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Derivaty 1—methylkari3apenu, zpiisob jejich pripravy a farmaceutické prostfedky, které je
obsahuji :

Oblast techniky

Predkladany vynélez se tykd derivati 1-methylkarbapenemu majici vynikajici antibakterialni
0¢inky, prostfedkd pro prevenci nebo lé¢bu infekénich onemocnéni, které obsahuji kterykoliv
z uvedenych derivétd jako (Cinnou slozku, pouziti uvedenych derivata pii pripravé léku poui-
tého pro prevenci nebo Ié¢bu infekénich chorob a postup prevence nebo 1é¢by, ktery zahrnuje
podavani farmakologicky u¢inného mnoZstvi nékterého z uvedenych derivati teplokrevnym
Zivogichim.

Dosavadni stav techniky

V soucasnych pracich (H. Kropp a spol., Antimicrob. Agents, Chemother., 22, 62 (1982); S. R.
Norrby a spol., tamtéz, 23, 300 (1983)) je uvedeno, Ze derivatu thienamycinu maji vynikajici
antibakteridlni Gcinek, ale Ze ztréceji sviij uginek nasledkem rozkladu dehydropeptidazou I, ktera
je inaktivujicim enzymem derivati thienamycinu pfitomnym v lidském téle vykazujicim pomalou
schopnost regenerace moci.

Dale je zndmo, Ze imipenem, ktery je jednim z derivatd thienamycinu, je pfi¢inou nefrotoxicity.
Slouceniny, které mohou vylééit tyto poruchy a které projevuji vynikajici antibakteridlni 0inek,
jsou nyni ve stidiu vyzkumu. Byly objeveny derivéty karbapenemu majici methylovou skupinu
na l-pozici karbapenemového jadra a 2-substituovanou pyrrolidin-4-ylthio skupinu na 2—pozici,
viz. naptf. s US—5 122 604, japonskou patentovou piihlasku Kokai Hei 5-339 269, japonskou
patentovou  pfihlasku  Kokai Hei 6-172356, EP-A-0126587, EP-A-0182213,
EP-A-0 442 497, EP-A-0449 191, EP-A-0518 588, EP-A-0560 613, EP-A-0 641 793,
WO-A-95,10 520, GB-A-2 279 073 a japonskou patentovou pfihlasku Kokai Hei 6-199 860.

JP-A-93,31 0740 popisuje karbapenemové derivaty vzorce a

(kde R* predstavuje alkylovou skupinu nebo ptipadné chranénou hydroxyalkylovou skupinu; R®
predstavuje atom vodiku nebo alkylovou skupinu; R® pfedstavuje pitpadné esterifikovanou karbo-
xylovou skupinu; R® pfedstavuje amin—chranici skupinu, atom vodiku nebo alkylovou skupinu,

- R® predstavuje substituovanou cyklickou aminoskupinu) a jejich soli. Z téchto slougenin nejblizi

slouCenina k sloucenindm podle predkladaného vynalezu je sloudenina pfipravena v pfikladu 18.

40

45

Podstata vyndlezu

Uvedeni vynalezci se zabyvali vyzkumem sloudeniny, kterd by piekonala vyse uvedené nedo-
statky derivatd thienamycinu a kterd projevuje silny antibakterialni G¢inek. PiedloZeny vynélez
poskytuje novou fadu derivatl 1~methylkarbapenemu 1, které vykazuji vynikajici antibakteridlni
uginek a metabolickou stabilitu (zlepSenou schopnost obnovy moéi a vy3si stabilitu proti piiso-
beni dehydropeptidazy [ a B-laktamazy) a také projevuji nizkou nefrotoxicitu. Slougeniny I jsou
velmi G¢inné pii prevenci nebo 16¢bé infekénich chorob.
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Predlozeny vynélez poskytuje novou fadu derivati l—mcthyl—karbaf)enemu, prosﬁ‘edky pro pre-

venci nebo I€&bu infekénich chorob obsahujici uvedené derivéty jako &innou slozku, pouziti
derivatd pfi piipravé farmaceutickych prostfedki uréenych pro prevenci nebo 1&&bu infekénich
chorob, zpiisob prevence nebo Iécby infek&nich chorob, ktery zahmuje podavani farmakologicky
icinného mnoZstvi derivétii teplokrevnym Zivogichiim, a synteticky proces piipravy téchto deri-
vati.

Derivat 1-methylkarbapenemu podle predloZeného vynalezu je predstaven nasledujicim vzorcem
I

oy LI

10
kde
R piedstavuje atom vodiku nebo C,_4alkylovou skupinu,
15 R® pledstavuje atom vodiku nebo esterovy zbytek, ktery mize byt hydrolyzovén in vive, vybra-
ny ze skupiny, kterou tvofi acyloxyalkylova obsahujici C,_ alkylovou skupinu ktera je substituo-
vana C, alkanoylovou skupinou, kteri miZe byt substituovana Cs4 cykloalkylovou skupinou,
alkoxykarbonyl-oxyalkylova skupina obsahujici C;4 alkylovou skupinu, ktera je substituovéna
Ci-s alkoxykarbonyloxyskupinou nebo C,_5 cykloalkyloxykarbonyloxyskupinou, fralidylova sku-
20 pina nebo 1-{2-oxo-1,3—dioxolen—4—yl)alkylova skupina, kterd miZe byt substituovéna v 5—
poloze Ci4 alkylovou skupinou nebo arylovou skupinou;
A predstavuje skupinu vzorce Al;
R
—~CON N
p At
(At}
25 kde ve vzorci Al:
n nabyva hodnqty 0, 1 nebo 2,
p nabyva hodnoty 0, 1 nebo 2,
R® predstavuje atom vodiku nebo C)-4 alkylovou skupinu *{
R* predstavuje skupinu Q2; T
i ﬁ?:
~Go—8~N____
R4
©
30 /
kde ve vzorci Q2,
B pfedstavuje fenylenovou, fenylenalkylovou skupinu, kde uvedend alkylova st je Ci;
alkylova skupina, cyklohexylenovou, cyklohexylenalkylovou skupinu, kde uvedena alkylova
35 cast je Cy3 alkylova skupina nebo C, .5 alkylenovou skupinu, kterd mize mit jeden a2 tFi
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substituenty, které jsou stejné nebo vzajemné rozdilné a jednotlivé pfedstavuji amino-
skupinu, hydroxylovou skupinu, cyklohexylalkylovou skupinu, kde uvedena alkylova &ast je
Ci-3 alkylova skupina, C,_, alkylovou skupinu, fenylovou skupinu nebo benzylovou skupinu, .

R’ pfedstavuje atom vodiku nebo C,_4 alkylovou skupinu;

RY predstavuje skupinu vzorce ~-C(=NH)R®, kde R® piedstavuje atom vodiku, C,_, alkylo-
vou skupinu nebo skupinu vzorce -NR°R'’, kde R® a R"® Jsou stejné nebo vzijemné rozdilné
a jednotlivé predstavuji atom vodiku nebo C,_ alkylovou skupinu, nebo jejich farmaceutic-
ky piijatelnou soli :

Priklady ,,C,4 alkylové skupiny®, ktera je uvadénd v definicich R', R?, R>, R”, R}, R>, R"* a R
zahrnuji  methylovou, ethylovou, propylovou, izopropylovou, butylovou, izobutylovou,
sek—butylovou a terc—butylovou skupinu, pfiemz methylové a ethylové skupiny jsou vyhodné
a nejvyhodnéjsi je methylova skupina.

R, R} R, R%aR" vyhodné pfedstavuji atom vodiku, methylovou a ethylovou skupinu, z nichz
p ) ; p

vyhodny je atom vodiku a methylova skupina a nejvyhodnégjii je atom vodiku,

Ptiklady ,.skupiny predstavované obecnym vzorcem —-NR’R'* v definici R® mohou zahrnovat
aminoskupinu, methylaminoskupinu, dimethylaminoskupinu, ethylaminoskupinu a diethylamino-
skupinu, z nichZ vyhodna je aminoskupina.

Priklady R® zahrnuji atom vodiku, methylovou skupinu, ethylovou skupinu, aminoskupinu,
methylaminoskupinu, dimethylaminoskupinu, ethylaminoskupinu a diethylaminoskupinu, z nichz
Jsou vyhodné atom vodiku, methylova skupina a aminoskupina, pii¢emz aminoskupina je nejvy-
hodnéjsi.

Priklady ,skupiny pfedstavované obecnym vzorcem ~C(=NH)R™* v definici R"* zahrnuji formi-
midoyl, acetimidoyl a amidinovou skupinu, pfi¢em? amidinové skupina je vyhodna.

Priklady R" zahrnuji formimidoylovou, acetimidoylovou a amidinovou skupinu, z nichz amidi-
nova skupina je nejvyhodngjsi.

Priklady ,fenylenové skupiny“ uvedené v definici B mohou zahrnovat |,2—fenylenovou,
1,3-fenylenovou a |,4—fenylenovou skupinu, z nichz vyhodna je L,4—fenylenova skupina.

Piiklady ,.cyklohexylenové skupiny* uvedené v definici B mohou zahrnovat 1,2=cyklohexyleno-
vou, 1,3—cyklohexylenovou a 1,4-cyklohexylenovou skupinu, z nichz vyhodné je 1,4— cyklo-
hexylenova skupina.

»Alkylova® 8ast ,fenylenalkylové skupiny“ nebo ~Cyklohexylenalkylové skupiny* uvedené
v definici B pfedstavuje linearni nebo rozvétvenou C,_; alkylovou skupinu. Pfiklady mohou zahr-
novat methylovou, ethylovou a propylovou skupinu, z nichz je vyhodna methylova a ethylovd

i 4 3 netvzhadnaids
TIVEY FITUMIILTOT,

Priklady shora uvedené ,fenylenalkylové skupiny* mohou zahrnovat 1, 4—fenylenmethylovou,
1,4-fenylenethylovou, 1,4~fenylenpropylovou, 1,3~fenylenmethylovou, 1,3—fenylenethylovou,
1,2-fenylenmethylovou a 1,2-fenylenethylovou skupinu, z nichz vyhodn4 je 1,4—fenylmethylova
skupina.

Priklady shora uvedené ,cyklohexylenalkylové skupiny® mohou zahrnovat 1,4—cyklohexylen-
methylovou, 1,4-cyklohexylenethylovou, 1,4—cyklohexylenpropylovou, 1,3—cyklohexylen-
methylovou, 1,3—cyklohexylenethylovou, I,2-cyklohexylenmethylovou a 1,2-cyklohexylen-
ethylovou skupinu, z nichz vyhodna je 1,4—cyklohexylenmethylovéa skupina.
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~Alkylenova® ¢ast ,alkylenové skupiny, kterd maze mit jeden aZ tfi substituenty* v definici B
znamend linedrni C,_s alkylenovou skupinu. Pfiklady mohou zahmovat methylenovou, ethyleno-
vou, trimethylenovou, tetramethylenovou a pentamethylenovou skupinu, z nichZ methylenova,
ethylenova, trimethylenova a tetramethylenové skupina jsou vyhodné, methylenova, ethylenova a
trimethylenova skupina jsou vyhodngjsi a methylenova skupina je nejvyhodngjii.

~Alkylova“ ¢ast , cyklohexylalkylové skupiny® ,,substituenti® shora uvedené alkylenové skupiny
je lineamni Cy_; alkylova skupina. Priklady zahrnuji methylovou, ethylovou a propylovou skupinu,
z nichZ vyhodna je methylova skupina.

Piklady shora uvedené ,,cyklohexylalkylové skupiny* mohou zahrnovat cyklohexylmethylovou,
cyklohexylethylovou a cyklohexylpropylovou skupinu, z nich vyhodna je cyklohexylmethylova
skupina.

»Alkylova skupina“ ,,substituentii* shora popsané alkylenové skupiny je linearni nebo rozvétvena
Ci4 alkylova skupina. Ptiklady mohou zahrnovat methylovou, ethylovou, propylovou, izopropy-
lovou, butylovou, izobutylovou, sek-butylovou a terc-butylovou skupinu, z nichz methylovd,
ethylovd, izopropylové a izobutylova skupina je vyhodna, methylové a izobutylova skupina jsou
vyhodn&jdi a methylova skupina je nejvyhodn&jsi.

Priklady B zahrnuji 1,4-fenylenovou, 1,4—cyklohexylenmethylovou, methylenovou, methyl-
methylenovou (-CH(CH;)-), ethylenovou, trimethylenovou a 2-hydroxypropylenovou skupinu,
znichz methylenova, methylmethylenova skupina (~CH(CH:}-), ethylenovd, trimethylenova
a 2-hydroxypropylenova skupina jsou vyhodné, methylenova, methylmethylenova (—~CH(CH;)-)
a ethylenova skupina jsou vyhodn&j$i a methylenova skupina je nejvyhodnéjsi.

Vyraz ,esterovy zbytek, ktery miize byt hydrolyzovan in vivo“ uvedeny v definici R? oznaduje
skupinu, kterd miize byt hydrolyzovana chemickou nebo biologickou metodou, napf. hydrolyzou
v Zivém organismu, pficemz je ziskana volna kyselina nebo jeji sil. Pozadované vlastnosti deri-
vatu mohou byt zjiStény podanim tohoto derivatu zvifatém, napt. krysam nebo mysim, nitroil-
nimi injekcemi a studiem pfitomnosti pivodniho derivatu nebo jeho farmakologicky akceptova-
telné soli v t&lesné kapaling téchto zvifat po podani derivatu. Piiklady takovych esterovych
zbytkii zahrnuji acyloxyalkylovou, alkoxykarbonyloxyalkylovou, ftalidylovou skupinu a (2—oxo—
1,3dioxolen—4~yl)alkylovou skupinu, kterd mize mit alkylovou nebo arylovou skupinu v 5—
poloze.

~Azylova® &ast ,acyloxyalkylové skupiny” ptedstavuje linedrni nebo rozvétvenou C alkanoy-
lovou skupinu, kterd miZe byt substituovéna C; 4 cykloalkylovou skupinou, zatimco alkylova
Cast pfedstavuje linearni nebo rozvétvenou C, alkylovou skupinu. Pfiklady acyloxyalkylové
skupiny mohou zahrnovat pivaloyloxymdethylovou, izobutyryloxymethylovou, 1—(izobutyryl-
oxy)ethylovou, acetoxymethylovou, I—(acetoxy)ethylovou, 1-methylcyklohexylkarbonyloxy-

- -methylovou, - 1-methyleyklopentylkarbonyloxymethylovou, - 2=ethylbutyryloxymethylovou a

hexanoyloxymethylovou skupinu, z nichz vyhodnd je pivaloyloxymethylova, acetoxymethylova a

l-methyleyklohexylkarbonyloxymethylovi-skupina:

50

»Alkoxylova“ ¢ast ,alkoxykarbonyloxyalkylové skupiny* predstavuje linedrni nebo rozvétvenou
Cy-s alkoxy nebo cykloalkyloxyskupinu, zatimeo alkylova &4st predstavuje linedrni nebo rozvét-
venou Cy_4 alkylovou skupinu. Pfikiady alkoxykarbonyloxyalkylové skupiny mohou zahrnovat
terc—butoxykarbonyloxymethylovou, 1-(methoxykarbonyloxy)ethylovou, 1—(ethoxykarbonyl-
oxy)ethylovou, 1-{izopropoxykarbonyloxy)ethylovou, 1—(terc-butoxykarbonyloxy)ethylovou, 1-
(cyklohexylkarbonyloxy)ethylovou a 1-{cyklopentylkarbonyloxyethylovou skupinu, z nich# 1—
(izopropoxykarbonyloxy)ethylova a 1{(cyklohexylkarbonyloxy)ethylova skupina je vyhodna.
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Ptiklady 1-(2-oxo-1,3—dioxolen—4-ylalkylové skupiny, které mohou mit alkylovou nebo arylo-
vou skupinu v 5-poloze mohou zahrnovat 2—oxo—1,3—dioxolen—4-ylmethylovou, 1—(2—oxo—1,3—
dioxolen—4-yl)ethylovou, S-methyl-2-oxo-1,3—dioxolen—4—yl-methylovou, 1-(5-methyl-2-
oxo—1,3—dioxolen—4—yl)ethylovou, 5-ethyl-2—oxo-1,3—dioxolen-4—ylmethylovou, 5-propyl-2—
oxo0~-1,3—dioxolen—4-ylmethylovou a 5—fenyl-2-oxo-1,3—dioxolen—4—ylmethylovou skupinu, z
nichZ vyhodna je 5-methyl-2—ox0—~1,3—-dioxolen—4—ylmethylova skupina.

R’ vyhodné pfedstavuje atom vodiku nebo esterovy zbytek, ktery miZe byt hydrolyzovan
invivo. Vyhodné priklady esterového zbytku zahrnuji S-methyl-2—-oxo—1,3—dioxolen—4-yl-
methylovou, acetoxymethylovou, pivaloyloxymethylovou, 1-methylcyklohexylkarbonyloxy-
methylovou, 1—(izopropoxykarbonyloxy)ethylovou a 1-(cyklohexyloxykarbonyloxy)ethylovou

Tw

skupinu, z nichZ nejvyhodnéjsi je atom vodiku.
n  vyhodné nabyvé hodnoty 0 nebo 1, nejvyhodnéjsi hodnota n je 1.
p  vyhodné nabyva hodnoty 0 nebo 1, nejvyhodn&jsi hodnota p je 0.

Ve skupiné vyjidfené vzorcem Al neplati zidné zvlastni omezeni polohy substituentu skupiny
predstavované vzorcem <(CH,) ;NR’R®. Kdy n nabyva hodnoty 0, potom je vyhodna 3—poloha
kruhu obsahujictho dusik (azetidin). Kdyz n nabyvé hodnoty 1, potom je vyhodna 3—poloha
kruhu obsahujiciho dusik (pyrrolidin}. Kdyz n nabyva hodnoty 2, potom je vyhodna 3— nebo
4-poloha kruhu obsahujiciho dusik (piperidin). :

V ptipade potfeby sloutenina I mize byt pfeménéna na-jeji farmakologickou sil. Piklady
farmakologicky akceptovatelnych soli zahrnuji soli mineralnich kyselin, takové jako hydro-

«chlorid, hydrobromid, hydrojodid, fosfat, siran a dusi¢nan; sulfonaty, jako methansulfonat, ethan-

sulfondt, benzensulfonat a p-toluensulfonat; kyselé adi¢ni soli, naptiklad soli organickych kyse-
lin, jako oxalat, vinan, citrit, maleat, sukcinat, acetat, benzoat, mandelat, askorbat, laktat, gluko-
nat a malet; soli aminokyselin, jako glycinova sil, lysinova sil, argininové sil, ornitinova s,
glutamat a aspartat; anorganické soli, jako lithiova sil, sodna sil, draselna sil, vipenata sil

‘ahoreCnata sil; a soli s organickymi bazemi, jako je amoniova sil, triethylaminova sul, diizo-

propylaminova sil a cyklohexylaminova sil. Z uvedenych soli jsou vyhodné hydrochtorid, hyd-
robromid, fosfét, sulfat, methansulfonat, p~toluensulfonat, oxalat, vinan, citrat, acetat, laktat, glu-
tamat, aspartat, sodnd sil, draselna siil, amoniova sil a triethylaminova sil, picemz hydro-
chlorid, sulfat, methansulfonat, citrat, acetét a laktat jsou vyhodn&jii a hydrochlorid a sulfat jsou
nejvyhodnéjsi.

- Jestlize je sil slouceniny 1 ponechéna pisobeni vzduchu, dochézi k vytvofeni hydritu nebo pro-

duktu absorbujiciho vodu. Tato se pfipravi lyofylizaci vodného roztoku nebo rekrystalizaci.
Takové soli jsou rovnéz zahrnuty do predklidaného vynalezu.

Slougenina vzorce I podle pfedklddaného vyndlezu zahmmuje izomer a smési izomerti. Vyhodnym
pfikladem -izomeru je slou¢enina, kterd- ma -R- konfiguraci- v 1-poloze, (58,6S) konfiguraci
v 5—a 6~ poloze podobné jako u thienamycinu a R konfiguraci v a—poloze majici hydroxylovou

45—sk&pmu+wbs&&mm—v6—pebze—&nﬁgmceﬁ&¢37mdmmbnn@8#mﬂwdmxy-—

prolinu je vyhodné jako 2- a 4- poloha pyrrolidinové &asti substituentu v 2—poloze karbape-
nemovych derivati.

Vyhodnymi slou¢eninami majicimi vzorec 1 jsou nasledujici sloudeniny:
(1) slougeniny, ve kterych R' ptedstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu;
(2) slouceniny, ve kterych R’ predstavuje atom vodiku;

(3) slougeniny, ve kterych R? predstavuje atom vodiku;
p )
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(4) Slougeniny, kde A je predstavované vzorcem A-1, R* je skupina predstavovana Q2 a
(4-1) n nabyva hodnoty 0 nebo 1,

(4-2) p nabyva hodnoty 0 nebo 1,

(4-3) p nabyva hodnoty 0,

(4-4) R® predstavuje atom vodiku, methylovou nebo ethylovou skupinu,

(4-5) R’ predstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,

(4-6) R’ predstavuje atom vodiku,

(4-7) R pedstavuje atom vodiku, methylovou nebo ethylovou skupinu,

(4-8) R predstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,

(4-9) R’ predstavuje atom vodiku,

(4-10) R1" predstavuje formimidoylovou, acetimidoylovou nebo amidinovou skupinu,
(4-11) R" amidinovou skupinu,

(4-12) B predstavuje 1,4-fenylenovou, 1,4—cyklohexylenmethylovou, methylenovou, methyl-
methylenovou (-CH(CH;)-), ethylenovou, trimethylenovou nebo 2-hydroxypropylenovou sku-
pinu,

(4-13) B piedstavuje methylenovou, methylmethylenovou (-CH(CH;)-), ethylenovou, tri-
methylenovou nebo 2-hydroxypropylenovou skupinu,

(4-14) B predstavuje methylenovou, methylmethylenovou (-<CH(CH;)-) nebo ethylenovou sku-
pinu, a

(4-15) B piedstavuje methylenovou skupinu;

Dale jsou vhodné slouceniny, které jsou ziskané kombinaci jakychkoli prvkii (1) a% (4). Piikla-
dem takovych slou¢enin jsou:

(1) sloudeniny doloZené kombinac{ volné zvolené ze skupin zahmujicich: (1)~2), (3), (4-1),

(4-2), (4-3), (4-4)(4-6), (4-1H4-9), (4-10) - (4-11)a (4 - 12 ) - (4 - 15).

