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Oblast’ techniky

Predlozeny vynilez sa tyka analdgov epotilonu, ktoré
st modifikované v postrannom retazci a sposobov pripravy
tychto zligenin, ich pouZitia pri lieteni ochoreni alebo pri
priprave farmaceutickych prostriedkov na lie¢enie ochoreni
a tie, novych medziproduktov pouZitych pri syntéze tychto
analégov a novych sposobov syntézy.

Doterajsi stav techniky

Epotilény 1 a2 5 st prirodné latky, ktoré su cytotoxické
dokonca proti nadorovym bunkam odolnym proti paclitaxe-
lu prostrednictvom podpory polymerizicie a- a B- tubuli-
novych podjednotiek a stabilizacie vznikajicich mikrotubu-
lovych Struktar. Epotilony nahradi paclitaxel (aktivna litka
prostriedku TAXOL™) v jeho mikrotubulovom vizbovom
mieste a je o nich zname, Ze si u¢innejsie, ako paclitaxel,
ked’ ide o stabilizaciu mikrotubulov.

1:R=H, R'=Me: epotilén A
2: R=Me, R' = Me: epotilon B
3:R=H

4: R=H: epotilén C
5: R=Me: epotilon D

Ziadané st analogy epotilénu A a B, ktoré maju vyni-
kajiice farmakologické vlastnosti, najma jednu alebo viac
nasledujiicich viastnosti: lepsi lie¢ebny index (napriklad
vadi rozsah cytotoxickych davok proti napriklad prolifera-
tivaym ochoreniam, bez toho, aby boli toxické
k normédlnym bunkam), lepsie farmakokinetické vlastnosti,
lepsie farmakodynamické vlastnosti, lepSiu rozpustnost’ vo
vode, lepdiu tginnost’ proti typom nadorovych buniek, kto-
ré sti alebo sa stali odolné proti lie¢eniu jednym alebo via-
cerymi chemoterapeutikami, lepSie vlastnosti ulahcujice
yyrobu prostriedkov, napriklad lepdiu  rozpustnost
v polarnych rozpustadlach, najma v tych, ktoré obsahuju
vodu, lepsiu stabilitu, vhodnti pripravu zli€enin samotnych,
lepsiu inhibiciu proliferacie na bunkovej drovni, vySSiu
firovedi stabilizaéného vplyvu na mikrotubuly a/alebo $peci-
fické farmakologické profily.

WO 98/25929A opisuje analégy epotilénu a kniZnice
analégov epotilénov a ich syntézu. Preukézané je, Ze nie-
kolko analégov ma jedine¢nu cytotoxicku aktivitu na indu-
kovanie polymerizéacie a stabilizacie mikrotubil.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez sa tyka novych zlGenin, ktoré ma-
jii jednu alebo viac skor uvedenych vyhodnych vlastnosti.
Hlavny aspekt podl'a predloZeného vyndlezu sa tyka epoti-
l6novej analégnej zlugeniny vieobecného vzorca (1)

R R

kde

vInitd viizba znamend, Ze vizba ,,a* je pritomnd bud’ v cis
alebo trans forme;

(i) R? nie je pritomna alebo je atém kyslika; ,,a“ méZe byt
bud’ jednoducha alebo dvojita vizba; ,b“ méZe byt bud
nepritomna alebo je to jednoducha viizba; a ,c** moZe byt
bud’ nepritomna alebo je to jednoduchéd vizba s podmien-
kou, ¥e ak R? je atdém kyslika, potom ,b* a ,.c* sii obidve
jednoducha vazba a ,a“ je jednoduchd vézba; ak R? nie je
pritomna, potom ,,b* a ,,¢* nie st pritomné a ,.a* je dvojita
viizba; a ak ,,a“ je dvojitd viizba, potom R?, ,b“a,c" niesi
pritomné;

R® je vybrana zo skupiny, ktori tvori alkylova skupina ob-
sahujlica 1 aZ 7 atémov uhlika, najmi metylova skupina,
etylova skupina, n-propylova skupina, izopropylova skupi-
na, n-butylové skupina, izobutylova skupina, terc-butylova
skupina, n-pentylova skupina, n-hexylova skupina; skupina
-CH=CH,, -C=CH; skupina -CH,F; skupina -CH,Cl; sku-
pina -CH,-OH; skupina -CH,O-alkyl obsahujica
v alkylovej &asti 1 aZ 6 atémov uhlika, najmi skupina -
-CH,-O-CH,; askupina  -CH,-S-alkyl  obsahujuca
valkylovej &asti 1 aZ 6 atémov uhlika, najmé skupina
-CHz-S-CHj;

R* a R® st nezavisle od seba vybrané zo skupiny, ktord tvo-
1 atém vodika, metylova skupina alebo ochrannd skupina,
vyhodne atém vodika; a

R' je skupina vzorca

s
| />—s-c+1, ,
N

alebo soli zlu&eniny vieobecného vzorca (1), ak je pritomna
skupina tvoriaca sol’.

Ak nie je uvedené inak, maju terminy pouZivané podla
vynalezu skor alebo d’alej nasledujice vyznamy:

NiZsia alkylova skupina mdZe byt linedrna alebo raz
alebo viackrat rozvetvena a vyhodne obsahuje aZ vratane 7
atomov uhlika, vyhodnejsie aZ vratane 4 atomy uhlika. Vy-
hodne je niZsia alkylovéa skupina metylové skupina, etylova
skupina, n-propylovd skupina, izopropylova skupina,
n-butylova skupina, izobutylovd skupina, ferc-butylova
skupina alebo d'alej n-pentylova skupina alebo n-hexylova
skupina.

Ochrannou skupinou je vyhodne 3tandardna ochranna
skupina. Ak je v zlugenine vieobecného vzorca (I) potrebné
chrénit jednu alcbo viac inych funkénych skupin, napriklad
karboxylovii skupinu, hydroxylova skupinu, aminoskupinu,
alebo merkaptoskupinu, pretoZe by sa tieto skupiny nemali
zlidastiiovat’ reakcie, pouZiju sa skupiny, ktoré sa obvykle
pouzivajl pri syntéze peptidovych zlienin a tieZ cefalos-
porinov a penicilinov atieZ derivatov nukleovych kyselin
a cukrov.

Ochranné skupiny modzu byt vzdy pritomné
v prekurzoroch a mézu chranit’ prislusné skupiny pred ne-
iaducimi sckundérnymi reakciami, ako je acylacia, eterifi-
Kacia, esterifikicia, oxidécia, solvolyza a podobné reakcie.
Vlastnostou ochrannych skupin je, Ze je mozné ich lahko
odstranit, to znamena bez neZiaducich sekundarnych reak-
cif, typicky pomocou solvolyzy, redukcie, fotolyzy alebo
tieZ enzymovej reakcic, napriklad za podmienok podob-
nych fyziologickym podmienkam a d’alej je ich vlastnost'ou
to, Ze nie st pritomné vo vyslednych produktoch. Odborni-
ci pracujtici v tejto oblasti vedia alebo mozu Fahko zistit,
ktoré ochranné skupiny s vhodné na reakcie uvedené skor
a dalej.
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Chranenice tychto funkénych skupin takymi ochrannymi
skupinami, chraniace skupiny samotné a reakcie na ich od-
stranenie st opisané napriklad v $tandardne odkazovanych
précach, ako je J.F.W. McOmie, ,,Protective Groups in Or-
ganic Chemistry, Plenum Press, London aNew York
1973, v T.W. Greene, ,,Protective Groups in Organic Syn-
thesis*, Wiley, New York 1981, v ,,The Peptides*; diel 3
(vydavatelia: E. Gross a J. Meienhofer), Academic Press,
London aNew York 1981, v ,Methoden der organischen
Chemie* (Methods of organic chemistry), Houben Weyl,
Stvrté vydanie, diel 15/I, Georg Thieme Verlag, Stuttgart
1974, v H.D. Jakubke a H. Jescheit, ,,Aminoséuren, Pepti-
de, Proteine“ (Amino acids, peptides, proteins), Verlag
Chemie, Weinheim, Deerfield Beach, aBasel 1982,
av Jochen Lehmann, ,,Chemie der Kohlenhydrate: Mono-
saccharide und Derivate* (Chemistry of carbohydrates:
monosaccharides and derivatives), Georg Thieme Verlag,
Stuttgart 1974. ZvIa§t' vyhodnymi ochrannymi skupinami
su skupiny chréniace hydroxylovlt skupinu, ako je
terc-butyldimetylsilylova skupina alebo tritylova skupina.

R* a R® st vjhodne atém vodika.

Vizba oznaéené vinovkou, vychadzajica z atému uhli-
ka nesticeho skupinu R* ,znamend, Ze vizba ,,a“ je pritom-
na v trans- alebo vyhodne cis- forme.

Sol'ami st najmé farmaceuticky prijatelné soli zligenin
vieobecného vzorca (I).

Tieto soli vznikajui napriklad ako kyslé adigné soli, vy-
hodne s organickymi alebo anorganickymi kyselinami, zo
zlaCenin vieobecného vzorca (I) obsahujicich zasadity
atdm dusika aide najmd o farmaceuticky prijatelné soli.
Vhodnymi anorganickymi kyselinami st napriklad haloge-
novodikové kyseliny, ako je kyselina chlorovodikova, ky-
selina sirova alebo kyselina fosfore¢na. Vhodnymi orga-
nickymi kyselinami si napriklad karboxylové kyseliny,
fosfénové kyseliny, sulfénové kyseliny alebo sulfamové
kyseliny, napriklad kyselina octova, kyselina propiénova,
kyselina oktanova, kyselina dekanova, kyselina dodekano-
va, kyselina glykolova, kyselina mlie¢na, kyselina fumaro-
va, kyselina jantarova, kyselina adipov, kysclina pimelo-
v4, kyselina suberové, kyselina azelaova, kyselina jabl¢na,
kyselina vinna, kyselina citrénova, aminokyseliny, ako je
kyselina glutdimova alebo kyselina aspartova, kyselina ma-
leinova, kyselina hydroxymaleinova, kyselina metylmalei-
nova, kyselina cyklohexankarboxylova, kyselina adaman-
tankarboxylova, kyselina benzoovd, kyselina salicylova,
kyselina 4-aminosalicylova, kyselina ftalové, kyselina fe-
nyloctovd, kyselina mandl'ova, kyselina Skoricové, kyselina
metan- alebo etansulfénova, kyselina 2-hydroxyetan-
sulfénova, kyselina etdn-1,2-disulfénova, kyselina benzén-
sulfénovd,  kyselina  2-naftalénsulfénova,  kyselina
1,5-naftaléndisulfonova, kyselina 2-, 3- alebo 4-metyl-
benzénsulfénova, kyselina metylsirova, kyselina etylsirova,
kyselina dodecylsirovd, kyselina N-cyklohexylsulfimova,
kyselina N-metyl-, N-etyl alebo N-propylsulfimova alebo
iné organické proténové kyseliny, ako je kyselina askorbo-
Va.

Na izolaciu alebo istenie je moZné tieZ pouZit' farma-
ceuticky neprijatelné soli, napriklad pikraty alebo chloris-
tany. Na terapeutické uéely sa pouZivaju len farmaceuticky
prijatelné soli alebo voIné zligeniny (ak ich je moZné vo
farmaceutickom prostricdku pouZit') a tieto ltky si vyhod-
ne.

Vzhl'adom na blizky vzt'ah medzi novymi zlu&eninami
vo volnej forme a vo forme soli vratane soli, ktoré je moz-
né pouZit' ako medziprodukty, napriklad pri &isteni alebo
identifikdcii novych zlidenin, sa akykol'vek odkaz na vol'né
zlu¢eniny uvedeny skér alebo dalej tyka tieZ, ak je to

vhodné, zodpovedajucich soli a naopak.

Termin ,,pribliZne alebo asi* v sivislosti s ¢iselnymi
hodnotami, napriklad ,,priblizne dvojnasobny molarny pre-
bytok* alebo podobne, vyhodne znamen4, Ze dané &iselnd
hodnota sa méZe odchylit’ od daného ¢&isla aZ o + 10 %, vy-
hodnejsie aZ o + 3 %; najvyhodnejsie je ¢iselna hodnota ta-
k4, ako je uvedeng.

Zv1a3t’ vyhodna je bud’ zliéenina vieobecného vzorca
(1) alebo jej sol’.

Biologicka aktivita

Zli¢eniny podla predloZeného vynélezu sa mdZu pou-
Zit' na lietenie proliferativnych ochoreni, najma na rakovi-
ny, ako je rakovina plic, najmi nemalobunkovy pliicny
karciném, rakovina prostaty, éreva, napriklad rakovina ko-
neénika a traénika, cpidermoidné nédory, ako si nadory
hlavy a/alebo krku, alebo rakovina prsnikov, alebo iné ra-
koviny, ako je rakovina mo¢ového mechira, slinivky brus-
nej alebo mozgu alebo melaném vratane najmi liegenia ra-
koviny, ktora je odolna proti mnohym lieivam (napriklad
z dévodu expresie p-glykoproteinu = P-gp) a/alebo ktord
nezaberd na lieCenie paclitaxelom (napriklad vo forme
TAXOL).

Biologické testovanie

Schopnost’ zlti¢enin podl'a predloZeného vynalezu blo-
kovat' depolymeriziciu mikrotubulov sa moZe preukazat’
pomocou nasledujiiceho testu:

Mikrotubulovy test sa uskutoéfiuje podl'a postupu opi-
saného v literatdre a zistuje sa pri fiom schopnost’ synteti-
zovanych zliCenin tvorit' a stabilizovat’ mikrotubuly. Vy-
konava sa tieZ $tudia cytotoxicity.

Pri zlU¢eninach vSeobecného vzorca (I) sa testuje ich
schopnost’ pésobit’ na hromadenie tubulinu s pouZitim Gis-
tené¢ho tubulinu pomocou testu vyvinutého tak, aby sa zo-
silneli rozdiely medzi zlieninami aktivnej3imi, ako Taxol.
Ukézalo sa, Ze zliéeniny vieobecného vzorca (I) maji vy-
sokil hladinu cytotoxickej a tubulinovej polymerizaénej ak-
tivity v porovnani s epotilénmi A aB. (Lin akol., Cancer
Chemother. Pharmacol. 38, 136-140 (1996); Rogan a kol.,
Science 244, 994-996 (1984)).

Fitraény kolorimetricky test

Do skimavky sa umiestni mikrotubulovy protein
(0,25 ml 1 mg/ml) apridd sa 2,5 pul testovanej zludeniny.
Vzorka sa premie$a a inkubuje sa 30 mindt pri 37 °C.
Vzorka 150 pl sa prevedie do 96 jamkovej hydrofilnej fil-
tralnej doSticky Millipore  Multiscreen  Durapore
s vel’kost'ou pérov 0,22 um, ktora sa vopred za vakua pre-
myje 200 ul pufra MEM. Jamka sa potom premyje 200 pl
pufra MEM. 8§ cielom zafarbit’ naviazany protein na do-
Sticke sa na filter na 2 mindty prida 50 pl roztoku amidovej
¢erne (0,1 % Cerne naftol blue (Sigma)/45 % metanol/10 %
kyselina octovd) aznova sa aplikuje vakuum. Dvakrat sa
pridd 200 pl roztoku odfarbujuceho amidovi &erfi (90 %
metanol/2 % kyseliny octovej), aby sa odstranilo nenavia-
zané farbivo. Signal sa kvantifikuje pomocou spdsobu opi-
san¢ho v Schaffner a Weissmann akol., Anal. Biochem.,,
56: 502-514, 1973 nasledujicim spdsobom: do jamky sa
pridd 200 ul elu¢ného roztoku (25 mM NaOH-0,05 mM
EDTA-50 % etanol) aroztok sa po 5 miniitach premiesa
pipetou. Nasleduje 10 minut inkubacie pri teplote miestnos-
ti, do kazdej jamky 96 jamkovej dosticky sa prida 150 pl
eluéného roztoku a meria sa absorbancia pomocou zariade-
nia Microplate Reader od spoloénosti Molecular Devices.

Cytotoxicka aktivita zlu¢enin vieobecného vzorca (I) sa
hodnoti pomocou testov cytotoxicity s bunkovymi liniami



SK 285647 B6

1A9, 1A9PTX10 (mutant a-tubulinu) a 1A9PTX22 (mutant
a-tubulinu). Ako prirodné epotilény 1 a 2 vykazuju zlice-
niny vieobecného vzorca (I) znaénii aktivitu proti zmene-
nym bunkovym liniam exprimujicim a-tubulin IA9PTX10
a 1A9PTX22. Pri zludenine vicobecného vzorca (1) sa vy-
hodné hodnoty ICs, (koncentricia, pri ktorej dochadza
k poloviénému, ako maximalnemu rastu nadorovych bu-
niek v porovnani s kontrolou bez pridania inhibitora vie-
obecného vzorca (I)) pohybuji vrozsahu 1 az 1000 nM,
vyhodnc | az 200 nM.

Schopnost’ zIGéenin podl'a predloZeného vynélezu inhi-
bovat’ rast nadoru sa mé7e preukazat’ pomocou nasleduji-
cich testov s nasledujiicimi bunkovymi liniami.
Kolorimetricky test cytotoxicity pre skrining protirakovi-
novych lieéiv

PouZity kolorimetricky test cytotoxicity je upravenym
postupom, ktory opisal Skehan akol. (Journal of Nation
Cancer Inst 82: 1107-1112; 19901). Postup ponuka rychly,
citlivy a lacny spdsob merania obsahu celularneho proteinu
adherentnych a suspenznych kultiir v 96 jamkovych mikro-
titratnych dostickach. Sposob je vhodny na in vitro vyskum
protinddorovych liekov a pouZiva sa v National Cancer In-
stitute.

Kultdry fixované kyselinou trichléroctovou sa farbia 30
minit 0,4 % (hmotn./cbjem) sulforhodaminom B (SRB)
rozpustenym v 1 % kyseline octovej. Nenaviazané farbivo
sa odstrani Stvornasobnym premytim | % kyselinou octo-
vou a farbivo viazané na protein sa extrahuje 10 nM nepuf-
rovanou zisadou Tris [tristhydroxymetyl)aminometdn]
s cielom ur€it' optickd hustotu v zariadeni na odéitanie 96
jamkovych dosticiek s pogitatovym rozhranim. Vysledky
testu SRB st linedrne vzhladom na poéet buniek a hodnoty
pre bunkové proteiny meranym pomocou testov podla
Lowry a Bradford pri hustotach v rozsahu od rozptylenej
subkonfluencie do mnohovrstvovej suprakonfluencie. Po-
mer signalu k Sumu pri 564 nm je asi 1,5 pri 1000 bunkach
na jamku.

SRB test poskytuje kalorimetricky vysledok, ktory je
nede3truktivny, dlho stabilny a viditelny volnym okom.
Poskytuje citlivé meranie cytotoxicity vyvolanej liekom.
SRB fluoreskuje pri excitacii laserom pri 488 nm a méZe sa
merat’ kvantitatfvne na vrovni jednej bunky pomocou sta-
tickej fluorescencnej cytometrie (Shekan a kol., Journal of
National Cancer Inst 82: 1107-1112, 19901).

Alternativne sa Udinnost’ zli¢enin vSeobecného vzorca
(I) ako inhibitorov depolymerizicie mikrotubulov méZe
demonstrovat' nasledujicim spdsobom:

Zéasobné roztoky testovanych zli¢enin sa pripravia
v dimetylsulfoxide a skladuju sa pri -20 °C. Mikrotubulovy
protein sa ziska 7 mozgu oSipanej pomocou dvoch cyklov
depolymerizacie/ polymerizacie zévislej od teploty, ako je
opisané vo Weingarten akol., Biochemistry 1974; 13:
5529-37. Pracovné zasobné roztoky mikrotubulového pro-
teinu (to znamena tubulinu plus proteinov asociovanych
s mikrotubulmi) sa skladuj pri -70 °C. Stupefi polymeriza-
cie mikrotubulového proteinu vyvolanej testovanou zluce-
ninou sa meria podl'a postupov znamych z literatiry (pozri
Lin akol, Cancer Chem. Pharm. 1996; 38: 136-140).
V kratkosti sa § pl zdsobného roztoku testovanej zliceniny
vopred zmie$a v dvadsatnasobku poZadovanej vyslednej
koncentracie so 45 ul vody pri teplote miestnosti a zmes sa
potom umiestni na ad. Alikvotny diel pracovného zisob-
ného roztoku mikrotubulového proteinu z mozgu oSipane;j
sa rychlo roztopi a potom sa zriedi na 2 mg/ml ladovo stu-
denym 2 x MEM pufrom (200 ml MES, 2 mM EGTA,
2mM MgCl,, pH 6,7) (MES = 2-morfolinetinsulfonova
kyselina, EGTA = etylénglykol-bis-(2-(2-aminoetyl)tetra-

octova kyselina). Polymerizacna reakcia sa potom zalne
pridanim vZdy 50 pl roztoku mikrotubulového proteinu
k testovanej zligenine, potom sa vzorka inkubuje vo vod-
nom kupeli pri teplote miestnosti. Potom sa reakénd zmes
umiestni do Eppendorfovej mikroodstredivky a inkubuje sa
dalSich 15 minut pri teplote miestnosti. Vzorky sa potom
odstred'uju 20 mindit pri 14 000 otatkach za mindtu pri tep-
lote miestnosti, aby sa oddelil polymerizovany mikrotubu-
lovy protein od nepolymerizovaného. Ako nepriama miera
polymerizacie  tubulinu sa  koncentracia  proteinu
v supernatante (ktory obsahuje zvySok nepolymerizované-
ho, rozpustného mikrotubulového proteinu) uréi podl'a spd-
sobu Lowry (DC Assay Kit, Bio-Rad Laboratories, Hercu-
les, CA) a opticka hustota (OD) farebnej reakcie sa uréi pri
750 nm pomocou spektrometra (SpectraMax 340, Molecu-
lar Devices, Sunnyvale, CA). Rozdiely v OD medzi vzor-
kami oSctrenymi testovanou zli¢eninou a kontrolou o3etre-
nou vehikulom sa porovnaji srozdielmi inkubovanych
vzoriek, ktoré obsahuju 25 uM epotilénu B (pozitivna kon-
trola). Stupeii polymerizacie, ktord je vyvolana testovanou
zlGceninou, je vyjadreny vzhl'adom na pozitivau kontrolu
(100 %). Porovnanim niekolkych koncentracii sa ur&i ECsq
(koncentracia, pri ktorej dochadza k 50 % maximalnej po-
lymerizacii). Pre zlG¢eniny vSeobecného vzorca (I) leZia
hodnoty ECs, vyhodne vrozsahu | az 200, vyhodne 1 a2
50 uM. Vyvolanie polymerizacie tubulinu testovanou zli-
¢eninou vieobecného vzorca () v koncentracii 5 uM ako
percentualna hodnota v porovnani s 25 uM epotilénu B vy-
hodne leZi v rozsahu 50 aZ 100 %, vyhodne 80 az 100 %.

