v
Kroku F. LRMS (M+H)" m/z 803,1 [vypogitané pre CysHssNeOs, 802,4).

Priklad 76

Priprava zlG&eniny 76

T 0
o /N 0 0 CH
H H H i3
N N N
\)kﬁjﬁ/ \/ILN N e,
O - °

(78)

Pozadovana zli&enina 76 sa pfipfavil'a pomoédu rovnakého sposobu, ako" |
je opisané v priprave zlG¢eniny 27A a 27B v Priklade 27, s vynimkou toho, Ze sa

amin E pouZil namiesto aminu A v Kroku J. LRMS (M+H)" m/z 831,1 [vypoditané
pre C44H55N501o, 830,4]

Priklad 77

Priprava zli¢eniny 77
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Pozadovana zlicenina 77 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlGZeniny 27A a 27B v Priklade 27, s vgnimkou toho, Ze sa
pouzil iny aminovy medziprodukt namiesto aminu A v Kroku J. LRMS (M+H)" miz
761,1 [vypocitané pre C41Hs2N4O19, 760,4].

Priklad 78

Priprava zlu€eniny 78

O

(78)

Poiadované zlﬂéénina 78 sa priprévila pomocou roVnakéhd:épc;)sobu,'ako
je opisané v priprave zli¢eniny 27A a 278 v Priklade 27, s vynimkou toho, Ze sa
pouzil iny aminovy medziprodukt namiesto aminu A v Kroku J. LRMS (M+H)" m/z
653,1 [vypocitané pre C3sHasNsOsg, 652,4].

Priklad 79

Priprava zlu¢eniny 79
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(79)

Pozadovana zlGCenina 79 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlGCeniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa pouzil iny
aminovy medziprodukt namiesto aminu A v Kroku I. LRMS (M+H)" m/z 746,1
[vypocitané pre C41HssNsOs, 745,4].

Priklad 80

Priprava zli¢eniny 80

HaG
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(80)

PoZadovana zli¢enina 80 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zluceniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, e sa pouZil
amin D namiesto aminu A v Kroku I. LRMS (M+H)" m/z 746,1 [vypogitané pre
Ca1Hs5N50g, 745,4].

Priklad 81

Priprava zlG&eniny 81
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(81)

PozZadovana zli¢enina 81 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave medziproduktu A Krok 5, LRMS (M+H)" m/z 657,1 [vypogitané
pre Ca4H4aN40g, 656,3].

Priklad 82

Priprava zlu¢eniny 82

(82)

Pozadovana zlicenina 82 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlu&eniny 30 v'Prikléd’é'BO,v s vynimkou toho, Ze sa pouzil iny
amin namiesto aminu A v Kroku I. LRMS (M+H)" m/z 639,1 [vypotitané pre
CasHs50N4O7, 638,4].

Priklad 83

Priprava zlu€eniny 83
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(83)

Pozadovana zlGenina 83 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlﬁéeniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa amin E
pouzil namiesto aminu A v Kroku |. LRMS (M+H)" miz 831,1 [vypogitané pre
CasHs2NgOg, 830,5).

Priklad 84

Priprava zlG&eniny 84

(84)

Pozadovana zliéenina 84 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zli&eniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouZil namiesto aminu A v Kroku I. LRMS (M+H)" m/z 653,1 [vypogitané pre
CasHs2N407, 652,4].

Priklad 85

Priprava zlG¢eniny 85



(85)
Pozadovana zli¢enina 85 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisaneé v priprave zli€eniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Zze sa prislusny
amin pouZil namiesto aminu A v Kroku |, a Ze sa oxidacia uskutocnila podfa

postupu v Priklade 10 Krok J. LRMS (M+H)" m/z 613,1 [vypoéitané pre CasHagN4O7,
612,4).

Priklad 86

Priprava zliceniny 86

\CH3

NVL()Y ff

- (88)

PoZzadovana zli¢enina 86 sa pripravila pomocou rovnakehovsposobu, ako
je opisane v priprave zlu¢eniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A v Kroku |. LRMS (M+H)" m/z 651,1 [vypog&itané pre
CasHs0N4O7, 650,4].

Priklad 87

Priprava zlu¢eniny 87
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PoZadovana zlG¢enina 87 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlu¢eniny 30 v Priklade 30, S vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A v Kroku |, a Ze sa oxidacia uskuto&nila podla
postupu v Priklade 10 Krok J. LRMS (M+H)+ m/z 611,1 [vypocitané pre Cz3HseN4O7,
610,3].

Priklad 88
Priprava zlu¢eniny 88

H3C
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(88)

- PoZadovana zlGCenina 88 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlaCeniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa prisludny
amin pouzil namiesto aminu A v Kroku |, a Ze sa oxidacia uskutodnila podla

postupu v Priklade 10 Krok J. LRMS (M+H)" m/z 611,1 [vypo&itané pre CasHssN407,
610,3].

Prikiad 89

Pripravok zlG¢eniny 89
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PoZadovana zli¢enina 88 sa pripravila pomocou rovnakého spésobu, ako
je opisané v priprave zluéeniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa prislusny

amin pouzil namiesto aminu A v Kroku . LRMS (M+H)" m/z 637,1 [vypog&itané pre
035H48N407, 636,4].

Priklad 90

Priprava zliceniny 90

(90)
.Pozadovana zlu¢enina 90 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlu¢eniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa prislusny

amin pouZil namiesto aminu A v Kroku |. LRMS (M+H)" m/z 725,1 [vypoCitané pre
C3gHssN4Og, 724 ,4].

Priklad 91

Priprava zli¢eniny 91
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Pozadované zlG¢enina 91 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlaCeniny 30 v Priklade 30, s vynimkou toho, Ze sa prislugny
amin pouzil namiesto aminu A v Kroku I. LRMS (M+H)" m/z 727,1 [vypoéitané pre
CagHsgN4Og, 726,4].

Priklad 92

Priprava zlu¢eniny 92

0 0 0 CHs
I nvm;%mm
P Dor, © N © ©
CHs CHa
(92)
PoZadovana zli¢enina 92 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zluc¢eniny 30 Priklad 30, s vynimkou toho, Ze Boc-terc-

butylglycin sa pouZil namiesto Boc-cyklohexylglycinu v Kroku C. LRMS (M+H)" m/z
791,1 [vypocitané pre C42HssNsOg, 790,4].

Priklad 93
Priprava zluceniny 93
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PoZadovana zlugenina 93 sa pripravila pomocou rovnakého spésobu, ako
je opisané v priprave zligeniny 92 v Prikiade 92, s vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A. LRMS (M+H)" miz 613,1 [vypotitané pre
Ca3HsaNsO7,612,4].

Priklad 94
Priprava zlG&eniny 94
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(94)

Pozadovana zlGCenina 94 sa pripravila pomocou rovnakého spésobu, ako
je opisané v priprave zlG¢eniny 92 v Priklade 92, s vynimkou toho, Ze sa pfisluény
amin pouzil namiesto aminu A, a Ze sa oxidacia uskutoénila podfa postupu v
Priklade 10 Krok J. LRMS (M+H)" miz 573,1 [vypo&itané pre CzoHaaN4O7, 572,3].