Ptiklady jsou uvedeny dale:
(1)-1: Slouceniny kde:
R' predstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,
R? pfedstavuje atom vodiku,
A predstavuje vzorec Al, R? pfedstavuje skupinu vzorce Q2,
n  nabyva hodnoty O nebo 1, _. L | e e

p_ nabyva hodnoty 0 nebo 1,

45

30

R’ predstavuje atom vodiku, methylovou nebo ethylovou skupinu,

R’ predstavuje atom vodiku, methylovou nebo ethylovou skupinu,

R" predstavuje formimidoylovou, acetimidoylovou nebo amidinovou skupinu, a

B piedstavuje 1,4-fenylenovou, 1,4—cyklohexylenmethylovou, methylenovou, methyl-

methylenovou (~CH(CH;)-), ethylenovou, trimethylenovou nebo 2-hydroxypropylenovou
skupinu.
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(1)-2: Slouceniny, kde:

.R' predstavuje atom vodiku,
R’ predstavuje atom vodiku,
A pfedsta\;uje skupinu reprezentovanou vzorcem Al, R* je skupina pfedstavena vzor-
cem (2,
n  nabyva hodnoty 0 nebo 1,
p  nabyva hodnoty 0,
R’ predstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,
R” predstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,
R'* predstavuje amidinovou skupinu, a
B pfedsta\.fuje methylenovou, methylmethylenovou (~CH(CH;)-), ethylenovou, tri-

methylenovou nebo 2— hydroxypropylenovou skupinu.

(1)-3: Sloudeniny, kde

R' predstavuje atom vodiku,

R* predstavuje atom vodiku,

A je skupina pfedstavovana vzorcem Al, R* je skupina piedstavovana Q2,

n nabyv:i hodnoty 0 nebo 1,

p  nabyva hodnoty 0,

R’ piedstavuje atom vodiku,

R’ predstavuje atom vodiku, "

R" ptedstavuje amidinovou skupinu, a

B' pfedstavuje methylenovou, methylmethylenovou (-<CH(CH;)~) nebo ethylenovou sku-
pinu; e - e .-

————+—Vyhodné-sloudeniny; kteréjsoupledstaveny-

) o

v tabulce 1. Mélo by byt vzato v Gvahu, Ze sloudeniny I podle predloZeného vynalezu nejsou
t€mito piikladovymi slouceninami nijak omezeny.
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116
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154|H f 1751H
. | N
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IEZ N NB[H |
A, /m
_ cono/\mco, N H | com/:l NHz

: 'CON C/\N “CHj - CON, S N)}\

638 | G [185 [H

67[H | TR

| GoN_ I e NN N N
. é T H S CQNO_HQ, H ¢

1681H - )tqc'”-lss H ' ' "
: CON. J n—c™wN | [T J\
| | AT N T || ﬁQNS__‘ NN,

I704H

e it o T RTE

1-53, 1-54, 1-55, 1-56, 1-59, 1-60, 1-61, 1-62, 1-63, 1-64, 1-65, 1-66, 1-67, 1-68, 1-69,
1-70, 1-71, 1-75, 1-76, 1-77, 1-78, 1-79, 1-80, 1-81, 1-82, 1-83, 1-100, 1-101, 1-102,
1-130, 1-131, 1-137, 1-138, 1-139, 1-148, 1-149, 1-150, 1-163, 1-167, 1-168, 1-169, 1-170,
1-175, 1-178, 1-179, 1-184, 1-185, 1-187, 1-188 a 1189 nebo jejich farmaceuticky pfijatelna
sttl, z nichZ jsou nésledujici slou¢eniny vhodngjsi:
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Kyselina 2- {2—-[3—(2—guanidinoacétylafnino)pyrfol idin—1 —yl—karbohyl]pyrrol idin—4—vl-
thio}—6—(1-hydroxyethyl}-1-methyl—1—karbapen—2-em—3—karboxylova (slou¢enina

1-50), '

kyselina 2—{2—{3-[2—(1-methylguanidino)acetylaminojpyrrolidin—1-ylkarbonyl} pyrroli-
din-4—ylthio}—6-(1-hydroxyethyl}-1-methyl-1-karbapen—2—em—3—karboxylova  (sloude-
nina 1-56),

kyselina 2—{2—{3—[2—guanidino—2-methylacetylamino]pyrrolidin—1-ylkarbony!l} pyrrolidin—
4~ylthio}-6~(1-hydroxyethyl)}-1-methyl-1-karbapen-2—em—3—karboxylova (sloutenina
1-59),

kyselina 2-{2—{3—+3-guanidinopropanoylamino)azetidin—1-ylkarbonylJpyrrolidin—4-yl-
thio}~6-(1-hydroxyethyl}-1-methyl-1-karbapen-2~em-3—karboxylova (slouéenina 1-65),
kyselina 2-{2-[3—-(2-guanidino—2-methylacetylamino)azetidin—1—yikarbonyl]pyrrolidin—4—
ylthio }-6—{ 1-hydroxyethyl}-1-methyl—1-karbapen—2—em-3—karboxylovi (slou€enina —68),
kyselina 2—{2—{3-[N—(2—guanidinoacetyl}>N-methylamino}-pyrrolidin—1-ylkarbonyl} -
pyrrolidin~<4—ylthio}—6—(1-hydroxyethyl}-1-methyl-1-karbapen—2—em—3—karboxylova
(sloudenina 1-150), a

kyselina 2—{2—[3—(4—guanidino—3-hydroxybutanoylamino)azetidin—1—ylkarbonyl|pyrroli-
din-4-ylthio}~6~(1-hydroxyethyl)}-1-methyl-1-karbapen—2—-em~3-karboxylova  (sloude-
nina 1-188),

nebo jejich farmaceuticky pfijatelna sal.

Derivat 1-methylkarbapenemu podle piedloZeného vyndlezu predstaveny vzorcem I miZe byt
pfipraven reakei slou€eniny karbapenemu piedstavené nasledujicim vzorcem II -

OH

(II)}‘

RN

o “coor23

ve kterém R" predstavuje odstupujici skupinu a R¥ predstavuje chranici skupinu karboxylové

skupiny, s derivatem merkaptopyrrolidinu, ktery je predstaven nasledujicim vzorcem I,

A

e Tk o a2 ek -

(1),

30

35

'R25

ve kterém R* predstavuje chranici skupinu amino skupiny nebo C,_s alkylovou skupinu a A mé
stejny obsah jako A aZ na skute€nost, Ze amino skupina, hydroxylova skupina, imino skupina
a karboxylova skupina zahruté ve skuping uvedené pro A jsou chranény; a naslednym odstrané-
nim chranici skupiny, pokud je nezbytné. Vice, tato miize byt pfeménéna na jeji vlastni
tarmakologicky akceptovatelnou sl nebo ester, ktery je hydrolyzovatelny in vivo, pokud je
nezbytné.

-14-
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Sloucenina I pfedloZeného vynalezu miiZe byt podle specifického popiéu ptipravena jednim nebo
druhym postupem, ktery je znazormnén dale v textu (Postup A a Postup B).

Postup A

-15-
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Postup B

Krok B2

kde R, R%, A, R”, R* a A" maji stejny vyzndm, ktery je popsdn vyie v textu.

‘R* predstavuje C,_, alkansulfonylovou skupinu, takovou jako methansulfonyl, triflucromethan-

sulfonyl, ethansulfonyl, propansulfonyl, isopropansulfonyl nebo butansulfonyl; C*'° arylsulfo-
nylovou skupinu takovou jako fenylsulfonyl, tolylsulfonyl nebo naftylsulfonyl; di—~(“'-6alkyl)-
fosforylovou skupinu takovou jako dimethylfosforyl, diethylfosforyl, dlpropylfosf’ory] diiso-

_propylfosforyl dlbutylfosforyl dlpentylfosforyl nebo dlhexylfosforyl nebo d1(C6' aryl) fosfo—_

e

PR Py

20

R™ predstavuje C,., alkylovou skupinu takovou jako methyl, ethyl, propyl nebo isopropyl; halo-
geno—(Cy4 alkylovou) skupinu takovou jako fluoromethyl, chloromethyl, fluoroethyl, chloro-
ethyl, fluoropropyl, difluoromethyl, difluoroethyl, dichloroethyl, trifluoromethyl nebo trifluoro-
ethyl; 2-acetylaminoethylovou skupinu; 2-acetylaminovinylovou skupinu; Ce g arylovou sku-
pinu takovou jako fenyl nebo naftyl (uvedena arylova skupina miZe mit jeden a7 tfi, stejné nebo
rozdilné substituenty, jak je popsano dile v textu. Vzorky substituentdi zahrnuji atomy halogenu
takove jako fluor, chlor a brom; C_; alkylové skupiny takové jako methyl, ethyl, propyl a isopro-
pyl; Ci alkoxy skupiny takové jako methoxy, ethoxy, propoxy a isopropoxy; C,. alkoxy-
karbonylové skupiny takové jako methoxykarbonyl, ethoxykarbonyl a t-butoxykarbonyl; karba-
moylovou skupinu a mono— nebo di+(C,4 alkyl)karbamoylove skupiny; nitro skupinu; hydroxy-
lovou skupinu; a kyano skupinu); nebo heteroarylovou skupinu, kterd mé jeden nebo dva atomy

=16 -
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dusiku takovou jako pyridyl nebo pyrimidinyl (uvedend heteroarylova skupina miiZe mit jeden az

tfi, stejné nebo rozdilné substituenty, jak je popséno dale v textu. Vzorky substituenti zahrnuji

atomy halogenu a C, 4 alkylové skupmy, které byly doloZeny vy3e pfiklady substituenti ary]ove

skzgpmy) ,»Odstupujici skupina® R" je skupina pfedstavend nahodné napf. vzorcem R¥ 0 nebo
R™S(0).

Vzorky ,.chranici skupiny karboxy skupiny® R? mohou zahrnovat C,_y alkylové skupiny takové
jako methyl, ethyl a t-butyl; Cy.y3 aralkylové skupiny takové jako benzyl, difenylmethyl,
4-methoxybenzyl, 4-nitrobenzyl a 2-nitrobenzyl, které mohou byt substituovany; alkenylové
skupiny takové jako allyl, 2—chloroallyl a 2-methylallyl; haloalkylové skupiny takové jako
2,2,2—trichloroethyl, 2,2—dibromoethyl a 2,2,2-tribromoethyl a 2-trimethylsilylethyl. Vyhodny je
4-nitrobenzyl a benzyl.

Chranici skupina pro hydroxylovou, amino, imino nebo karboxy skupinu obsazend v A" nebo R*
je chranici skupinou pivodné pouzivanou na poli organické syntetické chemie, vyhodna je
4-nitrobenzyloxykarbonylova, benzyloxykarbonylovd, 4-nitrobenzylova nebo benzylova skupi-
na. ‘

Postup A je procesem pripravy slouceniny I.

Krok Al je krokem ptipravy slougeniny vzorce V, kterd je ziskana reakei slouteniny vzorce IV
se sulfonylagnim nebo fosforylaénim &inidlem v neaktivnim rozpoustédle za pfitomnosti baze.

Vzorky sulfonylaéniho &inidla mohou zahrnovat C,.s alkansulfonové anhydridy takové jako

methansulfonovy anhydrid, trifluoromethansulfonovy anhydrid a ethansulfonovy anhydrid; Cs1o

aryl sulfonové anhydridy takové jako benzensulfonovy anhydnd a p-toluensulfonovy anhydrid,

vvhodnéj3i je p-toluensulfonovy anhydrid.

Vzorky fosforyladniho inidla mohou zahrovat di(Cisalkyl)fosforylové halidy takove jako
dimethy! fosforylchlorid a diethylfostorylchlorid; a di(Cs.1o aryl)fosforylové halidy takové jako

whwr

~difenylfostorylchlorid a ditenylfosforylbromid, vyhodng;jsije difenylfosforylchlorid. .

Neexistuji 2adné zv1astni omezeni tykajici se vlastnosti rozpoustédla za pfedpokladu, Ze toto
nema nezadouci vliv na reakei. Vzorky zahrnuji halogenované uhlovodiky takové jako methylen-
chlorid, 1,2-dichloroethan a chloroform; nitrily takové jako acetonitril; amidy takové jako
N,N-dimethylformamid a N—dimethylacetamid; estery takové jako ethylacetdt a methylacetat;
aethery takové jako diethylether, tetrahydrofuran a dioxan, vyhodn&jsimi _|SOI.1 acetonitril,
N,N-dimethylformamid a tetrahydrofuran, nejvyhodn&j¥i je acetonitril.

Neexistuje zadné zvIadtni omezeni pouzitych bazi za pfedpokladu, Ze tato neovliviiuje jiné &asti
molekuly, zejména p-laktamovy kruh. Vyhodné vzorky bazi zahrnuji organické aminy takové

jako_triethylamin, dusopropylethylamln pyridin a 4—dlmethylammopyr1dm nejvyhodnejm je
diisopropylethylamin.

R R T

- 45

50

55

Agkoliv neni specifikovano zadné zvlastni omezeni tykajici se reakZni teploty, z duvodu pofla-
geni postranni reakce je pozadovana relativng nizk4 reakéni teplota. Reakce je obvykle provedena
pfi teploté od —20 do 40 °C (vyhodn& od —10 do 20 °C). Reakéni &as zavisi hlavné na reakéni
teploté nebo vlastnostech reakéniho reagentu, obvykle viak bude dostatetna doba od 10 minut do
§ hodin (vyhodné od 15 minut do 1 hodiny).

Vysledna sloudenina (V) aktualniho kroku je po ukonéeni reakee ziskdna z reakEni smési znamou
metodou per se. Do reakéni smési nebo zbytku, ktery je ziskan oddestilovanim roztoku z reakéni
smési, je dodano napf. organické rozpoustédlo, které neni smisitelné s vodou, nasleduje promy-
vani vodou a organické rozpoustédlo je oddestilovano. Takto ziskana vysledna sloucenina miZze
byt podle soudasnych technickych moznosti, pokud je nezbytné, {isténa zndmou metodou per se,

-17 -
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napf. pfekrystalizaci, pfesrZenim nebo chromatografii. Vyslednou slouceninu (V), pokud je
pozadovano, je také mozné podrobit naslednému kroku bez oddéleni.

Krok A2 je krokem ptipravy slouceniny vzorce VI, ktera je ziskana reakci slouceniny V s deri- !
5 vatem merkaptopyrrolidinu vzorce Il v neaktivnim rozpoustédle za ptfitomnosti baze. i

Neexistuje Zadné zvlastni omezeni vlastnosti pouZitého rozpoustédla za ptedpokladu, Ze toto
nema nepfiznivy vliv na reakci. Vzorky zahrnuji halogenované uhlovodiky takové jako
methylenchlorid, 1,2—dichloroethan a chloroform; nitrily takové jako acetonitril; amidy takové
10 jako N,N—dimethylformamid a N,N-dimethylacetamid; estery takové jako ethylacetat a methyl-
acetat; a ethery takové jako diethylether tetrahydrofuran a dioxan V)’/hodnymi jsou acetonitril,

Wewr

Ackoliv neexistuje zadné zvlastni omezeni vlastnosti pouzitych bézi, vyhodné vzorky mohou
15 zahrnovat organické aminy takové jako triethylamin a diisopropylethyl amin a anorganické baze

weyr

takové jako uhli¢itan draselny a uhliditan sodny, nejvvhodnéjsi je diisopropylethylamin.

Ackoliv neni specifikovano Zadné zvladtni omezeni tykajici se reakeni teploty, reakce je obvykle
provedena pii teploté od —20 do 40 °C (vyhodné od —10 do 20 °C). Reakéni &as je obvykle
20 vrozmezi od 30 minut do 108 hodin (vyhodné& od | hodiny do 18 hodin).

Vysledna slou¢enina VI predlozeného vynélezu je po ukonéeni reakce ziskana z reakéni smési
znamou metodou per se. Do reak&ni smési nebo zbytku ziskaného oddestilovanim rozpoustédla
z reakéni smési je dodano napf. organické rozpoustédlo, které neni smisitelné s vodou, nasleduje

25 promyti vodou a organické rozpoustédlo je oddestilovano. Vysledna slougenina miZe byt, pokud
je nezbytné, dale ¢ifténa znimou metodou per se, napf. prekrystalizaci, pf‘esréienim nebo
chromatografii. Vyslednou slouéeninu VI, pokud je nezbytne Je také moZné podrobit nasled—
nému kroku bez oddéleni,

30 Krok A3 je krokem pfemény sloudeniny VI na sloueninu I, tento je proveden odstranemm chra-
- e weeimeeeo o nici skupiny ze slougeniny VL. o oo

Metoda odstranéni chrénici skupiny R™ zalei na pouZité chranici skupiné, chranici skupina
aviak byvé obvykle odstranéna metodou bézné pouZivanou na poli syntetické organické chemie.

35 Jestlize je chranici skupina R* .odstranéna redukei, popsano specificky, pokud je touto napf.
haloalkylova, aralkylova nebo benzhydrylova skupina, potom tato skupina miize byt odstranéna
spojenim s redukénim &inidlem.

Jestlize je chranici skupinou pro karboxylovou skupinu napf. haloalkylova skupina takova jako
40 2,2-dibromoethyl nebo 2,2,2-trichloroethyl, potom vyhodnym redukénim &inidlem je spojeni
zinku a kyseliny octové.

Ackoliv neexistuje zadné zvla$tni omezeni vlastnosti pouZitého rozpoustédla, vyhodnynii jsou
alkoholy takové jako methanol a ethanol, ethery takové jako tetrahydrofuran a dioxan, mastné

15 k?SEllIly rakove IakU kysElliiE OCOVA 4 Smisena i6£p6u§tedla kaVﬂ_]&kO organic ickd rozpoustedl

a voda.

Reakeni teplota je obvykle v rozmezi od 0 do 40 °C (vj/ho'dné. od 10 do 30 °C). Reakéni Gas
zdvisi na vlastnostech pouzité chranici skupiny nebo redukéniho &inidla, byva viak obvykle
50 vrozmezi od 5 minut do 12 hodin (vyhodng od 30 minut do 4 hodin).

Jestlize je chranici skupinou aralkylova skupina takova jako benzyl, 4-nitrobenzyl nebo benz-
hydryl skupina, potom vzorky redukéniho ¢inidla mohou zahrovat katalyticka hydrogenaéni
¢inidla takova jako kombinace vodiku a palladium-uhliku a alkalické kovové sulfidy takové jako

-18-
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sulfid sodny nebo sulfid draselny, vyhodriﬁmi jsou kombinace vodiku s palladium—uhli’kovj:m
katalyzatorem.

Ackoliv neexistuje Zidné zvladtni omezeni pouzitého rozpoustédla za predpokladu, Ze toto nema

5 Zadny nezadouci vliv na reakci, vyhodnymi jsou alkoholy takové jako methanol a ethanol, ethery
takové jako tetrahydrofuran a dioxan a smiSené rozpoustédla takova jako organicka rozpoustédla
a voda.

Reakéni tep[ofa je obvykle v rozmezi od 0 do 50 °C (vyhodné od 10 do 40 °C). Reakéni das z4vi-
10 si na pouZité chranici skupiné nebo redukénim &inidle, tento je viak obvykle v rozmezi od
5 minut do 12 hodin (vyhodné od 30 minut do 4 hodin).

Po ukonceni reakee je vysledna slou¢enina ziskéna odstranénim chranici skupinu z reakéni smési
znamou metodou per se. Vyslednd sloudenina mize byt ziskana napf. filtraci nerozpustnych Cas-
15 tic z reak&ni smési a ndslednym oddestilovanim rozpoustédla.

Vysledna sloudenina I miiZze byt isténa, pokud je nezbytné, znamou metodou per se, napi, pie-
krystalizaci, preparativni chromatografii na tenké vrstvd nebo sloupcovou chromatografii.
Vysledna slougenina (1) miize byt pfeménéna zndmou metodou per se na ester, ktery méze byt

20 hydrolyzovin in vivo, pokud je nezbytné, nebo miiZe byt tato &isténa znamou metodou per se ve
formé farmakologicky akceptovatelné soli.

Paklize chranici skupina hydroxylové, imido, amino nebo karboxy skupiny (napf. v piipadé
4-nitrobenzyloxykarbonyl skupiny nebo 4-nitrobenzy! skupiny) je obsazena v A' nebo R%,

25 potom tato chranici skupina mie byt odstranéna soudasné s vyse popsanou chranici skupinou
pro karboxylové skupiny.

Proces B je na druhé strané dal$im procesem pfipravy sloudeniny I. Nezpracovany materisl slou-
Ceniny vzorce VII pouZity v tomto syntetickém procesu je pfipraven procesem odhalenym
30 v Japonské Patentové Zadosti Kokai Sho 62-30781,
Krok B_lujé'lk_r-()_kgr-nvp%ipfa\}y- slouc:er_u_nyvzorceVI Tento .l;r.bl_cje pfoveﬂen reakci slou€eniny VI
s derivatem merkaptopyrrolidinu 11l v neaktivnim rozpoustédle za pFitomnosti baze.

35 Neexistuje Zadné zvla$tni omezeni vlastnosti pouZitého rozpou§tddla za predpokladu, Ze toto
nema zadny neZidouci vliv na reakci. Vzorky mohou zahrnovat tetrahydrofuran, acetonitril,
dimethylformamid, dimethylsulfoxid, vodu a jejich smési, vyhodny je acetonitril,

Neexistuje Zadné zv1astni omezeni vlastnosti pouzitych bdzi za ptedpokladu, Ze tato neovliviiuje
40 jiné Casti molekuly, zejména P-laktamovy kruh. Pfiklady mohou zahmovat organické aminy
takové jako diisopropylethylamin, triethylamin, N-methylpiperidin a 4-dimethylaminopyridin;
a anorganické baze takové jako uhlititan draselny a bikarbonat sodny, vyhodna baze je diiso-

« propylethylamin. -~ - )
T Adkol; "y Speeiﬁkaﬁ'ﬂ&iédnézv}ééﬂﬁwmzmﬁﬁkajfcrwmdﬁwmw—.

Ceni postranni reakce je vyhodné provést reakci pii relativné nizké teploté. Reakéni teplota je
obvykle v rozmezi od 20 do 40 °C (vyhodné od —10 do 20 °C).

Reakéni ¢as zévisi hlavné na reakéni teploté nebo viastnostech reagentu, obvykle je aviak v roz-
50 meziod !5 minut do 75 hodin (vyhodn& od 30 minut do 18 hodin).

Vysledna sloudenina VI aktudlniho kroku je po dokoneni reakce ziskéna z reakéni smési zna-
mou metodou per se. Do reakéni smési nebo zbytku ziskaného oddestilovanim rozpoustédla
z reakéni smési je dodéno organické rozpoustédlo, které neni smisitelné s vodou, nasleduje pro-
55 myti vodou a oddestilovani organického rozpoustédla. Vysledna slouSenina miize byt ¢iSténa
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dale, pokud je nutno, znimou metodou per se népfiklad pl'"ekrystalizaci,' pfesréienim. nebo
chromatografii. Vyslednou slouceninu VI je také mozné podrobit naslednému kroku bez izolace,
pokud je nezbytné.