Ucinnost’ proti nddorovym bunkam sa tieZ mbZe preu-
kézat’ nasledujlicim spdsobom:

Pripravia sa zasobné roztoky testovanej zlG&eniny vie-
obecného vzorca (1) (10 mM) v dimetylsulfoxide a skladujd
sa pri -20 °C. Ludské KB-31 (odolné proti mnohym lie-
kom, nadmerne exprimujice P-gp 170) KB-8511 epider-
moidné karcinémové bunky sii od Dr. M. Baker, Roswell
Park Memorial Institute (Buffalo, NY, USA) (opis pozri
tiez Akiyama akol, Somat. Cell. Mol. Genetics 11,
117-126  (1985) aFojo A. akol, Cancer Res. 45,
3002-3007 (1985) - KB-31 aKB-8511 su obidva derivaty
bunkovej linie KB (American Type Culture Collection)
a st to bunky Tudského epidermoidného karcinomu. Bunky
KB-31 sa mdzZu kultivovat’ v monovrstvach s pouZitim te-
Tacieho séra (M.A.Bioproducts), L-glutaminu (Flow), peni-
cilinu (50 jednotick/ml) a streptomycinu (50 pg/ml; Flow);
potom sa kultivujit pri rychlosti zdvojnésobenia asi 22 ho-
din arelativna dc¢innost’ ich prichytenia je asi 60 %.
KB-8511 je variant odvodeny od bunkovej linie KB-31,
ktord sa ziska cyklickym spracovanim colchicinom
a vykazuje Styridsatnésobok rclativnej rezistencie proti
colchicinu v porovnani s bunkami KB-31. Bunky sa inku-
buja pri 37 °C v inkubatore s 5 % objemovymi oxidu uhli-
¢ittho apri 80 % relativnej atmosferickej vlhkosti
v MEM-a médiu, ktoré obsahuje ribonukleozidy a dezoxy-
ribonukleozidy (Gibco BRL), a je doplnené 10 IU penicili-
nu, 10 pg/ml streptomycinu a 5 % fetaineho telacieho séra.
Bunky sa potom umiestnia v mnoZstve 1,5 x 10° bun-
ky/jamka do 96 jamkovych mikrotitraénych dosticiek
a inkubuju sa cez noc. Sériové zriedenia testovanych zlice-
nin v kultivaénom médiu sa pridaji v dni 1. Dosti¢ky sa po-
tom inkubuju dalSie 4 dni, potom sa bunky fixuji
s pouzitim 3,3 % (objemovo) glutaraldchydu, premyjl sa
vodou a nakoniec sa farbia 0,05 % (hmotn./objem) metylé-
novou modrou. Po daldom premyti sa farbivo eluuje 3 %
kyselinou chlorovodikovou a meria sa optickd hustota pri
665 nm pomocou spektrometra SpectraMax 340 (molecular
Devices, Sunnyvale, CA). Hodnoty ICs, sa uréia pomocou
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matematickej korelacie dat do krivky s pouZitim programu
SoftPro 2,0 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a vzorca
[(OD o3etrené)-(OD vychodiskovy)l/[OD kontroly)-(OD
vychodiskovy)] x 100.

Hodnota ICs je definovana ako koncentracia testovanej
zliceniny na konci ¢asu inkubdcie, ktora vedie k 50 % po¢-
tu buniek v porovnani s kontrolou bez testovanej zli¢eniny
(koncentracia pri polovi¢nej, ako maximélnej inhibicii rastu
buniek). Zliceniny vieobecného vzorca (I) vyhodne vyka-
zujui ICsq v rozsahu 0,1 x 10° a2 500 x 10, vyhodne 0,1 az
60 nM.

Porovnévacie testy sa mozu tieZ uskutoénit’ inymi na-
dorovymi bunkovymi liniami, ako si A459 (plica; ATCC
CCL 185), NCIH460 (plica), Colo 205 (hrubé ¢&revo;
ATCC No. CCL 222); HCT-15 (hrubé ¢érevo; ATCC CCL
225 - ATCC = American Type Culture Collection (Roc-
kville, MD, USA)), HCT116 (hrubé érevo), Dul45 (prosta-
ta; ATCC No. HTB 81; pozri tieZ Cancer Res. 37, 4049-58
[1978]), PC-3M (prostata - derivat necitlivy na hormény,
ziskany od Dr.IJFidler (MD Anderson Cancer Center,
Houston, TX, USA) a odvodeny od PC-3, ¢o je bunkova li-
nia dostupna od ATCC (ATCC CRL 1435)), MCF-7 (prs-
nik; ATCC HTB 22) alebo MCF-7/ADR (prsnik, odolny
proti mnohym lickom; opis pozri Blobe G.C. a kol., J. Biol.
Chem. (1983), 658664; bunkova linia je velmi odolna
(360- aZ 2400 nasobne) k doxorubicinu a Vinca alkaloidom
v porovnani s MDR-7 ,prirodzeny typ“ bunick)), ked sa
dosiahnu podobné vysledky, ako sbunkami KB-31
a KB-8511. Zlageniny vieobecného vzorca (I) vyhodne vy-
kazujii pri tychto testoch ICs, vrozsahu 0,1 x x 107
v rozsahu 0,1 x 10? a% 500 x 10, vyhodne 0,1 aZ 60 nM.

Na zaklade tychto vlastnosti su zligeniny v§eobecného
vzorca (I) (to znamena aj ich soli) vhodné na lieéenie proli-
ferativnych ochoreni, ako su najmid nadorové ochorenia
vratane tieZ metastaz, ak su pritomné, napriklad pevnych
nadorov, ako je néddor pluc, nador prsnikov, rakovina ko-
neénika a traénika, melanom, nador mozgu, nador slinivky
brugnej, nador hlavy a krku, rakovina mo&ového mechura,
neuroblastom, nador hltana, alebo tieZz proliferativnych
ochoreni krviniek, ako je leukémia; alebo d’alej na lieCenie
inych ochoreni, ktoré reaguji na lie¢bu inhibitormi depo-
lymerizacie mikrotubulov, ako je psoridza. ZIiceniny vSe-
obecného vzorca (I) alebo ich soli st tieZ vhodné na po-
tiahnutie medicinalnych implantatov (vyuzitelnych pri pro-
fylaxii restenézy) (pozri Medzinérodné patentova prihldska
WO 99/16416, priorita 29. septembra 1997).

Aktivita zladenin podl'a predloZeného vynalezu in vivo
sa mdZe demonstrovat’ na nasledujicom Zivo€isnom mode-
li:

Samice alebo samci nahych mys$i BALB/c nu/nu sa dr-
Zia za sterilnych podmienok (10 aZ 12 mysi na klietku typu
II) svolnym pristupom ku kfmeni avode. Mysi vazZia
v ¢ase implantacie nadoru 20 aZ 25 g. Nadory sa mySiam
zavedii podkoznou injekciou buniek (minimalne 2 x 10°
buniek v 100 ul PBS alebo média) (4-8 mysi na bunkovu
liniu). Vznikajtce nadory sa pred zaciatkom lie¢by sériovo
pasdzuju minimalne trikrdt po sebe. Fragmenty nadorov
(asi 25 mg) sa s.c. implantuju do l'avej slabiny Zivocichov
trokarovou ihlou s velkost'ou 13, priCom je zviera pod
anestéziou (Abbot, Svaj&iarsko).

Rast nadoru atelesna hmotnost’ sa sleduju raz alebo
dvakrat ty?denne. V3etky lie€ivé sa podédvaji vnutroZilovo
(i.v.) a liecenie sa zatne vtedy, ked’ je stredny objem na-
doru 100 az 250 mm’, v zavislosti od typu nadoru. Objemy
nadoru sa uréia podla vzorca (L x D x m)/6 (pozri Cancer
Chemother. Pharmacol. 24: 148-154, [1989]). Pri liedeni
epotilonmi  vSeobecného vzorca (I)sa meni davka

w

a frekvencia podévania. Porovnavacie ¢inidla sa podavaji
podra vopred uréeného optimalneho rezimu lie¢by. Okrem
prebiehajiicich zmien v objeme nadorov podas lietby sa
protinadorova aktivita vyjadri ako T/C % (stredny rast ob-
jemu nadoru lieenych zvierat delené strednym rastom na-
doru kontrolnych zvierat krat 100). Regresia nadoru ( %)
znamend najmensi stredny objem nadoru v porovnani so
strednym objemom nadoru na zaiatku lieby podla vzorca
Regresia (%) = (1 - Vionie/ Vitarn) X 100 (Vigpiec = konecny
stredny objem nadoru, Vy,, = stredny objem nadoru na za-
Ciatku liecby.

Na tomto modeli sa mdZe testovat’ inhibi¢ny efekt zla-
Ceniny podl'a predloZeného vyndlezu na rast napriklad na-
dorov odvodenych od nasledujucich bunkovych linii:

Ludsky kolorektalny adenokarcinémovy bunkovy
kmeti HCT-15 (ATCC CCL 225) je od American Type
Culture Collection (Rockville, MD, USA), a bunky sa kul-
tivujui in vitro podl'a odporiania vyrobeu. HCT-15 je bun-
kovd linia podobnd epitelu (Cancer Res. 39: 1020-25
[1979]), ktora je odolné proti mnohym liekom, pretoZe ex-
primuje P-glykoprotein (P-gp, gp170, MDR-1; Anticancer
Res. 11: 1309-12 (1991); J. Biol. Chem. 264: 18031-40
[1989]; Int. J.Cancer 1991; 49: 696-703 [1991]) a tieZ vd'a-
ka rezistenénému mechanizmu zavislému od glutatiénu
(Int. J.Cancer 1991; 49: 688-95 [1991]). Bunkova linia Co-
lo 205 je tiez bunkova linia Pudského karcindému hrubého
¢reva (ATCC No. CCL 222; pozri tiez Cancer Res. 38,
1345-55 [1978], ktord sa izolovala z ascitickej kvapaliny
tekutiny pacienta a vykazuje morfoldogiu podebni epitelu
a vieobecne sa povazuje za citlivi na lieky. Cudské bunko-
vé linia rakoviny prostaty nezavisla od androgénu sa pouZi-
je na stanovenie subkutanneho a ortotopického modelu
u my§i. Cudsky metastaticky karciném prostaty PC-3M sa
ziska od Dr. LJ. Fidler (MD Anderson Cancer Center, Ho-
uston, TX, USA) a kultivuje sa v médiu Ham F12K dopl-
nenom 7 % (objemovo) FBS. Bunkova linia PC-3M je vy-
sledkom izolacie z metastdz pe€ene produkovanych nahou
my$ou po intrasplenickej injekcii buniek PC-3 [ATCC
CRL 1435; American Type Culture Collection (Rockville,
MD, USA)], a m6zu rést’ v Eaglovom MEM dopinenom 10
% fetalnym telacim sérom, pyruvatom sodnym, neesen-
cialnymi aminokyselinami, L-glutaminom, dvojnasobnym
vitaminovym roztokom (Gibco Laboratories, Long Island,
N.Y.) apenicilinom-streptomycinom (Flow Laboratories,
Rockville, Md.). Bunkova linia PC-3M je necitliva na hor-
mony (to znamena, Ze rastie v nepritomnosti androgénov).
Bunkova linia PC-3 je androgén receptor negativny, ¢o je
mozZné predpokladat’ odvodenim PC-3M bunkovej linie.
Bunkova linia PC-3 je dostupna od ATCC (ATCC CRL
1435) azodpoveda ¢istému adenokarcindmu prostaty 1V
izolovanému zo Sest'desiatdvaroéného muza, belocha; bun-
ky vykazuju mald kyslu fosfatdzovi a testosterén S-a-
-reduktazovi  aktivitu. Bunky sG takmer triploid
s modalnym poctom 62 chromozémov. Pomocou analyzy
Q-pasu nie je moZzné detegovat’ Ziadne normalne Y chro-
mozémy. Ludsky adenokarcindm plic A549 (ATCC CCL
185; izolovany ako explantatovad kultira z tkaniva karci-
nomu plic od pitrdesiatosemrocného muZa, belocha); md
epitelidlnu  morfologiu amézZe syntetizovat’ lecitin
s vysokym percentom nenasytenych mastnych kyselin
s pouZitim cytidin difosfocholinovej cesty; vo vietkych me-
tafazach sa naSiel subtelocentricky markerovy chromozém
obsahujici chromozém 6 a dlhé ramienko chromozému 1.
Ludsky karciném prsnika ZR-75-1 (ATCC CRL 1500, izo-
lovany z maligne;j ascitickej efuzie Sest'desiattriroénej Zeny,
belosky s infiltrujicim duktalnym karcinémom); je mamar-
neho epitelidlneho pévodu; bunky maji receptory estrogé-
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nu a daldich steroidnych horménov a maju hypertriploidny
poéet chromozémov. LCudska epidermalna ({ista) rakovino-
v4 bunkova linia KB-8511 (P-gp nadmerne exprimujiica
bunkova linia odvodcna od epidermoidného (Gsta) KB-31
rakovinového bunkového kmetia) sa ziska od Dr.
R.M.Baker, Roswell Park Memorial Institute (Buffalo,
N.Y., USA) (opis pozri Akiyama a kol., Somat. Cell. Mol.
Genetics 11, 117-126 (1985) a Fojo A., akol., Cancer Res.
45, 3002-3007 (1985)) a kultivuje sa tak, ako jc opisané
skor (Meyer, T., akol., Int. J. Cancer 43, 851-856 (1989)).
KB-8511 bunky, ako bunky KB-31, sti odvodené od bun-
kovej linie KB (ATCC) a st to l'udské epidermélne rakovi-
nové bunky, bunky KB-31 sa mdZzu kultivovat
v monovrstve s pouZitim Eaglovho média modifikovaného
Dulbecco (D-MEM) s 10 % fetalnym telacim sérom (M.A.
Bioproducts),  L-glutaminom  (Flow),  penicilinom
(50 jednotiek/ml) a streptomycinom (50 mg/ml (Flow); po-
tom sa kultivujii zdvojnasobujici ¢as 22 hodin a ich rela-
tivna pot’ahovacia G¢innost je asi 60 %. KB-8511 je bun-
kova linia odvodend od bunkovej linie KB-31 pomocou
cyklov spracovania colchicinom; vykazuje asi $tyridsatna-
sobok relativnej rezistencie proti colchicinu v porovnani
s bunkami KB-31; méZe sa kultivovaf’ za rovnakych pod-
mienok, ako KB-31.

Rozpustnost’

Rozpustnost’ vo vode sa uréf nasledujicim spsobom:
zli¢enina vieobecného vzorca (1) alebo jej sol' sa miesa vo
vode pri teplote miestnosti, pokial sa uZ Ziadna d'al3ia zIg-
&enina nerozpt§ta (asi 1 hodinu). Zistena rozpustnost’ je
vyhodne 0,01 aZ 1 % hmotnostné.

V skupinach vyhodnych zliéenin vSeobecného vzorca
(1) uvedenych dalej sa moZu vhodne pouZit' definicie sub-
stituentov zo vieobecnych definicii uvedenych skér, napri-
klad s cielom nahradit’ vieobecnejsic definicie presnejSimi
definiciami alebo najma definiciami oznagenymi ako vy-
hodné.

Predlozeny vynalez sa vyhodne tyka zlugenin vSeobec-
ného vzorca (1), kde
R? je nepritomna alebo je atém kyslika; ,,a** mdZe byt bud
jednoducha alebo dvojita viizba; ,b“ méZe byt bud’ nepri-
tomn4 alebo je to jednoduché vézba; a ,.c* mdZe byt bud
nepritomné alebo je to jednoducha vizba s podmienkou, Ze
ak R? je atom kyslika, potom ,,b* a ,,c* sd obidve jednodu-
ché viizba a ,,a“ je jednoducha vézba; ak R? je nepritomna,
potom ,b* a ,,c* sl nepritomné a ,,a* je dvojita viizba; a ak
" je dvojita vizba, potom R?, ,b“ a,c* nie st pritomné;
R? je skupina vybrana zo skupiny, ktord tvori niZSia alkylo-
v4 skupina, najmd metylova skupina, etylova skupina,
n-propylova skupina, izopropylova skupina, n-butylova
skupina, izobutylovd skupina, terc-butylovd skupina,
n-pentylova  skupina, n-hexylovd skupina; skupina
-CH=CH,; skupina -C=CH; skupina -CH,F; skupina
-CH,Cl; skupina -CH,-OH; skupina -CH,-O-alkyl obsahu-
jiica v alkylovej Gasti 1 aZ 6 atémov uhlika, najmi skupina
-CH,-O-CH;; askupina  -CH,-S(alkyl)  obsahujica
valkylovej ¢asti 1 aZ 6 atémov uhlika, najmd skupina
-CH,-S-CH;

R* a R® s nezavisle od seba vybrané zo skupiny, ktort tvo-
ti atém vodika, metylova skupina alebo ochranna skupina,
vyhodne atom vodika; a

R' je skupina vzorca
S
| />‘—S~CH3 ,
N

alebo ich soli, ak je pritomna skupina schopnd tvorit’ sol’.
PredloZeny vynalez sa najvyhodnejsie tyka tieZz zlicenin
vieobecného vzorca (Id)

(Id),

kde A je ctylové skupina, fluérmetylova skupina, metoxys-
kupina, metyltioskupina alebo etenylova skupina (skupina
-CH=CH,) a

D je atém vodika, atém fluéru, hydroxylové skupina alebo
metylova skupina, najma atém vodika.

PredloZeny vynélez sa najvyhodnejie tyka tieZ zlicenin
vieobecného vzorca (le)

(Te),

kde A je etylovéa skupina, fluérmetylové skupina, metoxys-
kupina, metyltioskupina alebo etenylova skupina (skupina
-CH=CH,) a

D je atém vodika, atém fluéru, hydroxylové skupina alebo
metylova skupina.

PredloZeny vynilez sa najvyhodnejSie tyka zluéenin
vieobecného vzorca (I) uvedenych v prikladoch alebo ich
farmaceuticky prijatelnych soli, ak je pritomné jedna alebo
viac skupin schopnych tvorit soli.

Najvyhodnejiie sa predlozeny vyndlez tyka zlugenin
vybranych zo skupiny, ktor{i tvori zl&enina 18b (pozri pri-
klad 2) a zlGgenina 19b (pozri priklad 2) alebo ich farmace-
uticky prijatelné soli, ak je pritomné jedna alebo viac sku-
pin schopnych tvorit’ sol’.

Zligeniny podl'a predloZeného vynalezu sa mdZu synte-
tizovat' s pouzitim spdsobov, ktoré su analogické znamym
sposobom, vyhodne pomocou spdsobu, ktory sa vyznatuje
tym, 7e sa
a) reaguje jodid vieobecného vzorca (II)

B R

(1,

kde R%, R, R, R®, a, b ac avinita vizba maji vyznamy
definované pre zlugeniny vieobecného vzorca (1), so zhice-
ninou vieobecného vzorca (IIT)
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R'-Sn(R);  (II),

kde R' ma vyznam definovany pre vieobecny vzorec
(I) 2R je nizsia alkylova skupina, najmé metylova skupina
alebo n-butylova skupina alebo

b) reaguje zlicenina cinu véeobecného vzoreca (IV),

v

kde R% R% R*, R®, a, b ac avlnita vizba maji vyznamy
definované pre zli¢eninu vieobecného vzorca (I),
s jodidom vseobecného vzorca (V)

R'-I W),

kde R! ma vyznam definovany pre vieobecny vzorec (1);

a, ak je to potrebné, vznikajuca zlidenina vSeobecného
vzorca (I) sa prevedie na ind zluéeninu veobecného vzorca
(I), vznikajuca volna zlicenina vSeobecného vzorca (I) sa
prevedie na sol zludeniny vSeobecného vzorca (I) a/alebo
vznikajica sol’ zliceniny vieobecného vzorca (I) sa preve-
die na vol'ni zlG&eninu vieobecného vzorca (1) alebo na ind
sol’ zlu€eniny vSeobecného vzorca (I) a/alebo sa stereoizo-
mémma zmes zli¢enin vieobecného vzorca (I) rozétiepi na
zodpovedajice izoméry.