Priklad 95

Priprava zlG¢eniny 95
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(93)

Pozadovana zlu¢enina 95 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlu¢eniny 30 Priklad 30, s vynimkou toho, Ze sa Boc-valin

pouzil namiesto Boc-cyklohexylglycinu v Kroku C. LRMS (M+H)" m/z 7771
[vypocitané pre C41Hs6NgOg, 776,4].

Priklad 96

Priprava zlic¢eniny 96

(96)

Pozadovana zlt¢enina 96 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlG&eniny 95 v Priklade 95, s vynimkou toho, Ze sa prislusSny
amin pouZil namiesto aminu A. LRMS (M+H)" m/z 599,1 [vypogitané pre
C32H4sN4O7, 598,3].

Priklad 97

Priprava zla¢eniny 97
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(97)

Pozadovana zliéenina 97 sa pripravila pomocou rovnakého spbsobu, ako
je opisané v priprave zli&eniny 95 v Priklade 95, s vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A, a Ze sa oxidacia psk_utoénila podia postupu v,
Priklade 10 Krok J. LRMS (M+H)*A m/z 559,1 [vypocitané pre CagHs2N4O7, 558,3).

Prikiad 98
Priprava zlGa¢eniny 98

H3C

I‘CH3
0 0] CHs
H |
\JJ\§<:er N\V)Lﬁ Mg,
0] (e}
CHs
(98)

Pozadovana zludenina 98 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisahé v priprave zlGeniny 30 Priklad 30, s vynimkou toho, Ze sa Boc-
fenylglycin pouzil namiesto Boc-cyklohexylglycinu v Kroku C. LRMS (M+H)" m/z
811,1 (vypocitané pre C4sHs4NsOg, 810,4].

Priklad 99

Priprava zli&eniny 99
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(99)

Pozadovana zlu€enina 99 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zli¢eniny 98 v Priklade 98, s vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A. LRMS (M+H)" m/z 633,1 [vypogitané pre
CasHasN4O7, 632,3].

- Priklad 100
Priprava zli¢eniny 100

HaC

.CH3
0
\,ﬂ\ NH,
0
CHy
(100)

PoZadovana zli¢enina 100 sa pripravila pomocou rovnakéeho spdsobu, ako
-je opisané v priprave zlu€eniny 98 v Priklade 98, s vynimkou toho, Zze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A, a Zze sa oxidacia uskutonila podlfa postupu v
Priklade 10 Krok J, LRMS (M+H)" m/z 593,1 [vypogitané pre CasHaoN4O7, 592,'3].

Priklad 101

Priprava zla¢eniny 101
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Pozadovana zlu¢enina 101 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlugeniny 30 Priklad 30, s vynimkou toho, Ze sa Boc-izoleucin
pouzil namiesto Boc-cyklohexylglycinu v Kroku C. LRMS (M+H)* m/z 791,1
[vypo&itané pre CszHssNeOs, 790,4]. ' |

Priklad 102

Priprava zli¢eniny 102

o °
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CH3 CH3
(102)

Pozadovana zluéénihé 102 sa pripravila pomocou rovnakého Spésobd, ako
je opisané v priprave zli&eniny 101 v Priklade 101, s vynimkou toho, Ze sa
prisludny amin pouzil namiesto aminu A. LRMS (M+H)" m/z 613,1 [vypocitané pre
Ca3HagNsO7, 612,4]. '

" Priklad 103

Priprava zlG€eniny 103
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Pozadovana zlic¢enina 103 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlu¢eniny 101 v Priklade 101, s vynimkou toho, Ze sa
prisludny amin pouzil namiesto aminu A, a Ze sa oxidacia uskutocnila podfa
postupu v Priklade 10 Krok 4, LRMS (M+H)" m/z 573,1 [vypogitané pre CzoH4sN4O7,
572,3].

Priklad 104

Priprava zli¢eniny 104
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CHa
(104)

Pozadovana zlacenina 104 .Is'a pripravila porhocou rovnakého sposobu, ako |
je opisané v priprave zluCeniny 30 Priklad 30, s vynimkou toho, Ze sa Boc-
cyklopentylglycin pouzil namiesto Boc-cyklohexylglycinu'v Kroku C, a Ze sa
prislusny amin pouZil namiesto aminu A v Kroku I. LRMS (M+H)" m/z 625,1
[vypoCitané pre CasHasN4O7, 624 4].

Priklad 105

Priprava zlageniny 105
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Pozadovana zlugenina 105 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zligeniny 104 v Priklade 104, s vynimkou toho, Ze sa
prisludny amin pouzil namiesto aminu A, a Ze sa oxidacia uskutocnila podfa

postupu v Priklade 10 Krok 4, LRMS (M+H)" m/z 585,1 [vypogitané pre CatHasN4Oy,
584,3]. '

Priklad 106

Priprava zluceniny 106

(106)
Pozadovana zlucenlna 106 sa pripravila pomocou rovnakeho spdsobu, ako
je opisané v priprave zlu¢eniny 30 Prikiad 30 s nasledujicimi vynimkami: (a) 5-
benzyloxy-2-metyl-1-pentén sa pouzil namiesto 4-benzyloxy-2-metyl-1-buténu v
Kroku A; (b) prislusny amin sa pouzil namiesto aminu A v Kroku |. LRMS (M+H)*
m/z 653,1 [vypocitané pre CasHs2N4O7, 652,4].

Priklad 107

Priprava zlG&eniny 107
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Pozadovana zlucenina 107 sa pripravila pomocou rovnakého sp8sobu, ako
je opisané v priprave zlugeniny 106 v Priklade i06, S vynimkou toho, Ze sa prislusny
amin pouzil namiesto aminu A v Kroku |, a e sa oxidacia uskuto&nila podra
postupu v Priklade 10 Krok 3, LRMS (M+H)" m/z 613,1 [vypogitané pre CasHagN4Oy,
612,4].

Priklad 108
Priprava zla¢eniny 108

(108)

Pozadovana zli&enina 108 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zli¢eniny 106 Priklad 106, s vynimkou Ze sa prislusny amin
pouzil namiesto aminu A v Kroku |. LRMS (M+H)" m/z 665,1 [vypocitané pre
Cs7Hs2N4O7, 664,4].

Priklad 109

Priprava zla¢eniny 109
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Pozadovana zlugenina 109 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zlG¢eniny 106 Priklad 106, s vynimkou, Ze sa prisludny amin
pouzil namiesto aminu A v Kroku |, a Ze sa oxidacia uskutocnila podla postupu v
Priklade 10 Krok J. LRMS (M+H)" m/z 625,1 [vypotitané pre CasHisN4O7, 624 ,4].