Paklize A" nebo R” obsahuje chranici skupinu, potom slouéenina pfedstavend vzorcem [ miize
byt ziskana podobnym zplisobem, ktery je popsan v procesu A, specificky tedy odstranénim chra-
nici skupiny z A" nebo R* a chranici skupiny karboxy skupin a ndslednou pfeménou této na
ester, ktery miZe byt, pokud je nezbytné, hydrolyzovan in vivo.

Sloudenina predstavena vzorcem I takto ziskana procesem A nebo B miize byt preménéna na jeji

. Vlastni farmakologicky akceptovatelnou sil metodou a technikou znamou na poli p~laktamovych

antibiotik.

Merkaptan IV pouZity jako surovy material miiZe byt volitelnd pfipraven podle nkterého ze zna-
mych postupd, ktery je odhalen napi. v I. Kawamoto et. al., Synlett, 575 (1995), Japonské Paten-
tové Zadosti Kokai 2-28180, Japonské Patentové Zadosti Kokai &. Hei 2-3687, Japonské Paten-
tové Zadosti Kokai &. Hei 4211 083 a Japonské Patentové Zadosti &. Hei 5-339 269.

Vyhody vynalezu

Slouenina pedstavena vyie uvedenym vzorcem I a jeji farmakologicky akceptovatelné soli
projevuji v Sirokém spektru vynikajici antibakteridlni G&inky a B-laktamazovy tlumivy G&inek.
Slouceniny thienamycinu jsou schopné rozkladu, ktery je zpiisoben dehydropeptidazou 1 Zivych
savcl, zatimeo sloucenina I predloZeného vynalezu projevuje vynikajici stabilitu proti moznym
vlivim dehydropeptidazy I, ktera je znsmym enzymem piisobicim jako katalyzator pfi inaktivaci
thienamycinu. Slouenina I zpisobuje vysokou rychlost obnovy moéi a projevuje nizkou
nefrotoxicitu. Sloudenina I predloZeného vynélezu ma silné G&inky proti §iroké fad® bakterii, jde
napf. o Gramovy pozitivni bakterie takové jako Staphylocccus aureus a Bacillus subtilit. Gra-
movy negativni bakterie takové jako Escherichia coli, Shigella druhy, Klebsiella preumoniae,
Proteus druhy, Serratia druhy, Enterobacter druhy a Pseudomonas aeruginosa a anaerob takovy

o e o e —_.. _ Jako Bacteroides fragilis. V_souladu_s_tim slouenina. (I). predlozeného vynélezu je .pouzitelnd.-. —.——. ... .

jako preventivni prostfedek nebo I€k (vyhodné jako 1ék) proti mikrobialnim infekcim zpiisobe-
nym vyse uvedenymi druhy bakterii.

Pouzitelnost v primyslu

Sloucenina I nebo jeji farmakologicky akceptovatelna siil, pokud je tato pouzita jako antibakte-
rialni &inidlo, miZe byt podavéna dstné ve formg tablet, kapsli, granuli, praku nebosirupu v jeji
Cist¢ formé nebo ve smési s nezbytnou farmakologicky akceptovatelnou ptimési takovou jako
mast'ovy zéklad nebo fedidlo; nebo miiZe byt podavana parenteralng ve formé injekci.

Vyse uvedené formulace mohou byt pfipraveny zndmym postupem vyuZivajicim pf{mési, vzorky
piimési zahruji:-mastové zaklady (napt. derivity cukru takové jako laktéza, cukréza, glukéza,
mannitol nebo sorbitol; derivaty $krobu takové jako kukutiiny $krob, bramborovy Skrob, o—

50

35

$krob;dextri y ;
nizko substituovana hydroxypropylceluléza, hydroxypropylmethylceluléza, karboxymethylcelu-
loza, karboxymethylceluléza vapniku nebo vnitiné-priéné-provazana karboxymethylceluléza
sodiku; arabskd guma; dextran; pululan; derivaty kfemiéitanu takové Jako iehka bezvoda kyselina
kfemicita, syntetické kfemiCitany hliniku nebo aluminometaktemigitan hotiku; derivaty fosfatu
takové jako fosfat vapenaty; derivaty uhliditanu takové jako uhliditan vapenaty; nebo derivaty
siranu takové jako siran vapenaty), pojiva (napi. vyse uvedené mastové ziklady; 7e | afina; poly-
vinylpyrroli-don; nacropol). rozvoliiovadla (napF. vy3e uvedené mastové zéklady nebo chemicky
modifikované Skrobové derivaty celuldzy takové jako piitnd karmeldza sodna, karboxy-
methylovy $krob vapniku nebo polyvinylpyrrolidon s pii¢nymi vazbami), mazadla (napf. talek;
kyselina stearovd; kovové soli kyseliny stearové takové jako stearat vipenaty nebo steart
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hore&naty; koloidaini oxid kiemigity; véeli vosk; vosk takovy jako vorvaiovina; kyselina borova,
glykol; kyseliny karboxylové takové jako kyselina fumarové nebo kyselina adipova; karboxylat
sodny takovy jako benzoat sodny; siran takovy jako siran sodny; leucin; laurylsiran takovy jako
laurylsiran sodny nebo laurylsiran horeénaty; kyselina kfemi€ita takova jako anhydrid kyseliny
5 kiemidité nebo hydrat kyseliny kiemigité; derivaty $krobu, jejich pfiklady jsou uvedeny vySe pro
mast'ové ziklady), stabilizitory (napf. parahydrobenzodty takové jako methyl p-hydroxybenzoat
nebo propyl-p-hydroxybenzoat; alkoholy takové jako chlorobutanol, benzylalkohol nebo fenyl-
cthylalkohol; benzalkonium—chlorid; derivaty fenolu nebo kresolu; thimerosal; anhydrid kyseliny
octové nebo kyselina sorbova), latky korigujici smyslové nepiijemné vlastnosti léku (nap¥. bézné
10 pouzivana sladidla, &inidla okyseleni nebo piichuté), suspenzacni Cinidla (napt. Polysorbate 80,
karboxymethylceluldza sodna), fedidla nebo rozpoustédla (napf. voda, ethanol nebo glycerin).

Dévka slougeniny piedloZeného vynilezu bude ménéna v zavislosti na véku a stavu pacienta.
Ustné je tato podavana v mnozstvi od 1 mg v jednotlivé davee [dolni limit (vyhodng 5 mg)] do

15 2000 mg v jednotlivé davce [horni limit (vyhodné 1000 mg)], zatimeo nitrozilné je tato poddvana
v mnozstvi od 1 mg v jednotlivé dévce [dolni limit (vyhodn& 5 mg)} do 2000 mg v jednotlivé
davce [horni limit (vyhodné 1000 mg)]. V zavislosti na stavu pacienta je vySe uvedené davkovani
nutné podavat v jedné aZ Sesti davkach denné.

20
Prikladv provedeni vynalezu

Predlozeny vynélez je dale v textu specifikovan piiklady, odkazy, testy a piiklady formulaci.
Mélo by byt viak jasné, Ze pfedloZeny vyndlez neni témito pfiklady nijak omezen. Pokud neni

25 specifikovano jinak, potom pro m&feni nukledrniho magnetického rezonan¢niho spektra v pfikla-
dech a odkazovych ptikladech byl pouzit trimethylsilylpropionan—d, sedny jako vnitfni standard
pro méfeni ve tvrdé vodé, zatimeo tetramethylsilan byl pouZit jako vnitini standard v jinych roz-
poustédlech.

30

- __Pilikladl A e e—imn i m e f e e e pn e e e— = —_ mme e e M m——e

(1R,58,68)-6-[( IR}-1-Hydroxyethyl]-1-methyl-2—{(28,48)-2—(3S)}-3~(L—propylamino)pyrro-
lidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidin—4—ylthio]-1~karbapen—2~em-3—karboxylova kyselina (vzorova
35 sloucenina 1-1) '

(1) Do suspenze z 4-nitrobenzyl-(1R, 5R, 6S)-6-[(1R)-1-hydroxy—ethyl]-1-methy1-2-(di-
fenylfosforyloxy)-1-karbapen—2-em—3—karboxylitu (868 mg) v bezvodém acetonitrilu (13 ml)
byl pfi ochlazovani ledem dodan N,N-diisopropylethylamin (254 pl) a roztok z (28,45)-4-mer-
4 kapto—1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-2—{(3S)-3—{1«(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L—propyl-
amino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl}pyrrolidinu (945 mg) v bezvodém acetonitrilu (12 ml), dochdzelo

zkoncentrovana odpafovanim pii snizeném tlaku. Do zbytku byl dodan ethylacetat. Vyslednd o

smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem, vysusena bezvodym siranem horedna-

[

45 tym a nasledné zkoncentrovana odpafovanim pfi sniZeném tlaku. Zbytek byl podroben silikage-
lové sloupcové chromatografii a eluovan postupné smésmi ethylacetat—dichloromethanu (1 : 1),
methanol—ethylacetat—dichloromethanu (7 : 46,5 : 46,5) a naslednd methanol-ethylacetat—dichlo-
romethanu (10 : 45 : 45). Frakce obsahujici poZzadovanou slou¢eninu byly slouceny, nasledovala
destilace pii sniZeném tlaku, ¢imZ se ziskal 4-nitrobenzyl—(1R,58,68)-6—[(1R)-1-hydroxy-

50 ethyl]-1-methyl-2—[(2S,4S)-1—-(4—nitrobenzyloxykarbonyl)-2—-[(3S)}-3-{ | {4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)}-L-propylamino]pyrrolidin—I—ylkarbonyl]-pyrrolidin—4—ylthio]-1-karbapen—2—em-3—
karboxylat (1,08 g) ve formé prasku.

Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 1775, 1709, 1660, 1607, 1522, 1440, 1404,
55 1346. ‘
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'(2) Do roztoku ze slouceniny (1,06 g), ktera byla ziskana v kroku (1), v tetrahydrofuranu

o g .

. ryloxy)-I-karbapen-2-em-3-karboxylatu (697 mg). a. (28,4S)-4-merkapto-1-{4—nitrobenzyl-

CZ 298246 B6

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl,) 6 ppm: 1,27 (3H, dd, J=14,3, 7,5
Hz), 1,37 (3H, d, J=6,3 Hz), 1,62-2,76 (8H, m), 3,17-3,80 (9H, m), 3,85-4,57 (6H, m),
5,05-5,38 (6H, m),-5,50 (1H, dd, J=13,9, 2,6 Hz), 7,40-7,53 (4H, m), 7,65 (2H, J=8,5 Hz),
8,13-8,30 (6H, m). '

i

(18 ml) a vody (9 ml) byl dodén katalyzitor 7,5 % palladium—uhli (2,1 g). Vysledni smés byla
podrobena hydrogenaci pfi vnéj&i teplot 30 °C po dobu 2 hodiny. Po ukonéeni reakce byl kata-
lyzator odfiltrovéan ze smési a filtrat byl promyt diethyletherem a zkoncentrovan odpafovanim pii
snizeném tlaku. Zbytek .byl podroben vratné fazové sloupcové chromatografii [,,Cosmosil
75C1sPREP* (NACALAI TESQUE, INC.)] a eluovan smési acetonitril-voda (5 : 95). Frakce
obsahujici pozadovanou slou¢eninu byly sloueny, zkoncentrovany odpafovanim pti snizeném
tlaku a nasledng lyofilizovany. Cimy se ziskala sloutenina uvedena v ndzvu pfikladu (133,3 mg)
ve formé prasku.

i e i

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm":. 3402, 1775, 1637, 1599, 1455, 1386, 1284,
1260.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) & ppm: 1,22 (3H, dd, J=7,2,
2,6 Hz), 1,30 (3H, d, J=6,4 Hz), 1,55-1,74 (1H, m), 1,91-2,13 (4H, m), 2,20-2,49 (2H, m), ,
2,71-2,83 (1H, m), 3,06-3,15 (IH, m), 3,19-3,29 (1H, m), 3,31-3,90 (9H, m), 4,04 (1H, dt,
J=223, 8,1 Hz), 4,19-4,35 (3H, m), 4,414,53 (1H, m), -

Pfiklad 2

(IR,55,65)-2-{(25,4S)-2-[(3S)-3—(guanidinoacetylamino)pyrrolidin—1-ylkarbonyl}-pyrrolidin—
4-ylthio]-6-{(1R)-1-hydroxyethyl]-|-methyl-1—karbapen—2—em—3—karboxylova kyselina (vzo-
rova sloucenina 1-50)

O i

AN

NH

(1) Pouzitim 4-nitrobenzyl-(1R,5R,6S)-6—[(1R)-1-hydroxyethyl}-1-methy1-2—{(difeny] fosfo-

oxykarbonyl}-2-[(38)-3-[(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinoacetylamino]pyrrolidin—1-yl-
karhonylJpyrrolidion (751 mg) byla provedena reakce a &ifténi podobnym zpiisobem popsanymy

40

piikladu 1—(1), &imZz byl ziskan 4-nitrobenzyl(IR,5S,68)-2—{(28,4S)~1—(4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)}-2—{(35)-3-{(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinoacety lamino]pyrrolidin—1—ylkarbo-
nyl]pyrrolidin—4-ylthio]6-[(1R)}-1-hydroxyethyl}-|-methyl-1—karbapen—2—em-3-karboxylat
(563 mg) ve formé& prasku.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm': 3389, 1771, 1706, 1652, 1608, 1522, 1444, _ 1
1405, 1383, 1347. '

=22 -
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L4 LU%.L40 Bo

‘Nukleziml’ magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,10-1,25 (6H, m),
1,62-2,18 (3H, m), 2,70-2,90 (1H, m), 3,10-4,37 (14H, m), 4,43-4,68 (1H, m), 5,03-5,27
(4H, m), 5,30, 5,46 (jednotlivé 1H, d, J=14,1 Hz), 7,46-7,77 (6H, m), 8,15-8,33 (6H, m).

5 (2) Slougenina (542 mg) ziskana v kroku (1) byla podrobena hydrogenaci a &isténa podobnym
zpisobem popsanym v piikladu 1+(2), &imz byla ziskdna cilova sloudenina ve formé prasku.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3340, 1754, 1665, 1634, 1452, 1390.

10 Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,O) & ppm: 1,01 (3H, dd, J=73,
3,4 Hz), 1,10 3H, d, J=6,4 Hz), 1,33-1,52 (1H, m), 1,73-1,90 (1H, m), 1,97-2,15 (1H, m),
2,47-2,58 (1H, m), 2,81-2,92 (1H, m), 2,94-3,03 (1H, m), 3,13-3,31 (3H, m), 3,31-3,67
(4H, m), 3,73-3,87 (3H, m), 3,97-4,09 (2H, m), 4,20-4,30 (1H, m).

Priklad 3
(1R,58,68)-2-[(28,48)-2-[(3 S}-3AL-arginylamino)pyrrolidin—1-yl-karbonyl]pyrrolidin—4~yl-

thio]-6-[(1R)- |-hydroxyethyl]~1-methyl-1-karbapen—2—-em—3-karboxylova kyselina (vzorova
20 sloucenina 1-94)

HO. H
. - H I "
. Y ACHp— N _NHj
;N( a - o .

H NH, NH.

- fosforyloxy)-1-karbapen—2-em-3—karboxylatu (624 mg) v bezvodém acetonitrilu (10 ml) byl
dodén N,N-diisopropylethylamin (183 pl) a roztok z (25,45)-4-merkapto—I—-4-nitrobenzyloxy-
25 karbonyl)—2—[(3S}—3—[,—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—L——arginylamino]pyrrolidin—l—ylkarbo-
nyl]pyrrolidinu (953 mg) v bezvodém acetonitrilu (10 ml) pfi ochlazovéni ledem a promichévéni.
Vyslednd smés byla promichavéna pies noc pii teplot$ 0 °C. Reakéni smés byla zkoncentrovana
odpafovanim pfi snizeném tlaku, Do zbytku byl nasledné dodan ethylacetat. Vysledna smés byla
promyta vodou a' nasycenym solitym foztokem, vysusena bezvodym siranem hore¢natym a
30 nasledné zkoncentrovina odpafovanim pFi snizeném tlaku. Zbytek byl podroben silikagelové
sloupcové chromatografii a eluovén postupnd smési benzen—acetonitrilu (1: 1) a nasledné metha-
nol-benzen-acetonitrilu v poméru od (3 : 48,5 : 48,5), (4:48:48) do (5:47,5:47,5). Frakce
obsahujici poZadovanou slou¢eninu byly slou¢eny, nisledovala destilace pfi sniZeném tlaku, ¢imz
" byl ziskan 4—nitr0benz’yl—'(lR,5R,6S)—6i['(1R)-l—hydroxyethyl]—l—methyl—Z—[(ZS,4S)—l—(4—
35 nitrobenzyloxykarbony])—zn[(3S)—3—[,—'di(4—nitrobenzyloxykarbon.yl)—L—arginylamino]pyrroli—

din—~1-yikarbonyi]pyrroiiam—4—yltmoj—l—karbapen—Z—em—B—karboxy]ét (645mg) ve formé
prasku.

InfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3385, 1773, 1712, 1652, 1607, 1521, 1441,
40 1403, 1381, 1346.

Nukledrni magnetické rezonandni spektrum (400 MHZ, DMSO—dg) & ppm: 1,00-1,25 (6H, m),
1,30-2,20 (7H, m), 2,70-2,90 (IH, m), 2,954,353 (15H, m), 4,42-4,70 (1H, m), 5,00-5,50
(8H, m), 7,47-7,79 (8H, m), 8,12-8,32 (8H, m).

45
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(2) Slougenina (603 mg) ziskana v krou ‘(1) Byla-pod-robéna hydrogenaci .a CiSténa podobnym
zplsobem popsanym v piikladu 1-(2), &imZ byla ziskana cilova sloudenina (97,4 mg) ve formé
prasku.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3352, 1753, 1634, 1454, 1390, 1286, 1263,
1183. .

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) 8 ppm: 1,21 (3H, t, J=7,8 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,3 Hz), 1,40~1,74 (5H, m), 1,45-2,12 (1H, m), 2,17-2,38 (1H, m), 2,65-2,81 (1H, m),
3,00-3,10 (1H, m), 3,12-3,31 (3H, m), 3,35-4,08 (%H, m), 4,154,30 (2H, m), 4,33-4,47
(1H, m).

Priklad 4
(IR,58,65)~2-[(28,48)-2~[(35)-3~(3—guanidinopropanoylamino)pyrro | idin—1 -ylkarbonyl]-

pyrrolidin—4-ylthio]6~[(1R}-1-hydroxyethyl]-1-methyl—1 —karbapen—2-em—3-karboxylova
kyselina (vzorova slouéenina 1-53) '

\ B NH;
"NHCO P
e

|
H

9

(1) Pouzitim 4-nitrobenzyl—(IR,5R,6S)}-6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-2=(difenylfosfo-. .. ... ..

ryloxy}-[—karbapen—2-em~3—karboxylatu (1,02 g) a (28,4S)-4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)-2-[(3 S)—3—[3—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—guanidinqpropanoylamino]—pyrrolidin—]ﬁ—
ylkarbonyl]pyrrolidinu (1,18 g) byla provedena reakce a Sisténi podobnym zplisobem popsanym
v ptikladu 1-1), ¢imz byl ziskan 4-nitrobenzol(1R,58,6S)}-6—[(1R)~1-hydroxyethyl]-1—
methyl-2—{(25,4S)-1—(4-nitrobenzyloxykarbonyi)}-2—{(3 S)-3~[3+4-nitrobenzyloxykarbonyl)-
guanidinopropanoylamino]pyrrolidin-1-ylkarbonyl]pyrrolidi n—4-ylthio}-1-karbapen-2-em—3—
karboxylat.(1,11 g) ve formé pragku. S

Infradervené absorp&ni spektrum (KBr) vmax cm™: 3385, 1773, 1709, 1652, 1607, 1522, 1441,
1404, 1382.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHe, DMSO—d,) & ppm: 1,05-1,22 (6H, m),
1,62-2,40 (SH, m), 2,72-2,09 (1H, m), 3,07-4,37 (14H, m), 4,44-4.68 (1H, m), 5,03-5,27

———————Hm) 5305546 ednettive HHd 3=t HH2) AT 76 (6H ™ 8, 13=82 T (6 H, T

(2) Do roztoku ze sloudeniny (1,09 g), ktera byla ziskana v kroku (1), v tetrahydrofuranu
(25 ml) 2 vody (15 ml) byl dodan katalyzitor (0,8 g) 7,5 % palladium~-uhlik, nésledovala hydro-
genace pii teploté 30 °C po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla upravena podobnym zpiisobem
popsanym v pfikladu 1~(2), &imZ byla ziskana (314,3 mg) cilov4 sloudenina ve formé bezbarvého
prasku.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3333, 1756, 1645, 1455, 1388, 1286, 1257,
1182.

4.
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Nuklearni absorpni rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) § ppm : 1,22 (3H, dd, J-7.2, 3,8 Hz),
1,30 (3H, d, J-6, 4 Hz), 1,57-1,70 (1H, m), 1,91-2,09 (1H, m), 2,15-2,35 (1H, m), 2,49-2.62
(ZH, m), 2,66-2,79 (1H, m), 3,01-3,11 (1H, m), 3,13-3,23 (IH, m), 3,35-3.87 (9H, m),
3,91-4,07 (1H, m), 4,18-4,30 (2H, m), 4,35-4, 47 (1H, m).

Priklad 5

(IR,5S,68)-2-[(2S.,4S)-2-[3«( guanidinoacetylamino)azetidin—1 —ylkarbonyl]pyrrolidin—4-yi-
thio]—6—[(lR)—]—hydroxyethyl]—l—methyl—l—karbapen—2—em—~3—karboxy]ové kyselina (vzorova
sloucenina 1-62)

(1} Pouzitim 4-nitrobenzyl{(1R,5S,68)}-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-2—difenylfosfo-
ryl-l-karbapen—2-em—3-karboxyldtu (2,14g) a (28,48)y-4-merkapto—1—~4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)—-Z—[3—[[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—guanidino]—acetylamino].—azetidin—l—yl-
karbonyl]pyrrolidinu (1,59 g) byla provedena reakce a &isténi podobnym zpiisobem popsanym v
pfikladu 11), ¢imZ byl ziskan 4~nitrobenzyl(1R,5 S,65)-6—[(1R)-t-hydroxyethyl}-1-methyl-
2—[(28,48)—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—2—[3—[[2,3—di—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidi-
no]—acetylamino]azetidin—1—yl—karbonyl]—pyrrolidin—4—ylthio]—l—karbapenem—3—karboxylét
(1,80 g) ve formé prasku.