Podrobny opis vyhodnych podmienok spdsobu

Vo vietkych vychodiskovych latkach sa, ak je to po-
trebné, moZu funkéné skupiny, ktoré sa nezucastiiuju reak-
cie, chranit’ ochrannymi skupinami, najmi $tandardnymi
ochrannymi skupinami. Ochranné skupiny, sp6sob ich za-
vadzania aich odstiepenie si odbornikom pracujicim
v tejto oblasti zname a si opisané naprilad v odkazoch uve-
denych skar.

Reakeia a): Reakcia ((vyhodne upravena) Stilleho kon-
denzécia) sa vyhodne uskutodiiuje za $tandardnych pod-
mienok; vyhodnejsie sa reakcia uskutoéiiuje
(i) vo vhodnom rozpuit'adle, napriklad v toluéne, pri zvy-
Senej teplote, najma 90 aZz 100 °C, vyhodne s prebytkom
zligeniny cinu  vSeobecného vzorca (III), vyhodne
v molarnom prebytku 1,1 aZ 3, napriklad 1,5 az 2;
a v pritomnosti katalytického mnozZstva,
vyhodne 1 aZ 30 %, vyhodnejsie 5 az 10 %, Pd(PPh;,),; ale-
bo
(ii) vo vhodnom rozpustadle, napriklad dimetylformamide
(DMF), pri teplote 10 aZ 40 °C, najmi pri 25 °C, vyhodne
s prebytkom zlideniny cinu vSeobecného vzorca (III), vy-
hodne v molarnom prebytku 1,1 az 3, napriklad 1,5 az 2,3;
v pritomnosti katalytického mnozZstva, vyhodne 10 aZ 50 %,
najmi 20 az 30 %, Pd(MeCN),Cl,.

Alternativne podmienky tejto kondenzécie zahriiaju tieZ
pouZitie nasledujucich ¢inidiel a/alebo podmienok:

(iii) 2-tiofénkarboxylat med'ny, N-metyl-2-pyrolidin,

(iv) PdCl,(MeCN), (kat.), dimetylformamid, 50 aZ 150 °C
(s alebo bez pridania tercidmej zdsady),

(v) Pd(PPh;),/Cul (kat.), dimetylformamid, 50 aZ 150 °C (s
alebo bez pridania terciarnej zasady).

Reakcia b): Reakceia (zlep3ena Stilleho kondenzacia) sa
vyhodne uskutoéituje za Standardnych podmienok; vyhod-

nejSie sa reakcia uskutoliiuje vo vhodnom rozpdstadle,
najmi v dimetylformamide, pri teplote 50 az 100 °C, vy-
hodne 80 aZ 85 °C, vyhodne s prebytkom jodidu vieobec-
ného vzorca V, v pritomnosti katalytického mmoZstva
AsPhs, vyhodne 0,4 ekvivalentov, Cul, vyhodne asi 0,1 ek-
vivalentu a PdCl,(MeCN),, vyhodne 0,2 ekvivalentu.

Zv1&8t vyhodne sa reakcia uskutoéfiuje za podmienok
uvedenych v prikladoch.

Konverzia zlt¢enin/soli

Zlugeniny vieobecného vzorca (I) sa mdZu previest na
iné zlaCeniny vieobecného vzorca (I) pomocou §tandard-
nych alebo novych postupov.

Napriklad zli¢enina vieobecného vzorca (1), kde R? nie
je pritomnd, b ac nie si pritomné aaje dvojitd vizba
a ostatné skupiny su také, ako je opisané pre zli&eniny vse-
obecného vzorca (I), sa mbZe previest' na zodpovedajiici
epoxid, kde R® je atém kyslika ab ac si pritomné a a je
jednoducha vizba. Vyhodne sa epoxidacia uskutoétiuje
v pritomnosti (+)-dietyl-D-tartratu ((+)-DET) (vyhodne asi
0,5 ekvivalentu}, Ti(i-PrO), (vyhodne asi 0,5 ekvivalentov,
terc-butylhydroperoxidu (vyhodne asi 2,2 ekvivalentu)
a molekulovych sit, najma 4A molekulovych sit, vo vhod-
nom rozpust'adle, napriklad dichlérmeténe a pripadne alka-
ne, ako je dekéan, pri nizkej teplote, vyhodne -78 a2 0 °C,
najmi -40 °C;

alebo v pritomnosti peroxidu vodika (vyhodne 30 ekvi-
valentov), acetonitrilu (vyhodne asi 60 ekvivalentov), zasa-
dy, najmi hydrogenuhli¢itanu draselného (vyhodne asi 10
ekvivalentov) vo vhodnom rozpist'adle, napriklad alkohole,
vyhodne metanole, vyhodne pri teplote 10 aZ 40 °C, napri-
klad 25 °C.

ZliZenina vieobecného vzorea (I), kde R? je hydroxy-
metylova skupina, sa mbZe previest’ na zlieninu vieobec-
ného vzorca (I), kde R® je fluérmetylova skupina, napriklad
reakciou s DAST (vyhodne 1,05 az 1,4 ekvivalentu) vo
vhodnom rozpuist'adle, napriklad dichlérmetane, pri nizkej
teplote, vyhodne -95 aZ 0 °C, najmi -78 °C. DAST je diety-
laminosulfurtrifluorid.

Zlutenina vieobecného vzorca (I), kde R? je jodmety-
lové skupina, sa mdZe previest’ na zlifeninu vieobecného
vzorea (1), kde R® je metylov4 skupina, napriklad pomocou
reakcie s kyanoborohydridom (vyhodne 10 ekvivalentov)
v HMPA (hexametylfosfortriamid) pri zvySenej teplote,
napriklad 40 az 45 °C.

Dalsie konverzie sa mézu uskutoénit’ pomocou zné-
mych  postupov, ktoré si  opisané  napriklad
v Medzinarodnej patentovej prihlaske WO 98/25929, ktora
je tu uvedena formou odkazu.

Soli zlu€eniny vieobecného vzorca (I) obsahujice sku-
pinu schopnd tvorit’ sol’ sa m6Zu pripravit' znAmymi po-
stupmi. Kyslé adiné soli zludenin vieobecného vzorca
(1) sa teda mbZu pripravit’ reakciou s kyselinou alebo vhod-
nym ionexovym ¢inidlom.

Soli sa mdZu obvykle previest’ na volné zli¢eniny na-
priklad reakciou s vhodnym zasaditym &inidlom, napriklad
s uhli¢itanom alkalick¢ho kovu, hydrogenuhli¢itanom alka-
lického kovu, hydroxidom alkalického kovu, typicky
s uhli¢itanom draselnym alebo hydroxidom sodnym.

Vznikajlica volna zli¢enina sa mdZe potom, ak je to
potrebné, previest’ na iné soli tak, ako je opisané pri tvorbe
soli z vol'nych zlagenin.

Stereoizomérne zmesi, napriklad zmesi diastereomérov,
sa méZu rozdelit' na zodpovedajice izoméry znamym spo-
sobom, pomocou vhodnej separacnej metédy. Diastereo-
mérne zmesi sa mdZu napriklad rozdelit’ na jednotlivé dias-
tereoméry pomocou frakénej kryStalizacie, chromatografie,
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delenia rozpistadiel a pomocou podobnych spésobov. De-
lenie sa mbZe uskutoéiiovat’ bud’ na urovni vychodiskovej
zlugeniny alebo samotnej zlideniny vieobecného vzorca
(I). Enantioméry sa mdZu rozdelit’ cez vznik diastereomér-
nych soli, napriklad pripravou soli s enantioméme ¢istou
chirélnou zli¢eninou, alebo pomocou chromatografie, na-
priklad HPLC, s pouzitim chromatografickych substratov
s chiralnymi ligandmi.

Vychodiskové latky

Vychodiskové latky a medziprodukty sti odbomikom
v tejto oblasti zname, komergne dostupné a/alebo sa pripra-
via podl'a postupov, ktoré si odbornikom v tejto oblasti
zname alebo pomocou analogickych postupov.

Zliceniny véeobecného vzorca (I1) a vieobecného vzor-
ca (II) sa mbzu napriklad syntetizovat' podla postupov
opisanych v Medzinarodnej patentovej prihlaske WO
98/25929, ktoré je tu uvedend ako odkaz, alebo analogicky
sposobom uvedenym v prikladoch.

Zlt&eniny vieobecného vzorca (IV) je moZné pripravit
reakciou prislusnych zld&enin vieobecného vzorca (II), na-
priklad zligeniny vieobecného vzorca (1) s (R)sSny, kde R
je nizsia alkylova skupina, najma metylova skupina alebo
n-butylova skupina, v pritomnosti vhodnej dusikatej zasa-
dy, napriklad Hiinigovej zasady, a v pritomnosti katalytic-
kého mnoZstva (vyhodne 0,1 ekvivalentu) Pd(PPhs), vo
vhodnom rozpustadle, napriklad v toluéne, pri zvySenej
teplote, napriklad 30 az 90 °C, najmé 80 az 85 °C.

Jodidy véeobecného vzorca (V) sl zndme amdzu sa
ziskat' podl'a postupov opisanych v literatire alebo st ko-
meréne dostupné. Napriklad 2-j6d-6-metylpyridin sa méZe
ziskat’ podl'a postupu opisaného v Klei, E., Teuben, J.H., J.
Organomet. Chem. 1981, 214, 53-64; 2-j6d-5-metylpyridin
podla postupu opisaného v Talik, T., Talik, Z., Rozc.
Chem., 1968, 42, 2061-76; a 2-jéd-4-metylpyridin podla
postupu opisaného v Talik, T., Talik, Z., Roze. Chem,
1968, 42, 2061-76, Yamamoto, Y., Yanagi, A., Heterocyc-
les 1981, 16, 1161-4 alebo Katritzki, A.R.,; Eweiss, N.F,,
Nie, P.-L., JCS, Perkin Trans [ 1979, 433-5. Zodpovedaji-
ce zlugeniny vieobecného vzorca (V) substituované hydro-
xymetylovou skupinou si dostupné napriklad oxidaciou
metylovej skupiny jodidov uvedenych skr pomocou oxidu
seleni&itého a naslednou redukciou napriklad NaBH, alebo
DIBALH aldehydu alebo oxidéciou metylovej skupiny, pri-
gom vznika kyselina (napriklad manganistanom draselnym)
a naslednou redukciou esteru, napriklad DIBALom.

Vyhodne sa mdZu nové alebo tieZ znime vychodiskové
litky a medziprodukty pripravit podla spdsobov (alebo
analogicky), ako je opisané v prikladoch, ked’ sa mnoZstva,
teploty a podobne pri prisludnych reakciach mdzu upravit
napriklad v rozsahu + 99 %, vyhodne + 25 % amb7u sa
pouzit’ d'al3ie vhodné rozpust'adlé a éinidla.

PredloZeny vynalez sa tyka tieZ vietkych novych me-
dziproduktov, najmé tych, ktoré si uvedené v prikladoch.
Farmaceutické pripravky

PredloZeny vynalez sa tyka tieZ pouZitia zliceniny vie-
obecného vzorca (I) na vyrobu farmaceutickej kompozicie
na pouZitie proti proliferativnemu ochoreniu, ktoré je defi-
nované skor; alebo farmaceutickej kompozicie na liecenie
uvedeného proliferativneho ochorenia obsahujiicej zliceni-
nu podra predlozeného vynélczu a farmaceuticky prijatelny
nosic.

Zligeniny vieobecného vzorca (I)sa dalej oznacuji
ako aktivne zlozky alebo latky.

PredloZeny vynélez sa tyka tiez farmaceutickych kom-
pozicii obsahujicich aktivnu zlozku, ktora je definovana
skor, na lietenie proliferativneho ochorenia, ktoré je najmd

definované skor, a pripravy farmaceutickych kompozicii na
titto liecbu.

PredloZeny vynalez sa tyka tieZ farmaceutickej kompo-
zicie, ktora je vhodna na podavanie teplokrvnym Zivodi-
chom, najmi ¢loveku, na lieenie proliferativnych ochore-
ni, ktoré st definované skor, obsahujticej také mnoZstvo ak-
tivnej latky, ktoré je u¢inné na lie¢enie uvedeného prolife-
rativneho ochorenia, spolu s najmenej jednym farmaceutic-
ky prijatefnym nosiom. Farmaceutické kompozicie podla
predloZeného vynélezu st vhodné na enterdlne podévanie,
ako je nazalne, rektalne alebo oralne podavanie alebo vy-
hodne parenteralne podévanie, ako je medzisvalové alebo
vnutroZilové podavanie teplokrvnym Zivogichom (Cloveku
alebo Zivogichovi), a obsahuji U¢inné mnoZstvo farmako-
logicky aktivnej zloZky samotnej alebo v kombindcii
s vyznamnym mnoZstvom farmaceuticky prijateného nosi-
&a. Dévka aktivnej zlozky zavisi od druhu teplokrvného Zi-
voticha, telesnej hmotnosti, veku a individudlnom stave,
individudlnych farmakokinetickych vlastnostiach, ochoreni,
ktoré sa mé liecit' a spdsobu podavania; davkou je vyhodne
jedna z vihodnych davok definovanych d'alej a ak sa uva-
Zuje pediatrické pouZitie, tato davka sa upravi.

Farmaceutické kompozicie obsahuji 0,00002 az 95 %,
najmi (napriklad v pripade infiznych roztokov, ktoré si
pripravené na pouzitie) 0,0001 az 0,02 % alebo (v pripade
infuznych koncentréatov) asi 0,1 aZ 95 %, vyhodne 20 aZ 90
%, aktivnej zlozky (v kazdom pripade hmotnostne). Farma-
ceutické kompozicie podla predlozeného vynilezu méZu
byt napriklad v jednotkovych davkovacich forméch, ako s
formy ampiil, fioliek, &apikov, drazé, tabliet alebo toboliek.
Farmaceutické kompozicie podrla predloZeného vynélezu sa
pripravia pomocou spdsobov, ktoré si odbornikov v tejto
oblasti zname, napriklad pomocou obvyklého rozpustania,
lyofilizacie, miefania, granulicie alebo spdsobov pot’aho-
vania.

Vyhodne sa pouZivaj roztoky a tiez suspenzie aktivnej
zlozky anajmé izotonické vodné roztoky alebo suspenzie.
Ak je to mozné, napriklad v pripade lyofilizovanych kom-
pozicii, ktoré obsahuji aktivnu zloZku samotnii alebo spolu
s farmaceuticky prijate’nym nosi¢om, napriklad manito-
lom, pripravia sa tieto roztoky pred pouZitim. Farmaceutic-
ké kompozicie sa mdZu sterilizovat’ a/alebo méZu obsaho-
vat' prisady, napriklad konzervatné latky, stabilizatory,
zvlh&ujuce &inidla a/alebo emulgagné &inidla, solubulizéry,
soli regulujiice osmoticky tlak a/alebo pufre a pripravia sa
zndmymi postupmi, napriklad pomocou beZného roz-
pii¥rania alebo pomocou lyofilizadnych postupov. Uvedené
roztoky mbZu obsahovat’ latky regulujice viskozitu, ako je
sodna sol' karboxymetylcelulézy, karboxymetylceluldza,
dextran, polyvinylpyrolidén alebo Zelatina.

Suspenzie v oleji obsahujii ako olejovii zloZku rastlin-
né, syntetické alebo polosyntetické oleje, ktoré sa bezne
pouZivaji na injek&né igely. Ako priklady je moZné uviest
najmi kvapalné estery mastnych kyselin, ktoré obsahuji
ako kyselinova zlozku mastni kyselinu s dlhym retazcom
obsahujicim 8 aZ 22, najmé 12 az 22 atémov uhlika, napri-
klad kyselinu laurovt, kyselinu tridecylowi, kyselinu my-
ristovi, kyselinu pentadecylovi, kyselinu palmitovy, kyse-
linu margarov(, kyselinu stearovii, kyselinu arachidovy,
kyselinu behénovii alebo zodpovedajiice nenasytené kyse-
liny, napriklad kyselinu olejovt, kyselinu elaidovi, kyseli-
nu erukovii, kyselinu brasidovil alebo kyselinu linolénovu,
ak je to potrebné, spolu s antioxidantmi, napriklad vitami-
nom E, betakaroténom alebo 3,5-diterc-butyl-4-hydroxy-
toluénom. Alkoholova zlozka tychto esterov mastnych ky-
selin obsahuje maximalne 6 atémov uhlika a je to mono-
alebo polyhydroxyalkohol, napriklad mono-, di- alebo tri-
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hydroxyalkohol, napriklad metanol, etanol, propanol, buta-
nol alebo pentanol alebo ich izoméry, ale najmd glykol ale-
bo glycerol.

Injekéné alebo infiizne kompozicie sa pripravia beZnym
sposobom za sterilnych podmienok; to isté plati
o zavadzani kompozicii do ampul alebo fioliek a uzatvarani
nadob.

Vyhodny je inflizny prostriedok obsahujuci aktivnu
zlozku a farmaceuticky prijate'né organické rozpustadlo.
Farmaceuticky prijatené organické rozpustadlo pouZivané
v prostriedku podl'a predloZeného vynalezu sa mdZe vybrat’
zo vietkych organickych rozpustadiel, ktoré si odborni-
kom v tejto oblasti zname. Vyhodne je rozpastadlo vybrané
z alkoholov, napriklad absolitny etanol alebo zmesi etanolu
a vody, vyhodnejsie 70 % etanol, polyetylénglykol 300, po-
lyetylénglykol 400, polypropylénglykol alebo N-metyl-
pyrolidén, najvyhodnejsie polypropylénglykol alebo 70 %
ctanol alcbo polyetylénglykol 300.

Aktivna zlozka moéZe byt vyhodne v kompozicii pri-
tomnd v koncentracii asi 0,01 aZz 100 mg/ml, vyhodnejSie
0,1 az 100 mg/ml, este vyhodnejsie 1 az 10 mg/ml (najma
v infiiznych koncentratoch).

Aktivna zloZka sa mozZe pouZit' ako Cistd latka alebo
ako zmes s inou aktivnou latkou. Ked' sa aktivna latka pou-
Zije v cistej forme, vyhodne sa pouZije v koncentracii 0,01
az 100, vyhodnejsie 0,05 az 50, eSte vyhodnejSie 1 aZ
10 mg/ml (toto &islo sa tyka najmé infizneho koncentratu,
ktory sa pred pouZitim riedi, pozri d’alej).

Tieto prostriedky sa vyhodne skladujii vo fiolkach ale-
bo v ampuliach. Typicky sa fiolky alebo ampuly sklenené,
napriklad z borokremicitého skla alebo zo skla obsahujuce-
ho oxid vépenaty a hydroxid sodny. Fiolky alebo ampuly
moZu mat’ akykol'vek bezne pouzivany objem, vyhodne su
dostatoéne velké na to, aby sa do nich voslo 0,5 az S ml
kompozicie. Prostriedky su stabilné pocas skladovania 12
aZ 24 mesiacov pri teplote najmenej 2 az 8 °C.

Prostriedky sa musia pred podavanim aktivnej latky pa-
cientovi riedit’ vodnym médiom vhodnym na vnitroZilové
podavanie.

Infizny roztok musi mat vyhodne rovnaky alebo
v podstate rovnaky osmoticky tlak ako telesnd tekutina.
Vodné médium teda vyhodne obsahuje izotonické ¢inidlo,
ktoré upravuje osmoticky tlak infizneho roztoku na rovna-
ki alebo v podstate rovnakd hodnotu, ako ma telesné kva-
palina.

Izotonické ¢inidlo sa mdZe vybrat’ zo vietkych takych
¢inidiel, ktoré sii odbornikom v tejto oblasti zname, ako je
napriklad manitol, dextréza, glukéza a chlorid sodny. Izo-
tonickym ¢inidlom je vyhodne glukéza alebo chlorid sod-
ny. Izotonické ¢inidlo sa méZe pouZivat' v mnoZstve, ktoré
upravi osmoticky tlak infiizneho roztoku na rovnaky alebo
v podstate rovnaky, ako ma telesna kvapalina. Presné po-
trebné mnoZstva sa moZu uréit’ pomocou beznych pokusov
abudu zavisiet' od zloZenia infizneho roztoku a povahy
izotonického ¢inidla. Vyber prislusného izotonického ¢inid-
la sa uskutoéfiuje s ohfadom na vlastnosti aktivneho &inid-
la.

Koncentrécia izotonického ¢inidla vo vodnom médiu
bude zavisiet” od povahy prisluiného pouZitého izotonické-
ho ¢inidla. Ked sa pouzije glukdza, vyhodne sa pouZije
koncentracia 1 aZz 5 % hmotn./objem, vyhodnejsie 5 %
hmotn./objem. Ak je izotonickym ¢inidlom chlorid sodny,
vyhodne sa pouZije mnoZstvo aZ 1 % hmotn./objem, najmé
0,9 % hmotn./objem.