Priklad 110

Priprava zlG&eniny 110
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(110)

Pozadovana zlac':eniné 110 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprava zlugeniny 1A a 1B, Priklad 1, s vynimkou toho, Ze sa Boc-3-
hydroxyprolin pouzil namiesto prolinu 1a v kroku A, a Zze sa Boc-terc-butylglycin
pouzil namiesto Boc-cyklohexylglycinu v Kroku D, LRMS (M+H)" m/z 763,1
[vypogitané pre CaoHssNsOg, 762,4]. |

Priklad 111
Priprava zlG¢eniny 111



Pozadovana zlu¢enina 111 sa pripravila pomocou rovnakého spdsobu, ako
je opisané v priprave zli¢eniny 4A a 4B v Priklade 4, s vynimkou toho, Ze sa Boc-3-
hydroxyprolin pouZil namiesto prolinu 1a v Kroku A, a Ze sa Boc-terc-butylglycin
pouzil namiesto Boc-cyklohexylglycinu v Kroku D. LRMS (M+H)* m/z 777,1
[vypotitané pre C41HssNsOg, 776,4].

Skuska inhibicie €innosti HCV proteazy

Spektrofotometricka skaska

Spektrofotometrické skasky HCV serin-proteazy sa uskutocnili pre
zliCeniny podfa tohto vynalezu podla postupu opisaného R. Zhang a spol.,
Analytical Biochemistry, 270 (1999) 268 - 275, ktorého zistenia st tu zaclenené ako
odkaz. Skuska zaloZena na proteolyze chromogenickych esterovych substratov je
vhodna na kontinualne monitorovanie HCV NS3 proteazovej aktivity. Substraty boli
ziskané z P strany NS5A-NS5B spojenia sekvencie (AcDTEDVVX(Nva), kde X = A
alebo P), ktorej C-koncové karboxylové skupiny boli esterifikované jednym zo
Styroch rdznych chromoforickych alkoholov (3- alebo 4-nitrofenol, 7-hydroxy-4-
pouzitie tychto novych spektrofotometrickych esterovych substratov na vysoko-
ucinné sledovan_ie a podrobné kinetické hodnotenie HCV NS3 proteazovych

inhibitorov.

Materialy a postupy
Materialy
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Chemické cinidla pre pufre potrebné pre skusky sa ziskali od Sigma
Chemlcal Company (St. Louns Missouri). Cinidla pre peptidovi syntézu boli od
Aldrich Chemicals, Novabiochem (San Diego, Kalifornia), Applied Biosystems |
(Foster City, Kalifornia) a Perseptive Biosystems (Framingham, Massachusetts).
Peptidy boli syntetizované manuélne alebo pomocou automatizévaného syntetizéra
AB| model 431A (od Applied Biosystems). UV/VIS Spektrometer model LAMBDA
12 bol od Perkin Elmer (Norwalk, Connecticut) a 96-kaliskové UV platne sa ziskali
od Corning (Corning, New York). Predzahrievaci blok bol od USA Scientific (Ocata,
Florida) a trepacka 96-kaliSkovych plati bola od Labline Instuments (Melrose Park,
lilinois) a Spectramax Plus ¢ita& mikrotitrovych platni s monochromatorom sa ziskal

od Molecular Devices (Sunnyvale, Kalifornia).

Priprava enzymu ,

" Rekombinantna heterodimerickd HCV NS3/NS4A proteaza (kmen 1a) sa
pripravila pouzitim postupov publikovanych skér (D. L. Sail a spol., Biochemistry,
37, (1998) 3392 - 3401). Koncentracie proteinu boli uréené pomocou Biorad
sposobu vyfarbovania pouZitim rekombinantnych HCV proteazovych $tandardov
skor kvantifikovanych pomocou analyzy aminokyselin. Pred zaCatim skusky sa
pufer na uskladnenie enzymu (50 mmol/l fosfore¢nan sodny pH 8,0, 300 mmol/l
NaCl, 10% glycerol, 0,05% lauryl-maltozid a 10 mmol/l DTT) vymenil za skuSobny
pufer (25 mmol/l MOPS pH 6,5, 300 rﬁmol/l NaCl, 10% glycerol, 0,05% lauryl-
maltozid, 5 pmol/l EDTA a 5 umol/l DTT) pouZitim Biorad Bio-Spin P-6 napliiovej

kolény.

Syntéza a Cistenie substratu

Syntéza substratu sa robila tak, ako je uvedené R. Zhang a spol., (citované
vyssie) a zacinala sa pomocou zakotvenia Fmoc-Nva-OH na 2-chlértrityl-chloridovi
Zivicu pouzitim $tandardného postupu (K. Barbs a spol., Int. J Pept. Protein Res.,
37 (1991), 513 - 520). Peptidy boli nasledne zostavované pouiiﬁm Fmoc chémie,
bud manualne alebo pomocou automatického syntetizéra peptidov ABl model 43i.
N-acetylované a plne chranené peptidové fragmenty ;sa Stiepili zo Zivice bud

pomocou 10% kyseliny octovej (HOAc) a 10% trifluéretanolu (TFE) v dichlérmetane
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(DCM) pocas 30 minuat, alebo pomocou 2% trifluéroctovej kyseliny (TFA) v DCM
poéas 10 minuat. Spojeny filtrat a DCM premyvaci roztok sa odparil azeotropicky
(alebo sa opakovane extrahoval vodnym Na,COj; roztokom), ¢im sa odstranila
kyselina pouZita na Stiepenie. DCM faza sa vysusila nad Na;SO, a odparila.
Esterové substraty sa zostavovali pouzitim §tandardného pdstupu kopulacie
kyselina-alkohol (K. Holmber a spol., Acta Chem. Scand., B33 (1979) 410 - 412).
Peptidové fragmenty sa rozpustili v bezvodom pyridine (30 az 60 mg/ml), do
ktoreho sa pridalo 10 molovych ekvivalentov chromoféru a katalytické mnoZzstvo
(0,1 ekvivalentu) kyseliny para-toluénsulfonovej (pTSA). Na iniciaciu kopulagnych
reakcii sa pridal dicyklohexylkarbodiimid (DCC, 3 ekvivalenty). Tvorba produktu bola
monitorovana pomocou HPLC a zistilo sa, Ze bola dplna po 12 az 72 hodinach
reakcie pri laboratornej teplote. Pyridinové rozpastadio sa odparilo za vakua, potom
sa dalej odstranilo pomocou azeotropického odparenia s toluénom. Peptidovy ester
bol deprotektovany s 95% TFA v DCM pocas dvoch hodin a zmes sa extrahovala
trikrat s bezvodym etyléterom, ¢&im sa odstranil prebytok chromoféru..
Deprotektovany substrat sa &istil pomocou HPLC s obratenymi fazami na C3 alebo
C8 koléne s gradientom 30% az 60% acetonitrilu (pouzitim Siestich objemov
kolony). Celkovy vytazok po HPLC cisteni bol priblizne 20 aZz 30 %. Molekulova
hmotnost bola potvrdend pomocou hmotnostnej spektrometrie s ionizaciou
elektrickou iskrou. Substraty boli uskladnené vo forme suchého prasku za

vysusovania.