——— i e — - e _— -

Inffatervené absorpéni spekiram (KBr) vmax cm : 3335, 1775, 1735, 1709, 1645, 1626, 1608,

1522, 1496, 1439, 1405, 1377, 1347, 1322, 1290, 1269.

Nukledrni magnefické rezonanini spektrum (400 MHz, CDCl;) § ppm: 1,33-141 (6H, m),
2,02-2,27 2H, m), 2,52-2,82 (1H, m), 3,26-4,54 (15H, m), 4,63—4,80 (1H, m), 5,07-5,36
(6H, m), 5,43-5,60 (1H, m), 7,38-7,70 (8H, m), 8,10-8,25 (8H, m), 8,93 (1H, s), 11,65 (1H, s).

FAB-MS m,z: 1182 [M+H]+.

(2) Do roztoku ze slougeniny (1,78 g), kterd byla ziskina v kroku (1), v tetrahydrofuranu
(30 ml) a vody (30 ml) byl dodan katalyzator (1,3 g) 7,5 % palladium-uhlik, nasledovala hydro-
genace pii teploté 30 °C po dobu 2 hodin. Reakéni sm&s byla upravena podobnym zpifisabem
popsanym v piikladu 1~(2), &imz byla ziskana cilova slougenina (450,6 mg) ve formé prasku,

g

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vimax e 3331, 1755, 1652, 1593, 1462, 1388, 1282,
1259, 1182, 1149, 1107, 1074, 1017,

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) 3 ppm: 1,22 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,3 Hz), 1,60-1,73 (1H, m), 2,57-2,70 (1H, m), 2,97-3,06 (1H, m), 3,15-3,24 (1H, m),
3,35-3,49 (2H, m), 3,73-3,88 (2H, m), 3,91-4,02 (IH, m), 4,05 (2H, s), 4,14-4,30 (3H, m),
4,33-4,46 (1H, m), 4,57-4,74 (2H, m).

FAB-MS m,z: 510 [M+H]+.
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Priklad 6

(IR,55,65)-2-{(28,45)-2—{3—+(3«guanidinopropanoylamino)azetidin—1—ytkarbonyl]pyrrolidin—
4-ylthio]-6—{(1R}-1-hydroxyethyl|-1-methy|-1-karbapen—2-em—3-karboxylova kyselina (vzo-
5 rova sloudenina 1-65)

(1) PouZitim 4-nitrobenzyl~(1R,58,65)}6-[(1R)~1-hydroxyethyl]- 1-methyl-2—difenylfosfo-
ryl~ 1-karbapenem-3—karboxylatu (1,08 g) a (28,4S)-4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)—2—[3¥[3-[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]—propanoylamino]azetidin—l—yl—

10 karbonyl]pyrrolidinu (1,48 g) byla provedena reakce a &ist&ni podobnym zpiisobem popsanym v
prikladu 1(1), ¢imZ byl ziskén 4~nitrobenzyl(1R,58,68)~6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-
2—[(28,48)—I—(4—nitrobenzyloxykarbonyl}—2—[3—[3—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guani-
dino]propanoylamino]azetidin—1-ylkarbonyi]-pyrrolidin—4ylthio]-1 —karbapenem-3—karboxylat
(0,688 g) ve formé prasku.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3339, 1775, 1711, 1644, 1608, 1566, 1522,
1440, 1406, 1379, 1347, 1322, 1261, 1208.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl3) & ppm: 1,18-1,40 (6H, m),
20 1,90-2,22 (2H, m), 2,40-2,80 (3H, m), 3,25~3,55 (3H, m), 3,60-4,56 (10H, m), 4,65~4,85 (lH,
___m), 5,07-5,40 (8H, m), 5,45-5,55 (1H, m),_7,42=7,70_(8H,-m),-8,13-8,30 .(8H,-m),-8,82—8 98-
(1H, m), 11,72 (1H, s).

FAB-MS m,z: 1196 [M+H]+
25
(2) Do roztoku ze slouceniny (1,14 g), kteri byla ziskdna v kroku (1), v tetrahydrofuranu
(25ml) a vody (15ml) byl dodan katalyzator (0,8 g} 7.5 % palladium-uhlik, nastedovala
hydrogenace pfi teploté 30 °C po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla upravena podobriyin zplso-
bem popsanym v pfikladu 1-2), &imz byla ziskina cilova sloudenina (293,6 mg) ve formé
30 prasku,

Infradervené absorp&ni spektrum (KBr) vmax cm™: 3331, 1755, 1649, 1596, 1463, 1387, 1286,
< 1257, 1225, 1182, 1149, 1108. - - -~ = o o

35~ -Nukledrni magnetické rezonancni spektrum (400 MHz, D,0) § ppm: 1,22 (3H,d,J=7,2 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,5 Hz), 1,60-1,72 (1H, m), 2,53-2,71 (3H, m), 2,93-3,07 (1H, m), 3,15-3,24 (IH, m),
3,36-3,46 (2H, m), 3,50 (2H, t, J=6,3 Hz), 3,73-3,88 (2H, m), 3,90-3,98 (1H, m), 4,10-4,30
(3H, m), 4,334,45 (1H, m), 4,51-4,69 (2H, m).

40  FAB-MS m,z: 524 [M+H]+
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Priklad 7

(1R,58,68)-2-[(25,48)-2-[(3 S)—3—(4—guanidin0—3—hydroxybutanoylamino)pyrro]idin—l—yl-
karbonyl]pyrrolidin-4—ylthio]-6-[(1R)-I —hydroxyethyl]-1-methyl-1-karbapen—2—em-3—
s karboxylov4 kyselina (vzorova slou¢enina 1-178)

(1) PouZitim 4-nitrobenzyl~(1R,5R,68)-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]- I-methyl-2—difenylfosfo-
ryl- 1-karbapen-2-em—3-karboxylatu (1,55 g) a (28,48)}-2-{(38)-3-[4-{2,3-di(4-nitrobenzy-
oxykarbonyl)guanidino]—3—hydr0xybutanoylamino]pyrrolidin—l—ylkarbonyl]—d—merkaptoul—{ﬁl—
10 nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidinu (2,34 g) byla provedena reakce a &isténi podobnym
zpisobem popsanym v prikladu 1<(1), &mz byl ziskin 4-nitrobenzyl—( IR,58,65)-6-[(1R)}-1-
hydroxyethyl]—2—[(2S,4S}-2—[3S)—3-[4—[2,3—di(4—nitr0benzyloxykarbonyl)guanidino]—2—
hydroxybutanoylamino]—pyrro]idin—-l—ylkarbonyl]-—I—(4—nitrobenzy].oxykarbonyl)pyrrolidin—4—
ylthio]—-l—methyl—-]—karbapen—2—em—3—karb0xylét (2,8 g) ve form& amorfni latky,

15

Infradervené absorpeni spektrim (KBr) vmax cm™; 3340, 1774, 1732, 1712, 1645, 1608, 1522,
1440, 1347.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCly) & ppm: 1,21-1,37 (6H, m),
20 1,85-2,38 (6H, m), 2,59-2,66 (1H, m), 3,27-3,90 (11H, m), 3,98-4,29 (5H, m), 4,46-4,54 (2H,___________

T M), 50555 51(8H, m), 7,41-7,66 (8H, m), 8,16-8,25 (8H, m), 8,69-8,71 (1H, m), 11,71-11,73

(IH, m).

(2) Do roztoku ze sloudeniny (2,00 g), ktera byla ziskina v kroku (1), v tetrahydrofuranu

25 (60ml) a vody (40 ml) byl dodan katalyzator (2,00 g) 7,5 % palladium—-uhlik. Vodik byl pone-
chan absorbovat do vysledného roztoku po dobu 2 hodin pii promichavéni a vnéjsi teploté 30 °C.
Reakéni smés byla upravena podobnym zptisobem popsanym v pftkladu 1-(2), &imZ bylo ziskano
410 mg cilové slouceniny ve formé prasku.

30 Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3340, 2968, 1754, 1642, 1453, 1390.
Nukleami magnetické rezonanéni . spektrum - (400 MHz, D;0) & ppm: 1,22 (3H, dd, J=6,7,
3,7 Hz), 1,30 (3H, d, -6,4 Hz), 1,53-1,69 (1H, m), 1,92-2,09 (1H, m), 2,17-2,34 (1H, m),

S 2,40-2,52 (2H, m), 2,70-2,78 (1H, m), 3,04-3,10 (1H,--m), - 3;17-3,27 (2H;~ m);~3,33-3,50
35 (4H, m), 3,54-3,85 (4H, m), 3,96-4,05 (1H, m), 4,16-4,28 (3H, m), 4,38-4,43 (1H, m).

Priklad 8
4 (IR,58,68)-2-[(28,48)-2+((3 S)—3—[(4—guanidinomethylcyklohexyl}karbonylamino] pyrrolidin—

I-ylkarbonyl]pyrrolidin—4-ylthio]-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-1-karbapen-2—em—3—
karboxylova kyselina (vzorova slouenina 111 9)
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(1) Pouzitim 4—nitrobenzyl-(lR,5R,6$)—6—[(]R)—l—hydroxyethy[]-]—methyl—Z—di fenytfosfo-
ryloxy—1-karbapen—2-em-3—karboxylatu (1,13g) a (28,48} 4-merkapto—1—(4-nitrobenzyl-
oxykarbony])—Z-[(3S)—3—[[4—di(4~nitrobenzyloxykarbonyl)—guanidinomethylcyklohexyl]-

5 karbonylamino]pyrrolidin-1-ylkarbonyl}pyrrolidinu (1,85 g) byla*provedena reakce a Gisténi
podobnym zpiisobem, ktery je popsan v prikladu (1), ¢imZ byl ziskdn 4-nitrobenzyl-
(IR,5S,6S)-6—((1 R)—1-hydroxyethy[]—2—[(2$,4S)—1—(4—nitrobenzyl0xykarbonyl)—2—[(3 Sy3-
[[4—di(4—nitr0benzyloxykarbonyl)guanidinomethylcyklohexyl]karbonylamino]pyrrolidin—]—yl-
karbonyl]pyrro]idin—4—ylthio]—~1—methylw1—karbapen-2—em—3—karboxylét (1.89g) ve formé

10 amorfni latky.

Infraéervené absorp&ni spektrum (KBr) vmax cm™: 3393, 2933, 1773, 1717, 1657, 1608, 1522,
1442, 1347, ‘

15 Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, DMSO—dg) & ppm: 0,84-0,99 (2H, m),
1,24-1,44 (6H, m), 1,64-2,25 (10H, m), 2,58-2,68 (1H, m), 2,88 (1H, s), 2,96 (1H, s), 3,27-4,57
(16H, m), 4,91-5,61 (8H, m), 7,37-7,67 (8H, m), 8,1 1-8;28 (8H, m), 9,30-9,50 (2H, m).

(2) Slougenina (1,80 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci podobnym
20 zpisobem popsanym v piikladu 1—(2), &im¥ byla ziskéna cilova slougenina (354 mg) ve formé
préasku,

- —-———---- — InfraServené.absorpéni-spekirum vmax-om=:-3337,203 117551642, 1546, 1451 1387 ————————~

25 Nuklearni magnetické rezonandni spektrum (400 MHz, D,0) & ppm: 0,98-1,07 (2H, m), 1,22
(3H, dd, J=7,1, 4,7 Hz), 1,30 (3H, d, J=6,3Hz), 1,36-1,67 (4H, m), 1,78-1,92 (2H, m), 1,95-2,06
(1H, m), 2,18-232 (2H, m), 2,69-2,79 (1H, m), 2,99-3,15 (3H, m), 3,17-3,22 (IH, m),
3,38-3,84 (7H, m), 3,93-4,03 (1H, m), 4,19-4,28 (2H, m), 4,33—4.41(1H, m).

30
Ptiklad 9

(IR,58,68)-2-[(25,45)-2-[(3 S)—3—[(4—guanidinobenzoyll)ami nolpyrrolidin-1-ylkarbonyl]pytro-
lidin—4—ylthio]-6-{(1 R)-1-hydroxyethyl]-I-methyl-1-karbape n—2-em—3-karboxylova. kyselina
35 (vzorova slougenina 1-113) .
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(1) Pouzitim 4-nitrobenzyl—(1R,5R,68)-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy—l—karbapen—Z—em—}karboxylétu 0,59g) a (28,48)4-merkapto-1—(4~nitrobenzyl- :
oxykarbonyl)—2—[(3S)—3—[[4—di(4—nitrobenzy|oxykarbonyl)guanidinobenzoyl]amino]pynolidin— .
1-ylkarbonyl]pyrrolidinu (0,91 g) byla provedena reakce a &isténi podobnym zpiisobem popsa- j‘
aym v pfikladu 1-(1), &im3 byl ziskan 4~nitrobenzyl{1R,58,6S)-6-{( 1R)-I-hydroxyethyl]-2~ 'l
[(2S,4S)—I—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—2—[(3 S)y-3—{[4-di~(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidi- i
nobenzoyl]amino]pyrrolidin—l—ylmkarbonyl]pyrrolidin~4—ylthio]—l—methyl—l—karbapen~2—em— 1
3-karboxylat (0,89 g) ve formé amorfni latky.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3397, 1773, 1727, 1717, 1655, 1609, 1522,
1347.

Nukledrni magnetické rezonandni spektrum (400 MHz, CDyCN) & ppm: 1,12-1,26 (6H, m),
1,67-2,30 (4H, m), 2,69-2,84 (1H, m), 3,18-3,98 (9H, m), 4,05-4,28 (3H, m), 4,39-4,64 (2H,
m), 4,93-5,48 (8H, m), 6,97-7,38 (8H, m), 7,46-7.85 (5H, m), 8,05-8,23 (7H, m), 9,10-9,38
(2H, m).

(2) Slougenina (0,87 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci podobnym
zpitsobem, ktery je popsan v prikladu 1-(2), &im3 byla ziskana cilové slougenina (130 mg) ve
formé prasku.

Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3328, 1754, 1638, 1606, 1571, 1507, 1457,
1388.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) 3 ppm: 1,15 (3H, dd, J-45,3, 7,1
Hz), 1,28-1,31 (3H, m), 1,49-1,70 (I1H, m), 2,09-2,21 (1H, m), 2,28-2,43 {1H, m), 2,69-2,78
(IH, m), 3,02-3,07 (1H, m), 3,18-3,23 (1H, m), 3,32-3.44 (2H, m), 3,54-3,89 (5H, m),
4,00~4,07 (1H, m), 4,15-4,26 (2H, m), 4,57-4,63 (1H, m), 7,42 (2H, dd, J=6.8, 1,8 Hz), 7,83
(2H, dd, J=6,8, 1,8 Hz).

Priklad 10

(IR,58,68)-2-(28,45)-2-{(3 S)—3—[(2S)—Z—guanidino—2—methylacetylam ino]pyrrolidin—1-yl-
karbonyl]pyrrolidin—4—ylthio]-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-1-karbapen—2-em—3—karbo-
xylové kyselina (vzorova sloudenina 1-59)

NH

\ .8 g Ciy

~ NHCOT N"INH,
H

(1) Pouzitim 4-nitrobenzyl(1R,5 R,65)}6-[(1 R)—l—hydroxyethyl]—l—methyl-—2—difeny]fosfo-
ryloxy——1—karbapen—2—em—3—karb0xylétu (1,21 g) a (28, 48) -2- [(3S)—3—[(2$)—2—-[2,3—di(4—
nitrobenzyloxykarbonyl)—guanidino]—Z—methyIacety]amino]pyrrolidin—~1—ylkarbonyl]~4—
merkapto—-l—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrro]idinu (1,68 g) byla provedena reakce a &isténi
podobniym zplisobem popsanym v piikladu 1<(1), ¢imz byl ziskan 4-n itrobenzyl<1R,58,6S)-2—
[(2S,4S)—2—[(3S)—3—[(2S)—2—[2,3—~di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]—2-—methylacetyl-
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amino]pyrrolidin-1-ylkarbonyl}-1 —(4—ﬁitr0benzyloxykarbonyl)—pyrrol idin—4—ylthio]-6-[(1R)-
1—hydroxyethyl]—l—methyl—I—karbapen—Z—em—3—karboxylét (1,92 g) ve form& amorfni latky.

InfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™': 3331, 1775, 1734, 1710, 1645, 1623, 1609,
1522.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCly) § ppm: 1,23-1,50 (9H, m),
1,65-2,25 (3H, m), 2,50-2,70 (lH, m), 3,23-3,90 (8H, m), 3,94-4,06 (1H, m), 4,22-4,62
(5H, m), 5,04-5,55 (8H, m), 7,00-7,10 (IH, m), 7,38-7,69 (8H, m), 8,09~8,29 (8H, m), 8,94
(1H, d, J=6,8 Hz), 11,62 (1H, s). '

(2) Sloucenina (1,88 g), kterd byla ziskéna v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &ist&ni
podobnym zpiisoben popsanym v pikladu 12), €imZ byla ziskana cilové sloucenina (361 mg)
ve formé prasku.

Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3333, 1756, 1633, 1454, 1389, 1344, 1312.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D;0) & ppm 1,22 (3H, dd, J=72, 3,0 Hz),
1,30 (3H, d, J=6,3 Hz) 1,45 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,50-1,59 (1H, m), 1,60-1,70 (1H, m), 1,95-2,12
(I1H, m), 2,19-2,37 (1H, m), 2,67-2,80 (IH, m), 3,02-3,11 (IH, m), 3,13-3,23 (IH, m),
3,36-3,52 (3H, m), 3,54-3,88 (4H, m), 3,92-4,06 (IH, m), 4,16-4,31 (3H, m), 4,39-4,5]
(1H, m).

Piklad 11

(IR,5 S,6S)——2—[(ZS,4S)—2—[3—(2S)—2—guanidino—2—methylacetylamino]—azetidinwl—ylkarbonyl]-
pyrrolidin—4-ylthio]-6-[( IR} -hydroxyethy!]-1 —methyl-1-karbapen—2-em-3—karboxylova
kyselina (vzorova slouéenina 1 — 68)

o S et .

HH B
F o Aol

(1} Pouzitim 4—nitr0benzy|—(1R,5R,6S)—6——[(lR)—l—hydroxyethyl]—l—methyl—2~di fenylfosfo-
ryloxy—1-karbapen—2-em-3—karboxylitu (969 mg) a (25,48)-2-3-[(28)-2-2,3—di(4—nitro-

‘ _benzyloxykarbonyl)—guanidino]—.2—methylacetylamino]azetidin—-1-—y|karbonyl]—4—-merkapto—1—"

(4-nitrobenzyloxykarbonyl]pyrrolidinu (1,32 g) byla provedena reakce a Cisténi podobnym

.Zpisobem, ktery je. popsan v*prikladu 11),- imz-byl- ziskan 4-nitrobenzol{1R,5S,68)=2—

[(28,48}-2—[3—[(28)—2—[2,3~di(4—nitr0benzyloxykarbonyl)guanidino]—2—methylacetylamino]-
azetidin——l—ylkarbonyl]—l—(4—nitrobenzyloxykarbo nyDpyrrolidin—4-ylthio]-6-[(IR)-1-hydroxy-
ethyl]—].—methyl—l—karbapen——2—em—3=karboxylét (1,36 g) ve formé& amorfni litky.

Infraervené absorpéni spektrum (KBr) vméx cm 3328, 1775, 1734, 1710, 1645, 1623, 1609,
1522.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) 8 ppm: 1,28-1,50 (9H, m),
1,90-2,28 (1H, m), 2,48-2,80 (1H, m), 3,25-3,57 (3H, m), 3,63-4,80 (11H, m), 4,97-5,60
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(8H, m), 7,39 (1H, d, J-7.9 Hz), 7,43-7,70 (8H, m), 8,10-8,30 (8K, m), 8,78 (1H, d, 16,7 Hz),
11,64 (1H, m), .

(2) Sloucenina (1,34 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a Gisténi
podobnym zpiisobem, ktery je popsin v ptikladu 1H2), &imz byla ziskana cilova slougenina
(321 mg) ve formg pragku.

InfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em 3335, 1754, 1649, 1594, 1462, 1389, 1312,
1287, 1256.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) & ppm: 1,22 (3H, d, J=7,2 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,4 Hz), 1,48 (3H, d, J-7,0 Hz), 1,62-1,75 (1H, m), 2,58-2,72 (1H, m), 2,98-3,07 (1H,
m), 3,16-3,25 (1H, m), 3,33-3,51 (2H, m), 3,75-3,90 (2H, m), 3,94-4,03 (1H, m), 4,144 31
(4H, m), 4,34-4,45 (1H, m), 4,58-4,73 (2H, m).

Prikiad 12

(IR,58,65)-2~{(28,48)-2-[(3S)-3-[(2R)-2—guanidi no~2-methylacetylamino]pyrrolidin—1-y-
karbonyl]pyrrolidin—4-yithio]-6—[(1R)-1 —hydroxyethyl]-1-methyl-1-karbapen—2-em—3~karbo-
xylova kyselina (vzorova sloudenina 1-59)

.. HO
T

(1) Pouzitim 4-nitrobenzyl 1R,5R,68)-6-[(1R)~1-hydroxyethyl]-I —-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy—1-karbapen—2-em-3-karboxylitu (826 mg) a (285,45)-4-merkapto—1—(4-nitrobenzyl-
0xykarb0nyl)—2—[(3S)—3—[(2R)—-2—[2,3—di(4—nitrobenzy]oxykarbonyl)guanidino]—2——methyl-
acetylamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl)pyrrolidinu (1,204 g) byla provedena reakce a Gistdni
podobnym zpiisobem popsanym v ptikladu 1(1), ¢imZ byl ziskan 4-nitrobenzol—(IR,5S,65)-2-
((28,48)—2—[[3S)—3—((2R}—2—[2,3—di(4—,nitr0bcnzyloxykarb0nyl)guanidin03—2—methylacetyl-
amino]pyrrolidin—l—ylkarbonyl]—l.—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin—4—-ylthio]—6—[( IR}-1-
hydroxyethyl]—l—methyl—1—karbapen—2—cm—3—karb0xylét (1,653 g) ve formé amorfii latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3331, 1774, 1733, 1711, 1645, 1623, 1609,
1523. .. . . . R _ .

Nuklearni magnetické rezonandni spektrum (270 MHz, CDCls) § ppm; 1,20-1,50" (9H, m);

1,70-1,93 (1H, b), 2,10-2,30 (2H, m), 2,50-2,70 (1H, m), 3,24-4,63 (14H, m), 4,97-5,56
(8H, m), 7,40-7,70 (8H, m), 8,10-8,28 (8H, m).