Inflizny prostriedok sa méZe riedit’ vodnym médiom.
MnoZstvo vodného média pouzitého ako rozpustadlo sa
vyberie podl'a poZadovanej koncentracie aktivnej latky

v infaznom roztoku. Infizny roztok sa vyhodne pripravi
zmieSanim infuzneho koncentratu z fiolky alebo ampuly so
skér uvedenym vodnym médiom, pri¢om sa ziska objem
20 ml az 200 ml, vyhodne 50 ml aZ 100 ml.

Infiizne roztoky méZu obsahovat’ iné prisady beZne po-
uZivané v prostriedkoch, ktoré sa maju podavat’ vnitroZilo-
vo. Prisady zahffiaju antioxidanty. Infiizne roztoky sa mézu
pripravit’ zmie$anim prostriedku z ampuly alebo fiolky
s vodnym médiom, napriklad 5 % (hmotn./objem) rozto-
kom WFTI alebo najmi 0,9 % roztokom chloridu sodného
vo vhodnej nadobe, napriklad v infiznom vrecku alebo
flaske. Hned' ako sa inflizny roztok pripravi, vyhodne sa
ihned’ alebo v kratkom &ase (napriklad do 6 hodin) pouzije.
Nadoby, v ktorych sa udrZuji infiizne roztoky, sa mézu vy-
brat’ z beznych nadob, ktoré nereaguju s infuznym rozto-
kom. Vhodné st sklenené nadoby vyrobené z typov skla
uvedenych skér, aj ked’ méze byt vyhodné pouZit’ plastové
nadoby, napriklad plastové infiizne vrecka.

PredloZeny vyndlez sa tyka tieZ spdsobov lieCenia tep-
lokrvnych Zivotichov, najmd ¢loveka, ktory potrebuje taku
liecbu, najmi lie€enia proliferativnych ochoreni, ked’ tento
sposob zahffia podavanie zlieniny vieobecného vzorca
(I) alebo jej farmaceuticky prijatel'nej soli uvedenému tep-
lokrvnému Zivoéichovi, najma ¢loveku, v mnoZstve, ktoré
je dostato¢né na uvedent lie€bu, najmi (i&inné proti uvede-
nému proliferativnemu ochoreniu.

Dévkovacie formy sa mdZu vhodne podavat’ vnitrozi-
lovo v davkach 0,01 mg a? 100 mg/m* aktivnej latky, vy-
hodne 0,1 a% 20 mg/m® aktivnej latky. Presnd potrebna
davka atrvanie poddvania bude zavisiet od zivaZnosti
ochorenia, stavu pacienta arcZzimu podévania. Davka sa
modZe podavat’ denne alebo vyhodne v intervaloch nickol-
kych dnf alebo tyzdiiov, napriklad tyZdenne alebo kazdé tri
tyZdne. PretoZe sa davka médZe podavat’ vnitroZilovo, od-
poric¢ana davka a koncentracia v krvi sa mbze urdit’ presne
na zéklade beZnych in vivo a in vitro postupov.

Farmaceutické kompozicie na ordlne podavanie sa mé-
Zu ziskat' zmieSanim aktivnej latky s pevnymi nosiémi, ak
je to potrebné, granuliciou vznikajucej  zmesi
a spracovanim zmesi (ak je to potrebné, po pridani vhod-
nych prisad) do tabliet, jadier drazé alebo toboliek. Je moz-
né ich tieZ umiestnit’ do plastovych nosigov, ktoré umoZiiu-
ju, aby aktivna zlozka difundovala alebo sa uvol'nila vo vo-
pred uréenom mnoZstve.

Zlaeniny podla predloZeného vynélezu sa méZu pou-
Zit* samotné alebo v kombinécii sinymi farmaceuticky
ucinnymi latkami, napriklad sinymi chemoterapeuticky
u¢innymi latkami, ako su klasické cytostatikd. V pripade
kombinacii sinou chemoterapeuticky u¢innou latkou sa
pripravia spdsobom opisanym skor fixné kombinacie dvoch
alebo viacerych zloZiek alebo dvoch alebo viacerych neza-
vislych prostriedkov (napriklad v siprave obsahujuce;j jed-
notlivé zlozky) alcbo sa in¢ chemoterapcutika pouziji
v Standardnych prostriedkoch, ktoré st na trhu a s odbor-
nikom v tejto oblasti zname a zlGenina podl'a predloZené-
ho vynalezu a akékol'vek iné chemoterapeutikum sa podava
v intervaloch, ktoré umoziiujii spoloény, adiény alebo vy-
hodne synergicky vplyv na lie€enie nadoru.

Nasledujuice priklady su uréené na ilustréciu predloZe-
ného vyndlezu a v Ziadnom pripade neobmedzuju jeho roz-
sah.
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Priklady uskutotnenia vynilezu

Priklad 1
Totdlna syntéza epotilénu E a pribuznych analégov
s modifikovanym postrannym retazcom prostrednictvom
stratégie zaloZenej na Stilleho kondenzanej reakcii

Prvé totalna syntéza epotilonu E (3) sa uskutoliiuje
pomocou postupu, ktorého kli¢ovym krokom je Stilleho
kondenzacia (Stille akol., Angew. Chem. Int. Ed. Engl.
1986, 25, 508-524; Farina a kol. J. Org. React. 1997, 50,
1-65) medzi vinyljodidom 7 atiazolovou skupinou (8h,
schéma 2a). Jadro makrolakténového fragmentu 7, ktoré sa
pripravi uzatvorenim kruhu pomocou metatézie olefinu
(RCM), sa potom pouZije na zabezpeenie vhodného
a flexibilného pristupu k roznym analégom epotilénu 9
modifikovanym v postrannom retazci na biologické testo-
vanie (schéma 2b). RCM reakcia pouZitd na pripravu zIi-
&eniny 7 tieZ poskytuje trans-makrolaktén 11 (schéma 2b),
ktory slizi ako alternativny templat pre Stilleho konden-
zaén( reakciu, poskytuje d'alie skupiny analdgov 10.

Schéma 2
a) retrosyntetickd analyza a stratégia totalnej syntézy epoti-
lénu E
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Chemické syntéza potrebnych vinyljodidov 7 a 11 je
opisand v Medzinarodnej patentovej prihlaske WO
98/25929.

Stananovi kondenzaéni partneri pouzivani pri Stilleho
kondenzacii s uvedeni v schéme 3.

Schéma 3
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Stilleho kondenzacia: Postup A: 2,0 ekvivalentu zlice-
niny 8,5-10 % molarnych Pd(PPh,),, toluén, 90-100 °C, 15-
40 minit, 39-88 %; postup B: 2,0-2,2 ekvivalentu zliceni-
ny 8, 20-30 % molarnych Pd(MeCN),Cl,, dimetylforma-
mid, 25 °C, 12-33 hodin, 49-94 %.

Kondenzaéni partneri 8b sa pripravia z lahko dostup-
ného 2,4-dibrémtiazolu 20 cez monobromidy 21 tak, ako je
uvedené v schéme 4 a 5.

Schéma 4
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Priprava A) stananu 8b. Cinidla a podmienky: (b) 3,0
ekvivalentu NaSMe, etanol, 25 °C, 2 hodiny, 92 %; (d) 13
ekvivalentov hydroxidu sodného, etanol, 25 °C, 30 hodin,
91 %; () 13 ekvivalentov hydroxidu sodného, metanol, 25
°C, 16 hodin, 82 %,; (f) 5-10 ekvivalentov Me;SnSnMe;,
5-10 % molarnych Pd(PPhs),, toluén, 80-100 °C, 0,5 - 3
hodiny, 81 - 100 %; (g) 1,1 ekvivalentu n-BuLi, 1,2 ekviva-
lentu n-Bu,;SnCl, 78 aZ 25 °C, 30 mintit, 98 %.

Sulfid 21b sa ziska vo vytaZku 92 % nahradenim
2-brémového substituentu zIieniny 20 tiomctylovou sku-
pinou s pouZitim tiometoxidu sodného (etanol, 25 °C). Bro-
mid 21b sa potom prevedie na poZadovany trimetylstanan
8b pomocou hexametyldicinu za katalyzy paladiom
[Pd(PPh;),, toluén, 80 - 100 °C].

Po priprave nevyhnutnych zloZiek sa nasiel kriticky
krok Stilleho kondenzacie. Ukézalo sa, Ze su vhodné dve
alternativne skupiny reakénych podmienok (schéma 3).
Postup A zahfiia zahrievanie toluénového roztoku poZado-
vaného vinyljodidu (7 alebo 11) s vhodnym stananom 8
v pritomnosti katalytického mnoZstva Pd(PPh;), pri teplote
80-100 °C 15-40 minit. Tento postup sa pouZije na kon-
denzAciu stananu.

Totalna syntéza sa dokon¢i epoxidaciou pomocou in si-
tu generovanej metylperoxykarboximidovej kyscliny (pe-
roxid vodika, hydrogenuhli¢itan sodny, acetonitril, meta-
nol, 25 °C; Chaudhuri akol., J. J. Org. Chem. 1982, 47,
5196-5198) a vznik4 epotilon E (3) (66 % vzhladom na 50
% konverziu), ktory mé rovnaké fyzikalne charakteristiky
(‘H NMR, [a]p), ako je uvedené v literatiire.
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Postup pomocou Stilleho reakcie teda poskytuje 'ahky
pristup k réznym analdgom epotilénu B (2) modifikova-
nym v postrannom ret’azci, tak na C-26, ako v postrannom
ret'azci. Retrosyntetickd analyza analdgov epotilonu, ktoré
maju tieto dvojaké modifikacie, je uvedena v schéme Gb
a vyZaduje pripravu kritického fragmentu 24 s vinyljodido-
vym jadrom. Predpoklada sa, Ze makrolaktonizaény pristup
podobny tomu, ktory sa pouZiva pri tejto syntéze epotilénu
B ardznych analégov epotilénu, je na tento ciel’ najvhod-
nejsi.

Schéma 6b

Uprava funkenej

skupiny ")( Sharplessova HO
7 0 epoxidicia

Stabilizované Wittigova reakcia

Endersovs alkylécia

S
X
HO, l\h;/ HO,
Aldolovh
reakein
——

*illeho
kondenzécia

23 24

Ilustracia retrosyntetickej analyzy analégov epotilonu,
ktoré maju modifikovany C-26 a skupiny v postrannom re-
tazci.

Syntéza zadina od vinyljodidu 13 (schéma 7) pouZitého
pri priprave epotilénu E a pribuznych analégov (schéma 3).

Schéma 7
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35: Rw CHO

Stereoselektivna  syntéza  aldehydu 35. Cinidla
a podmienky: (a) 1,7 ekvivalentu TBSCI, 2,8 ekvivalentu
imidazolu, dimetylformamid, 0 az 25 °C, 7 hodin, 84 %, (b)
i. 1,0 % molameho oxidu osmidelého, 1,1 ekvivalentu
NMO, THF:terc-BuOH:H,0 (5 : 5: 1), 0 aZ 25 °C, 13 ho-
din, 89 %; ii. 6,0 ekvivalentu NalO;, MeOH : H,O (2: 1),
0 °C, 30 minit, 92 %, (c) 2,4 ekvivalentu 27, benzén, var,
1,2 hodiny, 98 %; (d) 3,0 ekvivalentu DIBAL, tetrahydro-
furan, -78 °C, 2,5 hodiny, 100 %; (e) 1,4 ekvivalentu TrCl,
1,7 ekvivalentu 4-DMAP, dimetylformamid, 80 °C, 21 ho-
din, 95 %,; (f) 1,4 ekvivalentu 9-BBN, tetrahydrofuréan, 0
°C, 9 hodin; potom 3N vodny hydroxid sodny a 30 % pero-
xid vodika, 0 °C, 1 hodina, 95 %; (g) 2,6 ekvivalentu 12,
5,0 ekvivalentu imidazolu, 2,5 ekvivalentu Ph;P,
Et,0:MeCN (3:1), 0 °C, 45 minat, 97 %, (h) 1,3 ekvivalen-
tu SAMP hydrazénu propidnaldehydu; 1,4 ekvivalentu
LDA, tetrahydrofuran, 0 °C, 16 hodin; potom 100 °C
apridd sa 1,0 ekvivalentu 32 v tetrahydrofurdne, -100 aZ
-20 °C, 20 hodin, 71 %; (i) 2,5 ekvivalentu MMPP, Me-

OH:fosfétovy pufor pH 7 (1 : 1), 0 °C, 3,5 hodiny, 89 %; (j)
3,0 ekvivalentu DIBAL, toluén, -78 °C, | hodina, 88 %.
9-BBN = 9-bora-bicyklo-[3,3,1]nonan; DIBAL = diizobu-
tylaluminiumhyd-rid; 4-DMAP = 4-dimetylaminopyridin;
LDA = litiumdi-izopropylamid; NMO = N-oxid
4-metylmorfolinu; SAMP =
= (8)-(-)-1-amino-2-(metoxymetyl)pyrolidin, MMPP = ho-
re¢nata sol’ monoperoxyftalovej kyseliny.

Chranenie alylickej hydroxylovej skupiny (TBSCI,
imidazol, dimetylformamid, 0 aZ 25 °C) poskytne silyléter
25 (84 %), ktory sa prevedie na aldehyd 26 pomocou dvoj-
krokovej sekvencie dihydroxylacie-glykolové 3tiepenie
(oxid osmicely, NMO, THF/ terc-BuOH/H,0 0 az 25 °C;
potom jodistan sodny, MeOH/H,0, 0 °C, 82 % po dvoch
krokoch). Stereokontrolovana Wittigova reakcia so stabili-
zovanym ylidom 27 (benzén, var; Marshall akol. J. Org.
Chem. 1986, 51, 1735-1741; Bestmann akol. Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 1965, 4, 645-660) poskytne ester 28
ako jeden geometricky izomér vo vytazku 98 %. Reduk-
ciou tejto zliceniny (DIBAL, tetrahydrofuran, -78 °C) sa
ziska alkohol 29, ktory je chraneny ako trifenylmetylovy
(tritylovy) derivat 30 (TrCl, 4-DMAP, dimetylformamid,
70 °C, 95 %).

Opracovanie vyslednej olefinickej skupiny sa potom
dosiahne selektivnou hydroboréciou-oxidaciou a ziska sa
alkohol 31 (9-BBN, tetrahydrofuran, 0 °C; potom hydroxid
sodny, peroxid vodika, 0 °C), ktory sa potom prevedie na
dijodid 32 (I,, imidazol, Ph;P, 0 °C) v celkovom vytazku
92 %. Zavedenie C8 stereocentra sa potom uskuto¢ni podl'a
Enderovho alkylaéného postupu (SAMP hydrazén propié-
naldehydu, LDA, tetrahydrofuran, 0 °C; potom -100 °C
a prida sa 32 v tetrahydrofurane; Enders a kol. Asymmetric
Synthesis 1984; Morrison, J.D., Ed.; Academic Press, Or-
lando, Vol. 3, str. 275-339; d'akujeme Prof. Endersovi za
laskavé venovanie SAMP) a vznikd SAMP hydrazénu 33
vo vytaZku 71 %. Prevedenie na nitril 34 (MMPP, Me-
OH/fosfatovy pufer pH 7,0 °C, 89 %) a redukcia (DIBAL,
toluén, -78 °C) poskytne poZadovany aldehyd 35
vo vytaZzku 88 %.

Transformécia aldehydu 35 na pozadované makrolidné
jadro epotilénu 24 je zhrnutd v schéme 8.

Schéma 8
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Stercoselektivna syntéza vinyljodidu 24. Cinidla
a podmienky: (a) 1,45 ekvivalentu LDA, tetrahydrofuran,
-78 °C, potom 1.4 ekvivalentu 36 v tetrahydrofurane, -78
°C, 1,5 hodiny potom; -40 °C, 0,5 hodiny; potom 1,0 ekvi-
valentu 35 v tetrahydrofuréne pri -78 °C (kombinovany vy-
tatok 66 %, pomer 37 : 38 asi 1,5 : 1); (b) 3,2 ekvivalentu
TBSOTTY, 4,3 ekvivalentu 2,6-lutidinu, dichlérmetan, -20 aZ
0 °C, 2,5 hodiny, 90 %; (c) HF.pyr. v pyridine, tetra-
hydrofuran, 0 °C, 3 hodiny, 84 %; (d) 2,0 ckvivalentu
(COCI),, 4,0 ekvivalentu dimetylsulfoxidu, 6,0 ekvivalentu
trietylaminu, dichlérmetén, -78 a2 0 °C, 1,5 hodiny, 98 %;
(¢) 5,0 ekvivalentu NaClO,, 75 ekvivalentov
2-metyl-2-buténu, 2,5 ckvivalentu NaH,PO,, terc-BuOH :
: H,0 (4,5 : 1), 25 °C, 40 miniit, 100 %; (f) 6,0 ekvivalentu
TBAF, tetrahydrofuran, 0 aZ 25 °C, 19 hodin, 95 %; (g) 6,0
ekvivalentu trietylaminu, 2,4 ekvivalentu 2,4,6-trichlor-
benzoylchloridu, tetrahydrofuran, 0 °C, 1,5 hodiny; potom
sa pridd roztok 2,2 ekvivalentu 4-DMAP v toluéne
(0,005 M vzhl'adom na 43), 75 °C, 2,5 hodiny, 84 %; (h) 25
% objemovo HF.pyr. v tetrahydrofuréne 0 aZ 25 °C, 15 ho-
din, 86 %. TBAF = tetranbutylaméniumfluorid.

Aldolova reakcia keténu 36, pouZivana skor pri syntéze
epotilénu B a podobnych analégov (LDA, tetrahydrofuran,
-78 a7 -40 °C) a aldehydu 35, poskytne alkoholy 37 a 38
s celkovym vytazkom 66 %, s miernou selektivitou na po-
zadovany 6R, 7S diastereoizomér (37). Separicia
a silylacia (TBSOTH, 2,6-lutidin, dichlérmetan, -20 az 0 °C)
spravneho aldolového produktu 37 poskytne tris-silyléter
39 vo vyt'azku 90 %. Selektivne odstranenie priméarne; sily-
léterovej ochrannej skupiny (HF.pyr. v pyridin/tetra-
hydrofuran, 0 °C) poskytne alkohol 40 (84 %), ktory sa
oxiduje na kyselinu 42 cez aldehyd 41 pomocou dvojkro-
kového postupu [Swern; potom NaClO,, 2-metyl-2-butén,
NaH,PO,, terc-BuOH/H,0, 25 °C, 98 % po dvoch kro-
koch). Odstranenie kremikovej ochrannej skupiny na C15
(TBAF, tetrahydrofuran, 0 aZ 25 °C) poskytne hydroxyky-
selinu 43 (95 %) a je to zdklad pre proces makrolidizacie.
Tento kPGéovy krok sa uskutoéni za podmienok Yamagu-
chiho reakcie (2,4,6-trichlérbenzoylchlorid, trietylamin, tet-
rahydrofuran; potom sa prida roztok 4-DMAP v toluéne,
0,005M, 75 °C; Inanaga akol.,, Bull. Chem. Soc. Jpn.
1979, 52, 1989; Mulzer akol. Synthesis 1992, 215-228,
Nicolaou a kol., Chem. Eur. J. 1996, 2, 847-868) a ziska sa
chrénené jadro epotilonu 44 vo vytazku 84 %. Syntéza
kPucového vinyljodidového medziproduktu 24 sa dokonci
tplnym odstranenim ochrannych skupin (HF.pyr., tetrahyd-
rofuran, 0 a7 25 °C, 86 %).

Stilleho kondenzaény postup sa potom pouZije na pri-
pojenie poZadovanej heterocyklickej skupiny k medzipro-
duktu 24.

Chémia opisana vtomto priklade spociva v Stilleho
kondenza¢nom pristupe, pomocou ktorého sa z obvyklého
makrolidového medziproduktu pripravi rad analégov epoti-
16nu s réznym postrannym ret'azcom alebo postrannym re-
t'azcom aj polohou C26.

Priklad 2
Vzorce zludenin podl'a predloZeného vynélezu

Tabulka: Vzorce zli¢enin podla predloZeného vynélezu

Cislo Zlicenina
4 3
Y X
o r
o on © 18b: X = SMe
8
19b: X = SMe
Priklad 3

Vysledky biologickych testov

Podrl'a spésobov opisanych skér meria sa inhibicia de-
polymerizicie tubulinu zli¢eninou v3eobecného vzorca
(1) pomocou mikrotubulov z mozgu o3ipanych, v porovnani
s 25 uM epotilénu B; bunkové testy st analogické testom
opisanym skdr pre bunky KB-31.