Spektra substratov a produktov

Spektra substratov a zodpovedajucich chromoférovych produktov sa ziskali
v pH 6,5 skuSobnom pufri. Molové absorpcné koeficienty boli uréené pri obtimélnej
mimopikovej vinovej dizke v 1-cm kyvetach (340 nm pre 3-Np a HMC, 370 nm pre
PAP a 400 nm pre 4-Np) pouZitim postupnych zriedeni. Optimaina mimopikova
vinova dlZka bola definovana ako vinova dizka poskytujuca maxfrnélny relativny
rozdiel absorbancie medzi substratom a produktom (produkt OD - substrat
OD)/substrate OD).
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Proteazova skuska

HCV proteazové skusdky sa uskutocriovali pri 30 °C pouzitim 200 pl reakénej
zmesi v 96-kaliSkovej mikrotitracnej platni. ZloZzenie skiskového pufra (25 mmol/l
MOPS pH 6,5, 300 mmol/l NaCl, 10% glycerol, 0,05% lauryl-maltozidu, 5 umol/l
EDTA a 5 umol/l DTT) sa optimalizovalo pre NS3/NS4A heterodimér (D. L. Sali a
spol., citované vyssie)). Typicky sa 150 pl zmesi pufra, substratu a inhibitora
umiestnili do kaligkov (kone¢na koncentracia DMSO 4 % objemové) a ponechali sa
predinkubovat pri 30 °C -poéas priblizne 3 minut. 50 pl predhriatej protedzy (12
nmol/l, 30 °C) v skuskovom pufri sa potom pouzilo na zaCatie reakcie (koneCny
objem 200 pl). Platne boli monitorované po¢as doby skusky (60 minut) vzhfadom na
zmenu absorbancie pri prislusnej vinovej dizke (340 nm pre 3-Np a HMC, 370 nm
pre PAP, a 400 nm pre 4-Np) pouzitim ¢itata mikrotitranych platni Spectromax
Plus vybaveného monochromatorom (prijétel’né vysledky sa ‘mé2u ziskat aj
s Citacom plétni, ktory pouziva filtre). Proteolytické Stiepenie esterovej vazby medzi
Nva a chromoférom sa monitorovalo pri prislu$nej vinovej dlzka oproti blanku bez
enzymu ako vzorky na kontrolu neenzymatickej hydrolyzy. Vyhodnotenie kinetickych
parametrov substratu sa uskutocnilo cez 30-ndsobné koncentracie substratu v
rozsahu (~6 az 200 pmol/l). Pociatoéné rychlosti boli uréené pouZzitim linearnej
regresie a kinetické konstanty sa ziskali prelozenim Gdajov Michaelis-Mentenovou
rovnicou pouzitim nelinearnej regresnej analyzy (Mac Curve Fit 1.1, K. Raner).
Obratené hodnoty (kcat) boli vypocitané za predpokladu, Ze enzym bol plne aktivny.

Vyhodnotenie inhibitorov a inaktivatorov

Inhibiéné konstanty (K;) pre konkurenéné inhibitory Ac-D-(D-Gla)-H-(Cha)-
C-OH (27), Ac-DTEDVVA(Nva)-OH a Ac-DTEDVVP(Nva)-OH sa urcili experimen- '
talne pri fixovanych koncentraciach enzymu a substrdtu z grafu volvi vs.
koncentracia inhibitora ([l]o) podfa preformulovanej Michaelis-Mentenovej rovnice
pre konkurenénU inhibiéna kinetiku: vo/vi = 1 + [l}o /(Ki (1 + [S]o/Kn)), kde vo je
neinhibovana pogiato&na rychlost, v; je podiatoéna rychlost v pritomnosti inhibitora
pri danej koncentracii inhibitora ([l]o) a [S]o je koncentracia pouZitého substratu.

Vysledné Gdaje boli vyhodnotené pouzitim linearnej regresie a vysledna smernica,
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1/(K4(1 +[S]o/Km) sa pouzila na vypocet K; hodnoty.

Ziskané K; hodnoty pre r6zne makrocykly podia tohto vynélézu s uvedené
vo vy$S$ie zmienenej Tabulke 1, kde su zlG¢eniny usporiadané v poradi rozsahov K;
hodnét. Z tychto testovych vysledkov by odbornikovi v tejto oblasti malo byt zrejme,
Ze zlu¢eniny podla tohto vynalezu majl Vynikajﬂce pouzitie ako NS3-serin-

proteazové inhibitory.

Bunkova bioskiska

Bunkové bioskidky HCV serin-proteazy sa uskutoénili pre zlG&eniny podia
tohto vynéalezu podfa postupu opisaného v S. Agrawal a spol., "Development and
Characterization of Hepatits C Virus Serin Protease Cell-based Trans-Cleavage
Assay", Hepatology Dodatok k dielu 30 (&. 4, &ast 2, oktéber 1999), Abstrakt &. 615
(Proceedings of AASLD 50" Annual Meeting, Dallas, Texas, 5. az 9. novembra,
1999), ktorého zistenia su tu zaclenené ako odkaz. Skuska sa uskutoénila
v HelLa/Huh7 bunkach, ktore boli ko-transfekované s plazmidom, ktory exprimoval
reportérovy proteinovy substrat, ktory obsahuje NS5A/5B Stiepenie rozpoznavajicu
sekvenciu a 1BNS4A;1-32 GS-GSNS 3-31/17K vektor expresie a YFPn1 ako vnutorny
Standardny protein na kontrolu cytotoxicity. Aktivita proteazy bola merana pomocou
SDS-PAGE celkovych bunkovych lyzatov, po ¢om nasleduje Western odtlackova
detekcia pouzitim monoklonalnych protilatok zameranych proti reportérovému
substratu. Kvantifikacia Stiepenia substratu sa uskuto&nila pomocou skenovania
imuno-odtlatkov na detektore fosforescencie.

Materialy

Plazmidové DNA
pBFP-5A/5B-GFP

Reportérovy gén, ktory exprimuje substrat kdduje fazny protein, ktory
obsahuje doménu N'-koncového modrofluoreskujuceho proteinu (BFP) a doménu
C'-koncového zelenofluoreskujuceho proteinu (GFP), sa separoval pomocou 25
aminokyselin odvodenych z NS5A/5B Stiepnej rozpoznavacej sekvencie. Aj GFP aj

BFP st v podstate homolégmi autofluorescenénych proteinov, ktoré emituju zelené
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alebo modré svetlo, ked sa excituji pomocou UV svetla prislunej vinovej dizky.
Styri aminokyselinové substiticie v chromofére GFP menia emisna vinova dlzku a
konvertuji protein na BFP.