(2) Sloucenina (1,637 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi
podobnym zplsobem, ktery je popsan v prikladu 1-(2), ¢imZ byla ziskana cilova sloudenina

(260 mg) ve formé pudru.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3335, 1755, 1648, 1453, 1389.
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Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) § ppm: 122 (3H, dd, J=7.2,
4,6 Hz), 1,30 (3H, d, J=6,4 Hz), 1,46 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,43-1,72 (1H, m), 1,97~2,11 (1H, m),
2,17-2,37 (IH, m), 2,65-2,78 (IH, m), 3,02-3,11 (1H, m), 3,13-3,28 (iH, m), 3,35-3,87
(7H, m), 3,92-4,06 (1H, m), 4,16-4,30 (3H, m), 4,37-4,47 (1H, m).

Ptiklad 13

(1R,58,68)-2-[(2S,48)-2-[3-[(2 R)}-2-guanidino~2-methylacetylamino]-azetidin—| ~ylkarbo-
nylJpyrrolidin—4—ylthio]-6-(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-1 —karbapen—2-em-3—karboxy-
lové kyselina (vzorova slouéenina 1 —68)

(I) Pouzitim 4-nitrobenzyl-(1R,5R,68)-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]- |-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy—l—karbapen—~2-em—3-—karboxylz'itu (612mg) a (25,48)4-merkapto—1—(4-nitrobenzyl-
oxykarbonyl)—2—(3—[(2R)—2—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino3—2—methylacetyl-
aminoJazetidin~1-ylkarbonyl]pyrrolidinu (894 mg) byla provedena reakce a gisténi podobnym
zpisobem popsanym v piikladu 1-(1), &imz byl ziskén 4-nitrobenzyl(IR,5 S,68)-2-[(25,45)-2-
[3—[(2R)—2-—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]——2—methylacetylamino]azetidin—l-yl-
karbonyl]-1 —(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrol idin~4-ylthio]-6-[(1R)-1 —hydroxyethyl]~1-
methyl-1-karbapen-2-em—3-karboxylat (1,08 g) ve formé amorfni latky.

lnfraéervené'absorp‘éni“sﬁektm'(KB?)v_mix_éﬁf"'l':'_37-1'2'0, 1773, 1736, 1709, 1645, 1623, 1609,
1523.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCly) & ppm: 1,29 (3H, d, J=7,1 Hz),
1,37 (3H, d, J=6,2 Hz), 1,45 (3H, d, J-6,9 Hz), 1,90-2,22 (1H, m), 2,43-2,66 (1H, m), 3,24-4,08
(14H, m), 5,03-5,58 (8H, m), 7,40-7,70 (8H, m), 7,75 (1H, d, J=7,5 Hz), 8,13-8,28 (8H, m), 8,74
(IH, t, J-7,1 Hz), 11,65 (1H, s). . _ o

(2) Sloudenina (1,034 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi
podobnym zpisobem, ktery je popsén v piikladu 1H2), &imz byla ziskana cilova sloudenina
(179 mg) ve formé prasku,

Infradervené absorptni spektrum (KBr) vmax cm™: 3333, 1756, 1649, 1462, 1387, 1313, 1286,
1255, o , e

. - i
. B T e e e o T

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) & ppm: 1,22 (3H, d, J=7,2 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,4Hz), 1,48 (3H, d, J=7,0 Hz), 1,61-1,74 (1H, m), 2,58-2,78 (1H, m), 2,98-3,08 (1H,
m), 3,17-3,27 (1H, m), 3,33-3,49 (2H, m), 3,73-3,90 (2H, m), 3,93-4,03 (1H, m), 4,15-4,30
(4H, m), 4,33-4,47 (1H, m), 4,55-4,74 (2H, m).
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Piiklad 14

(1R,58,68)-2-{(28,4S5)-2-{(38)-3-{2~«( 1-methylguanidino)acetylamino] pyrrolidin—1—ylkarbo-
nyl]pyrrolidin—4-ylthio]-6-[(1R)-! —hydroxyethyl]-1-methyl- I—karbapen-2—-em—3—karboxy-
lova kyselina (vzorov slougenina 1 - 56)

1 ITIH;
= CO/\];’J\NHQ' |
Me

(1) PouZitim 4-nitrobenzy!(1R,5 R,65)-6~[(1R)~1-hydroxyethyl}-1-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy~1-karbapen—2-em-3—karboxylatu (936 mg) a (28,45%2-[(3 Sy-3—{2-[1-methyl-2,3—-
di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamrino]pyrro[idin—l—y]karbonyl]—4—merkapto—1—
(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidinu (1,30 g} byla provedena reakce a &isténi podobnym zpl-
sobem popsanym v ptikladu (1), &imz byl ziskan 4-nitrobenzyl— 1R,58,68}6-[(1R)-1-
hydroxyethy]]—Z—[(2S,4S)—2—[(3$)—3—[2~[1—methyl—2,3—di(4—nitro—benzyloxykarbonyl)guanidi-
nojacetylamino] pyrrolidin—1—ylkarbony]]—1—(4—nitr0benzyloxykarbonyl)pyrrol idin—4-ylthio]-1-
methyl~1-karbapen—2~em-3—karboxylat (972 mg) ve formé amorfni latky,

InfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm': 3343, 1768, 1709, 1656, 1608, 1522, 1445,
1404, : :

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl3) & ppm: 1,20-1,43 (6H, m),

=L 75-226-BHe—m):2555-2:72(THs-m);—3,04=3; 14~ (3K ), 3,234,553 (ISH, ), 4.92.5,03

(6H, m), 7,38 (1H, d, ]=8,6 Hz), 7,43-7,68 (8H, m), 8,08-8,32 (8H, m), 10,32 (1H, s).

(2) Sloutenina (956 mg), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi

podobnym zpiisobem, ktery je popsdn v prikladu 1—2), ¢im2 byla ziskina cilova sloudenina
(192 mg) ve formé prasku. - ' :

" Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™; 3353, 1753, '1664, 1622, 1452, 1390, 1285,

1262.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D;O) & ppm: 1,22 (3H, dd, J= 7,2,
2,6 Hz), 1,30 (3H, d, J=6,4 Hz), 1,54-1,71 (1H, m), 2,18-2,37 (IH, m), 2,67-2,79 (1H, m),

$3,00-3,12 (4H, m), 3,15-3,24 (1H, m), 3,35-3,89 (7H, m), 3,93-4,07 (1H, m), 4,104,30

(4H, m), 4,41-4,52 (1H, m).

=1 - & gy - ar-

Ptiklad 15
(1R,58,6S)-6-[(1R)- l—hy.droxyethyl]—1—methyl~2—[(28,4S)—2—{3—[2—( I-methylguanidino)-

acetylamino]azetidin—l—ylkarbonyl]pyrrolidin—4—ylthi0]~l—~karbapen—-2—em—3—karboxylové
kyselina (vzorova kyselina 1-102).
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(1) Pouzitim 4—nitrobenzyl—(1R,5R,68)—6—[(,R)—1—hydr0xyethyl]—1—methyl—2—difenyl fosfo-
lyloxy—]—karbapen—2—em—3—karboxylétu (926 mg) a (2S,4S)—2—[3—[2—[2,3—di(4—nitrobenzyl-
oxykarbonyl)—1-methylguanidino]acetylamino]azetidin—l—y]karbonyl]—4—merkapto—l—(4—nitro-
benzyloxykarbonyl)pyrrolidinu (1,26 2) byla provedena reakce a &isténi podobnym zpuisobem
popsanym v pfikladu 1-(1), &im# vznikl d~nitrobenzyl—+ IR,58,65)-2-{(28,48)-2-[3-[2-[2,3—
di—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—-l—methylguanidino]acetylamino]azetidin—l—»ylkarbonyl]—l—(4—

nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin-4—ylthio]—6—[(1R)—1—hydroxyethy[]—l—mcthyl-—l—karbapen—
2-em—3—karboxylat (958 mg) ve formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3392, 1767, 1707, 1671, 1608, 1522, 1451,
1403. ‘

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCL) & ppm: 1,23-1,42 (6H, m),

1,91-2,15 (1H, m), 2,50-2,75 (1H, m), 3,05-4,50 (I7H, m), 4,57-4,78 ( 1H, m), 5,03-5,55
(8H, m), 7,35-7,69 (8H, m), 8,08-8,32 (8H, m).

(2) Slougenina (931 mg), kterd byla ziskéna v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi
podobnym zpiisoben popsanym v p¥ikladu [2), ¢imZ byla ziskina cilov4 sloutenina (185 mg)

ve formé prasku.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax ¢m™: 3339, 3241, 1754, 1656, 1614, 1462, 1387,

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) § ppm: 1,22 (3H, d, J=72 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,5 Hz), 1,61-1,74 (1H, m), 2,58-2,72 (1H, m), 2,98-3,12 (4H, m), 3,15-3,26 (1H, m),
3,31-3,49 (2H, m), 3,74-3,90 (2H, m), 3,96-4,05 (1H, m), 4,13-4,32 (5H, m), 4,34-4,46
(1H, m), 4,52-4,75 (2H, m). ‘

Priklad 16

(1R,58,65)-2-{(28,48)-2-[(3 S)-3-—(4—guanidinobutanoylamino)pyrrolidin— i-ylkarbonyl]pyrro-
lidin—4—ylthio}-6-[(1 R)=1-hydroxyethyl]-1-methyl-1 —karbapen—2—em—3-karboxylova kyselina
(vzorové sloucenina 1-139) :

“r—

"~ _HO . C¥ .
af aw P .
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(1) PouZitim 4-nitrobenzyl-(1R,5R,6S)}-6-{(1R)-1-hydroxyethyl]-! —-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy-1-karbapen—2-em—3-karboxylatu (1,48g) a (285,48)-2-[(3 §)}-3-[4~[2,3—di(4~nitro-
benzyloxykarbonyl)—guanidino]butanoy[amino]pyrrolidin—]-ylkarbonyl]—4—merkapto—l—(4—
nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidinu (2,20 ) byla provedena reakce a Cisténi podobnym zpiiso-
bem, ktery je popsan v pfikladu 1<(1), &im# byl ziskan 4-nitrobenzyl{(1R,58,65)-2—[(28,4S)-2—
[(3S)—3—[4—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]butanoylamino]pyrrolidin—l—ylkarbo—
nyl}-1-{(4-nitrobenzyloxykarbony!)pyrrotidin—4—ylthio]-6-[( 1R )} [-hydroxyethyl]-1-methyl-1~
karbapen-2—em-3~karboxylat (2,82 g ) ve formé amorfni latky.

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3341, 1773, 1732, 1712, 1644, 1608, 1522,
1437, 1347,

Nukledmi magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl3) 8 ppm: 1,21-1,32 (3H, m), 1,36
(3H, d, I=6,4 Hz), 1,79-2,05 (6H, m), 2,09-2,28 (3H, m), 2,60-2,66 (1H, m), 3,27-4,10 (10H,
m), 4,22-4,29 (2H, m), 4,45-4,56 (2H, m), 5,05-5,51 (8H, m), 6,44-6,83 (1H, m), 7,421-7,66
(8H, m), 8,15-8,25 (8H, m), 8,42-8,49 (1H, m), 11,79 (1H, d, }=12,3 Hz),

(2) Sloucenina (2,80 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi
podobnym zpisobem popsanym v piikladu 1—(2), ¢imz byla ziskina cilova slougenina (540 mg)
ve formé pragku.

Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3333, 2967, 1754, 1645, 1552, 1453, 1388,
Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D,0) § ppm: 1,22 (3H, dd, J=7,1,
4,9 Hz), 1,30 (3H, d, J=6,4 Hz), 1,49-1,69 (1H, m), 1,84-2,05 (3H, m), 2,19-2,35 (3H, m),

2,69-2,77 (1H, m), 3,03-3,09 (1H, m), 3,16-3,23 (3H, m), 3,38-3,50 3H, m), 3,57-3.83
(4H, m), 3,94-4,04 (1H, m) 4,204,28 (2H, m) 4,37-4,42 (1H, m).

Priklad 17

S i

Crnmatied Fana u taf

35
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(IR,5 S,6$}-2—[(2S,4S)-2—[3—(4—guanidinobutanoylamino)azetidin—l —ylkarbonyl]pyrfolidin—él—
ylthio]-6-[(IR)}-1~hydroxyethyl]-1-methyl-1 —karbapen—2—-em-3-karboxylova kyselina (vzoro-
va sloudenina 1-187)

NH
NHCOMI;I/IJ\NH;?_

e e oe—

(1} Pouzitim 4-nitrobenzyl-(1R,5R,6S)}-6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]-t-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy-1-karbapen-2-em-3—karboxylatu (1,30 g) a (25,48)-2-[3-[4-{2,3—di(4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)guanidino}—butanoylamino]azetidin—l-ylkarbony]]—4-—merkapto—1—(4—nitr0benzyl-
oxykarbonyl)pyrrolidinu (1,90 g) byla provedena reakce a &isténi podobnym zplisobem
popsanym v pfikladu 1-(1), &imZ byl ziskan 4-nitrobenzyl(1R,5S,68)~2-{28,48)-2—[3-[4-[2,3—
di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]butanoylamino]azetidin—I—ylkarbonyl]—]—(4—nitro—
benzyloxykarbonyl)pyrrolidin—4-ylthio]-6—[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-1-karbapen—2—
em-3—karboxylat (2,05 g) ve form& amorfni latky.
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Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3340, 1773, 171 1, 16435, 1608, 1522, 1438,
1347.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm: 1,20-1,29 (3H, m), 1,35
(3H, d, J=6,3 Hz), 1,88-2,28 (6H, m), 2,50-2,62 (1H, m), 3,27-3,52 (SH, m), 3,64-3,76 (1H, m),
3,89-4,44 (8H, m), 4,67-4,79 (1H, m), 5,09-5,52 (8H, m), 7.39-7,67 (9H, m), 8,17-8,25
(8H, m), 8,46-8,53 (1H, m), 11,80 (IH, s). :

(2) Sloucenina (2,00 g), ktera byla ziskéna v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténa
podobnym zpiisobem popsanym v ptikladu 1-(2), &imz byla ziskana cilova slougenina (410 mg)
ve formé prasku.

Infrafervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™; 3333,2967, 1754, 1649, 1551, 1466, 1387.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D;0) 6 ppm: 1,22 (3H, d, J=7,1 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,1 Hz), 1,62-1,71 (1H, m), 1,86~1,93 (2H, m), 2,35-2,39 (2H, m), 2,60-2,71 (1H, m),
2,99-3,05 (1H, m), 3,17-3,25 (3H, m), 3,36-3,48 (2H, m), 3,76-3,97 (3H, m), 4,124,238
(3H, m), 4,34-4,41 (1H, m), 4,57-4,67 (2H, m).

Ptiklad 18

(IR,5 S,68)—2—((2S,4S)—2—[3—(4—guanidino—3—hydr0xybutanoylamino)—pyrrolidin—l—ylkarbo—
nyl]azetidin—4—ylthi0]—6—[(1R)—l—hydroxyethyl]—l—methyl—l—karbapen—Z—em—3—karboxylové
kyselina (vzorovi slouenina 1-188)

30

35

40
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(1) Pouzitim 4-nitrobenzyl—(1R,5R,6S)~6-[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy-1-karbapen—2~em-3-karboxylatu (1,19 g) a (25,48)-2-{[3+(4-[2,3-di(4-nitrobenzy!-
oxykarbonyl)—guanidino]—3—hydroxybutanoylaminoIazetidin—1—~yl]karbonyl]—4—merkapt0—1—(4—
nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidinu (1,76 g) byla provedena reakce a &isténi podobnym zpiiso-
bem popsanym v piikladu 1-(1), im# byl ziskan 4-nitrobenzyl(1R,58,6S)-2-1(28,48)-2—[[3-
[4—[2,3~di(4—nitrobenzy]oxykarbonyl)guanidino]—3—hydroxybutanoyIamino]azetidin—lhyl]s
karbonyl]-1 —(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin—4—ylthio]—6—[(1 R)-1-hydroxyethyl]-1-
methyl-|-karbapen—2-em~3-karboxylat (1,73 g) ve form& amorfni latky. -

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3343, 1773, 1710, 1645, 16081522, 1442,
1347.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCls) & ppm: 1,24-1,29 (3H, m), 1,35
(3H, d, J=6,2 Hz), 2,01-2,27 (2H, m), 2,36-2,40 (2H, m) 2,55-2,62 (1H, m), 3,27-3,53 (4H, m),
3,59-3,76 (2H, m), 3,854,01 (2H, m), 4,06-4,44 (TH, m), 4,46-4,73 (1H, m), 4,93-5,51 (9H,
m), 7,00~7,27 (1H, m), 7,46-7,66 (8H, m), 8,17-8,25 (8H, m), 8,69-8,73 (1H, m), 11,72 (1H, s).

(2) Sloucenina (1,70 g), ktera byla ziskana v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi

podobnym zpiisobem popsanym v piikladu I(2), ¢imzZ byla ziskana cilova sloudenina (210 mg)
ve formé pragku.
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Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™"; 3337, 2967, 1755, 1649, 1595, 1462, 1387.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D;0) & ppm: 1,22 (3H, d, J=7,2 Hz), 1,30
(3H, d, J=6,3 Hz), 1,63-1,71 (1H, m), 2,44-2,56 (2H, m), 2,60-2,70 (1H, m), 2,99-3,05 (1H, m),
3,17-3.29 (2H, m), 3,35-3,44 (3H, m), 3,75-3,88 (2H, m), 3,94-3,99 (1H, m), 4,15-4,28
(4H, m), 4,34-4,43 (1H, m), 4,57-4,68 (2H, m).

Ptiklad 19

(1R,58,68)-2-[(25,48)-2-[(3 S}—3—(2—guanidinoacetylamino)pyrrolidin—l—ylkarbonyl]pyrfoli-
din—4-ylthio]-6—{(1R)~1-hydroxyethyl]-1 —methyl-1-karbapen—2-em-3—-karboxylova kyselina
(vzorové sloucenina 1-59)

HO:
B. F

\ H Ni
o~y o,
H

(1) PouZitim 4-nitrobenzyl—(1 R.5R,65)-6—{(1R)~1-hydroxyethyl]-1 -methyl-2—difenylfosfo-
ryloxy-1-karbapen—2-em-3—karboxylatu (6,35g) a (28,45)-2-[(38)-3~(22,3—di(4-nitro-
benzyloxykarbonyl)—guanidino]acetylamino]pyrrolidin—l—ylkarbonyl]—4—merkapto—l—(4—nitro-
benzyloxykarbonyl]pyrrolidinu (8,44 g) byla provedena reakce a isténi podobnym zplisobem
popsanym v ptikladu 1~(1), &imz byl ziskan 4—nitr0benzyl—(1R,SS,6S)—2—[(2S,43)~2—-[(3S)—3—
[2-2,3di(4n itrobenzyloxykarbonyl)guanidino] acetylamino]pyrrol idin—1-ylkarbonyl}-1—(4-

e i s Sl e U e

4

—nitrobenzyloxykarbonyl')pyrro'lidin:4'~_yltlii6]:6:[(1' R)y-1-hydroxyethyl]-T-methyl-1—karbapen—

2-em—3-karboxylatu (9,64 g) ve formé& amorfni latky.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax c¢m™: 3334, 1773, 1738, 1709, 1645, 1608, 1549,
1522,

Nukledrni magnetické rezonangni spektrum (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 1,10-1,25 (6H, m),
1,58~2,20 (3H, m), 2,70-2,90 (1H, m), 3,10-4,70 (15H, m), 3,10-4,70 (15H, m), 4,95-5,50
(8H, m), 7,45-7,78 (8H, m), 8,13-8,41 (8H, m).

(2) Slouenina (4,00 g), kterd byla ziskéna v kroku (1), byla podrobena hydrogenaci a &isténi

podobnym zpiisobem popsanym v piikladu 1-(2), ¢imz byla ziskina cilova sloudenina (663 mg) -

ve formé prasku.

Ultrafialové absorpéni spektrum max(H,0) nm: 299,

InfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3340, 1754, 1665, 1634, 1452, 1390.
Nukledrni magnetické rezonan&ni spektrum (400 MHz, D,0) § ppm: 1,01 (3H, dd, J=7,3, 3,4
Hz), 1,10 (3H, d, J=6,4 Hz), 1,33-1,52 (1H, m), 1,73-1,90 (1H, m), 1,97-2,15 (IH, m),

247-2,58 (IH, m), 2.81-2,92 (IH, m), 2,94-3,03 (IH, m), 3,13-331 (3H, m), 3,31-3,67
(4H, m), 3,73-3,87 (3H, m), 3,97-4,09 (2H, m), 4,20-4,30 (1H, m),

-17-
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Priklad 20

(IR,58,68)-2-{(28,48)-2-{(3 S)—3—(N’—(2—guanidinoacetyl)—Nwmeth.yl—aminolpyrrolidin~1—
ylkarbonyl]pyrrolidin—4-ylthio]-6-[( 1 R)-1-hydroxyethylj—1-methyl-1—-karbapen-2—em—3—
karboxylové kyselina (vzorova slougenina 1-1 00)

HO
cHy NH
& ’ "
CH; H

Cilové slouenina byla ziskina podobnym zpiisobem, ktery je popsén v piikladu 1-(1) a (2), byla

Priklad 21
(IR,38,65)-2-(28,48)-2-[(38)-3~{N-[2~(I-methylguanidino)acetyl}-N-methylamino]pyrroli-

d in-l—yIkarbonyl]pyrrolidin—4—yltho]—6—[( IR)-1-hydroxyethyl}-1-methyl-1-karbapen—2-em—
3—karboxylova kyselina (vzorova sloudenina 1-170)

EN

20

25

NCO™ N

| i
CHy;  CH

Cilova slouenina byla ziskana podobnym zpitsobem, ktery je popsan v ptikladu 1-(1) a (2).

Priklad 22

(IR,5 S,68)—2—[(2S,4S)—2—-[3—[N—(2—guanidinoacetyl)~N—methyIam.ino]—azetidin—1—ylkarbo—
nyl]pyrrolidin—4—ylthiol-6-[(1 R)—l—hydroxy-—ethy]]—l—methyl-—I——karbapeneZ—em—3ekarboxylo- :
va kyselina (vzorova slougenina 1-189) -

- HO
‘H'-_.,,' F

Cilova slou€enina byla ziskana podobnym zpsobem, ktery je popsan v prikladu 1-(1) a (2).
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Ptiklad 23

(IR,5 S,6S)—2—[(28,4S)—2—[4——(2—guanidinoacetylamino)pi peridin—I—ylkarbonyl]-pyrrolidin—4—
—karbapen—2-em—3-karboxylova kyselina (vzoro-

ylthio}-6-[(1R)- 1-hydroxyethyl]-1-methyl-1
vé slougenina 1-72)

Cilové sloucenina byla ziskana podobnym zpﬁsobem, ktery je popsan v ptikladu 1(1) a (2).