Priklad 4
Dalsie zligeniny vieobecného vzorea (I)

Analogickym spdsobom, ako je opisané skor alebo d’a-
lej, sa pripravia nasledujice zliZeniny vSeobecného vzorca

(1)
Priklad 4 (i)
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Syntetické postupy

V3eobecne: vietky reakceie sa (ak nie je uvedené inak)
uskutoéiiuji v atmosfére argénu so suchymi, éerstvo desti-
lovanymi rozptst'adiami za bezvodych podmienok. Tetra-
hydrofuran (THF) a dietyléter (éter) sa destiluju zo zmesi
sodika a benzofenénu, adichlérmetan (CH,Cl,), benzén
(PhH) a toluén z hydridu vapenatého. Bezvodé rozpiistadla
sa ziskaju tieZ ich filtraciou cez komeréne dostupné kolény
s aktivovanou aluminou. Ak nie je uvedené inak, vytaZky
sa tykaju chromatograficky a spektroskopicky (*H NMR)
homogénnych latok. Ak nie je uvedené inak, vietky rozto-
ky pouzité pri spracovani su nasytené. Ak nie je uvedené
inak, vetky ¢inidla sa kupuji v najvy$iej komeréne do-
stupnej kvalite a pouZivaju sa bez &istenia. Vietky reakcie
sa sleduju pomocou chromatografie na tenkej vrstve na si-
likagélovych dostickach 0,25 mm od E. Merck (60F-254)
s pouZitim UV svetla ako vizualizaéného ¢inidla a 7 % eta-
nolického roztoku fosfomolybdénovej kyseliny alebo
p-anizaldehydu a tepla ako vyvijacieho €inidla. Na vel'mi
rychlu kolonovi chromatografiu sa pouZiva silikagél E.
Merck (60, velkost’ &astic 0,040 az 0,063 mm). Separécia
pomocou preparativnej tenkovrstvovej chromatografie sa
uskutodiiuje na silikagélovych dosti¢kach 0,25, 0,50 alebo
1 mm od E. Merck (60F-254). NMR spektra sa zazname-
navajii na pristroji Bruker DRX-600, AMX-500, AMX-400
alebo AC-250 a kalibruju sa s pouZitim zvy8kového nedeu-
terovaného rozpistadla ako vnutorného Standardu. Pre
multiplicity sa pouZivaji nasledujice skratky: s singlet; d
dublet; t triplet; kv kvartet; m multiplet; pas niekolko pre-
kryvajticich sa signalov; § Siroky. IC spektra sa zazname-
navaju na spektrometri Perkin-Elmer 1600 série FT-IR. Op-
tickd otaCavost sa zaznamendva na polarimetri Per-
kin-Elmer 241. Vysoko rozliené hmotnostné spektra
(HRMS) sa zaznamendvajii na hmotnostnom spektrometri
VG ZAB-ZSE za podmienok odstrelovania rychlymi até-
mami (FAB).

cis-Makrolaktondiol 7 ilustrovany v schéme 3

K roztoku 305 mg (0,491 mmol) jodidu 16 v 8,2ml
(0,06 M) tetrahydrofuranu sa pri 25 °C prida 2,7 ml HF.pyr.
a ziskany roztok sa mie$a pri tejto teplote 27 hodin. Reaké-
na zmes sa rozlozZi opatrnym pridanim 100 ml nasyteného
vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a 100 ml ety-
lacetatu k zmesi a ziskany dvojfazovy systém sa 2 hodiny
mieSa pri 25 °C. Extrakty sa potom rozdelia a organicka
vrstva sa premyje 100 ml nasytené¢ho vodného roztoku hyd-
rogenuhliitanu sodného a 100 ml solanky a potom sa susi
nad siranom sodnym. Po &isteni pomocou vel'mi rychlej ko-
16novej chromatografie (silikagél, 20 aZ 50 % etylacetatu
v hexane) sa ziska 208 mg (84 %) diolu 7. R¢= 0,21 (sili-
kagél, 25 % etylacetitu v hexane); [a]?p -53,1 (¢ 1,37,
chloroform); IC (tenky film) v 3499 (3), 2930, 1732,
1688, 1469, 1379, 1259, 1149, 1093, 1048, 1006, 732 cm'';
'H NMR (500 MHz, deuterochloroform) & 6,43 (s, 1H,
ICH=C(CH,)), 544 (ddd, J=10,5, 10,5, 45Hz, I1H,
CH=CHCH,), 5,34 (dd, I=9,5, 2,0 Hz, 1H, CHOCO), 5,32
(ddd, J=10,5, 10,5, 5,5 Hz, 1H, CH=CHCHy,), 4,07 (ddd,
J=11,0, 6,0, 3,0Hz, 1H, (CHs),CCH(OH)), 3,73 (ddd,
J=2,5, 2,5, 2,5 Hz, 1H, CHOH(CHCH,)), 3,10 (kvd, J=7,0,
2,5Hz, 1H, CH,CH(C=0)), 2,84 (d, I]=2,5Hz,1H,
CH(CH3)CHOHCH(CHy)), 2,66 (ddd, J=15,0, 9,5, 9,5 Hz,
IH, =CHCH,CHO), 2,51 (dd, J=15,5, 11,0Hz, I1H,
CH,CO0), 2,42 (dd, J=15,5, 3,0 Hz, 1H, CH,COO), 2,35
d, J=6,0Hz, 1H, (CH,),CHOH, 221-2,12 (m, 2H),
2,05-1,97 (m, 1H), 1,88 (s, 3H, ICH=CCH,), 1,76-1,70 (m,
1H), 1,70-1,62 (m, 1H), 1,32 (s, 3H, C(CH,),), 1,18 (d,
J=7,0Hz, 3H, CH,CH(C=0)), 1,10 (s, 3H, C(CH,),),

13

1,35-1,05 (m, 3H), 0,99 (d, J=7,0 Hz, 3H, CH,CHCH,),
HRMS (FAB), Vyp()é]'tané pre C22H35105 (M + CS+)
639,0584, nijdené 639,0557.

trans-Makrolaktondiol 11 ilustrovany v schéme 3

Roztok 194 mg (0,313 mmol) jodidu 17 v 52ml
(0,06 M) tetrahydrofuranu reaguje s 1,7 mi HF.pyr. podla
postupu opisaného na pripravu zligeniny 7 apo ¢isteni
pomocou velmi rychlej kolénovej chromatografie (silika-
gél, 20 aZ 50 % etylacetatu v hexane) sa ziska 134 mg (85
%) diolu 11. R = 0,16 (silikagél, 25 % etylacetatu
v hexéne); [a]%p -20,0 (c 1,15, chloroform); IC (film) v,y
3478, 2930, 1732, 1693 cm™'; '"H NMR (500 MHz, deutero-
chioroform) & 6,37 (d, J=1,5Hz, 1H, ICHCCH,), 535
(ddd, J=14,5, 7,0, 7,0 Hz, 1H, CH=CHCH,), 5,24 (ddd,
J=14,5, 7,0, 7,0 Hz, 1H, CH=CHCH,), 5,17 (dd, J=63,
3,5Hz, 1H, CHOCO), 441 (dd, J=8,0, 3,5Hz, 1H,
(CH,),CCH(OTBS)), 3,85 (8s, 1H, CHOH(CHCHa)), 3,38
(3s, 1H, CHOH(CHCHS,)), 3,18 (kvd, J=7,0, 6,5 Hz, 1H,
CH;CH(C=0)), 2,68-2,34 (m, 4H), 2,44 (s, 3H, CH,Ar),
2,19-2,11 (m, 1H), 1,96 (s, 3H, CH;C=CH), 1,99-1,93 (m,
IH), 1,67-1,52 (m, 2H), 1,48-1,42 (m, 1H), 1,31-0,99 (m,
2H), 1,22 (d, J=7,0 Hz, 3H, CH,CH(C=0)), 1,14 (s, 3H,
C(CHa),), 1,09 (s, 3H, C(CHs),), 1,02 (d, J=7,0Hz, 3H,
CH,CHCH,), 0,84 (s, 9H, SiC(CH,);(CH,),), 0,08 (s, 3H,
SiC(CH3)3(CH,)y), -0,01 (s, 3H, SiC(CH;)3(CHs),); HRMS
(FAB), vypotitané pre CoH;5I0s (M + Cs”) 639,0584, na-
jdené 639,0606.

2-Tiometyl-4-brémtiazol 21b uvedeny v schéme 4

82 mg (0,34 mmol, 1,0 ekvivalentu) 2,4-Dibromtiazolu
20 sa rozpusti v 2,3 ml (0,15 M) etanolu a reaguje so 75 mg
(1,02 mmol, 3,0 ekvivalentu) tiometoxidu sodného. Reakg-
na zmes sa mieSa 2 hodiny pri 25 °C, pri¢om sa skonéenie
reakcie stanovi pomocou 'H NMR. Zmes sa naleje do 5 ml
vody a dvakrat sa extrahuje 5 ml éteru. Spojené organické
frakcie sa su$ia nad siranom hore¢natym, rozpiitadla sa
odparia a zvySok sa &isti pomocou vel'mi rychlej kolénovej
chromatografie (silikagél, 5 % etylacetatu v hexane) a ziska
sa 77 mg (92 %) 2-tiometyl-4-bromtiazolu 21b. Ry = 0,58
(silikagél, 10 % etylacetétu v hexane); IC (film) Vimax 3118,
2926, 1459, 1430, 1388, 1242, 1040, 966, 876, 818 cm’;
'HNMR, 500 MHz deuterochloroform) & 7,07 (s, 1H,
ArH), 2,69 (s, 3H, SCH;); GC/MS (EI), vypoéitané pre
CH,BINS, (M") 209/211, najdené 209/211.

2-Tiometyl-4-trimetylstanyltiazol 8b ilustrovany v schéme 3

K roztoku 51 mg (0,24 mmol, 1,0 ekvivalentu) brém-
tiazolu 21b v 4,9 ml (0,1 M) odplyneného toluénu sa prida
498 ul (2,4 mmol, 10 ekvivalentov) hexametyldicinu a
14mg (0,012mmol, 0,05 ekvivalentov) Pd(PPh;),
areakénd zmes sa 3 hodiny zahrieva na 80 °C. Potom sa
reakéna zmes ochladi na 25 °C a po &isteni pomocou vel'mi
rychlej kolénovej chromatografie (silikagél, 5 % trietyla-
minu v hexane) sa ziska 71 mg (100 %) stananu 8b. R; =
0,67 (silikagél; vopred spracovany Et;N, 10 % etylacetatu);
IC (film) vy, 2981, 2924, 1382, 1030, 772 e '"H NMR
(500 MHz, deuterochloroform) 8 7,25 (s, 1H, ArH), 2,70 (s,
3H, SCH,), 0,32 (s, 9H, Sn(CHj;)s); HRMS (FAB), vypo¢i-
tané pre C;H,3NS,Sn (M+H™) 295,9588, najdené 295,9576.

Epotildn E (3) ilustrovany v schémach 2 a 3

K roztoku 10,0 mg (0,020 mmol, 1,0 ekvivalentu) lak-
ténu 18h v 600 ul (0,03 M) metanolu sa prida 32 pl
(0,606 mmol, 30 ekvivalentov) acetonitrilu, 10 mg
(0,102 mmol, 5 ekvivalentov) hydrogenuhliitanu sodného
a 27 pl (35 % roztok vo vode (hmotnostne), 0,303 mmol,
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15 ekvivalentov) peroxidu vodika a reakénd zmes sa miesa
3 hodiny pri 25 °C. Potom sa pridd daldich 32 ul
(0,606 mmol, 30 ckvivalentov) acetonitrily, 10 mg
(0,102 mmol, 5 ekvivalentov) hydrogenuhli¢itanu sodného
a 27 ul (35 % (hmotn.) roztok vo vode, 0,303 mmol, 15 ek-
vivalentov) peroxidu vodika a mieSanie pokracuje dalSie 3
hodiny. Reakéna zmes sa potom priamo filtruje cez kratky
stipec silikagélu za eldcie éterom a filtrét sa odpari za zni-
Jeného tlaku. Po &isteni pomocou preparativnej tenkovrs-
tvovej chromatografie (250 mm silikagélova doska, 50 %
etylacetitu v hexdne) sa ziska 5,0 mg (50 % nezreagovanej
vychodiskovej latky 18h a 3,4 mg (33 %) epotilénu E (3).
R, = 0,56 (silikagél, 66 % etylacetitu v hexane); [o]”p =
= 27,5 (¢ 0,20, chloroformy; IC (film) vmay 3413, 2928,
2867, 1731, 1689, 1462, 1375, 1257, 1152, 1061, 978,
756 cm’!; 'TH NMR (600 MHz, deutcrochloroform) & 7,13
(s, 1H, ArH), 6,61 (s, 1H, CH=CCH,), 5,46 (dd, J=8,1,
2,4 Hz, 1H, CHOCO), 4,94 (d, J=5,2Hz, 2H, CH,0OH),
4,16-4,12 (m, 1H, (CH;),CCH(OH)), 3,82-3,78 (m, 1H,
CHOH(CHCHy)), 3,66 (¥s, 1H, OH), 3,23 (kvd, J=6,8,
5,2 Hz, 1H, CHyCH(C=0Y), 3,04 (ddd, J=8,1, 4,5, 4,5 Hz,
1H, CH,CH(O)CHCH,), 2,91 (ddd, J=7.3, 4,5, 4,1 Hz, 1H,
CH,CH(O)CHCH,), 2,61 (t, J=5,2 Hz, 1H, CH,0H), 2,55
(dd, J=14,7, 10,4 Hz, 1H, CH,COO), 2,48 (35, 1H, OH),
2,45 (dd, J=14,7, 3,2 Hz, 1H, CH,COO0), 2,14- -2,07 (m,
1H, CH,CH(O)CHCH,), 2,11 (s, 3H, CH=CCH,), 1,91
(ddd, J=151, 8,1, 8,1Hz, 1H, CH,CH(O)CHCH,),
1,78-1,66 (m, 2H, CH,CH(O)CHCH,), 1,52-1,38 (m, 5H),
1,36 (s, 3H, C(CHs)), 1,18 (d, 3H, J=6,8Hz,
CH,CH(C=0)), 1,10 (s, 3H, C(CH,)), 1,01 (d, J=7,0 Hz,
3H, CH,CHCH,); HRMS (FAB), vypocitané pre
CasH3gNO,S (M+H™) 510,2525, najdené 510,2539.

cis-Makrolaktén 18b ilustrovany v schéme 3

Roztok 9,2 mg (0,018 mmol, 1,0 ekvivalentu) vinyljo-
didu 7, 10,7 mg (0,036 mmol, 2,0 ekvivalentu) stananu 8b a
2,1 mg (0,0018 mmol, 0,1 ekvivalentu Pd(PPhs), v 180 pl
(0,1 M) odplyneného toluénu sa 40 minGt zahrieva na 100
°C podl'a postupu opisaného na pripravu lakténu 18h. Po
Eisteni pomocou preparativnej tenkovrstvovej chromatogra-
fie (250 mm silikagélova doska, 75 % éteru v hexane) sa
ziska 4,1 mg (44 %) makrolakténu 18b. R = 0,50 (silika-
gél, 50 % etylacetatu v hexane); [o]p -38,6 (c 0,21, chlo-
roform); 1C (tenky film) v, 3444, 2925, 1732, 1682,
1259, 1037, 756 em; 'TH NMR (500 MHz, deuterochloro-
form) 8 6,99 (s, 1H, CH=C(CH,)), 6,52 (35, IH, ArH), 5,45
(ddd, J=10,5, 10,5, 4,0 Hz, 2H, CH=CHCH,), 5,39 (ddd,
J=10,5, 10,5, 4,0 Hz, 1H, CH=CHCHy), 5,29 (d, J=8,0 Hz,
{H, CHOCO), 420 (ddd, J=11,0, 5,5, 2,5Hz, IH,
(CH5),CCH{(OH)), 3,75-3,73 (m, 1H, CIHOH(CHCH,)),
3,13 (kvd, J=6,5, 2,0 Hz, 1H, CH;CH(C=0)), 2,98 (d,
J=2.0 Hz, 1H, CHOH(CHCH,)), 2,93 (d, J=5,5Hz, 1H,
(CH,),CCH(OH)), 2,71 (ddd, J=15,0, 10,0, 10,0 Hz, 1H,
CH=CHCH,), 2,70 (s, 3H, SCHy), 2,51 (dd, J=155,
11,5Hz, 1H, CH,COO), 2,30 (dd, J=15,0, 2,5Hz, 1H,
CH,CO0), 2,28-2,16 (m, 2H), 2,13 (d, J=1,0Hz, 3H,
CH=CCH,), 2,06-198 (m, IH), 1,79-1,60 (m, 2H),
1,40-106 (m, 3H), 1,33 (s, 3H, C(CHs)), 1,19 (,
1=7,0 Hz, 3H, CH,CH(C=0)), 1,09 (s, 3H, C(CH,),), 1,00
(d, J=7,0 Hz, 3H, CH;CHCH,); HRMS (FAB), vypotitané
pre CygH3oNOsS, (M+Cs") 642,1324, néjdené 642,1345.

trans-Makrolaktén 19b ilustrovany v schéme 3

Roztok 6,9 mg (0,014 mmol, 1,0 ekvivalentu) vinyljo-
didu 11, 8,2 mg (0,028 mmol, 2,0 ekvivalentu) standnu 8b a
1,6 mg (0,0014 mmol, 0,1 ekvivalentu) Pd(PPhs), v 140 ul
(0,1 M) odplyneného toluénu sa 40 min(t zahrieva na 100

°C podl'a postupu opisaného na pripravu lakténu 18h. Po
&isteni pomocou preparativnej tenkovrstvovej chromatogra-
fie (250 mm silikagélova doska, 75 % éteru v hexane) sa
ziska 5,0 mg (72 %) makrolaktonu 19b. Re= 0,47 (silika-
gél, 50 % etylacetatu v hexéne); [a]*p -32,9 (¢ 0,35, chlo-
roform); IC (film) vi,, 3488, 2928, 1728, 1692, 1259,
1036, 800, 757 cm’; "H NMR (500 MHz, deuterochloro-
form) & 7,00 (s, 1H, ArH), 6,48 (s, 1H, CH=CCH,), 5,53
(ddd, J=15,0, 7,5, 7,5 Hz, 1H, CH=CHCH,), 540 (d,
J=8,0 Hz, 1H, CHOCO), 5,39 (ddd, }=15,0, 7,5, 7,5 Hz,
1H, CH=CHCH,), 4,12 (ddd, J=11,0, 2,5, 2,5Hz, 1H,
(CH5),CCHOH), 3,77-3,74 (m, |H, CHOH(CHCH,)), 3,24
(m, 1H, CH=CHCH,), 3,07 (m, 1H, CH,CH(C=0)), 2,70
(s, 3H, SCHa), 2,61 (d, J=3,5 Hz, 1H, CHO//(CHCH3)),
2,59-2,44 (m, 5H), 2,19-2,12 (m, IH), 2,13 (s, 3H,
CH=CCH,), 2,02-194 (m, 1H), 1,70-1,55 (m, 2H),
1,48-1,41 (m, 1H), 1,29 (s, 3H, C(CHs),), LI8 (d,
J=7,0 Hz, 3H, CH,CH(C=0)), 1,08 (s, 3H, C(CH3),), 0,99
(d, J=7,0 Hz, 3H, CH;CHCH,); HRMS (FAB), vypotitané
pre CagHyoNOsS, (M+Cs") 642,1324, najdené 642,1298.

Silyléter 25 ilustrovany v schéme 7

K roztoku 12,96 g (54,4 mmol, 1,0 ekvivalentu) alko-
holu 13 v 180 ml (0,3 M) dimetylformamidu sa pri 0 °C
pridd 10,2 g (150,0 mmol, 2,8 ekvivalentu) imidazolu
apotom  13,5g (89,9 mmol, 1,7  ekvivalentu)
terc-butyldimetylchlorsilanu. Po 7 hodinach pri 25 °C sa
rozpustadlo odstréni za zniZeného tlaku a ziskany olej sa
extrahuje medzi 200 ml éteru a 200 ml nasyteného vodného
roztoku chloridu aménneho. Vodna vrstva sa extrahuje
200 ml éteru aspojené organické extrakty sa premyju
550 ml solanky, suSia sa nad siranom hore¢natym a odparia
sa za zniZeného tlaku. Po Eisteni pomocou velmi rychlej
kolénovej chromatografie (silikagél, 0 aZ 5 % etylacetatu
v hexéne) sa ziska 16,03 g (84 %) silyléteru 25 vo forme
oleja. Ry = 0,48 (hexan); [a]p -17,5 (¢ 1,65, chloroform);
IC (tenky film) v 2954, 2928, 2857, 1472, 1361, 1278,
1252, 1082, 914, 836, 776, 677 cm™'; 'H NMR (500 MHz,
deuterochloroform) & 6,15 (s, 1H, CH=CCHs), 5,74-5,66
(m, 1H, CH=CH,), 5,03 (sm, 1H, CH=CH,), 5,01 (s, 1H,
CH=CH,) 4,16 (dd, J=6,5, 6,5 Hz, 1H, CHOH), 2,25 (m,
1H, CH,-CHCH,), 1,77 (s, 3H, CH=CCH), 0,88 (s, 9H,
SiC(CHa)s), 0,04 (s, 3H, Si(CHa),), -0,01 (s, 3H, Si(CHs),).