Substrat a vysledny GFP a BFP produkt méze byt detegovany v bunkovych
lyzatoch pomocou imunologickych metdd pouZitim monoklonainych protilatok, ktoré
rozpoznavaju oba proteiny. '

BFP-5A/5B-GFP reportérovy gén obsahuje BFP a GFP autofluorescentny
protein kodujuce sekvencie (Quantum Biotechnologies, Inc., Montreal, Canada) sa
separované pomocou NS5A/5B stiepnej rozpoznavacej sekvencie, klonované
medzi Nhe | a Bam HlI restrikénymi endonukleazovymi miestami pQBI25 klonovaci
vektor (Quantum Biotechnologies, Inc.). Expresia flizneho proteinu je pod kontrolou
CMV |E promotora-zosilfiovaéa. Sekvencia vektora hovadzieho rastového horménu
p(A) poskytuje 'polyadenyllaény signal pre mRNA. NS5A/5B Stiepna sekvencia je: .
SSGADTEDVVCCSMSYTWTGALVTP. DNA sekvenovanie bolo pouZité na

validaciu klonu.

P1BOOZ:15NS4A21-BZGS-GS NS 3-81 I17K:
Subtyp 1b proteazy bol klonovany ako Xba1/Not1 fragment za CMV
promotérom vo vektore pC1neo.

YFPn1

YFPn1 bol zakdpeny od CLONTECH (Palo Alto, Kalifornia). Pridanie
tretieho plazmidu do transfekcie poskytuje vnutorny tandardny protein na kontrolu
cytotoxicity a neovplyvfiuje percento proteazového stiepenia.

Plazmidové DNA boli udrziavané a propagované v DH5a bunkéach
(ziskanych od LifeTechnologies) v LB médiu pod prisludnou antibiotickou selekciou,

a distili sa pouzitim QIAfilter Plasmid Kits (Qiagen; Valencia, Kalifornia).

Bunkova kultura .

HelLa bunky sa udrZiavali a propagovali v Eagleovom minimalnom
esencidlnom médiu (EMEM; BioWhittaker, Walkersville, Maryland) doplnenom s
10% fetalnym tefacim sérom (FCS), 2 mmol/l glutaminom a 100 u/mI' penicilin-
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streptomycin (BioWhittaker), 2% NaHCO;.

"Huh7 bunky sa udrziavali a propagovali v Dulbeccovom modifikovanomi
Eagleovom médiu (DMEM; BioWhittaker) doplnenom s 10% fetalnym tefacim
sérom (FCS), 100 u/ml penicilin-streptomycin (BioWhittaker) a 5 m! NEAA (100x;.
' BioWhittaker)/L. | '

SOP Postup
Der pred transfekciou

Hela bunky sa ocCkovali do 24 kaliskovych platni (Falcon 3047 platne)
s hustotou 6.10* buniek/kalidok a rastli po¢as noci pri 37 °C v 5 % CO, inkubatore.

Deﬁ transfekcie _

Plazmidové DNA sa zriedili na konefnu koncentraciu 0,05 pg/ul v bez-
nukleazovej vode (Promega, Madison, Wisconsin, cat # P119C). 0,75 ng BFP-
5A/5B-GFP sa spojili a miesali s 0,175 pg P1B002 (0,23X) a 0,02 ug YFPn1. DNA
sa upravili na kone¢ny objem 60 ul s EMEM s nedostatkom FBS, glutaminom a
antibiotikami. Pridalo sa po 5 pl objemu SuperFect Reagent (Qiagen, cat # 301305)
v pomere na celkové ug DNA a zmes sa pretrepala asi 10 krat a inkubovala sa 10
min(t pri laboratdrnej teplote, ¢im sa umoznila tvorba komplexu.

Kym trvala tvorba komplexu, rastové médium sa odsavalo od buniek
kultivadnych platni a bunky sa premyli 1x 1 ml PBS bez Ca®+, Mg+ (BioWhittaker).
Pridalo sa 350 ul EMEM (doplneného s prisluSnym uplnym médiom) do banky,
ktora obsahovala transfekéné komplexy a zmes sa pipetovala hore a dolu 2 az 3
krat. Celkovy objem bol preneseny do jedného kaliska 24 kaliSkovej kultivainej
platne. HeLa bunky sa inkubovali s trénsfekén)'/mi kohplexami pocas asi 3 hodin pri
37 °C a v atmosfére 5% CO,. Médium, ktoré obsahovalo transfekéné komplexy, sa
odstranilo od buniek pomocou odsania.

Bunky sa premyli raz v asi 1 ml PBS, PBS sa odsalo a pridalo sa 495 pl
piného EMEM, po ¢om nasledovalo 5 pl zligeniny/kaliSok. Bunky sa inkubovali 22
az 24 hodin pri 37 °C a v atmosfére 5% CO..
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Priprava bunkovych lyzatov .

Z kaliSkov sa odsalo médium a premyli sa hned 1x s DPBS. Bunky sa
zbierali v 100 pl 1x Tris-SDS-BME vzorkovom pufri (OWL separacny systém,
Portsmouth, New Hampshire, cat # ER33) a preniesli sa do mikrocentrifugacnych
skﬂmaviek. Potom sa varili 3 az 5 minat, ¢im sa bunky lyzovali. Davkovanie sa
robilo pri 10 pl/kaliSok na SDS-PAGE gél. Lyzaty sa rozdelili pomocou elektroforézy
na platniach 10 cm x 10 cm 12,5% SDS-PAGE (Owl! Scientific, cat # OG-0125B)
prebiehajacej pri 30 mamp v Tris-Glycin-SDS pufri (Owl Scientific). Pred pouzitim
sa zmacali PVDF membrany (Immobilon-P; .45 um vefkost pdrov; Millipore,
Bedford, Massachusetts) v 100% metanole po¢as 10 sekind a potom sa otlacok
vlozil do destilovanej vody. Proteiny sa preniesli na PVDF filtratné membrany (0,45
um, Millipore) pri 108 mamp na gél poéas 90 minﬂt-pouiitim polosuchého elektro-

odtlacania.