Referencni piiklad 1

(2S,4S)—-4—merkapto—1—(4—nitr0benzyloxykarbonyl)—-2—((3 S)y-3-[1{4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)—L—propylamino]pyrrolidin—l—ylkarbonyl]—pyrrolidin

(1) Do roztoku z I-{(4-nitrobenzyloxykarbony|)}-L—prolinu (3,67 g) v bezvodém acetonitrilu
(50 ml) by dodan N,N—karbonyldiimidazol (1,86 g) pfi pokojové teplots. Reak&ni smés byla pro-
michdvina 1 hodinu, nasledovalo dodéni roztoku z (3S)-3-amino-1—{t-butoxykarbonyl)-
pyrrolidinu (1,86 g) v bezvodém acetonitrilu (20 ml) pii ochlazovani ledem a reakéni smés byla
promichdvana pii pokojové teploté po dobu 2 hodin. Reakénf smés byla nasledné zkoncentrovana

odpafovanim pfi snizeném tlaku. Do zbytku byl dodén ethylacetat. Vysledna smés byla promyta

vodou a nasyceriym solnym roztokem, vysuSena bezvodym siranem horenatym a néslednd

—-zkoncentrovana-odpafovanim pi Shizeném tlaku, Zb
chromatografii (ethylacetat : dichloromethan = 1 :

Gl

ytek byl Cistén silikagelovou sloupcovou
1), ¢im# se ziskalo 3,31 g (38)-1-(t-butoxy-

karbonyl)—3—[]—{4—nitr0benzyIoxykarbonyl)—L—propylamino]pyrrolidinu ve formé bezbarvé

amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3315, 1698, 1608, 1524, 1479, 1405, 1366,

1346, 1244, | -

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCL3) & ppm : 1,46 (9H, s), 1,64-2,45
(6H, m), 2,90-3,69 (6H, m), 4,27 (1H, bs), 4,40 (IH, bs), 5,22, 5,27 (kazdé 1H, d, J=14,0 Hz),

7,52 (2H, d, J=8,3 Hz), 8,23 (2H, d, J=83 Hz}

(2) Do slouteniny (763 mg), ktera byla ziskéna v kroku (1), byla dodéna kyselina trifluoroocto-
.. va (3 ml) pfi ochlazovéni ledem. Vysledna smes byla promichavana 10 minut, nésledovalo doda-

ni 1,2—dichloroethanu a hexanu, &img vznikla

sraZenina. SraZenina byla oddélena usazovanim,

promyta etherem, nasledné bylo oddestilovano rozpoustédlo, ¢imz byl ziskan (38)-3-[1—(4-
nitrobenzyloxykarbonyl)—L—propylamino]pyrrolidin—triﬂuoroacetét. Ziskana latka byla uschové-

na pro nasledné kroky zpracovani bez &isténi.

Infracervené ;dbsorpéni spektrum (KBr) vmax cm™; '1782, 1676, 1551, 1526, 1437, 1408, 1347,

1209, 1171.
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Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCly) & ppm: 1,84-2,50 (6H, m),
3,20-3,75 (6H, m), 4,27 (1H, b), 4,55 (1H, bs), 5,17, 2,26 (kazdé 1H, d, J=13,5 Hz), 7,51 (2H, d,
J=8,3 Hz), 8,22 (2H, d, J=8,3 Hz).

(3) Do roztoku z (2S,4S)—4—(4—methoxybenzyl)thio—l—(4—nin‘o-benzyloxykarb0nyl)—L-prolinu.
(772 mg) v bezvodém acetonitrilu (12 ml) byl dodan N,N-karbonyldiimidazol (293 mg), n4sledo-
valo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl dodan N N-
diisopropylethylamin (301 pl) a roztok ze sloueniny, ktera byla ziskéna v kroku (2), v bezvodém
acetonitrilu (10 ml), smés byla promichavana pti pokojové teploté pies noc. Reakéni smés byla
zkoncentrovana odpafovanim pii snizeném tlaku. Do zbytku byl dodén ethylacetat. Vysledna
smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem, nasledné byla tato zkoncentrovana
odpafovanim pfi snizeném tlaku. Zbytek byl &igtén silikagelovou sloupcovou chromatografii
(ethylacetat : dichloromethan = 1 : 1, methanol : ethylacetdt : dichloromethan = 5:47,5:47.5),"
¢imz bylo ziskino 1,17 g (ZS,4S)—4—(4—mcthoxybenzyl)thio—l—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—2—
[(3S)—3~[l—{4—nitr0benzyloxykarbonyI)—L—propylamino]pyrrolidin—l—ylkarbonyl]pyrrolidinu ve
formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™": 3319, 1709, 1657, 1608, 1521, 1439, 1404,
1346, 1300, 1248.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCly) 3 ppm: 1,60-2,60 (8H, m),
2,98-4,60 (17H, m), 5,00-5,40 (4H, m), 6,75-6,95 (2H, m), 7,18-7,33 (2H, m), 7,38-7,60
(4H, m), 8,13-8,30 (4H, m).

(4) Do smési ze slouceniny (1,16 g), kiera byla ziskéna v kroku (3), a anisolu (1,6 ml) byla
dodana kyselina trifluorooctova (5,6 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (260 ul) pfi ochla-
zovani ledem, nasledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Reakéni smés
byla zkoncentrovana odpafovanim pii sniZeném tlaku. Zbytek byl rozpuitén v ethylacetdtu.
Vysledny roztok byl promyt nasycenym vodnym roztokem bikarbondtu sodného, vedou a nasy-
cenym solnym roztokem, vysuSen bezvodym siranem hore¢natym a nasledné zkoncentrovan

odpafovinim. pfi.snizeném-tlakuy §im#-byle-ziskino-95 8-mg-cilové-slougeniny:
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Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax ecm™': 3320, 1709, 1656, 1607, 1522, 1438, 1404,
1346. '

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCL;) & ppm: 1,55-2,80 (8H, m),
3,15-4,58 (12H, m), 5,03-5,43 (4H, m), 7,40-7,60 (4H, m), 8,10-8,30 (4H, m).

Referenc¢ni piiklad 2

(28,48)-4-merkapto—2-[(3S)~3—( l—methyl—L—p__rolylamino)pyrro_l idin—[—ylkarbonyl]-1—+(—4-
nitrobenzyloxykarbony)pyrrolidin

(1) Do suspenze z I-methyl-L-prolinu (600 mg) a (38)-3-amino-1—t-butoxykarbony!)-
pyrrolidinu (758 mg) v bezvodém DMF (10 ml) byl dodan 1-(3—dimethylaminopropyl)-3—ethyl-
karbodiimid-hydrochlorid (856 mg) a 1-hydroxybenzotriazol (550 mg). Smés byla promicha-
vana pfes noc pfi pokojové teplot&. Do reakéni smési byl dodén ethylacetat. Vyslednd smas byla
promyta vodnym roztokem uhligitanu sodného, 15 % solnym roztokem a nasycena solnym rozto-
kem, vysufena bezvodym siranem hore¢natym a nasledné zkoncentrovéna odpafovanim pfi
snizeném tlaku. Zbytek byl &istén silikagelovou sloupcovou chromatografii (ethylacetdt, 5 %
methanol : ethylacetat, 10 % methanol : ethylacetat), &imz bylo ziskano 1,11 g (38)~1—~(t-butoxy-
karbonyl)—3—(1—methyI—L—prolylamino)pyrrol idinu.
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InfraCervené absorpéni spektrum (CHCI; roztok) vmax em™: 3337, 1672, 1514, 1478, 1455,
1412, 1368.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) & ppm: 1,46 (9H, s,), 1,60-1,90,
(4H, m), 2,06-2,40 (3H, m), 2,33 (3H, s), 2,80-2,90 (1H, m), 3,00-3,27 (2H, m), 3,32-3,50
(2H, m), 3,60-3,70 (1H, m), 4,35-4,52 (1H, m).

(2) Do roztoku ze sloueniny (980 mg), ktera byla ziskana v kroku (1), v bezvodém dichloro-
methanu (8 ml), byla dodéna kyselina trifluorooctova (4 ml) pii ochlazovani ledem. Vysledna
smés byla promichavana 10 minut, nasledné byla zkoncentrovin pi snizeném tlaku, Zbytek byl
promyt hexanem a etherem, &imZ bylo ziskano 1,84 g (38)-3~( 1-methyl-L—prolylamino)pyrroli-
dinu.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 1674, 1570, 1461, 1429, 1398, 1327, 1203,
1142,

Nukleamni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D;0) & ppm: 2,00-2,30 (4H, m),
2,32-2,50 (1H, m), 2,52-2,66 (1H, m), 2,95 (3H, s), 3,17-3,33 (2H, m), 3,37-3,68 (3H, m),
3,72-3,84 (3H, m), 4,11-4,21 (1H, m), 4,48-4,60 (1H, m).

(3) Do roztoku z (2S,4S)—4—(4—meth0xybenzy].)thi0—1—(4~nitro-benzyloxykarbonyl)—L—prolinu
(1,47 g) v bezvodém acetonitrilu (15 ml) byl dodén N,N-karbonyldiimidazol (562 mg), nasledo-
valo promichdvani pfi pokojové teplot§ po dobu 30 minut. Do reakdni smési byl doddn N,N-
diisopropylethylamin (1,2 ml) a roztok ze slougeniny (1,84 g), ktera byla ziskana v kroku (2), v
bezvodém acetonitrilu (10 ml), smés byla promichavana pres noc pii pokojové teploté. Reakéni
smés byla ¢iSténa podobnym zplisobem popsanym v odkazu 1+3), &imz bylo ziskano 1,23 g
(28,4S)—4—(4—methoxybenzyl)thio—Z—[(3S)—3—(l—methyi—L—prolylamino)pyrrolidin—l—ylkarbo—
nyl]pyrrolidinu.

Infradervené absorp&ni spektrum (KBr) vmax ¢cm™: 3320, 1710, 1656, 1609, 1584, 1512, 1439,
1404,.1346 ‘

35

40

45

50

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) 8 ppm: 1,56-2,55 (10H, m), 2,31
(3H, s), 2,80-2,90 (1H, m), 2,95-3,20 (2H, m), 3,27-4,10 (7H, m), 3,79 (3H, s), 4,304,55
(2H, m), 4,98-5,37 (2H, m), 6,85 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,18-7,30 (2H, m), 7,37-7,50 (2H, m),
8,18-8,28 (2H, m).

(4) Do roztoku ze sloudeniny (1,21 g), kterd byla ziskéna v kroku (3), s anisolem (2.1 ml) byla
dodina kyselina triflucrooctova (7,4 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (340 pul), nasledo-
valo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla gisténa podobnym
zpiisobem popsanym v odkazu 1-(4), &imZ bylo ziskano 1,03 g cilové slouceniny.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vimax cm™: 3306, 1709, 1655, 1607, 1522, 1441, 1405,
1346, 1283, 1261.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 1,55-4,70 (23H, m),
3,03-5,30 (2H, m), 7,50-7,68 (2H, m), 8,18-8,28 (2H, m).

Referencni piiklad 3

(28,48y-4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)-2—[(3 S)y-3-[(4-nitrobenzyloxykarbonyl)-
guanidinoacetylaminojpyrrolidin-1-ylkarbony!]pyrrolidin '
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(1) Do roztoku z (38)-1—(t-butoxykarbonyl)}-3—(aminoacetylamino)pyrrolidinu (2,50 g) ve
vodé (35 ml) byl dodan uhli¢itan sodny (1,31 g) a kyselina formamidinsulfonova (1,53 g) pfi
ochlazovani ledem, smés byla promichévana pfi pokojové teploté pres noc. Do reakéni smési byl
dodan tetrahydrofuran (30 ml). Do vysledné smési byl dodin po kapkach roztok z p-nitrobenzyl
—chloroformiatu (4,43 g) v tetrahydrofuranu (20 ml) a soudasné 1 N vodny roztok hydroxidu
sodného (21 ml), nasledovalo promichavani pfi stejné teplot€é po dobu 1 hodiny. Do reakéni
smési byl dodéan ethylacetat. Vysledna smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem,
vysu$ena bezvodym siranem horetnatym a nasledné zkoncentrovdna odpafovanim pfi snizeném
tlaku, ¢imZ byl ziskan (3S)-1-(t-butoxykarbonyl}-3—{di(4—nitrobenzyloxy—karbonyl)guanidino-
acetylamino]pyrrolidin. Ziskana latka byla ponechdna pro nasledujici kroky zpracovani bez Cis-
téni.

(2) Do roztoku ze sloueniny, ktera byla ziskana v kroku (1), v methanolu (50 ml) byl doddn
1 N vodny roztok hydroxidu sodného (3 ml), nasledovalo promichévani pfi pokojové teploté po
dobu 1 hodiny. Reakéni smés byla zkoncentrovana odpafovanim p#i snizeném tlaku. Do zbytku
byl dodén ethylacetat. Vyslednd smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem
anasledng zkoncentrovana odpafovanim pii sniZzeném tlaku. Zbytek byl &idt€n silikagelovou
sloupcovou chromatografii (ethylacetat, 5 % methanol : ethylacetat), ¢imz bylo ziskano 991 mg

(38)-1<{t-butoxykarbonyl }-3-[(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinoacetylaminolpyrrolidinu ve .

formé svétlé Zluté amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™': 1664, 1608, 1524, 1479, 1414, 1368, 1347,
1291.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) 8 ppm: 1,57-1,93 (1H, m),
2,05-2,20 (1H, m), 3,10-3,28 (1H, b), 3,32-3,50 (2H, b), 3,58 (1H, dd, }=11,4, 6,1 Hz), 3,92
(2H, bs), 4,28-4,48 (1H, b), 5,19 (2H, s), 7,54 (2H, d, J=8.6 Hz), 8,20 (2H, d, J=8,6 Hz).

(3) Do roztoku ze sloudeniny (951 .mg), ktera byla ziskéna v kroku (2), v bezvodém dichloro-
methanu (10 ml) byla dodana kyselina trifluorooctova (4 ml) pfi ochlazovani ledem. Smés byla
upravena-podobnym-_zphsobem_popsanym-v_odkazu-3=(2), ¢imz-byl ziskan_(35)=3=[(4=nitro-
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benzyloxykarbonyl)guanidinoacetylamino]pyrrolidin—2—-trifluoroacetat.

Infradervené absorpéni spektrum (kapalinna vrstva) vmax em™: 1752, 1674, 1525, 1436, 1351,
1319, 1246, 1202, 1139.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, DMSO-ds~D;0) & ppm: 1,75-2,25
(2H, m), 2,92-3,08 (IH, m), 3,15-3,47 (3H, m). 4,00 (ZH, s), 4,25-4.40 (1H, m), 5,42 (ZH, s),
7,71 (2H, d, 1=8,6 Hz), 8,28 (2H, d, J=8,6 Hz}, 8,57 (1H, d, J=6,3 Hz).

(4) Do roztoku z ( 28,48)-4—~(4-methoxybenzyl)thio—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)}-L—prolinu
(960 mg) v bezvodém acetonitriiu (15 ml) byl doddn N,N-karbonyldiimidazol (365 mg), nasledo-
valo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl dodan N,N-
diisopropylethylamin (535 pl) a roztok ze sloudeniny, ktera byla ziskana v kroku (3), v bezvodém
acetonitrilu (15 ml), smés byla promichavana pfes noc pfi pokojové teploté. Reakéni smés byla
¢isténa podobnym zplisobem popsanym v odkazu 1-3), ¢imz bylo ziskano 986 mg (25,45)4-

_(4-methoxybenzyl)thio—1—{(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-2—[(3S)-3—[(4-nitrobenzyloxykarbonyl)-

guanidinoacetylamino]pyrrolidin—1—ylkarbonyl}pyrrolidinu ve formé& bezbarvé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax c™": 1705, 1655, 1609, 1521, 1441, 1405, 1346,
1290. '

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCI; —D,0) & ppm: 1,70-2,20 (3H, m),
2,36-2,53 (1H, m), 2,95-3,45 (4H, m), 3,65-3,90 (7H, m), 3,79 (3H, s), 4,25-4,47 (2H, m),
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5,05-5.20 (4H, m), 6,86 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,25 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,40-7,58 (4H, m), 8,10-8,27
(4H, m).

(5) Do smési ze sloueniny (961 mg), ktera byla ziskdna v kroku (4), a anisolu (1,3 ml) byla
dodana kyselina trifluorooctova (4,6 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (213 ul) pfi ochla-
zovani ledem, nasledovalo promichavani pii pokojové teploté po dobu 2 hodin. ReakEni smés
byla &isténa podobnym zplisobem popsanym v odkazu 1+4), ¢imZ bylo ziskéno 773 mg cilové
slouCeniny.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm ' 3323, 1703, 1652, 1608, 1521, 1441, 1405,
1379, 1346, 1290,

Nuklearni magnetické rezonandni spektrum (400 MHz, CDCI; -D,0) 6 ppm: 1,80-2.25 (3H, m),
2,59-2,78 (1H, m), 3,17-3,68 (3H, m), 3,72-3,99 (4H, m), 4,01-4,15 (1H, m), 4,35-4,50
(2H, m), 5,10-5,25 (4H, m), 7,38-7,58 (4H, m), 8,10-8,27 (4H, m).

Referenéni piiklad 4

(28,48 )-4-merkapto— | «{4—nitrobenzyloxykarbonyl}-2—{(38)-3-{e,@—di(4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)-L—-arginylamino]pyrrolidin-1-ylkarbonyl]pyrrolidin

(1) Do suspenze z [oc,0—di(4—nitrobenzyloxykarbony!)}-L—-argininu (4,68 g) a (35)-3-amino-1-
(t-butoxykarbonyl)pyrrolidinu (1,49 g) v bezvodém DMF (50 ml) byl dodan 1-(3—dimethyl-
aminopropyl-3—ethylkarbodiimid-hydrochlorid (1,68 g) a 4-dimethylaminopyridin (15 mg),
nasledovalo promichavani pii pokojové teplot& po dobu 2,5 hodiny. Do reakéni smési byl dodan
ethylacetat. Vysledna smés byla promyta vodnym roztokem uhligitanu sodného, 15 % solnym
roztokem a nasycenym solnym roztokem, vysuSena bezvodym siranem horecnatym a nésledné
zkoncentrovana odpatovanim pii sniZeném tlaku. Zbytek byl &idtén silikagelovou sloupcovou
chromatografii (ethylacetat : dichloromethan = 1:1, methanol : ethylacetat : dichloronethan
=-5-47;547;5 methanol ~ethylacetat--dichloromethan—=-8--46--46);-¢imZ-se-ziskalo—1;47-g
(3S)-1- t-butoxykarbonyl }-3-[ec,0—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl) ~[— arginyl]pyrrolidinu ve
formé amorfni latky.

Infraervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm: 3311, 1723, 1660, 1607, 1523, 1479, 1410,
1367, 1347, 1282.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDIy) § ppm: 1,44 (9H, s), 1,52-2,20
(6H, m), 3,10-3,32 (3H, b), 3,32-3,47 (2H, b), 3,50-3,62 (1H, m), 4,13-4,25 (1H, m), 4,30-4,43
(1H, m), 5,16 (4H, 5), 7,47 (2H, d, }=8,6 Hz), 7,53 (2H, d, J=8,6 Hz), 8,11-8,25 (4H, m),

podobnym zpéisobem popsanym v odkazu 1-2), Simz byl ziskin (3S)-3—[c,0-di(4-nitrobenzyl-
oxykarbonyl)}-L-arginyl]pyrrelidin—2-trifluoroacetat.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 1749, 1675, 1609, 1524, 1454, 1439, 1350,
1251, 1204.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, D;O) & ppm: 1,60-1,95 (4H, m),
1,95-2,10 (IH, m), 2,29-2,42 (IH, m), 3,17-3,65 (6H, m), 4,02-4,18 (1H, m), 4,41-4,53
(LH, m), 5,14, 5,22 (kazdé 1H, d, J=14,1 Hz), 5,36 (2H, s), 7,50 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,58 (2H, d,
J=8,6 Hz), 8,15 (2H, d, =8,6 Hz), 8,19 (2H, d, J=8,6 Hz).
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(3) Do roztoku z (25,4S)-4—(4-methoxybenzyl)thio—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl}-L~prolinu
(991 mg) v bezvodém acetonitrilu (15 ml) byl dodan N,N-karbonyldiimidazol (376 mg), nisledo-
valo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl dodan NN~ .
diisopropylethylamin (703 pl) a roztok ze slouceniny, ktera byla ziskana v kroku (2), v bezvodém
acetonitrilu (15 ml), smés byla promichdvana pfes noc pii pokojové teploté. Reakéni smés byla
&isténa podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 1-(3), ¢imZ bylo ziskano 1,19 g (2S,45)-4—(4-
methoxybenzyloxykarbonyl)thio—1—(4—nitrobenzyloxykarbony!)}-2—{(38)-3—[e¢,e—di(4-nitro-
benzyloxykarbonyl)-L-arginylamine]pyrrolidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidinu ve formé bezbarvé
amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 1709, 1652, 1608, 1521, 1440, 1404, 1346,
1284, 1249. .

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) § ppm: 1,45-2,30 (8H, m),
2,37-2,50(1H, m), 3,00-3,37 (5H, m), 3,45-3,58 (1H, m), 3,70-3,87 (1H, m), 3,74 (2H, s), 3,79
(3H, ), 3,95-4,09 (2H, m), 4,204,31 (1H, m), 4,39 (1H, dd, J=9,1, 7,1 Hz), 4,50-4,70 (1H, b},
5,00-5,29 (6H, m), 5, 87 (1H, d, J=7,66 Hz), 6,86 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,24 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,43
(2H, d, J=8,6 Hz), 7,49 (2H, d, J-8,6 Hz), 7,55 (2H, d, J=8,6 Hz), 8,18 (2H, d, J=8,6 H2), 8,21
(4H, d, J=8,6 Hz).

(4) Do smési ze sloudeniny (1,16 g), kterd byla ziskédna v kroku (3), a anisolu (1,2 ml) byla
dodana kyselina trifluorooctova (4,3 ml) a kyselina trifluoromethansulfonové (197 pt} pfi ochla-
zovéni ledem, nisledovalo promichdvani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodiny. ReakEni smés
byla &isténa podobnym zphsobem popsanym v odkazu 14), &imZ bylo ziskdno 965 mg cilové
slouCeniny.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3392, 33.19, 1708, 1647, 1608, 1520, 1440,
1405, 1347, 1320, 1284.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm: 1,20-2,30 (8H, m),
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2;60=2;70-(TH;- m);—3;00=3;60— (6 H;~m);—3;90=4;33— (4H;—m);- 4;49-(1H;—-dd;=8;7—7:3—Hz);
4,53-4,70 (1H, b), 5,05-5,35 (6H, m), 5,88 (lH, d, J=7,6 Hz), 7,39-7,60 (6H, m), 8,10-8,30
(6H, m).