Aldehyd 26 ilustrovany v schéme 7

K roztoku 16,0 g (45,3 mmol, 1,0 ekvivalentu) olefinu
25 v zmesi 206 ml tetrahydrofuranu, 206 ml ferc-butanolu a
41 ml vody sa pri 0 °C prida 5,84 g (49,8 mmol, 1,1 ekvi-
valentu) N-oxidu 4-metylmorfolinu (NMO) a potom 5,2 ml
(2,5 % hmotn./objem v terc-butanole, 0,453 mmol, 0,01
ekvivalentu) oxidu osmidelého. Zmes sa energicky mieSa
13 hodin pri 25 °C a potom sa rozlozi pridanim 125 ml na-
syteného vodného roztoku sirigitanu sodného. Vznikajici
roztok sa miefa 2 hodiny apotom sa extrahuje medzi
150 m! etylacetatu a 150 ml vody. Organicka faza sa oddeli
a vodna faza sa dvakrat extrahuje 200 ml etylacetatu. Spo-
jené organické extrakty sa susia nad siranom horeénatym,
filtruji sa a rozpustadlo sa odpari za zniZeneho tlaku. Po
&isteni pomocou velmi rychlej chromatografie (silikagél,
50 aZ 90 % éteru v hexane) sa ziska 1,0 g (6 %) nezreago-
vanej vychodiskovcj latky a 15,5 g (89 %) poZadovaného
diolu ako zmesi diastereomérov v pomere priblizne 1 : I
R = 0,44 (silikagél, 50 % etylacetatu v hexane); IC (tenky
film) v, 3387, 2952, 2928, 1252, 1080, 837, 777 cm™
'H NMR (500 MHz, deuterochloroform) 3 6,28 a 6,26 (sin-
glety, 1H celkom, CH=CCH,), 4,47-4,42 (m, 1H, CHOS)),
3,86-3,76 (m, 1H, CHOH), 3,61-3,55 a 3,49-3,39 (m, 2H
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celkom, CH,OH), 3,33 a 3,15 (2 dublety, J=2,0 a 3,5 Hz,
1H celkom, CHOH), 2,46 a 2,45 (triplety, J=5,5 a 5,5 Hz,
CH,0H), 1,78 a 1,76 (singlety, 3H celkom), 1,63-1,60 a
1,58-1,53 (m, 2H celkom, CH,), 0,88 a 0,87 (singlety, 9H
celkom, SiC(CH,),), 0,08 a 0,07 (singlety, 3H celkom,
Si(CHa),), 0,01 a 0,00 (singlety, 3H celkom, Si(CH,),);
HRMS (FAB), vypoéitané pre C;3H,,10,Si (M+Na)
409,0672, najdené 409,0662.

23,3 g (60,2 mmol, 1,0 ekvivalentu) diolov (ziskanych
podl'a postupu opfsaného skor) sa rozpusti v zmesi 400 ml
metanolu a 200 m! vody a roztok sa ochladi na 0 °C. Potom
sa vpriecbechu Sminit po &astiach pridd 772¢g
(361,1 mmol, 6,0 ekvivalentov) jodistanu sodného
a ziskana suspenzia sa energicky mie$a 30 mindt pri 25 °C.
Po skonceni reakcie sa zmes extrahuje medzi 500 ml dich-
[6rmetanu a 500 ml vody a organicka faza sa oddeli. Vodna
faza sa extrahuje 500 ml dichlérmetanu a spojené organické
extrakty sa premyju 1 litrom solanky, susia sa nad siranom
hore¢natym a odparia sa za zniZeného tlaku. Po &isteni po-
mocou velmi rychlej kolénovej chromatografie (silikagél,
17 az 50 % éteru v hexane) sa ziska 19,6 g (92 %) aldehydu
26 vo forme oleja. Ry = 0,35 (silikagél, 20 % éteru
v hexdne); [o]™p -34,1 (c 2,8, chloroform); IC (tenky film)
Vmax 2954, 2928, 2885, 2856, 1728, 1471, 1279, 1254,
1091, 838, 777, 677 cm™"; "H NMR (500 MHz, deuteroch-
loroform) & 9,73 (dd, J=2,5, 2,5 Hz, 1H, CHO), 6,34 (s, 1H,
CH=CCHj), 4,70 (dd, J=8,0, 4,0 Hz, 1H, CHOSi), 2,68
(ddd, J=16,0, 83, 2,5Hz, 1H, (CHO)CH,), 2,44 (ddd,
J=16,0, 40, 2,5Hz, 1H, (CHO)CH,), 1,80 (s, 3H,
CH=CCHj;), 0,85 (s, 9H, SiC(CHas)), 0,05 (s, 3H,
Si(CHa)y), 0,01 (s, 3H, Si(CHs),); HRMS (FAB), vypocita-
né pre Cp,H,310,Si (M+Na') 377,0410, néjdené 377,0402.

Metylester 28 ilustrovany v schéme 7

Zmes 19,6 g (55,2 mmol, 1,0 ekvivalentu) aldehydu 26
a 50,2 g (134,0 mmol, 2,4 ekvivalentu) stabilizovaného yli-
du 27 [pripraveného zo 4-brém-1-buténu pomocou: (i) pri-
pravy fosféniovej soli; (ii) pripravy aniénu s KHMDS; a
(iii) rozloZenia MeOC{(O)CI] (pozri Marshall, J.A., akol,, J.
Org. Chem. 51, 1735-1741 (1986) a Bestmann, H.J., An-
gew. Chem. Int. Ed. Engl. 1965, 645-60) v 550 ml (0,1 M)
benzénu sa 1,5 hodiny zahrieva do varu pod spitnym chla-
di¢om. Po ochladeni na 25 °C sa zmes filtrujc
a rozpust'adlo sa odpari za zniZeného tlaku. Po &isteni po-
mocou vel'mi rychlej koldnovej chromatografie (silikagél, 9
aZ 17 % éteru v hexane) sa ziska 24,5 g (98 %) metylesteru
28. R¢ = 0,37 (silikagél, 20 % éteru v hexane); [a]?) -7,25
(c 1,6, chloroformy), (e (tenky film) vy, 3078, 2952, 2920,
2856, 1720, 1462, 1434, 1276, 1253, 1208, 1084, 836, 776,
672 cm™'; '"HNMR (600 MHz deuterochloroform) & 6,81
(dd, J=7,4, 7,4Hz, |H, CH=CCOOCH,), 6,22 (s, 1H,
CH=CCH3), 5,83-5,75 (m, 1H, CH=CH,), 4,99-4,98 (m,
1H, CH=CH,), 4,96 (m, 1H, CH=CH,), 4,22 (dd, }=7,5,
5,1 Hz, 1H, CHOSi), 3,72 (s, 3H, COOCH,), 3,05 (d,
J=6,0 Hz, 2H, CH,C(CO,Me)), 2,40 (ddd, J=15,0, 7.5,
7,5 Hz, 1H, CH,CHOSI), 2,33 (ddd, J=15,0, 7,5, 5,1 Hz,
IH, CH,CHOSI), 1,77 (s, 3H, CH=CCH3) 0,85 (s, 9H,
SiC(CHs)s3), 0,02 (s, 3H, Si(CHs),), -0,02 (s, 3H, Si(CHa),);
HRMS (FAB), vypotitané pre CgH;10;Si (M+Cs")
583,0142, najdené 583,0159.

Alylalkohol 29 ilustrovany v schéme 7

24,5 g (54,3 mmol, 1,0 ekvivalentu) metylesteru 28 sa
rozpusti v 280 ml tetrahydrofuranu a roztok sa ochladi na
-78 °C. V priebehu 50 minit sa pri -78 °C prikvapka
163,0 ml, 1M roztok v dichlérmetane (163,0 mmol, 3,0 ek-
vivalentu) DIBAL a reak¢éna zmes sa mie§a d'alSich 80 mi-

nit. Reakénd zmes sa rozlozi 150 ml nasyteného vodného
roztoku tartratu sodno draselného a ziskani zmes sa necha
15 hodin zahrievat’ na teplotu miestnosti. Organick vrstva
sa oddeli a vodna vrstva sa trikrat extrahuje 250 ml éteru.
Spojené organické extrakty sa premyjui 650 ml solanky, su-
Sia sa nad siranom horecnatym a odparia sa za zniZeného
tlaku. Po ¢isteni pomocou velmi rychlej kolénovej chroma-
tografie (silikagél, 17 aZ 50 % éteru v hexane) sa ziska
22,9 g, 100 % alkoholu 29. R¢= 0,11 (silikagél, 20 % éteru
v hexane); [} -7,25 (¢ 1,6, chloroform); IC (tenky film)
Vmax 3346, 3078, 2954, 2928, 2857, 1637, 1471, 1361,
1276, 1252, 1078, 1005, 836, 775, 674, 558 cm™'; '"H NMR
(500 MHz, deuterochloroform) & 6,16 (s, IH, CH=CCHj,),
5,81-5,73 (m, 1H, CH=CH,), 5,45 (dd, J=6,5, 6,5 Hz, 1H,
CH=CCH,0H), 5,03 (m, 2H, CH=CH,), 4,16 (dd, J=6,5,
6,5 Hz, 1H, CHOSI), 4,02 (d, J=4,5 Hz, 2H, CH,0H), 2,85
(dd, J=15,0, 5,1 Hz, 1H, CH,CH=CH,), 2,84 (dd, J=15,0,
5,0 Hz, 1H, CH,CH=CH,), 2,27 (ddd, J=15,0, 6,5, 6,5 Hz,
IH, CH,CHOSI), 2,25 (ddd, J=15,0, 6,5, 6,5Hz, 1H,
CH,CHOSi), 1,78 (s, 3H, CH=CCH,), 0,88 (s, 9H,
SiC(CHs),), 0,02 (s, 3H, Si(CHa),), -0,02 (s, 3H, Si(CH,),);
HRMS (FAB), vypoditané pre C;;H;10,Si (M+Cs"),
555,0192 najdené 555,0177.

Trifenylmetyléter 30 ilustrovany v schéme 7

23,5 g (55,7 mmol, 1,0 ekvivalentu) Alkoholu 29 sa
rozpusti v 300 ml (0,15 M) dimetylformamidu a pridd sa
11,3 g (92,5 mmol, 1,7 ekvivalentu) 4-DMAP a 22,1 g
(79,3 mmol, 1,4 ekvivalentu) tritylchloridu. Reakéna zmes
sa mie3a 21 hodin pri 80 °C, ochladi sa na teplotu miestnos-
ti a rozpust'adlo sa odpari za zniZeného tlaku. Ziskany zvy-
Sok sa ¢istl pomocou vel'mi rychlej koldnovej chromatogra-
fie a ziska sa 35,3 g (95 %) poZadovaného éteru 30 vo for-
me oleja. Ry = 0,88 (silikagél, 20 % éteru v hexane); [o]*p
0,74 (c 0,3, chloroform); IC (tenky film) vy, 3058, 2927,
2854, 1488, 1470, 1448, 1250, 1082, 836, 702, 632 cm™;
'HNMR (600 MHz, deuterochloroform) & 7,45-7,43 (m,
5H, Ph), 7,32-7,21 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H, CH=CCH,),
5,61 (m, 2H, CH=CH,, CH=CH,), 4,87 (m, 2H, CH=CH.,
CH(C)CH,0Tr), 4,19 (dd, J=6.8, 6,8 Hz, 1H, CHOSI), 3,46
(s, 2H, CH,OTr), 2,78 (dd, J=154, 6,7Hz, 1H,
CH,CH=CH,), 2,73 (dd, J=154, 6J3Hz, 1H,
CH,CH=CH,), 2,33 (ddd, J=145, 68, 6,8Hz, 1H,
CH,CHOSi), 2,31 (ddd, J=145, 6.8, 6,8Hz, IH,
CH,CHOSi), 1,80 (s, 3H, CH=CCH,), 0,87 (s, 9H,
SiC(CHsy)s), 0,04 (s, 3H, Si(CHs),), 0,00 (s, 3H, Si(CH;)y);
HRMS (FAB), vypo(‘,itané pre C36H45]OZSi (M+CS+),
797,1288 najdené 797,1309.

Alkohol 31 ilustrovany v schéme 7

35,3 g (53,1 mmol, 1,0 ekvivalentu) olefinu 30 sa roz-
pusti v 53 ml (1,0 M) tetrahydrofuranu a roztok sa ochladi
na 0 °C. V priebehu 1,5 hodiny sa prikvapka 149 ml (0,5 M
roztok v tetrahydrofurine, 74,5 mmol, 1,4 ekvivalentu)
9-BBN a ziskan zmes sa mie¥a 9 hodin pri 0 °C. Prida sa
106 ml 3N roztoku hydroxidu sodného (319,0 mmol, 6,0
ckvivalentov), potom 32 ml (30 % hmotnostne roztok vo
vode, 319,0 mmol, 6,0 ekvivalentov) vodného peroxidu
vodika. Mie3anie pokraduje 1 hodinu pri 0 °C, potom sa re-
akénd zmes zriedi 500 ml éteru a 500 ml vody. Organické
vrstva sa oddeli a vodnd vrstva sa dvakrat extrahuje 500 ml
éteru. Spojené organické extrakty sa premyja 1 litrom so-
lanky, suSia sa nad siranom horegnatym a odparia sa za
zniZeného tlaku. Po ¢&isteni pomocou vel'mi rychlej koléno-
vej chromatografie na silikagéli (9 aZ 50 % éteru v hexane)
sa ziska 34,6 g (95 %) primarneho alkoholu 31. Ry = 0,54
(silikagél, 60 % éteru v hexane); [a]*p -3,5 (¢ 0,2, chloro-
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form); IC (tenky film) vy 3380, 3058, 3032, 2926, 2855,
1489, 1449, 1278, 1251, 1078, 835, 706, 632 em’;
'HNMR (500 MHz, deuterochloroform) & 7,47-7,45 (m,
5H, Ph), 7,32-7,22 (m, 10H, Ph), 6,22 (s, 1H, CH=CCHjy),
5,58 (dd, J=7,1, 7,1 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,22 (dd, J=6.8,
6,0 Hz, 1H, CHOS), 3,52 (3m, 2H, CH,0H), 3,50 (s, 2H,
CH,OTr), 2,33 (dd, J=14,5, 6,8, 6,8 Hz, |H, CH,CHOSi),
2,28 (ddd, J=14,5, 6,8, 6,8 Hz, 1H, CH,CHOSI), 2,14 (m,
2H, CH,CH,CH,OH), 1,82 (s, 3H, CH=CCH3), 1,46 (m,
2H, CH,CH,OH), 0,90 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0,06 (s, 3H,
Si(CH,),), 0,02 (s, 3H, Si(CH,),); HRMS (FAB), vypo¢ita-
né pre CsoH,710;Si (M+Cs"), 815,1394 najdené 815,1430.

Jodid 32 ilustrovany v schéme 7

Roztok 34,6 g (50,73 mmol, 1,0 ekvivalentu) alkoholu
31 v zmesi s 380 ml éteru a 127 ml acetonitrilu sa ochladi
na 0 °C. Potom sa pridé 17,3 g (253,7 mmol, 5,0 ekvivalen-
tu) imidazolu a 33,3 g (126,8 mmol, 2,5 ekvivalentu) PPh;
a zmes sa mie$a pokial’ sa nerozpustia pevné latky. Prida sa
33,5 g (131,9 mmol, 2,6 ekvivalentov) jodu a zmes sa mie-
g2 45 minit pri 0 °C. Reakénd zmes sa rozloZi pridanim
150 ml nasyteného vodného roztoku Na,$,03 a vrstvy sa
rozdelia. Vodna vrstva sa potom extrahuje dvakrat 250 ml
solanky aspojené organické extrakty sa premyju 750 ml
solanky, sudia sa nad siranom hore¢natym a odparia sa za
zniZeného tlaku. Po &isteni pomocou velmi rychlej koléno-
vej chromatografie (silikagél, 5 az 9 % éteru v hexéne) sa
ziska 39,2 g (97 %) jodidu 32. Ry = 0,88 (silikagél, 60 %
éteru v hexane); [o]?p -2,9 (¢ 2,6, chloroform); IC (tenky
film) vy 3057, 2926, 2855, 1481, 1448, 1251, 1083, 939,
836, 774, 706, 632 cm™'; 'H NMR (500 MHz, deuterochlo-
roform) & 7,49-7,45 (m, SH, Ph), 7,33-7,23 (m, 10H, Ph),
6,23 (s, 1H, CH=CCH,), 5,67 (dd, J=7,2, 7, Hz, 1H,
CH,C=CH), 4,22 (dd, J=6,8, 6,8 Hz, 1H, CHOSi), 3,51 (s,
2H, CH,0Tr), 3,07 (dd, J=7,1, 7,0 Hz, 2H, CH,l), 2,34
(ddd, J=14.5, 6,8, 6,8 Hz, 1H, CH,CHOSI), 2,25 (ddd,
I=14,5, 68, 6,8Hz, CH,CHOSi), 2,13 (m, 2H,
CH,CH,CH,I), 1,84 (s, 3H, CH=CCHs), 1,75 (m, 2H,
CH,CH,CH,I), 0,90 (s, 9H, SiC(CHs)), 0,07 (s, 3H,
Si(CH3),), 0,02 (s, 3H, Si(CHs),); HRMS (FAB), vypocita-
né pre CyeHyel,0,Si (M+Cs"), 925,0411, ndjdené 925,0450.

Hydrazén 33 ilustrovany v schéme 7

5,0 ml (35,28 mmol, 1,4 ekvivalentu) diizopropylaminu
sa pri 0 °C prid4 k roztoku 22,0 ml (1,6 M roztok v hexane,
35,28 mmol, 1,4 ekvivalentu) n-BuLi v 32 ml tetrahydrofu-
ranu a mie$a sa 1 hodinu. K tomuto erstvo pripravenému
roztoku LDA sa prida 5,6 g (32,76 mmol, 1,3 ekvivalentu)
SAMP hydrazénu propiénaldehydu v 16 ml tetrahydrofura-
nu. Po 16 hodinach mie$ania sa ziskany Zlty roztok ochladi
na -100 °C a v priebehu 2 hodin sa prikvapka roztok 20,0 g
(25,23 mmol, 1,0 ekvivalentu) jodidu 32 v 32 ml tetrahyd-
rofurdnu. Zmes sa miesa 20 hodin pri -20 °C a potom sa na-
leje do 50 ml nasyteného vodného roztoku chloridu amén-
neho a trikrét sa extrahuje 100 ml éteru. Spojené organické
extrakty sa su$ia nad siranom hore¢natym, filtruji sa
a odparia. Po &isteni pomocou velmi rychlej koldnovej
chromatografie na silikagéli (5 az 50 % éteru v hexéne) sa
ziska 15,0 g (71 %) hydrazénu 33 vo forme Zltého oleja. Re
= 0,63 (silikagél, 40 % éteru v hexane); [a]*p 22,7 (¢ 0,2,
chloroform); IC (tenky film) Vi, 3057, 2927, 2854, 1489,
1448, 1251, 1078, 940, 836, 775, 706, 668, 632 em’;
'H NMR (500 MHz, deuterachloroform) & 7,46-7,44 (m,
5H, pH), 7,31-7,21 (m, 10H, Ph), 6,40 (d, J=6,5 Hz, 1H,
N=CH), 6,21 (s, 1H, CH=CCH,), 5,50 (dd, J=7,0, 7,0 Hz,
1H, CH,C=CH), 4,20 (dd, J=6,0, 6,0 Hz, 1H, CHOS}), 3,54
(dd, 1=9,2, 3,5 Hz, 1H, CH,0CH3), 3,45 (s, 2H, CH,OTr),

341 (dd, J-95, 7.0Hz, 1H, CH,0CHy), 3,37 (s, 3H,
CH,OCHs), 3,32-3,30 (m, 2H, CH,N), 2,60-2,55 (m, LH),
2,34-2,20 (m, 3H), 2,04-1,95 (m, 1H), 1,98-1,73 (m, 5H),
1,82 (s, 3H, CH=CCH,), 1,38-1,21 (m, 4H), 0,96 (d,
1=6.9 Hz, 3H, CHCHs), 0.89 (s, 9H, SiC(CH;)s), 0,06 (s,
3H, Si(CH),), 0,01 (s, 3H, Si(CHy),); HRMS (FAB), vy-
potitané pre CysHgsIN,058i (M+Cs™), 967,2707, najdené
967,2740.

Nitril 34 ilustrovany v schéme 7

52,4 g horetnatej soli monoperoxyftalovej kyseliny
(MMPP.6H,0, 80 %, 84,8 mmol, 2,5 ekvivalentu) sa
v priebehu 10 mintt po astiach pri 0 °C prida k dobre mie-
$anému roztoku 28,3 g (33,9 mmol, 1,0 ekvivalentu) hydra-
z6nu 33 v zmesi 283 ml metanolu, 100 ml tetrahydrofuranu
a 283 ml fosfatového pufra s pH 7. Zmes sa miesa 1,5 ho-
diny pri 0 °C a potom sa v dvoch dieloch v priebehu 30 mi-
nit prida dalgich 120 ml tetrahydrofuranu, aby sa pomohlo
rozpusteniu vychodiskovej latky. Po d’alSej 1,5 hodine mie-
Sania sa reakéna zmes naleje do 750 ml nasyteného vodné-
ho roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného a produkt sa extra-
huje 750 ml éteru a potom dvakrat 750 ml etylacetatu. Spo-
jené organické extrakty sa premyja 1 littom solanky, susia
sa nad siranom horegnatym a odparia sa za zniZeného tlaku.
Po &isteni pomocou vel'mi rychlej kolénovej chromatogra-
fie na silikagéli (9 az 20 % éteru v hexane) sa ziska 21,8 g
(89 %) nitrilu 34 vo forme bezfarebného oleja. Ry = 0,44
(silikagél, 20 % éteru v hexane); [o]*p +2,9 (c 1,2, deute-
rochloroform); IC (tenky film) vy, 3057, 2928, 2855,
2238, 1490, 1448, 1252, 1081, 836, 775, 707, 632cm™;
'HNMR (500 MHz, deuterochloroform) & 7,47-7,45 (m,
5H, Ph), 7,33-7,23 (m, 10H, Ph), 6,22 (s, 1H, CH=CCHy),
5,56 (dd, J=6,8, 6,8 Hz, |H, CH,C=CH), 4,21 (dd, J=6,8,
6,8 Hz, 1H, CHOSi), 3,49 (s, 2H, CH,OTr), 2,48 (m, 1H,
CH(CHy), 2,29 (ddd, J=145, 6,8, 68Hz IH,
CH,CHOSi), 2,24 (ddd, J=14,5, 68, 6,8Hz, 1H,
CH,CHOSI), 2,07 (m, 2H, CH,(C)CH,0Tr), 1,82 (s, 3H,
CH=CCH,), 1,58-1,23 (m, 4H), 1,24 (d, ]=7,0 Hz, 3H,
CHCH,), 0,90 (s, 9H, SiC(CH,);), 0,07 (s, 3H, Si(CH;),),
0,0 (s, 3H, Si(CH;);); HRMS (FAB), vypotitané pre
CasHs5oINO,Si (M+Cs"), 852,1710, nijdené 852,1738.