Detekcia proteinov pomocou ECF Western Blot (Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, England), katalog #RPN 5780)

PVDF filtratné membrany boli blokované s 5% bloka&nym ¢inidlom (z kitu) v
10 ml PBS, ktoré obsahovalo 0,05% Tween 20, pH 7,4 (Sigma Chemicals, St.
Louis, Missouri, cat #3563) po¢as noci pri 2 az 4 °C v chladnicke. V nasledujici den
sa membrany oplachli kratko dvakrat s TPBS, ktory obsahoval 0,05% Tween 20,
premyvacim pﬁfrom, potom sa premyli trikrat, zakazdym 5 minut v PBS, ktoré
obsahovalo 0,05% Tween 20, pH 7,4. Membrany sa inkubovali v 12 ml 1:3000
zriedeni anti-GFP monoklonéalnych protilatok po¢as 30 minat (Clontech, Palo Alto,
Kalifornia) v PBS, ktoré obsahovalo 0,05% Tween 20, pH 7,4, pricom sa v
rovnakom &ase pridal 1% GSA (Albumin, 'hovadzi cat # A-2153 od Sigma) na
zniZenie pozadia. Membrany sa premyli kratko dvakrat s TPBS, potom trikrat poCas
5 mindt zakazdym, v TPBS premyvacom pufri. Membrany sa inkubovali v 12 ml
1:600 zriedenia anti-fluorescein-viazaného anti- mysieho Ig v TPBS poc¢as 30 minut.
Membrany sa premyli kratko s TPBS dvakrat, potom pofas 5 minat v TPBS
premyvacom pufri trikrat. Na zosilnenie signalu s ECF substratom sa membrany
inkubovali v 10 ml 1:2500 konjugatom anti-fluorescein alkalickej fosfatazy pocas 30
minGt. Membrany sa oplachli kratko s TPBS dvakrat, potom 5 minat v ;FPBS
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premyvacom pufri trikrat. ECF substratovy roztok bol pripraveny podfa navodu
vyrobcu (alikvot - vymrazenie), membrany sa inkubovali poas 2 az 3 minat,
prebytok €inidla sa odlial, potom sa odtladili s filtraénym papierom, vysusili sa na
“vzduchu pocas 9 az 10 minut a potom sa skenovali. '

Skenovanie membran

Odtlagky sa umiestnili na sklo detektora fosfrescencie Storm 860. Nastavila
sa modra chemiluminiscencia, 200 pixelova velkost, 700 PMT napétie. Otvoril sa
stbor v ImageQuant a kvantifikoval sa pomocou vytvorenia $tvorcov okolo pasov
reprezentujicich substrat (S), produkt (P) a vnuatornd kontrolnt vzorku (IC). %
Stiepenia substratu sa meralo ako P/(S+P)x100. Inhibicia Stiepenia lieGivom sa .
~merala v pordvnani s duplikatom ku kontrolnej vzorke liegiva zahrnutej na kazdom
odtlacku. Zaznam bol vytvoreny v Exceli. Vysledky si uvedené v Tabulke 2. Z
tychto vysledkov by odbornikovi v tejto oblasti malo byt zrejmé, Ze zli€eniny podfa

tohto vynalezu maja vynikajuce pouZitie ako NS3-serin protedzové inhibitory.

Tabulka 2
Vysledky HCV bunkovej skusky

Cislo prikladu Bunkova skagka (umol/l)

1B : 2

2 2
4A 25
4B . 1,8
5 0,6
7B 7

8 3,5
12B 5,2
21 B 2
23 3
30 1
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578 1,5

58 2

Odbornikom v tejto oblasti bude zrejmé, Ze,sa mézu vykonat viacere
modlflkame vaname a zmeny tu opisanych materidlov aj postupov Taketo
modifikacie, variacie a zmeny sU uvazované ako s(fast ducha a rozsahu tohto

vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Makrocyklické zlG¢eniny véeobecného vzorca |

%o
M
A

(1)

Z/W

/ \G
R4/ {N/kg/k‘II R!
kde . R3 . \g

X a Y su nezavisle vybrané zo skupiny substituentov: alkyl, alkyl-aryl, heteroalkyl,

| heteroaryl, aryl-heteroaryl, alkyl-heteroaryl, cykloalkyl, alkyléter, alkyl-aryléter,'
aryléter, alkylaminoskupina, arylaminoskupina, alkyl-arylar}linoskupina, alkylsulfid,
alkyl-arylsulfid, arylsulfid, alkylsulfén, alkyl-arylsulfén, arylsulfon, alkyl-alkylsulfoxid,
alkylarylsulfoxid, alkylamid, alkyl-arylamid, arylamid, alkylsulfénamid, alkyl-aryl-
sulfénamid, arylsulfénamid, alkylmoCovina, alkyl-arylmocovina, arylmocovina,
alkylkarbamat, alkyl-arylkarbamét, arylkarbamat, alkyl-hydrazid, alkyl-aryl-hydrazid,
alkyl-hydroxamid,  alkylaryl-hydroxamid, alkylsulfonyl, arylsulfonyl, hetero-
alkylsulfonyl, heteroarylsulfonyl, alkylkarbonyl, arylkarbonyl, heteroalkylkarbonyl,
heteroarylkarbonyl, alkoxykarbonyl, aryloxykarbonyl, heteroaryloxykarbonyl, alkyl-
aminokarbonyl, arylaminokarbonyl, heteroarylaminokarbonyl alebo ich kombinéacia
s vyhradou, Z2e X a Y mbZu volitefne byt okrem toho substituované skupinami
vybranymi zo skupiny pozostavajicej zo substituentov: aromaticka skupina, alkyl,
alkyl-aryl, heteroalkyl, aryl-heteroaryl, alkyl-heteroaryl, cykloalkyl, alkyléter, alkyl-
aryléter, alkylsulfid, alkyl-arylsulfid, alkylsulfén, alkyl-arylsulfén, alkylamid, alkyl-
arylamid, alkylsulfénamid, alkylaminy, alkyl-arylaminy, alkyl-arylsulfénamid,
alkylmocovina, alkyl-arylmocCovina, alkylkarbamat a alkyl-arylkarbamat;
R' = COR®alebo B(OR),, kde R’= H, OH,.OR®, NR°R'°, CF3, C,Fs, CsF7, CF2R®, RS,
COR’, kde R” = H, OH, OR®, CHR’R" alebo NR°R™, kde R®, R®, R® a R" su
nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajicej zo substituentov: H, alkyl, aryl, hetero-
alkyl, heteroaryl, cykloalkyl, cykloalkyl, arylalkyl, heteroarylalkyl, CH(R")COOR"",
CH(R")CONR™R", CH(R")CONHCH(R*)COOR"",
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CH(R")CONHCH(R*)CONR'*R", CH(R")CONHCH(R*)R,,
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR"",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR'?R",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR'",
CH(R")CONHCH(R?)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR'R",
CH(R™)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)COOR"",
CH(R")CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONHCH(R*)CONR™R™,  kde
R", R?, R*, R* R* R", R% R"™ a R' st nezavisle vybrané zo skupiny
pozostavajlcej zo substituentov: H, alkyl, aryl, heteroalkyl, heteroaryl, cykloalkyl,
alkyl-aryl, alkyl-heteroaryl, aryl-alkyl a heteroaralkyl;

Zje vybranéz O, N alebo CH;

W mobze byt pritomny alebo nepritomny, a ak W je pritomny, ’W je vybrané z C=0,
C=S alebo SO;

Q mdze byt pritomny alebo nepritomny, a ked Q je pritomny, Q je CH, N, P, (CH2)p,
(CHR),, (CRR'),, O, NR, S alebo SOy; a ked Q je nepritomny, M je tiez nepritomny,
a A je priamo naviazany na X;