Referencni priklad 5

(28,48 )-4—merkapto— 1 (4-nitrobenzyloxykarbony!}-2-{(38)-3- [3—(4—nltrobenzyloxykarbonyl)
guanidinopropanoylamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyI]pyrrolidin

(1) t-butyl(38)-3-[3(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinopropanoylamino]-1-pyrrolidin-
karboxylat

N, N—diisopropylethylamin (961 pl) a 3,5-dimethylpyrazol-1—-karboxamidin—nitrat (1,11 g) byl
dodan do roztoku z t-butyl-(3S)-3—(3-aminopropanoylamino)-1-pyrrolidinkarboxylatu (1,42 g)
v bezvodém N,N'—dimethylformamidu (10 ml) pfi ochlazovani ledem, smés byla promichavina
pfi pokojové teploté pfes noc. Reak&ni smés byla vlita do etheru (150 ml), &imz vznikla olejova
srazenina. SraZenina byla rozpuSténa ve smési bezvodého dichloromethanu a bezvodého tetra-
hydrofuranu v poméru 5:2 (70 mi). Do vysledného roztoku byl po kapkich dodén roztok
z N—{4-nitrobenzyloxykarbonyl)oxy—5-norbornen-2,3—dikarboxyimidu (4,35 g) v bezvodém
dichloromethanu (35 ml) pfi ochlazovéni ledem, nasledovalo dodani N,N—diisopropylaminu
(1,90 ml), Vysledni smés byla promichdvana pfes noc. Do reakéni smési byl dodan ethylacetat.
Vyslednd smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem, vysuSena bezvodym siranem
horenatym a zkoncentrovéna odpalovanim pfi snizeném tlaku, Zbytek byl suspendovan
v methanolu (50 ml). Do suspenze byl dodan 1 N vodny roztok hydroxidu sodného (6 ml) pfi
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ochlazovani ledem, nasledovalo promichavani pies noc. Reakéni smés byla zkoncentrovana
odpafovanim pii snizeném tlaku a zbytek byl rozpustén v ethylacetatu. Vysledny roztok byl
promyt vodou a nasycenym solnym roztokem, vysuSen bezvodym siranem hore¢natym
a zkoncentrovan odpafovanim pfi snizeném tlaku. Zbytek byl podroben silikagelové sloupcové
chromatografii (ethylacetat, ethylacetat — methanol), &imz bylo ziskdno 935 mg cilové slouceni-

ny.

Infraervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em ™ 3315, 1737, 1658, 1606, 1543, 1523, 1494,
1479, 1415.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) & ppm: 1,66-1,90 (1H, m),
2,00-2,20 (1H, b), 3,32-2,50 (2H, b), 3,08-3,25 (1H, b), 3,30-3.45 (2H, b), 3,50-3,63 (3H, m),
4,30-4,46 (1H, m), 5,16 (2H, s), 7,54 (2H, d, J=8,6 Hz), 8,20 (2H, d, J=8,6 Hz).

(2) (38)-3—[3—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinopropanoylamino]-pyrrolidin—ditrifluoro-
acetat

Do roztoku ze slouéeniny (1,34 g), ktera byla ziskana v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(10 ml) byla dodéna kyselina trifluorooctova (4 ml) pfi ochlazovani ledem. Vysledna smés byla
promichavana po dobu | hodiny a zkoncentrovana odpafovanim pii snizeném tlaku. Zbytek byl
promyt smési hexanu a etheru, &imZ byla ziskdna cilova slou¢enina. Ziskana latka byla uchovana
pro nésledné kroky zpracovani bez isténi.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™’: 3305, 1754, 1673, 1612, 1555, 1527, 1435,
1351, 1319.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, DMSO—dg) 6 ppm: 1,72-1,90 (1H, m),
2,02-2,20 (14, m), 2,40-2,57 (2H, m), 2,90-3,07 (1H, m), 3,13-3,44 (3H, m), 3,44-3,60 (ZH,
m), 4,20-4,37 (1H, m), 5,39 (2H, s), 7,69 (2H, d, J=8,7Hz), 8,27 (2H, d, J=8,7 Hz).

(3)—(28,48)=4=(4=methoxybenzyl)thio=1=(4=nitrobenzyloxykarbonyl)=2=[(3S)=3=[ 3=(4=nitro-
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benzyloxykarbonyl)guanidinopropanoylamino}-pyrrolidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidin

Do roztoku z (25,4S)-4—4-methoxybenzyl)thio~1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl)}-L—prolinu
(1,31 g) v bezvodém acetonitrilu (20 ml) byl doddn N,;N-karbonyldiimidazol (499 mg). Vysledna
smés byla promichavana pti pokojové teploté po dobu 30 minut, nasledovalo dodani N,N—diiso-
propylethylaminu (975 ul) a roztoku ze slougeniny, kterd byla ziskana v kroku (2), v bezvodém
acetonitrilu (25 ml). Smé&s byla promichdvana pfes noc pfi pokojové teploté. Do reakéni smési

byl dodan ethylacetit. Vysledna smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem, vysu-

$ena bezvodym siranem horeénatym a zkoncentrovana odpafovanim pfi snizeném tlaku. Zbytek
byl &idtén silikagelovou stoupcovou chromatografii (ethylacetat:methanol), ¢imZ bylo ziskino
1,41 g cilové slouteniny ve formé bezbarvé amorfni latky.
Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3316, 1707, 1651, 1608, 1521, 1440, 1405,
1346, 1319, 1286.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, DMSO—-d¢) 8 ppm: 1,68-2,52 (SH, m),
3,004,18 (13H, m), 3,79 (3H, s), 4,28-4,52 (2H, m), 4,96-5,24 (4H, m), 6,70-6,80 (1H, b), 6,86
(2H, d, J=8,5 Hz), 6,92-7,17 (1H, b), 7,24 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,41 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,52 (2H, d,
J=8,6 Hz), 8,17 (2H, d, J=8,7 Hz), 8,22 (2H, d, J=8,7 Hz).
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)] (2S,4S)—-4~merkapto—]—(4—nitrobenzy.loxykarbonyl)—'2—[(3'S)—3—[3—(4—nit.r-0benzyloxy-
karbonyl)guanidinopropanoylamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidin

Do smési ze sloudeniny (1,39 g), kterd byla ziskdna v kroku (3), a anisolu (1,87 ml) byla dodéna
kyselina trifluorooctova (6,63 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (302 ul) pfi ochlazovéani
ledem, nasledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla
zkoncentrovana odpafovanim pii snizeném tlaku. Zbytek byl promyt smési etheru a hexanu,
nasledné byl rozpudtén v ethylacetitu. Ethylacetatovy roztok byl promyt nasycenym vodnym
roztokem bikarbonatu sodného, vodou a nasycenym solnym roztokem, vysusen bezvodym sira-
nem hore&natym a zkoncentrovén pfi snizeném tlaku, ¢imz bylo ziskdno 1,21 g cilové slougeniny
ve formé bezbarvé amorfni latky.

Infra¢ervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm: 3316, 1708, 1649, 1607, 1521, 1439, 1405,

1373, 1346, 1285.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 1,60-2,40 (4H, m),
2,60-2,80 (1H, m), 3,05-4,62 (12H, m), 5,02-528 (4H, m), 7,47, 68 (4H, m), 8,15-8,28
(4H, m).

Referenéni piiklad 6

(28,4S)-4-merkapto—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyt}-2—[3—[[2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbony})-
guanidinolacetylamino]azetidin—i—ylkarbonyl]pyrrolidin

(1) t-butyl-3-{[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamino]-1-azetidinkarboxy-
lat

Do roztoku z t-butyl-3—aminoacetylamino)-1-azetidinkarboxylatu (785 mg) v tetrahydrofuranu
(13ml) byl dodin roztok z 4-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)karbonyliminopyrazol-i-yl-
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rethyl]Karbamiatu—( 1;42g)~ v tetrahydrofuranu—(12-ml)—pfi—ochlazovani—ledem;—smés—byta
promichavana pfi pokojové teploté po dobu 3 hodin. Do reakéni smési byl dodén ethylacetat.
Vysledna smés byla promyta vodou, vodnym roztokem hydrogensiranu draselného a nasycenym
solnym roztokem, vysuiena bezvodym siranem horetnatym a zkontrovana odpafovanim pfi
snizeném tlaku. Zbytek byl pekrystalizovan z diisopropyletheru, nasledovalo promyti, &imZ bylo
ziskano 1,94 g cilové sloueniny ve formé bezbarvych krystali.

Bod tani: 99 °C a% 101 °C.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cml: 3316, 1744, 1683, 1643, 1626, 1610, 1549,
1524, 1496.

- Nukledrni magnetické rezonanéni spei{trum (270 MHz, CDCI.3) 3 ppm 1,43 (9H, s),-3,73

(2H, dd, J=9,5, 5,1 Hz), 4,09 (2H, d, J=5,2 Hz), 4,23 (2H, dd, J=9,5, 7.8 Hz), 4,53-4,67 (1H, m),
5,22 (2H, s), 5,31 (2H, s), 6,69 (1H, d, J=6,9 Hz), 7,54 (4H, d, J=8,2 Hz), 8,22 (2H, d, J=6,6 Hz),
8,25 (2H, d, I=6,6 Hz), 8,90 (1H, t, ]=5,2 Hz), 11,65 (1H, s).

(2) 3-[[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinc]acetylamino]azetidintrifluoroacetat

Do roztoku ze stoueniny (1,92 g), ktera byla ziskdna v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(10 ml) byla doddna kyselina trifluorooctova (5 ml) pii ochlazovani ledem. Vyslednd smés byla
promichavéna po dobu 1 hodiny, nasledovala koncentrace pti snizeném tlaku. Zbytek byl promyt
smési hexanu a etheru, nasledovalo odparovani rozpoudtédla, ¢imz bylo ziskano 2,78 g cilové
slougeniny. Ziskana latka byla uschovana pro nasledti¢ kroky zpracovani bez &isténi.
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InfraGervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3316, 1756, 1679, 1609, 1599, 1526, 1441,
1393, 1350.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz DMSO-d¢) 6 ppm-3,82-4,20 (6H, m),
4,50-4,70 (1H, m), 5,20 (2H, s), 5,39 (2H, s), 7,61 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,71 (2H, d, J=8,6 Hz),
8,24 (2H, d, J=8,3 Hz), 8,27 (2H, d, J-8,3 Hz).

(3) (28,4S)—4—(4—methoxybenzyl)thi0—l.—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—2—[3-—[[2,3—di(4—nitro—
benzyloxykarbonyl)guanidinoiacetylaminojazetidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidin

Do roztoku z (2S,48)}4—(4-methoxybenzyl)thio-1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)}-L—prolinu
(1,43 g) v bezvodém acetonitrilu (22 ml) byl dodan N,N-karbonyldiimidazol (545 mg). Vysledna
smés byla promichavana pfi pokojové teplot& po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl dodan
N,N—diisopropylethylamin (581 ul} a roztok ze sloueniny (2,78 g), kterd byla. ziskdna v kroku
(2), v bezvodém acetonitrilu (23 ml), sm&s byla promichdvana pfi pokojové teploté pfes noc. Do
reakéni smési byl dodan dichloromethan. Vysledna smés byla promyta vodou a nasycenym sol-
nym roztokem, vysudena bezvodym siranem horetnatym a nasledné zkoncentrovana odpafova-
nim pii snizeném tlaku, &im? bylo ziskano 2,57 g cilové slouceniny ve formé bezbarvé amorfni
latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vinax em™: 3313, 1738, 1706, 1645, 1626, 1609, 1555,
1522, 1438, 1405, 1378, 1347, 1320, 1291, 1250. '

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCL3) & ppm: 1,89-2,07 (1H, m),
2,29-2,42 (1H, m), 3,00-3,17 (1H, m), 3,23-3,38 (1H, m), 3,68-4,47 (13H, m), 4,47-4,80
(1H, m), 5,04-5,33 (6H, m), 6,85 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,18-7,30 (2H, m), 7,39-7,58 (6H, m),
8,14-8,28 (6H, m), 8,91 (1H, t, J=5,0 Hz), 11,66 (1H, s).

(4) (28,4S)4-merkapto—|(4—nitrobenzyloxykarbonyl}-2—[3-{[2,3-di~«(4-nitrobenzyloxy-
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karbonylguanidinolacetylamino]azetidin=1=ylkarbony{pyrrolidin

Do smési ze sloudeniny (2,53 g), ktera byla ziskana v kroku (3), a anisolu (2,87 ml) byla dodana
kyselina trifluorooctova (10,17 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (463 ul) pfi ochlazovani
ledem, nasledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla
zkoncentrovana odpafovanim pfi sniZeném tlaku. Zbytek byl promyt smési etheru a hexanu
a nasledné rozpustén v ethylacetétu. Ethylacetatovy roztok byl promyt nasycenym vodnym rozto-
kem bikarbondtu sodného, vodou a nasycenym solnym roztokem, vysusen bezvodym siranem
horegnatym a zkoncentrovan odpaFovanim pti snizeném tlaku, ¢imz bylo ziskano 2,16 g cilové
slouceniny ve formé bezbarve latky.

_Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cn;_'l_: 3318, 1737, 1707, 1643, 16.26, 1609, 1554,

1522, 1496, 1434, 1405, 1377, 1347, 1321, 1291.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) § ppm: 1,90-2,08 (2H, m),
2,53-2,65 (1H, m), 3,20-3,48 (2H, m), 3,75-4,82 (9H, m), 5,03-5,37 (6H, m), 7,43-7,58
(6H, m), 8,15-8,29 (6H, m), 8,91 (1H, t, J=5,0 Hz), 11,66 (1H, 5).

Referencni priklad 7

(28,48)—4~merkapto—l—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)—2—[?1—[3—[2,3—di.—(4—nitrobenzyloxykarbo-
nyl)guanidino]propanoylaminoJazetidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidin
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(1) tbutyl-3—{[3-[2,3~di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-propanoylamino]-}-azetidin-

karboxylat

Do roztoku z t-butyl-3—(3-aminopropionylamino)-|—-azetidinkarboxylatu (545 mg) v tetra-
hydrofuranu (15 ml) byl dodén roztok z 4-nitrobenzyl-{(4-nitrobenzyloxy)karbonylimino-
pyrazol-1-ylmethylikarbamétu v tetrahydrofuranu (15 ml) pfi ochlazovani ledem, nasledovalo
promichavani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Do reakéni smési byl doddn ethylacetat.
Vysledna smés byla promyta vodou, vodnym roztokem hydrogensiranu draselného a nasycenym
solnym roztokem, vysuSena bezvodym siranem hore¢natym a zkoncentrovéana odpafovanim pfi
snizeném tlaku. Zbytek byl ¢istén silikagelovou sloupcovou chromatografii (ethylacetdt), &imZ se
ziskalo 1,28 g cilové sloudeniny ve formé bezbarvé amorfni litky.

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3333, 1739, 1701, 1645, 1609, 1567, 1523,
1496, 1478, 1414, 1379, 1368, 1347.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz. CDCl3) 6 ppm : 1,42 (9H, 5,), 2,52 (2H, ¢,
J=6,0 Hz), 3,68-3,81 (4H, m), 4,23 (2H, dd, J=9,3, 7,8 Hz), 4,57-4,73 (1H, m), 5,22 (2H, 5), 5,29
(2H, s), 6,58 (1H, d, J=6,6 Hz), 7, 487,58 (4H, m), 8,17-8,27 (4H, m), 8,92 (1H, t, J=5,9 Hz),
11,72 (1H, s).

(2) 3-[3-[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]propanoylamino}-azetidin-trifluoro-
acetat |

Do roztoku ze slougeniny (1,25 g), ktera byla ziskna v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(6 m) byla dodana kyselina trifluorooctova (3 ml) pfi ochlazovani ledem, nisledovalo promicha-
vani po dobu 1 hodiny. Reakéni smés byla nésledn& zkoncentrovana odpafovanim pfi snizeném
tlaku. Zbytek byl promyt smé&si hexanu a etheru a rozpoustédlo bylo nasledné oddestilovano,
&¢imz se ziskalo 1,86 g cilové slouceniny. Ziskana sloucenina byla uschovana pro nasledné kroky
zpracovani bez €iténi.

—infradervené-absorpéni-spektrum-(IBr)-vmax-cm™ 3216, 175516781609 15251456, 1412;

1381, 1350, 1322, 1205, 1145.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, DMSO—ds +D,0) & ppm: 2,42 (2H, t,
J=6,4 Hz), 3,56 (2H, t, J=6,4 Hz), 3,93 (2H, dd, J=11.2, 7,8 Hz), 4,08 (2H, dd, ]=11,2, 8,3 Hz),
4,50-4,67 (1H, m), 5,20 (2H, s), 5,35 (2H, s), 7,63 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,68 (2H, d, J=8,5 Hz),
8,24 (2H, d, J=6,8 Hz), 8,27 (2H, d, J=6,8 Hz). .

(3) (28,48)-4—(4-methoxybenzyl)thio— | —{(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-2-[(3-[3—[2,3—di(4—
nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]propanoyl-amino]azetidin—1-yl]karbonyl}pyrrolidin

Do roztoku z (2848)-4—~4-methoxybenzyl)thio-1-(4-nitrobenzyloxykarbooyl)-L—prolinu
(909 mg) v bezvodem acetonitritu (13 ml) byl dodan N,N—karbonyldiimidazol (346 mg), nasledo-
valo promlchavam pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl dodan N,N-
diisopropylethylamin (338 pl) a roztok ze slouceniny (1,68 g), kterd byla ziskana v kroku (2), v
bezvodém acetonitrilu (15 ml), smés byla promichavana pfi pokojové teploté pres noc. Do
reakéni smési byl dodan dichloromethan. Vyslednd smé&s byla promyta vodou a nasycenym sol-
nym roztokem, vysudena bezvodym siranem horeénatym a zkoncentrovana odpafovanim pfi
snizeném tlaku, Zbytek byl &istén silikagelovou sloupcovou chromatografii (ethylacetat — metha-
nol), &imz se ziskalo 1,88 g cilové sloueniny ve formé bezbarvé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™': 3330,.1737, 1709, 1644, 1609, 1567, 1522,
1432, 1406, 1379, 1346, 1320, 1252.
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Nuklearni magnetické rezonan¢ni spektrum (270 MHz, CDCL) & ppm: 1,85-2,08 (1H, m),
2,28-2.58 (3H, m), 3,00-3,17 (1H, m), 3,23-3,37 (1H, m), 3,62-4,01 (10H, m), 4,07-4,28
(2H, m), 4,32-4,46 (1H, m), 4,60-4,83 (1H, m), 5,06-5,32 (6H, m), 6,85 (2H, d, J=8,6 Hz),
7,18-7,32 (2H, m), 7,38-7,60 (6H, m), 8,16-8,28 (6H, m), 8,80-8,92 (1H, m), 11,72 (1H, 5).

(4) (25,48)y-4—merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)}-2—[[3-[3-{2,3~di(4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)guanidinopropanoylamino]azetidin—1-yllkarbonyl]pyrrolidin

Do smési ze sloudeniny (1,88 g), ktery byla ziskana v kroku (3), a anisolu (2,1 ml} byla dodana
kyselina trifluorooctova (7,45 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (339 ul) pfi ochlazovani
ledem, nasledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 2 hodin. Reakéni smés byla
zkoncentrovana odpafovanim pti sniZeném tlaku. Zbytek byl promyt smési etheru a hexanu
a nasledné rozpustén v ethylacetdtu. Ethylacetatovy roztok byl promyt nasycenym vodnym rozto-
kem bikarbontu sodného, vodou a nasycenym solnym roztokem, vysuSen bezvodym siranem
horeénatym a zkoncentrovin odpafovanim pfi sniZeném tlaku, &imz bylo ziskdno 1,50 g cilové
slou¢eniny ve formé bezbarvé amorfhi latky. '

Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™': 3331, 1736, 1709, 1644, 1608, 1567, 1522,
1496, 1432, 1406, 1378, 1347.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm: 1,90-2,10 (2H, m),

245-2,74 (3H, m), 3,20-347 (2L, m), 3,674,385 OH, m), 5,05-542 (6H, m) 7,43-7,62
(6H, m), 8,15-8,30 (6H, m), 8,80-9,00 (1H, m), 11,73 (1H, s). *

Referenéni priklad 8

(25,48)-2-[(39)-3-[3-hydroxy—4—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)amino—butanoylamino]pyrroli-
din—1-ylkarbonyl|-4-merkapto—1—(4-nitro-benzyloxykarbonyl)pyrrolidin

{H—@28;48)2-[(35)-3-[3-hydroxy—4—4-nitrobenzyloxykarbonyl)aminebutanoylamine]-:
pyrrolidin-1-ylkarbonyl]-4—(4-methoxybenzyl)thio—|<(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku z (28,45)-4—(4-methoxybenzyl)thio-1-(4-nitro-benzyloxykarbonyl}-L—prolinu
(2,87 g) v bezvodém tetrahydrofuranu (30 ml) byl dedan N,N'-karbonyldiimidazol (1,25 g),
nasledovalo promichavani pfi teploté 30 °C po dobu | hodiny. Do reak&ni smési byl dodan
N,N—diisopropylethylamin (1,68 ml} a roztok z (3S)}-3—{3-hydroxy—4—(4-nitrobenzyloxykarbo-

" nyl)aminobutanoylamino]pyrrolidin-trifluoroacetatu (3,19 g) v bezvodém tetrahydrofuranu

(30 ml). Vysledna smés byla ponechana odstat pfi pokojové teploté pfes noc. Reakéni smés byla
zkoncentrovéna odpafovanim p¥i sniZzeném tlaku a do zbytku byl dodén ethylacetat. Vysledna
smés byla promyta postupng vodou a nasycen)’/m solnym roztokem, vysuSena bezvodym siranem

.. horegnatym a zkoncentrovéna odpafovanim pfi sniZzeném tlaku. Zbytek byl istén silikagelovou

sloupcovou chromatografii (dichloromethan : ethylacetat : methanol) &imz bylo ziskéno 3,81 ¢
titulni slougeniny ve formeé amorfni latky.