Aldehyd 35 ilustrovany v schéme 7

7,01 g (9,74 mmol, 1,0 ekvivalentu) Nitrilu 34 sa roz-
pusti v 195 ml (0,05 M) a ochladi sa na -78 °C. V priebehu
10 mindt sa pri -78 °C prikvapka 29,2 ml (1,0 M roztok
v toluéne, 29,2 mmol, 3,0 ekvivalentu) DIBAL. Reakéna
zmes sa miea pri -78 °C, pokial’ sa podl'a TLC (asi 1 hodi-
na) reakcia neskongi. Potom sa postupne prida 10 ml meta-
nolu a 10 ml (1,0N roztok vo vode) kyseliny chlorovodiko-
vej a zmes sa v priebehu 1 hodiny zahreje na 0 °C. Prida sa
250 ml éteru a 250 ml vody a vrstvy sa oddelia. Vodna fza
sa dvakrat extrahujc 250 ml éteru a spojené organické ex-
trakty sa premyji 500 ml solanky, suSia sa nad siranom ho-
re¢natym a odparia sa za zniZeného tlaku. Po €isteni pomo-
cou velmi rychlej kolénovej chromatografie (silikagél, 17
a2 33 % éteru v hexéne) sa ziska 6,18 g (88 %) aldehydu 35
vo forme oleja. Ry= 0,51 (silikagél, 20 % éteru v hexane);
[a]?p +2,0 (¢, 0,3, chloroform); IC (tenky film) Vo, 3057,
2927, 2855, 1726, 1490, 1448, 1251, 1081, 836, 775, 707,
632 cm’; '"H NMR (500 MHz, deuterochloroform) & 9,51
(d, J=1,9 Hz, 1H, CHO), 7,46-7,45 (m, SH, Ph), 7,32-7,22
(m, 10H, Ph), 6,20 (s, 1H, CH=CCH,), 5,54 (dd, J=7.0,
7.0Hz, 1H, CH,C=CH), 4,20 (dd, J=6,5, 6,0 Hz, IH,
CHOSi), 347 (s, 2H, CH,OTr), 2,34-2,20 (m, 3H,
CH,CHOSi a CH(CHa)), 2,04 (m2H, CHy(C)CH,OTr),
1,82 (s, 3H, CH=CCH3), 1,66 (m, 1H), 1,30-1,19 (m, 3H),
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1,02 (d, }=7,0 Hz, 3H, CHCH,), 0,89 (s, 9H, SiC(CHa)y),
0,06 (s, 3H, Si(CH3),), 0,00 (s, 3H, Si(CH;),); HRMS
(FAB), vypotitané pre CiyHs,10:Si (M+Cs”), 855,1707,
najdené 855,1672.

tris-(Silylétery) 37 a 38 ilustrované v schéme 8§

Roztok 1,20 g (2,99 mmol, 1,4 ekvivalentu) keténu 36
(pozri Nicolaou, K.C., akol,, J. Am. Chem. Soc. 119,
7974-91 (1997) v 4,3 ml tetrahydrofurénu sa v pricbchu 5
minat pri -78 °C prikvapkd k &erstvo pripravenému roztoku
LDA [424 pl (3,03 mmol, 1,45 ekvivalentu) diizopropyla-
minu sa pri 0 °C pridé k 2,00 ml (1,52 M roztok v hexane,
3,04 mmol, 1,45 ekvivalentu) n-BuLi apo 5 mindtach sa
prida 4,3 ml tetrahydrofurdnu)]. Po 1,5 hodine mie3ania pri
-78 °C sa roztok nechd zahriat’ v priebehu 30 minit na tep-
lotu -40 °C. Reakéna zmes sa potom ochladi na -78 °C
avpricbehu 15 minit sa prikvapkd roztok 1,51g
(2,09 mmol, 1,0 ekvivalentu) aldehydu 35 v 12,5 ml tetra-
hydrofurénu. Ziskana zmes sa mieSa 1 hodinu pri -78 °C
a potom sa rozloZi prikvapkanim nasyteného vodného roz-
toku kyseliny octovej (3,Iml 1 M roztoku v tet-
rahydrofuréne, 3,10 mmol, 1,5 ekvivalentu). Zmes sa po-
tom zahreje na 25 °C a extrahuje sa medzi 25 ml éteru a
25 ml nasyteného roztoku chloridu aménneho. Vodné vrst-
va sa trikrat extrahuje 25 ml éteru a spojené organické ex-
trakty sa suSia nad siranom horeénatym a odparia sa vo va-
kuu. Po Cisteni pomocou velmi rychlej kolonovej chroma-
tografie na silikagéli za elicie zmesou 4 az 20 % éteru
v hexane sa ziska 502 mg (42 %) nezreagovaného ketdnu,
705 mg (27 %) neziaduceho aldolového produktu 38
azmes 1,136 g (podla 'H NMR je pomer 37 : 35 priblizne
9 : 1) poZzadovaného aldolového produktu 37 a nezreagova-
ného aldehydu 35 (to znamena vytazok 39 % zluceniny
37). Tato zmes sa hned’ pouzZije v d’al§om kroku. 37: (hlav-
ny) (ziska sa vo forme bezfarebného oleja ako zmes obsa-
hujica zliéeninu 35, pomocou velmi rychlej kolonovej
chromatografie na silikagéli za elicie zmesou 10 az 17 %
etylacetatu v hexane). R; = 0,22 (silikagél, 10 % éteru
v hexéne); [a]%p -20,2 (¢ 0,3, chloroform); IC (tenky film)
Vo 3486, 2954, 2928, 2856, 1682, 1472, 1448, 1253,
1090, 994, 836, 775, 706, 668, 632cm”; 'HNMR
(600 MHz, deuterochloroform) & 7,45-7,43 (m, 5H, Ph),
7,30-7,19 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H, CH=CCHj3), 5,51 (dd,
J=7,0, 6,9 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,18 (dd, J=6,3, 6,2 Hz, 1H,
CHOSI), 3,88 (dd, J=7,5, 2,6 Hz, 1H, CHOSi), 3,65 (m,
1H, CH,0Si), 3,59 (m, 1H, CH,0Si), 3,46 (d, }=11,2 Hz,
1H, CH,0Tr), 3,43 (d, J=11,2 Hz, 1H, CH,0Tr), 3,27 (m,
IH, CH,CH(C=0)), 3,22 (d, J=9,3Hz, IH, CHOH),
2,32-2,18 (m, 2H, C=CHCH,CHOSi), 2,00 (m, 2H,
CH,(C)CH,OTr), 1,80 (s, 3H, CH=C(CH,)), 1,66 (m, 2H),
1,46 (m, 2H), 1,27 (m, 1H, CH(CH,)), 1,19 (s, 3H,
C(CH,),), 1,07 (s, 3H, C(CH,),), 0,99 (d, J=6,8 Hz, 3H,
CH(CH,)), 0,89 (s, 9H, SiC(CH,)), 0,87 (s, 9H,
SiC(CH,)s), 0,86 (s, 9H, SiC(CH,);), 0,71 (d, J=6,7 Hz, 3H,
CH(CH,)), 0,10 (s, 3H, Si(CH,),), 0,07 (s, 3H, Si(CH,),),
0,04 (s, 3H, Si(CH),), 0,03 (s, 6H, Si(CHs)y), -0,01 (s, 3H,
Si(CH,),); HRMS (FAB), vypoditané pre CeoHorIOsSis
(M+Cs"), 1257,4692, najdené 1257,4639. 38: (minoritny)
bezfarebny olej; Re= 0,38 (silikagél, 20 % éteru v hexane);
[o]?p -11,9 (c 2,9, chloroform); IC (tenky film) vy 3501,
2954, 2930, 2856, 1682, 1469, 1254, 1088, 836, 776, 705,
670 cm™; 'HNMR (500 MHz, deuterochloroform) &
7,46-7,44 (m, SH, Ph), 7,31-7,21 (m, 10H, Ph), 6,21 (s, 1H,
CH=CCH,), 5,52 (dd, J=7.0, 6,9 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,20
(dd, J=6,5, 6,5 Hz, 1H, CHOSIi), 3,88 (dd, J=7,5, 2,5 Hz,
1H, CHOSi), 3,67 (m, IH, CH,0Si), 3,60 (m, 1H,
CH,0Si), 3,46 (s, 2H, CH,OTr), 3,30-3,21 (m, 2H, CHOH,

CH;CH(C=0)), 2,30-2,25 (m, 2H, C=CHCH,CHOSI),
2,05-1,93 (m, 2H, CH,C(CH,OTr)=CH), 1,81 (s, 3H,
CH=C(CH,)), 1,63 (m, 1H, CH(CH,), 1,45 (m, 2H), 1,24
(m, 2H), (s, 3H, C(CHs),), 1,05 (s, 3H, C(CH,),), 1,01 (d,
J=6,9 Hz, 3H, CH(CH,)), 0,92 (s, 18H, SiC(CHs)3), 0,89 (s,
9H, SiC(CHj)s), 0,88 (nezretelny d, 3H, CH(CH?,)), 0,88 (s,
18H, SiC(CHs)s), 0,11 (s, 3H, Si(CH,),), 0,07 (s, 3H,
Si(CHs),), 0,06 (s, 3H, Si(CH,),), 0,04 (s, 6H, Si(CH,),),
0,01 (s, 3H, Si(CHs);); HRMS (FAB), vypotitané pre
CooHy710Si; (M+Cs”) 1257,4692, najdené 1257,4749.

tetra-(Silyléter) 39, ktory je ilustrovany v schéme 8

1,136g (0,933 mmol, 1,0 ekvivalentu, zmes
s aldehydom 35 priblizne 9 : 1) Alkoholu 37 sa rozpusti v
5,0 ml dichlérmetanu, ochladi sa na -20 °C areaguje so
470 pl (4,04 mmol, 4,3 ekvivalentu) 2,6-lutidinu a 695 pl
(3,03 mmol, 3,2 eckvivalentu) terc-butyldimetylsilyltri-
fluérmetéansulfondtu. Zmes sa potom mie$a 2,5 hodiny za
pomalého zahrievania na teplotu miestnosti. Reakcia sa po-
tom rozloZi 25 ml nasyteného vodného roztoku hydro-
genuhli¢itanu sodného avodnd faza sa trikrat extrahuje
25 ml éteru. Spojené organické extrakty sa premyju 250 ml
solanky, su$ia sa nad siranom hore¢natym a odparia sa za
zniZeného tlaku. Po Cisteni pomocou velmi rychlej koléno-
vej chromatografie na silikagéli za elicie zmesou 4 a2 9 %
éteru v hexédne sa ziska 1,04 g (90 %) tetra-~(silyléteru) 39
vo forme bezfarebného oleja. Ry = 0,91 (silikagél, 20 % éte-
ru v hexéne); [a]p -16,8 (¢ 0,7, chloroform); IC (tenky
film) vina 3058, 2951, 2856, 1693, 1471, 1253, 1079, 1004,
836, 706 cm'; "H NMR (600 MHz, deuterochloroform) &
7,46-7,43 (m, SH, Ph), 7,29-7,19 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H,
CH=CCH,), 5,49 (dd, J=7,0, 7,0 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,18
(dd, J=6,3, 6,1 Hz, 1H, CHOSI), 3,85 (dd, J=7,6, 2,5 Hz,
1H, CHOSi), 3,70 (dd, J=6,7, 2,0 Hz, 1H, CHOSI), 3,67
(ddd, J=9,6, 4,8, 4,8 Hz, 1H, CH,0Si), 3,59 (ddd, J=9,7,
79, 79Hz, 1H, CH,0Si), 345 (d, J=11,2Hz, IH,
CH,0OTr), 342 (d, J=11,2Hz, IH, CH,0OTr), 3,08 (qd,
J=6,8, 6,8 Hz, 1H, CH;CH(C=0)), 2,27 (ddd, J=14,4, 7,2,
7,2Hz, 1H, C=CHCH,CHOSI), 2,23 (ddd, J=14,5, 6,2,
6,2Hz, 1H, C=CHCH,CHOSi), 1,97 (m, 2H,
CH,C(CH,0OTr)=CH), 1,79 (s, 3H, CH=C(CH,)), 1,57 (m,
1H), 1,46 (m, 1H), 1,25 (m, 3H), 1,17 (s, 3H, C(CHa),),
1,01 (d, J=6,8 Hz, 3H, CH(CH,)), 0,95 (s, 3H, C(CHa),),
0,87 (s, 18H, SIC(CHs);) 0,86 (s, 18H, SiC(CHi)s),
0,09-0,03 (m, 24H, Si(CHs),); HRMS (FAB), vypocitané
pre  CeH1106Si,  (M+Cs"), 13715557, najdené
1371,5523.

Alkchol 40 ilustrovany v schéme 8

K roztoku 180 g (0,145 mmol) fetra-silyl éter 39 v
1,5 ml tetrahydroduranu sa pri 0 °C prida 1,5 ml HF.pyr.
vzmesi pyridin/tetrahydrofuran (pripraveného zo zasobné-
ho roztoku obsahujiiceho 420 pl HF .pyridinu, 1,14 ml pyri-
dinu a 2,00 m! tetrahydrofurinu) a mieSanie pokraduje d’al-
$iu 1 hodinu pri 0 °C. Reakcia sa rozloZi opatrnym prida-
nim nasyteného vodného roztoku hydrogenuhli¢itanu sod-
ného a produkt sa trikrat extrahuje 25 ml etylacetatu. Spo-
jené organické extrakty sa potom su$ia nad siranom horeg-
natym a odparia sa za zniZeného tlaku. Po &isteni pomocou
vel'mi rychlej chromatografie na silikagéli za elicie zmesou
(30 % éteru v hexane) sa ziska 137 mg (84 %) alkoholu 40
vo forme svetlo Zltého oleja. R¢ = 0,36 (silikagél, 40 % éte-
ru v hexane); [a]*p -26,0 (¢ 0,3, chloroform); IC (tenky
film) v, 3422, 2928, 2855, 1690, 1490, 1471, 1448, 1360,
1252, 1086, 1004, 986, 836, 774, 706 cmr'; 'H NMR
(600 MHz, deuterochloroform) o 7,44-7,42 (m, 5H, Ph),
7,29-7,20 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, IH, CH=CCH,), 5,49 (dd,
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J=7,1,7,1 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,17 (dd, J=6,2, 6,0 Hz, IH,
CHOSI), 4,03 (dd, J=6,6, 3,7 Hz, 1H, CHOSI), 3,73 (dd,
1=7.2. 1.7 Hz, 1H, CHOS), 3,65 (m, 2H, CH,0H), 3,45 (d,
J=11,7Hz, 1H, CH,0OTr), 342 (d, J=11,7Hz, IH,
CH,OTr), 3,06 (kvd, J=6,9, 6,9 Hz, 1H, CH,CH(C=0)),
2,28 (ddd, J=14,7, 7,3, 7,3 Hz, 1H, C=CHCH,CHOSI),
222 (ddd, =147, 6.3, 6,3 Hz, 1H, C=CHCH,CHOSi),
198 (m, 2H, CH,C(CH,OTt)=CH), 1,79 (s, 3H,
CH=C(CH,)), 1,56 (m, 2H), 1,24 (m, 3H), 1,18 (s, 3H,
C(CHy),), 1,03 (d, J=6,9 Hz, 3H, CH(CHa)), 0,97 (s, 3H,
C(CH,),), 0,87 (3 singlety, 27H, SiC(CHs)y), 0,81 (4,
J=6,7 Hz, 3H, CH(CH3)), 0,10 (s, 3H, Si(CHa),), 0,04 (s,
OH, Si(CHy)), 0,03 (s, 3H, Si(CHy)), 0,00 (s, 3H,
SI(CHS)Q), HRMS (FAB), vypoéitané pre C60H971065i3
(M+Cs"), 1257,4692, ndjdené 1257,4780.

Aldehyd 41 ilustrovany v schéme 8

K roztoku 150 pl (1,72 mmol, 2,0 ekvivalentu) oxalyl-
chloridu v 10 ml dichlérmetanu sa pri teplote -78 °C pri-
kvapka 247 ul (3,48 mmol, 4,0 ekvivalentu) dimetylsulfo-
xidu. Po 10 minttach mieSania pri teplote -78 °C sa pri-
kvapka roztok 960 mg (0,853 mmol, 1,0 ekvivalentu) alko-
holu 40 v 10 ml dichlérmeténu. Ziskany roztok sa miea 1
hodinu pri teplote -78 °C apotom sa prida 714 ul
(5,12 mmol, 6,0 ekvivalentu) trietylaminu a reakénd zmes
sa necha 30 min(t zahrievat’ na 25 °C. Prid4 sa 30 ml vody
a produkt sa extrahuje trikrat 40 ml éteru. Spojené organic-
ké extrakty sa susia nad siranom horetnatym a potom sa
odparia za zniZeného tlaku. Po Gisteni pomocou velmi
rychlej kolénovej chromatografie na silikagéli za elicie
zmesou 17 a2 50 % éteru v hexane sa ziska 943 mg (98 %)
aldehydu vo forme bezfarebného oleja. Ry= 0,74 (silikagél,
40 % éteru v hexane); []*p -10,8 (c 0,1, chloroform); IC
(tenky film) vo 2928, 2855, 1728, 1690, 1471, 1448,
1260, 1252, 1085, 987, 836, 774, 706 cm™'; "H NMR (600
MHz, deuterochloroform) 8 9,74 (dd, J=2,4, 1,5 Hz, 1H,
CHO), 7,44-7,42 (m, SH, Ph), 7,29-7,20 (m, 10H, Ph), 6,19
(s, 1H, CH=CCHi), 549 (dd, J=7,0, 68 Hz, IH,
C=CHCH,), 4,44 (dd, J=6,3, 5,0 Hz, 1H, CHOSI), 4,18 (dd,
J=6,9, 6,4 Hz, 1H, CHOSi), 3,70 (dd, J=7,2, 1,8 Hz, 1H,
CHOSi), 345 (d, J=114Hz, 1H, CH,OTr), 342 (d,
J=11,4 Hz, 1H, CH,OTr), 3,05 (kvd, J=7,0, 7,0 Hz, 1H,
CH,CH(C=0)), 2,49 (ddd, J=17,0, 4,5, 1,4 Hz, CH,CHO),
2,38 (ddd, J=17,0, 5,4, 2,8 Hz, 1H, CH,CHO), 2,27 (ddd,
=140, 7,1, 7,1 Hz, 1H, C=CHCH,CHOSI), 2,23 (ddd,
J=14,5, 6,5, 6,5 Hz, 1H, C=CHCH,CHOSi), 1,98 (m, 2H,
CH,C(CH,OTr)=CH), 1,79 (s, 3H, CH=C(CH,)), 1,27 (m,
4H), 1,19 (s, 3H, C(CHa),) 1,12 (m, 1H), 1,00 (d, J=6,8 Hz,
3H, CH(CH,), 098 (s, 3H, C(CHs),), 0,87 (s, 27H,
Si(CHs)s), 0,80 (d, J=6,7 Hz, 3H, CH(CH,)), 0,07 (s, 3H,
Si(CH;),), 0,04 (s, 3H, Si(CHj)p), 0,03 (s, 3H, Si(CHs)),
0,03 (s, 3H, Si(CHa),), 0,02 (s, 3H, Si(CHa),), 0,00 (s, 3H,
Si(CH,),); HRMS (FAB), vypotitané pre CeoHosIOsSi5
(M+Cs"), 1255,4536, najdené 1255, 4561.