A je O, CH,, (CHR),, (CHR-CHR'),, (CRR'),, NR, S, SO alebo vézba,

E je CH, N alebo CR, alebo dvojita vazba na A, L alebo G;

G mbze byt pritomny alebo nepritomny, a ked G je pritomny, G je (CHz),, (CHR),
alebo (CRR'),; a ked G je nepritomny, J je pritomny a E je priamo spojeny s
uhlikovym atdmom, kde bol pripojeny G;

J mdze byt nepritomny alebo pritomny, a ked J je pritomny, J je (CHz),, (CHR),
alebo (CRR"),, SO, NH, NR alebo O; a ked J je nepritomny, G je pritomny a E je
priamo naviazany na N, '

L mdze byt pritomny alebo nepritomny, a ked L je pritomny, L je CH, CR, O, S
alebo NR; a ked L je nepritomny, potom M mdze byt nepritomny alebo pritomny, a
ak M je pritomny pricom L je nepritomny, potom M je priamo a nezavisle naviazany
na E, a J je priamo a nezavisle naviazany na E;

M mdze byt pritomny alebo nepritomny, a ked M je pritomny, M je O, NR, S, SO,,
(CHa)p, (CHR),, (CHR-CHR'), alebo (CRR'),;

p je Cislo od 0 do 6; a

R, R, R% R®a R* st nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajlcej zo substituentov:
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H; C1-C10-alkyl; C2-C10-alkenyi; C3-08-cykloalkyll; C3-C8-heterocykloalkyl, alkoxy-
skupina, aryloxyskdpina, alkyltiosktjpina, aryltioékupina, aminoskupina, amido-
skupina, ester, karboxylova kyselina, karbamat, mocovina, ketén, aldehyd, kyano-
skupina, nitroskupina; atomy kyslika, dusika, siry alebo fosforu, priCom tieto atémy
kyslika, dusika, siry alebo fosforu maji pocet nula az éést’;

(cykloalkyl)alkyl a (heterocykloalkyl)alkyl, kde tento cykloalkyl je tvoreny z troch a2
6smich uhlikovych atémov, a nula az Sest atdmov kyslika, dusika, siry alebo
fosforu, a tento alkyl je z jedného az Siestich uhlikovych atémov; aryl; heteroaryl:
alkyl-aryl; a alkyl-heteroaryl; |

priCom tento alkyl, heteroalkyl, alkenyl, heteroalkenyl, aryl, heteroaryl, cykloalkyl a
heterocykloalkylova skupina moézu byt volitelne substituované, pricom pojem
.Substituované” znamena volitelnti a vhodn( substiticiu s jédehym alebo viacerymi
skupinami vybranymi zo skupiny bozostévajﬁcej zo substituentov: alkyl, alkenyl,
alkinyl, aryl, aralkyl, cykloalkyl, heterocyklus, halogén, hydroxyskupina, tioskupina,
alkoxyskupina, aryloxyskupina, alkyltioskupina, aryltioskupina, aminoskupina,
amidoskupina, ester, karboxylova kyselina, karbamat, mocovina, ketén, aldehyd,
kyanoskupina, nitroskupina, sulfénamid, sulfoxid, sulfén, sulfonylmogovina, hydrazid
a hydroxamat.

2. Makrocyklické zlugeniny podla naroku 1, kde R je COR® a R® je H, OH,
COOR?, CONRR™.

3. Makrocyklické zlugeniny podla naroku 2, kde R' je COCONR®R™, a R%je
H, R je H, CH(R"COOR", CH(R")CONR'™R", CH(R")CONHCH(R*)COOR"",
CH(R")CONHCH(R*)CONR'?R", CH(R")CONHCH(R?)(R").

4. Makrocyklické zlu&eniny podra naroku 3, kde R' je CH(R")CONHCH-
(R*)COOR"!, CH(R™CONHCH(R*)CONR'?R"™, CH(R")CONHCH(R?)(R'), kde R™"
je H alebo alkyl, a R* je fenyl, substituovany fenyl, heteroatbmom substituovany
fenyl, tiofenyl, cyklohexyl, cyklopentyl, cyklopropyl, piperidyl, pyridyl a 2-indany!.

5. Makrocyklické zlugeniny podfa naroku 4, kde R"jeH.
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6. Makrocyklické zliceniny podla naroku 5, kde R* je fenyl, tiofenyl,
cyklohexy!, 2-indanyl, cyklopenty!, pyridyl, fenyl(4-HNSO,NH,), R'" je H alebo terc-
butyl, R'? a R"™ st metyl, a R' je hydroxymetyl alebo terc-butoxymetyl.

7. Makrocyklické zlG¢eniny podfa naroku 1, kde R? je vybrany zo skupiny

pozostavajlacej z nasledujucich zvyékov

T RO X/ r
ﬁrkj kKT

AT £ —
\L S‘O)ﬂ ? \LS(O)oz \(' /])
| =

cH 4 3
g( IJSCHs 'ﬁcm zg

8. Makrocyklické zlU&eniny podfa naroku 7, kde R' je COR®, a R%je H, OH,
COOR®, CONR®R".

9. Makrocyklické zlu¢eniny podla naroku 8, kde L a M s nepritomné, J je

priamo naviazany na E.

10. Makrocyklické zlu¢eniny podla naroku 8, kde L, J a M st nepritomné, E

je priamo naviazany na N.

11. Makrocyklické zli¢eniny podla naroku 8, kde G a M su nepritomné.
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12. Makrocyklické zliCeniny podla naroku 8, kde skupina
~—__
/ 4
Mo
N\t

Y
J
/ﬁ\\N
|
O

je vybrana z0 skupiny pozostavajlcej z nasledujucich skupin vzorcov a, b alebo ¢

(a) (b) (c)

13. Makrocyklické zluCeniny podfa naroku 12, kde skupina a je vybrana
z nasledujucej skupiny vzorcov:

$(0o-2

14. Makrocyklické zluCeniny podla naroku 8, kde



kde M mdzZe byt pritomna alebo nepritomna a ak M je nepritomna, Q je naviazane

na E.

15. Makrocyklické zlu¢eniny podla naroku 8, kde

M %R.
R
{ G
’/LN/%/
. (e)
kde G a J su nezvisle vybrané zo skupiny pozostavajacej z (CH),, (CHR),, (CHR-

CHR'), a (CRR'),; A a M st nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajicej z O, S,
S0., NR, (CHz),, (CHR),, (CHR-CHR'), a (CRR'),; 2 Q je CH, CR alebo N.
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16. Makrocyklické zligeniny podfa naroku 8, kde G a J si nezavisle
vybrane zo skupiny pozostavajucej z (CHz),, (CHR),, (CHR-CHR'), a (CRR'),; a
zoskupenie A-E-L-M-Q je aromaticky kruh pozostavajuci z dvoch aZ 6smich
uhlikovych atémov, 'lnula az Sest heteroatomov, pricom X a J sU navzajom v orto,

para alebo meta polohe.