Karboxylova kyselina 42 ilustrovand v schéme 8

K roztoku 943 mg (0,839 mmol, 1,0 ekvivalentu) alde-
hydu 41 v 38,5ml terc-BuOH a 84 ml vody sa prida
31,5 ml (2M roztok v tetrahydrofurane, 63,0 mmol, 75 ek-
vivalentov) 2-metyl-2-buténu a 250 mg (2,08 mmol, 2,5
ekvivalentu) NaH,PO, apotom 380 mg (4,20 mmol, 0,5
ekvivalentu) NaClO; a ziskana zmes sa mieSa 40 minut pri
25 °C. Prchavé latky sa odparia vo vakuu a zvySok sa ex-
trahuje medzi 40 ml etylacetatu a 40 mi solanky a vrstvy sa
oddelia. Vodna féza sa potom trikrat extrahuje 40 ml etyla-
cetatu a spojené organické extrakty sa sudia nad siranom
horeénatym a potom sa odparia za zniZeného tlaku. Po ¢is-
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teni pomocou velmi rychlej koldnovej chromatografie na
silikagéli za elicie zmesou 60 % éteru v hexdne sa ziska
956 mg (100 %) karboxylovej kyseliny 42 vo forme oleja.
R; = 0,47 (silikagél, 40 % éteru v hexane); [} -19,6 (c
0,2 chloroform); IC (tenky film) vp 3389, 2930, 2856,
1711, 1469, 1254, 1085, 988, 835, 775, 705 em™'; 'H NMR
(600 MHz, deuterochloroform) 3 7,44-7,43 (m, 5H, Ph),
7,29-7,20 (m, 10H, Ph), 6,19 (s, 1H, CH=CCH3), 5,49 (dd,
J=73,7,1 Hz, 1H, C=CHCH,), 4,34 (dd, ]=6,4, 3,3 Hz, 1H,
CHOSI), 4,18 (dd, J=6,2, 6,2 Hz, 1H, CHOSI), 3,72 (dd,
J=7,2, 1,7 Hz, 1H, CHOSi), 3,45 (d, J=11,4Hz, 1H,
CH,OTr), 3,41 (d, J=11,4Hz, 1H, CH,OTY), 3,07 (kvd,
J=7,0, 7,0Hz, 1H, CH;CH(C=0)), 2,46 (dd, J=16,3,
3,1 Hz, 1H, CH,CO.H), 2,32-2,18 (m, 3H, CH,COH
a C=CHCH,CHOSI), 1,97 (m, 2H, CH,C(CH,OTr)=CH),
1,80 (s, 3H, CH=C(CH,)), 1,31-1,19 (m, SH), 1,19 (s, 3H,
C(CHs)), 1,02 (d, J=6,9 Hz, 3H, CH(CHy)), 0,99 (s, 3H,
C(CHs)y), 0,87 (s, 27H, Si(CHj)), 0,80 (d, J=6,8 Hz, 3H,
CH(CH?y)), 0,07 (s, 3H, Si(CHa),), 0,04 (s, 3H, Si(CHa),),
0,04 (s, 3H, Si(CHs)y), 0,03 (s, 3H, Si(CHj),), 0,02 (s, 3H,
Si(CH3),), 0,0 (s, 3H, Si(CH,),); HRMS (FAB), vypotitané
pre CeoHos1O;Si; (M+Cs"), 1271,4485, najdené 1271,4550.

Hydroxykyselina 43 ilustrovana v schéme 4

Roztok 956 mg (0,839 mmol, 1,0 ekvivalentu) karbo-
xylovej kyseliny 42 v 17 ml tetrahydrofurdnu sa pri 0 °C
reaguje s S5,0ml (1,0M roztok v tetrahydrofurane,
5,00 mmol, 6,0 ekvivalentu) TBAF azmes sa necha
v priebehu 19 hodin zahriat’ na teplotu miestnosti. Reakcia
sa potom rozlo?i pridanim 40 ml nasjteného roztoku chlo-
ridu aménneho a produkt sa trikréat extrahuje 40 ml etylace-
tatu. Spojené organické extrakty sa susia nad siranom ho-
retnatym a odparia sa za zniZeného tlaku. Po Eisteni pomo-
cou velmi rychlej chromatografie na silikagéli 7a elicie
zmesou 5 % metanolu v dichlérmetane sa ziska 817 mg (95
%) hydroxykyseliny 43 vo forme Zltého oleja. R¢= 0,27 (si-
likagél, 5 % metanolu v dichlérmetane); [0 -11,4 (¢ 0,2,
chloroform); IC (tenky film) vy, 3364, 3057, 2938, 2856,
1712, 1694, 1469, 1254, 1086, 1053, 988, 836, 776, 734,
705cm™; 'H NMR (600 MHz, deuterochloroform) &
7,43-7,42 (m, 5H, Ph), 7,30-7,21 (m, 10H, Ph), 6,32 (s, 1H,
CH=CCHs), 5,46 (dd, J=7,2, 7,2 Hz, 1H, C=CHCHy), 4,35
(dd, J=6,3, 3,2 Hz, 1H, CHOH), 4,21 (dd, J=6,4, 6,3 Hz,
1H, CHOSi), 3,73 (dd, J=7,3, 1,2 Hz, 1H, CHOS), 3,52 (d,
J=12,1 Hz, 1H, CH,0Tr), 348 (d, J=12,1Hz, 1H,
CH,OTY), 3,06 (m, 2H, CH,CH(C=0), a OH), 2,45 (dd,
J=16,4, 3,0 Hz, IH, CH,COH), 2,35 (m, 2H,
C=CHCH,CHOH), 2,29 (dd, J=164, 6,5Hz, 1H,
CH,CO,H), 2,07-1,94 (m, 2H, CH,C(CH,OTr)=CH), 1,85
(s, 3H, CH=C(CHy)), 1,71 (m, 1H), 1,39 (m, 1H,
CIKCHy), 1,27 (m, 3H), 1,18 (s, 3H, C(CHs),), 1,02 (ne-
sretelny d, 3H, CH(CHy)), 1,02 (s, 3H, C(CH;),), 0,87 (s,
18H, Si(CH,)3), 0,81 (d, J=6,8 Hz, 3H, CH(CH3)), 0,09 (s,
3H, Si(CHs),), 0,07 (s, 3H, Si(CHa)), 0,04 (s, 3H,
Si(CHs),), 0,02 (s, 3H, Si(CHs),); HRMS (FAB), vypocita-
né pre CsHglOSiy (M+Cs"), 1157,3620, najdené
1157,3669.

Makrolakton 44 ilustrovany v schéme 8

K roztoku 1,06 g (1,04 mmol, 1,0 ekvivalentu) hydro-
xykyseliny 43 v 15 ml (0,07 M) tetrahydrofuranu sa prida
870 ! (0,24 mmol, 6,0 ekvivalentu) trietylaminu a 390 pl
(2,50 mmol, 2,4 ekvivalentu) 2,4,6-trichlérbenzoylchloridu.
Reakéna zmes sa mieda 1,5 hodiny pri 0 °C a potom sa pri
75 °C pomaly v priebchu 2 hodin pridd pomocou ihlovej
pumpy roztok 280mg (2,29 mmol, 22 ekvivalentu)
4-DMAP v 208 ml toluénu (0,005 M vzhl'adom na zli¢eni-
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nu 43). Zmes sa mieSa pri tejto teplote d'alsich 0,5 hodiny
apotom sa odpari za zniZzeného tlaku. Ziskany zvySok sa
filtruje cez kratky stipec silikagélu za eltcie zmesou 50 %
éteru v hexane. Po Cisteni pomocou vel'mi rychlej chroma-
tografie za elicie zimesou 17 % éteru v hexane sa ziska
877 mg (84 %) makrolaktonu 44 vo forme bezfarebnej pe-
ny. Ry = 0,19 (10 % éteru v hexéane); [o]™p -7,4 (c 0,2,
chloroformy); IC (tenky film) v, 2929, 2855, 1742, 1695,
1468, 1381, 1253, 1156, 1065, 985, 834, 774, 733,
706 cm™; '"H NMR (600 MHz, deuterochloroform) &
7,44-7,42 (m, SH,Ph), 7,20-7,20 (m, 10H, Ph), 6,39 (s, 1H,
CH=CCH3), 5,51 (dd, J=9,5, 6,8 Hz, 1H, C=CHCH,), 5,07
(d, J=9,3 Hz, 1H, CHOCO), 4,02 (d, J=9,2 Hz, 1H, CHO-
Si), 3,82 (d, J=8,9 Hz, 1H, CHOSi), 3,46 (d, J=11,5 Hz,
1H, CH,0Tr), 3,42 (d, J=11,5 Hz, 1H, CH,0OTr), 2,95 (dkv,
J=8,7, 70Hz, 1H, CH,CH(C=0)), 2,72 (m, 2H,
C=CHCH,CHO a CH,C00), 2,54 (dd, J=16,2, 9,7 Hz, 1H,
CH,CO0), 2,29 (m, 1H, C=CHCH,CHO), 2,12 (dd,
J=143, 5,1 Hz, 1H, CH,C(CH,OTr)= =CH), 1,98 (m,
CH,C(CH,0Tr)=CH), 1,88 (s, 3H, CH=C(CH,)), 1,44-1,23
(m, 5H), 1,18 (s, 3H, C(CH3),), 1,10 (s, 3H, C(CHa),), 1,07
(d, J=6,8 Hz, 3H, CH(CHs)), 0,92 (s, 9H, Si(CH,),), 0,82
(d, J=6,9 Hz, 3H, CH(CH,)), 0,72 (s, 9H, Si(CH,)3), 0,08
(s, 3H, Si(CH,)y), 0,05 (s, 3H, Si(CHs),), 0,05 (s, 3H,
Si(CH),), -0,32 (s, 3H, Si(CH,),); HRMS (FAB), vypoéi-
tané pre C54H79106512 (M+CS+), 1139,3514, néjdené
1139,3459.

Triol 24 ilustrovany v schéme 8

K roztoku 608 mg (0,604 mmol, 1,0 ekvivalentu) mak-
rolakténu 44 v 45 ml tetrahydrofuranu sa pri 0 °C prida
15 ml HF.pyr. Ziskana zmes sa necha zahriat’ v priebehu 15
hodin na 25 °C a potom sa ochladi na 0 °C a opatrne sa roz-
lozi pridanim 50 ml nasyteného vodného roztoku hydroge-
nuhli¢itanu sodného. Produkt sa potom extrahuje trikrét
50 ml etylacetatu a spojené organické extrakty sa suia nad
siranom hore¢natym a odparia sa za zniZeného tlaku. Po
Cisteni pomocou velmi rychlej kolénovej chromatografie
na silikagéli za elicie zmesou 60 % etylacetatu v hexane sa
ziska 280 mg (86 %) triolu 24 vo forme bezfarebnej peny.
R¢= 0,32 (silikagél, 60 % etylacetatu v hexéne); [o]”p -
32,1 (c 0,2, chloroform); IC (tenky film) v, 3413, 2923,
2857, 1731, 1686, 1461, 1379, 1259, 1148, 1046, 737 cm’’;
'HNMR (600 MHz, deuterochloroform) & 6,43 (s, 1H,
CH=CCH,), 5,38 (dd, J=9,7, 5,4 Hz, 1H, C=CHCH,), 5,29
(dd, J=838, 1,9 Hz, 1H, CHOCO), 4,08 (m, 1H, CHOH),
4,06 (d, J=13,0 Hz, 1H, CH,0H), 4,00 (d, J=13,0 Hz, 1H,
CH,OH), 3,69 (dd, J=3,5, 3,4 Hz, 1H, CHOH), 3,12 (kvd,
J=6,9, 3,1 Hz, 1H, CH;CH(C=0)), 2,76 (3s, IH, OH), 2,67
(ddd, J=15,0, 9,7, 9,7 Hz, |H, C=CHCH,CHO), 2,45 (dd,
J=154, 10,6 Hz, 1H, CH,COO0), 2,38 (§s, 1H, OH), 2,33
(dd, J=154, 3,0Hz, 1H, CH,COO), 221 (m, 2H,
CH,C(CH,OH)=CH), 2,06 (m, 1H, C=CHCH,CHO), 1,87
(s, 3H, CH=C(CH3), 1,71 (m, 1H), 1,66 (m, 1H), 1,32 (s,
3H, C(CHy),), 1,29-1,24 (m, 3H), 1,17 (d, J=6,9 Hz, 3H,
CH(CHa)), 1,08 (s, 3H, C(CHa),), 0,99 (d, J=7,0 Hz, 3H,
CH(CHy)); HRMS (FAB), vypogitané pre CpHiIOg
(M+Cs"), 669,0689, najdené 669,0711.

Testy polymerizacie tubulinu a cytotoxicity

Polymerizécia tubulinu sa uréi pomocou filtraéného ko-
lorimetrického spdsobu, ktory vyvinul Bollag a je opisany
v Cancer Res. 1995, 55, 2325-2333. Cisteny tubulin
(1 mg/ml) sa inkubuje 30 minit pri 37 °C v pritomnosti
kazdej zlueniny skoncentraciou 20 mM v pufri MEM
[{(100 mM 2(N-morfolino)etdnsulfénova kyselina, pH 6,75,
ImM  etylénglykolbis(B-aminoetyléter)N,N,N’,N'-tetra-
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octovej kyseliny a 1 mM MgCl,]; zmes sa potom filtruje za
odstranenia nepolymerizovaného tubulinu pomocou 96
Jjamkovej hydrofilnej filtraénej dosticky s velkostou pérov
0,22 um Millipore Multiscreen Durapore; odobraty poly-
merizovany tubulin sa farbi roztokom amidovej Cerne
a kvantifikuje sa meranim absorbancie zafarbeného roztoku
na zariadeni Molecular Devices Microplate Reader. Rast
vietkych bunkovych linii sa hodnoti pomocou kvantifikacie
proteinu v 96 jamkovej dosticke tak, ako je opisané skér.
Do kaZdej jamky dosticky sa naockuje 500 buniek
a inkubuje sa pri réznych koncentraciach epotilénov pri 37
°C vo vlhkej atmosfére v pritomnosti 5 % oxidu uhligitého
4 dni. Po fixacii buniek 50 % trichléroctovou kyselinou sa
meria optickd hustota, zodpovedajlice mnoZstvo proteinov
v 25 mM roztoku hydroxidu sodného (50 % metanolu : 50
% vody) pri vinovej dizke 564 nm. Hodnota ICs, je defino-
vana ako davka lie¢iva potrebné na inhibiciu rastu buniek
050 %.

PATENTOVE NAROKY

1. Zli¢enina vieobecného vzorca (I)

R , R

kde

vinitd vizba znamena, Ze vizba ,,2“ je pritomna bud’ v cis
alebo trans forme;

(i) R? nie je pritomna alebo je atom kyslika; ,,a* moze byt
bud’ jednoducha alebo dvojitd vizba; ,b“ moze byt bud
nepritomna alebo je to jednoducha vizba; a ,,c* mbZe byt
bud nepritomnd alebo je to jednoduchd vizba
s podmienkou, Ze ak R? je atém kyslika, potom ,b* a ,,c* sii
obidve jednoducha vizba a . je jednoduché vizba; ak R
nie je pritomna, potom ,b“ a ,.c“ nie si pritomné a ,,a* je
dvojita vézba; a ak ,.a“ je dvojitd viizba, potom R% ,b“a
»C“ nie su pritomné;

R? je vybran zo skupiny, ktord tvori alkylova skupina ob-
sahujuca 1 aZ 7 atbomov uhlika, najmi metylova skupina,
etylova skupina, n-propylova skupina, izopropylova skupi-
na, n-butylova skupina, izobutylova skupina, ferc-butylova
skupina, n-pentylova skupina, n-hexylova skupina; skupina
-CH=CH,; -C=CH; skupina -CH,F; skupina -CH,Cl; sku-

pina -CH,-OH; skupina -CH,-O-alkyl obsahujica
valkylovej Casti 1 aZ 6 atémov uhlika, najmd skupina
-CH,-O-CH;;  askupina  -CH,-S-alkyl  obsahujtica

valkylovej €asti 1 aZ 6 atomov uhlika, najmid skupina
'CH:'S-CH3;

R* a R’ sii nezavisle od seba vybrané zo skupiny, ktorii tvo-
ri atém vodika, metylova skupina alebo ochranné skupina,
vyhodne atém vodika; a

R je skupina vzorca
S
| p—scH, |
N
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alebo sol’ zlueniny vieobecného vzorca (1), ak je pritomna
skupina tvoriaca sol’.

2. Z1i&enina vieobecného vzorca (I) podla naroku 1,
kde
R? je nepritomné alebo je to atom kyslika; ,,a“ moZe byt
bud’ jednoducha alebo dvojitd vézba; ,b* mbZe byt bud
nepritomni alebo je to jednoducha vizba; a ,.c** méZe byt
bud nepritomnad alebo je to jednoduchd vizba
s podmienkou, Ze ak R? je atém kyslika, potom ,b* a ,,c“ st
obidve jednoducha vizba a ,,a“ je jednoducha vizba; ak R’
nie je pritomnd, potom ,b“ a ,c* nie si pritomné a ,a" je
dvojita vizba; aak ,a“ je dvojita vizba, potom R% .b“a
,,C“ nie si pritomné;
R? je skupina vybrana zo skupiny, ktord tvorf alkylova sku-
pina obsahujica 1 a7 7 atomov uhlika, najmé metylova
skupina, etylova skupina, n-propylové skupina, izopropylo-
vé skupina, n-butylovd skupina, izobutylovéd skupina,
terc-butylovd skupina, n-pentylové skupina, n-hexylova
skupina; skupina —~CH=CH,; skupina —C=CH; skupina
-CH,F; skupina -CH,Cl; skupina -CH,-OH; skupina
-CH,-O-alkyl obsahujtica v alkylovej &asti 1 a7 6 atémov
uhlika, najmi skupina -CH»-O-CH;;  askupina
-CH,-S-alkyl obsahujica v alkylovej Casti 1 aZ 6 atémov
uhlika, najmi skupina -CH,-S-CH3;
R* a R® st nezavisle od seba vybrané zo skupiny, ktoru tvo-
ri atém vodika, metylova skupina alebo ochrannd skupina,
vyhodne atém vodika; a

R' je skupina
S
| p—scn,
N

alebo jej sol’, ak je pritomné jedna alebo viac skupin schop-
nych tvorit’ sol’.
3. Zlt&enina podl'a néroku 1 vieobecného vzorca (Id)

(1d),
kde A je metyltioskupina a
D je atém vodika, atém fluéru, hydroxylova skupina alebo
metylova skupina.
4. Zligenina podFa naroku 1 vieobecného vzorca (Ie)

(le),
kde A je metyltioskupina a
D je atém vodika, atém fluéru, hydroxylova skupina alebo
metylova skupina.
5. Zlienina podPa naroku 1, vybrana zo skupiny ob-
sahujtcej zligeniny nasledujlcich vzorcov:

20

alebo jej farmaceuticky prijatelna sol, ak je pritomnd sku-
pina schopna tvorit’ sol’.

6. Farmaceutickd formulicia, vyznaéuji-
ca sa tym, Ze obsahuje zlideninu podla ktorého-
kolvek z narokov 1 az 5 a farmaceuticky prijatelny nosic.

7. Zludenina podla ktoréhokol'vek z narokov 1 az 5
na pouZitie pri lieeni proliferativneho ochorenia.

8. Pouitie zligeniny vieobecného vzorca (I) podl'a
ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ 5 na pripravu lie¢iva na lie-
&enie proliferativneho ochorenia.

9. Farmaceuticka kompozicia, ktora je vhodna na po-
dévanie teplokrvnému Zivogichovi na lie¢enie proliferativ-
neho ochorenia, vyzna&ujica sa tym, Ze
obsahuje mnoZstvo aktivnej zlozky zli€eniny vieobecncho
vzorca (I) podl'a naroku 1, ktoré je i¢inné na lieCenie tohto
proliferativneho ochorenia, spolu s najmenej jednym far-
maceuticky prijatcInym nosi¢om.

10. Spdsob pripravy zliceniny vSeobecného vzorca
(I)podla naroku I, vyznadujici sa tym,Ze
sa
a) kondenzuje jodid vieobecného vzorca (II)

Rab R?

(D),

kde R%, R?, R%, R®, a, b ac avlnitd vizba maji vyznamy
definované pre zliGeninu vieobecného vzorca (I) v naroku
1, so zli&eninou cinu vicobecného vzorea (I1I)

R!-Sn(R)s (1,
kde R' md vyznam definovany pre vieobecny vzorec
(I) aR je alkylova skupina obsahujica 1 az 7 atémov uhli-
ka, najma metylova skupina alebo n-butylové skupina alebo



SK 285647 B6

b) sa kondenzuje zli&enina cinu vieobecného vzorca (IV),

R R

c

(: 5
R av),

kde R% R}, R* R®, a, b ac avlnitd viizba maji vyznamy
definované pre  zldgeninu  veobecného vzorca (1),
s jodidom v§eobecného vzorca (V)

R (V),

kde R' méa vyznam definovany pre vieobecny vzorec (1)
v naroku 1;

a ak je to potrebné, vznikajica zluéenina vSeobecného
vzorca (I) sa prevedie na int zlu¢eninu veobecného vzorca
(I), vznikajuca volna zlicenina vieobecného vzorca (I) sa
prevedie na sol zluéeniny vSeobecného vzorca (I) a/alebo
vznikajuca sol' zludeniny vieobecného vzorca (1) sa preve-
die na voI'nd zlu¢eninu vieobecného vzorca (I) alebo na int
sol’ zlu€eniny vSeobecného vzorca (1) a/alcbo sa stercoizo-
mérma zmes zligenin vieobecného vzorca (I) rozstiepi na
zodpovedajlice izoméry.

Koniec dokumentu
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