17. Makrocyklické zlG¢eniny podla naroku 16, kde

14

v

(f)
kde R™ je vybrané zo skupiny pozostavajiucej zo substituentov: H, alkyl, aryl,

heteroalkyl, heteroaryl, cykloalkyl, alkyl-aryl, alkyl-heteroaryl, aryl-alkyl a hetero-

aralkyl.
18. Makrocyklické zlG&eniny podla naroku 1, kde R®je vybrané zo skupiny
zahrnujlcej:

Aannrs 30 30
,\Tv- R R R
H :
n=0-4 -



N F7OF
COCH;
e QL
COR? COR'

COR¥  pa2R™

kde R* = H, CHzalebo iné alkylové skupiny;
R* = OH, O-alkyl, NH;, N-alkyl; a

R%* a R¥®mézu byt rovnaké alebo rézne a sl vybrané nezavisle z H, F, Cl, Br a CHs.

19. Makrocyklické zlu¢eniny podfla naroku 8, kde R® je vybrané zo skupiny

zahrnujlcej:

anns

N T
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AN

Syn-oz CL
cor¥

31
COR CORY R2 R33,

kde R® = H, CH; alebo iné alkylové skupiny;

R* = OH, O-alkyl, NH,, N-alky!; a

R¥% a R* moézu byt rovnaké alebo rozne a st vybrané nezavisle z H, F, Cl, Br a
CHs,

a zvysok

(d)

kde M m&Ze byt nepritomny alebo pritomny, a ak M je nepritomny, Q je naviazany

na E
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N
Mﬁ/k )
R
L
}Nﬁ/
(e)
kde G a J st nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajucej z (CHz),, (CHR)p, (CHR-

CHR'), a (CRR')p; A a M st nezavisle vybrané zo skupiny pozostavajacej z O, S,
S0., NR, (CH2),, (CHR),, (CHR-CHR'"), alebo (CRR'),, Q je CH, CR alebo N; a

o ﬂ__\/RM
N\ _{
/‘L
N
|
0
(f)

20. Makrocyklické zlG&eniny podfa naroku 19, kde Zje N a R*je H.
21. Makrocyklické zlu¢eniny podlia naroku 20, kde W je C=0.

22. Makrocyklické zlieniny podfa naroku 21, kde zoskupenie X-Y je
vybrané zo skupiny zahrnujucej C1-C6-alkyl, O-alkyl, NR-alkyl.

23. Makrocyklicke zluceniny podra naroku 21, kde

R
A ! /l&yz a
/X _ ULI lb ; RP
Y}r Rc/\us//

kde R je spojeny priamo na Q, ak Q je pritomny alebo na A, ak Q je nepritomny; R®

je naviazany na W; U' az U® moze byt €ast Sestclenného uhlikového kruhu, alebo
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pat alebo Sestclenny kruh s jedenym alebo viacerymi heteroatémami;

R® je H, alkyl, alkoxyskupina, hydroxyskupina, tioskupina, halogén, nitroskupina,
kyanoskupina, karboxylové kyselina, ester, amid, aminoskupina, nitril alebo CF3;
R je vazba, C1-C6-alkyl, C2-C6- alkenyl, C2-C6-alkinyl, o, S, SO, NH, O(alkyl)
S(alkyl), SO,(alkyl) alebo N(alkyl); a

R° je vézba, C1-C6-alkyl, C2-C6-alkenyl, C2-C6-alkinyl, O, S, SO,, NH, O(alkyl),
S(alkyl), SO(alkyl), N(alkyl) alebo CHx-N(alkyl), pricom CH; je naviazany na

aromaticky kruh.

24, Makrocyklické zlugeniny podla naroku 21, kde zoskupenie X-Y je

vybrané zo skupiny zahrnujlcej: CHy)s
- O—(
©/O—§CH2)2.4 . ©% £H2)4 : >M,
3 CHdoz e ' - (CHz)y
o e G
6]
}r Me’N},.;J' x>
Me o— '(CHz)s 0}‘9
(E,/ Me Me
-~ 7771/(C|"2)24
O~ O
Me Me l/\/\ §
(N
\
> A v
Me Me g

Q
O\\ ,/0 (o S n,
> (
0O 0

[ j ) e ‘/_/_f
5~ (CHa)s %/(CHz)zx, e g
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25. Farmaceuticky prostriedok, vyznacujuci sa tym, Ze obsahuje

ako aktivnu zloZzku makrocyklick( zlG¢eninu podia naroku 1.

26. Farmaceuticky prostriedok podfa naroku 25 na pouzitie na lieenie

poruch spojenych s HCV.

27. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 25, vyznacujlci sa

ty m, Ze obsahuje farmaceuticky prijatelny nosic.

28. Makrocyklické zlu¢eniny podfa naroku 1 v terapeutickych mnoZzstvach

na pouzitie na lieéenie poruch spojenych s HCV protedzou u pacienta.

29. PouZitie makrocyklickej zlu¢eniny podlfa naroku 1 na vyrobLi lieku na

lieGenie porach spojenych s HCV proteazou.

30. Spésob vyroby farmaceutického prostriedku na lieCenie poriach
spojenych s HCV protedzou,vyznacujiuci sa tym,ze zahrnuje uvedenie
do tesného kontaktu makrocyklickej zlG¢eniny podfa naroku | a farmaceuticky

prijatelného nosica.

31. Makrocyklické zla€eniny podfa naroku 1 s inhibi€nym uc¢inkom na HCV
protedazu, vratane jej enantiomérov, stereocizomérov a tautomérov, a jej

farmaceuticky prijatefnych soli alebo solvatov, ktoré s vybrané zo zl¢enin vzorcov
uvedenych nizsie: ({——\\O
0
H\)]\
N

; 0 0 CHj
H |
Q\WN;JYMLHE i
O N 0
O

/_\\9 CHs |
I “ﬂgﬁ%

ptu

-

0 O
O CHs .
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32. Farmaceuticky prostriedok na liecenie poriich spojenych s HCV
proteazou, vyznacujlaci sa tym, Ze obsahuje terapeuticky uginné
mnozstvo jednej alebo viacerych makrocyklickych zluéenin podfa naroku 31 a

farmaceuticky prijatefny nosic.

33. Farmaceuticky prostriedok podla naroku 32, vyznacéujdci sa

ty m, Ze obsahuje antivirotikum.

34. Farmaceuticky prostriedok podia naroku 32 alebo naroku 33, vy-

znacujuci sa tym, ze obsahuje interferdn.

35. Farmaceuticky prostriedok podfa“ naroku 34, vyznadéujluci sa _

ty m, Ze antivirotikom je ribavirin a interferonom je o-interferdn.

36. Makrocyklické zluéeniny podla naroku 1 véeobecného vzorca
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kde V je OR alebo NHR, pricom R je H alebo alkyl; a X, Y, Q, A, M, W, L, E, G, J, Z,

R3 a R* st uréené v naroku 1.
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