Infra¢ervené absorpéni spektrum (KBr) vimax em™: 3316, 1709, 1647, 1609, 1520, 1440, 1346.
Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) § ppm: 1,47-2,72 (8H, m),
2,95-3,58 (6H, m), 3,604,18 (4H, m), 3,76 (2H, s), 3,80 (3H, s), 4,20-4,62 (2H, m), 4,97-5,28

(4H, m), 535-5,60 (1H, m), 6,80~7.02 (2H, m), 7,17-7,35 (2H, m), 7,41-7,60 (4H, m),
8,13-8,33 (4H, m),
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(2) (2S,45)-2-[(38)-3-[3-hydroxy—4—4-nitrobenzyloxykarbonyl)amino-butanoylamino]-
pyrrolidin-1-ylkarbonyl]-4-merkapto-1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slouéeniny (2,38 g), ktera byla ziskéna v kroku (1), a anisolu (3,30 ml) byla po kap-
kach dodana kyselina trifluorooctova (11,60 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,53 mi)
pii ochlazovani leden, nasledovalo promichavani pii pokojové teploté po dobu I hodiny. Reakéni
smés byla zfedéna 1,2—dichloroethanem a zkoncentrovana odpafovanim pfi snizeném tlaku. Zby-
tek byl promyt postupné hexanem a diethyletherem Cefenim. Do zbytku byl dodén ethylacetat a
nasyceny vodny roztok bikarbonatu sodného, ndsledovalo promichavéani. Jakmile se oddglila
organicka vrstva, tato byla promyta postupné vodou a nasycenym solnym roztokem, vysudena
bezvodym siranem hore¢natym a zkoncentrovana odpafovanim pfi snizeném tlaku, ¢imZ bylo
ziskéano 2,01 g cilové sloudeniny ve forme amorfni latky.

lnfraéervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™': 3319, 1710, 1647, 1608, 1521, 1440, 1346.

Nuklearni magneticke rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl3) 8 ppm: 1,84-2,36 (7H, m),
2,54-277 (1H, m), 3,12-3,59 (6H, m), 3,62-4,15 (4H, m), 4,24-4,50 (3H, m), 5,00-5,38
(4H, m), 5,46-5,60 (1H, m}, 7,45-7,52 (4H, m), 8,16-8,23 (4H, m).

Referenéni pfiklad 9

(25,48)-2-C(3S)-3-[4-[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino}-3—hydroxybutanoyl-
amino]pyrrolidin—1—karbonyl}-4—merkapto—|-(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(1) (25,45)-2-[(3S)-3-[4-[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-guanidino]-2-hydroxybutanoyl-
amino]pyrrolidin—1—ylkarbonyl]-4—(4—methoxybenzyl)thio—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)-
pyrrolidin

Do roztoku 2 (28,45} 4—(4~methoxybenzyl)thio—1—4—nitrobenzyloxykarbonyl)}-L—prolinu
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(1,62°g) v bezvodém fetrahydrofuranu (307ml) byl dodin N;N'-Karbonyldiimidazol (0;717g),
nésledovalo promichavani p¥i pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Do reak&ni smési byl dodan
N,N—diisopropylethylamin (0,95 ml} a roztok z (38)-3—[[3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guani-
dino—2-hydroxypropyl]-karbonylamino]pyrrolidin—trifluoroacetatu (1,62 g) v bezvodém tetra-
hydrofuranu (20 ml). Vysledna smés byla ponechdna odstat pfi pokojové teplot€é pfes noc.
Reak&ni smés byla zkoncentrovana odpafovanim pfi snizeném tlaku, do zbytku byl nésledné
dodén ethylacetit. Vysledna smés byla promyta postupné vodou a nasycenym selnym roztokem,
vysudena bezvodym siranem horeénatym a zkoncentrovana odpafovanim pii snizeném tlaku.
Zbytek byl &istén silikagelovou sloupcovou chromatografii (ethylacetat : methanol), ¢imZ bylo
ziskano 2,70 g cilové slouceniny ve formé amorfni latky.

- Infragervené. absorpéni spektrum (KBr) vmax em™:.3338, 1709, 1645, 1609, 1570, 1522, 1440,

1347.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) 8 ppm: 1,52-2,55 (8H, m),
2,98-321 (1H, m), 3,23-4,05 (9H, m), 3,76 (2H, s), 4,19-4,62 (2H, m), 4,98-5,36 (6H, m),
6,80-6,97 (2H, m), 7,17-7,38 (2H, m), 7,40-7,59 (6H, m), 8,13-8,28 (6H, m), 8,66-8,78
(1H, m), 11,72 (1H, s).

(2). (28,48)2-[(38)-3~[4-[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2-hydroxybutanoyl-
amino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl]—4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slouceniny (2,65 g), kterd byla ziskana v kroku (1), a anisolu (2,83 ml) byla po kap-
kéch dodana kyselina trifluorooctova (10 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,46 ml) pfi

- &0 -




15

20

25

30

CZ 298246 Bé

ochlazovani ledem, nasledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Reak&ni
smés byla zfedéna 1,2—dichloroethanem a zkoncentrovana odpafovani pti sniZeném tlaku. Zbytek
byl promyt postupné hexanem a diethyletherem &efenim. Do zbytku byl dodén ethylacetat a nasy-
ceny vodny roztok bikarbondtu sodného, nasledovalo promichdvani. Jakmile byla organickéd

-vrstva odd€lena, byla tato postupné promyta vodou a nasycenym solnym roztokem, vysugena

bézvodym siranem horeénatym a zkoncentrovana odpatovanim pfi snizeném tlaku, &imZ bylo
ziskano 2,34 g cilové sloudeniny ve forme amorfni latky.

Infralervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3337, 1735. 1709, 1645, 1609, 1522, 1440,
1347.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCls) & ppm: 1,63-2,22 (7H, m),
2,32-2,39 (2H, m), 2,63-2,70 (1H, m), 3,19-3,71 (7H, m), 3,73-4,15 (2H, m), 4,38-4,51
(2H, m), 4,98-5,35 (6H, m), 7,43-7,55 (6H, m), 8,17-8,26 (6H, m), 8,70-8,72 (1H, m), 11,73
(1H, s).

Referencni pfiklad 10

(25,45 -4-merkapto— 1 {(4-nitrobenzyloxykarbony [ }-2—[(3S)-3-{[4-di(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)guanidinomethylcyklohexyl]karbonylamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyi]pyrrolidin

(1) (28,48)4—(4-methoxybenzyl)thio~1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-2—[(3S)-3-[[4—di(4-
nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinomethylcyklohexyl]karbonylamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl]-
pyrrolidin

Do roztoku z (25,4S)}-4-(4-methoxybenzyl)thio—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L—prolinu
(0,98 2) v bezvodém acetonitrilu (10 ml) byl dodan N,N'—karbonyldiimidazol (0,39 g), nasledo-
valo promichavani pfi pokojové teplots po dobu 30 minut. Do reak&ni smési byl dodan N,N-
diisopropylethytamin (0,96 ml) a roztok z (38)}-3—[[4—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino-
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methylcyklohexyltkarbonylaminojpyrrolidin=2=trifluoroacetatu-(1;,90-g)-v-bezvodém-acetonitrilu
(15 ml). Vysledna smés byla upravena podobnym zpisobem popsanym v odkazu 18—<(1), &imz
bylo ziskano 2,10 g cilové slougeniny ve formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™ 3389, 2933, 1717, 1656, 1608, 1522, 1440,
1346,

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCly) § ppm; 0,70-1,06 (2H, m),
1,08-2,25 (12H, m), 2,36-2,57 (1H, m), 3,82-4,07 (9H, m), 3,77 (2H, ), 3,80 (3H, ), 4,30-4,58
(2H, m), 4,88-5,43 (6H, m), 6,81-695 (2H, m), 7,20~7,32 (2H, m), 7,38-7,66 (6H, m),
8,12-8,39 (6H, m), 9,22-9,60 (2H, m).

) (2 S,4S)—4—merkapto—l—(4-nitrobenzyloxykarbdnyl)—Z—[(j‘S);B—[[4;di(4—nitroﬁe;zy16xy-

karbonyl)guanidinomethylcyklohexyl]karbonylamino]pyrrolidin—1ylkarbonyl]pyrrolidin

Do smési ze slougeniny (2,09 g), ktera byla ziskina v kroku (1), a anisolu (2,07 ml) byla po kap-
kdch dodéna kyselina trifluorooctova (7,34 mi) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,34 ml) p¥i
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla nasledng upravena podobnym zpiisobem popsanym
v odkazu 18-(2), €imZ bylo ziskano 1,78 g cilové sloudeniny ve formé amorfhni latky.

Infradervené absorp&ni spektrum (KBr) vmax em": 3392, 2933, 1717, 1647, 1608, 1522, 1441,
1346.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm : 0,87-0,99 (2H, m),
1,34-1,44 (2H, m), 1,62-2,23 (9H, m), 2,63-2,73 (1H, m), 3,15-3,64 (4H, m), 3,68—4,20
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(7H: m): 4141_4:55 (2H3 m)a 4s95_5151 (6H, m): 7543_7:57 (6Ha m)a 8:]5_8:29 (6H, m)5
9,29-9,50 (2H, m).

Referencni ptiklad 11

(25,45)4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-2—{ (35 )~3~[[4—di(4—nitrobenzyloxykarbo-
nyl)guanidinobenzoyllamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl]pyrrolidin

(1) (25,45)-4~(4—-methoxybenzyl)thio-1—-(4—nitrobenzyloxykarbonyl}-2—[(35)-3—{[4—di{4~-
nitrobenzyloxykarbonyl)guanidinobenzoyllamine]pyrrolidin-1-ylkarbonyl]pyrrolidin

Do roztoku z (25,45)}4—(4-methoxybenzyl)thio—1—{(4—nitrobenzyloxykarbonyl)}-L~prolinu
(0,62 g), 4-dimethylaminopyridinu (0,42 g) a (3S)-3-[[4-di{4-nitrobenzyloxykarbonyl)guani-
dinobenzoyl]amino]pyrrolidin-hydrochloridu (0,75 g) v bezvodém N,N—dimethylformamidu
(35 ml) byl dodén 1-ethyl-3—(3—dimethylaminopropyl)}-karbodiimid-hydrochlorid (0,32 g) a 1-
hydroxybenzotriazot (0,22 g) a vysledna smés byla ponechana odstat pfes noc pfi teploté 0 °C.
Do reakéni smési byl dodan ethylacetdt. Vysledna smés byla promyta postupng vodou a nasy-
cenym solnym roztokem, vysu$ena bezvodym siranem horeénatym a nasledné zkoncentrovina
odpafovanim pii snizeném tlaku. Zbytek byl &istén silikagelovou sloupcovou chromatografii
(ethylacetat : methanol), ¢imZ bylo ziskano 0,77 g cilové sloudeniny ve formé amorfni latky.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™': 3396, 1729, 1713, 1655, 1609, 1522, 1439,
1346.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCI3) & ppm: 1,53-2,62 (7H, m),
3,00-4,25 (11H, m), 4,36-4,52 (1H, m), 4,62-5,43 (6H, m), 6,75-7,00 (2H, m), 7,08-7,60 (10H,
m), 7,62-8,36 (8H, m), 9,12-9,70 (2H, m).

(2) (25,45)=4-merkapto—1—-(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-2—[(38)-3—[4—di(4—nitrobenzyloxy-
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Do smési ze sloueniny (1,05 g), kterd byla ziskana v kroku (1), a anisolu (1,11 ml) byla po kap-
kach dodana kyselina trifluorooctova (3,90 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,18 ml) pfi
ochlazovéni ledem. Reakéni smés byla nasledné upravena podobnym zpiisobem popsanym
v odkazu 18—(2), €imzZ bylo ziskéno 0,91 g cilové slouceniny ve formé Zlutého prasku.

 Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™': 3330, 1762, 1703, 1667, 1609, 1586, 1524,

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCL) & ppm: 1,89-2, 81 (4H, m),
3,274,11 (7H, m), 4,40-4,70 (2H, m), 5,05-5,40 (6H m), 7,27-7,66 (10H, m), 7,92-8,29
(8H, m), 9,65-10,00 (2H, m).

Referenéni pfiklad 12

(28,48)-2-[(38)y-3-[(25)-2-{2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2—methylacetyl-
amino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl]-4-merkapto—1~(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(1) (3S)-3-[(2S)}-2—-[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]~2~methylacetylamino]-1—-
pyrrolidinkarboxylat

Do roztoku z t-butyl{38)-3-[(2S)-2-amino-2-methylacetylamino]-1—pyrrolidinkarboxylatu
(713 mg) v bezvodém tetrahydrofuranu (15 ml) byl dodan roztok z 4-nitrobenzyl-[(4—nitro-
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benzyloxy)-karbonylimino—pyrazol-1-ylmethyl]karbamatu (1,18 g) v tetrahydrofuranu (15 ml),
Vyslednd smés byla nasledné upravena podobnym zplsobem popsanym v odkazu 16~(1), ¢im2
bylo ziskano 1,62 g cilové sloudeniny ve formé amorfni latky.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDClL;) & ppm: 1,38-1,50 (I12H, m),
1,60-1,87 (1H, m), 2,02-2,20 (1H, m), 3,12-3,30 (1H, b), 3,30-3,50 (2H, b), 3,53-3,65 (1H, m),
4,33-4,46 (1H, m), 4,48-4,63 (1H, m), 5,21 (2H, s), 5,30 (2H, s), 6,50-6,75 (1H, b), 7,48-7,61
(4H, m), 8,18-8,29 (4H, m), 8,73 (1H, d, J=6,6 Hz), 11,67 (1H, s).

(2) (38)-3-{(28)-2-[2,3di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2~methylacetylaminol-
pyrrolidin—trifluoroacetat

Do roztoku ze slouceniny (1,59 g), ktera byla ziskana v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(6 ml) byla po kapkach doddna kyselina trifluorooctova (3 ml) pfi ochlazovani ledem. Reakéni
smés byla nisledng upravena podobnym zplsobem popsanym v odkazu 16—2), &im# byla zis-
kéna cilova sloutenina. Ziskana latka byla uchovana pro pouZiti v naslednych reakcich bez oddé-
leni.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm '": 1750, 1673, 1623, 1611, 1557, 1525, 1433,

1416, 1381.

Nukledri magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl3) 3 ppm: 1,47 (3H, d, J=6.9 Hz),
2,03-2,43 (2H, m), 3,18-3,60 (4H, m), 4,52-4,72 (2H, m), 5,25 (2H, s), 5,33 (2H, s), 7,53 (2H, d,
J=7,3 Hz), 7,56 (2H, d, J-7, 3 Hz), 8,16~8,34 (5H, m), 8,93-9,10 (1H, b), 9,40-9,58 (1H, b).

3 (28,43)—2—[(33)—3—[(2S}—2—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—guanidin.o]—2—methyl-
acetylamino]pyrrolidin-1-ylkarbonyl]-4—(4-methoxybenzyl)thio— | ~(4—nitrobenzyloxykarbo-
nyl)pyrrolidin :

Do roztoku z (28,48)-4-(4-methoxybenzyl)thio~1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L—prolinu
(L,13-g)-v-bezvodém-acetonitrilu-(10-mi)- byl-dodan-N;N'-karbonyldiimidazel-(430-mg);-nasledo-
valo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Do reakéni smési byl dodan N,N—
diisopropylethylamin (0,42 ml) a roztok ze sloudeniny (2,26 g), ktera byla ziskéna v kroku (2), v
bezvodém tetrahydrofuranu (15 ml). Reakéni smés byla nasledn& upravena podobnym zpiisobem
popsanym v odkazu 16(3), &imz byla ziskéna cilovd sloucenina (2,06 g) ve formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3324, 1737, 1709, 1645, 1623, 1610, 1547? .

1522, 1436.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCI3) & ppm: 1,36 (3H, d, J=7,0 Hz),
1,65-2,18 (2H, m), 2,32-2,50 (1H, m), 3,00-3,21 (1H, m), 3,26-3,55 (3H, m), 3,65-4,04
(3H, m), 4,044,225 (3H, m), 4,98-534 (8H, m), 6,82-6,90 (2H, m), 7,00-7,10 (1H, m),

- 7,17-7,30 (2H, m), 7,37-7,58 (6H, m), 8,08-8,28 (6H, m), 9,00 (LH, d, J=6,8 Hz), 11,64 (IH, s).

{4} (28,48)y-2-(35)-3-[(28)-2-{[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)}-guanidino]-2~methyl-
acetylaminolpyrrolidin—1-ylkarbonyl]-4-merkapto—1—~(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slouteniny (2,01 g), kterd byla ziskana v kroku (3), a anisolu (2,21 ml) byla po kap-
kach dodéna kyselina tri fluorooctova (7,85 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (358 ul) pri
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla naslednd upravena podobnym zpisobem popsanym
v odkazu 16-(4), ¢imz bylo ziskano 1,71 g ¢ilové slougeniny ve formé amorfni latky.

Infraervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™t 3320, 1737, 1710, 1644, 1624, 1609, 1547,
1522,
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Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 1,37 (3H, d, J-6,8 Hz),
1,65-1,98 (2H, m), 2,00-2,20 (2H, m), 2,56-2,75 (2H, m), 3,17-3,59 (4H, m), 3,65-4,20
(3H, m), 4,354,65 (3H, m), 5,00-537 (6H, m), 7,00-7,13 (1H, m), 7,37-7,60 (6H, m),
8,10-8,30 (6H, m), 8,99 (iH, d, J=6,7 Hz), 11,64 (1H, s).

Referenéni piiklad 13

(2,3,45)-2-3-{(25)-2-2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2-methylacetylamino}-
azetidin—1-yl karbonyi]-4-merkapto~1—(4-nitro-benzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(1) f—butyl—3—[(2S}—2—[2,3—di(4—nitrobcnzyl__oxykarbonyl)guanidino]—2—methylacetylamino]—
1-azetidinkarboxylat ‘

Do roztoku z t-butyl-3-[(28)-2-amino—2—methylacetylamino]-1-azetidinkarboxylatu (557 mg)
v bezvodém tetrahydrofuranu (10 ml) byl dodan roztok z 4-nitrobenzyl{(4-nitrobenzyloxy)-
karbonylimino—pyrazol-1-ylmethyl]karbaméatu (974 mg) v tetrahydrofuranu (20 ml). Reakéni
smés byla nasledn€ upravena podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16—1), &im% bylo zis-
kino 1,32 g cilové sloueniny ve form& amorfhni latky.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCls) & ppm: 1,43 (9H, s), 1,45 (3H, d,
J=7,0 Hz), 3,65-3,78 (2H, m), 4,12-4,30 (2H, m), 4,50-4,66 (2H, m), 5,19, 5,24 (kazdé 1H, d,
J=13,5 Hz), 5,29 (2H, s), 7,10 ( 1H, d, 3=7,1 Hz), 7,54 (4H, d, J=8,4 Hz), 8,19-8,28 (4H, m),
8,69 (1H, d, J=6,6 Hz), 11,64 (1H, s).

(2} 3-{(25)-2-{2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2—methylacetylamino]azetidin—
trifluoroacetat

Do roztoku ze sloueniny (1,27 g), ktera byla ziskina v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(6 ml) byla po kapkich dodana kyselina trifluorooctova (3 ml) pfi ochlazovani ledem. Reakéni
smés_byla_nasledné_upravena-podobnym-zpiisobem-popsaném-v-odkazu—162)-&imz-byla-zis
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kina cilové sloudenina. Ziskana latka byla uchovana pro poufiti v naslednym reakcich bez oddé-
leni,

Infradervené absorp&ni spektrum (KBr) vmax cm™: 3212, 1752, 1674, 1622, 1611, 1559, 1525,
1434.

- Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, DMSO-d) 8 ppm: 1,34 (3H, d, J=6,%

Hz), 3,84-4,22 (4H, m), 4,48-4,68 (2H, m), 5,18, 5,24 (kazdé 1H, d, }=13,9 Hz), 5,38 (2H, s),
7,62 (2H, d, 1=8,7 Hz), 7,70 (2H, d, J=8,7 Hz), 8,24 (2H, d, J=5,5 Hz), 8,27 (2H, d, J=5,5 Hz),
8,65-8,87 (2H, b,), 8,93 (1H, d, J=6,7 Ha).

" (3) (28,48)-2-[3-(28)-2-[2,3di(4-nitrobenzyloxyKarbonyl)guanidino]-2-methylacetyl-

amino]azetidin—1—y]karbonyl]—4—(4-methoxybenzyl)—thio-]—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)-
pyrrolidin

Do roztoku z (28,48)-4-(4-methoxybenzyl)thio—1<4-nitrobenzyloxykarbonyl)}-L—protinu
(924 mg) v bezvodém acetonitrilu (15 ml) byl dodan N,N'—karbonyldiimidazol (352 mg), smés
byla promichavana pfi pokojové teploté 1 hodinu. Do reakéni smési byl dodén N,N—diisopropyl-
ethylamin (343 ul) a roztok ze slouéeniny (1,76 g), ktera byla ziskana v kroku (2), v bezvodém
tetrahydrofuranu (15 ml). Vyslednd smés byla upravena podobnym zpiisobem popsanym v odka-
zu 16—3), éimz byla ziskéna cilova sloudenina (1,64 g) ve formé amorfni latky.

[nfradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™'; 3319, 1737, 1708, 1644, 1623, 1610, 1522,
1434.
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Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCL;) & ppm: 1,44 (3H, d, J=6,9 Hz),
1,85-2,03 (1H, m), 2,30-2,50 (1H, m), 3,00-3,15 (1H, m), 3,23-3,37 (1H, m), 3,66-4,75
(13H, m}), 4,98-5,36 (6H, m), 6,85 (2H, d, }=8,6 Hz), 7,28-7,58 (9H, m), 8,63-8,80 (6H, m), 8,77
(1H, d, J=6,7 Hz), 11,66 (1H, s).

(4) (28,48)-2-[3-[(25)-2-[2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino}]-2—methylacetyl-
amino]azetidin—1-ylkarbonyl]-4-merkapto——(4~nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slouceniny (1,62 g), kterd byla ziskana v kroku (3), a anisolu (1,81 ml) byla po kap-
kach dodana kyselina trifluorooctova (6,42 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (292 ul) pfi
ochlazovini ledem. Reakéni smés byla nasledné upravena podobnym zpiisobem popsanym
v odkazu 16(4), &imz bylo ziskano 1,35 g cilové slougeniny ve formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3321, 1737, 1708, 1645, 1623, 1548, 1522.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCly) 8 ppm: 1,45 (3H, d, J=7,0 Hz),
1,88-2,10 (2H, m), 2,46-2,73 (IH, m), 3,18-3,50 (2H, m), 3,75-4,81 (8H, m), 5,02-5,40
(6H, m), 7,39 (iH, d, J=7,6 Hz), 7,43-7,60 (6H, m), 8,10-8,30 (6H, m), 8,77 (1H, d, J=6,8 Hz),
11,66 (1H, s).

Referenéni pfiklad 14

(28,485)-2-{(38)-3-{(2R)-2-{2,3~di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino}-2~methylacetyl-
aminolpyrrolidin-1-ylkarbonyl]-4-merkapto~1—{4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(I} t-butyl{(38)}-3~[(2R)}-2—{2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2-methylacety|-
amino]-1-pyrrolidinkarboxy lat

Do_roztoku_z_t=butyl=(38)=3=[(2R)-2—amino—2-methylacetylamino]--pyrrolidinkarboxylatu

el

(448 mg) v bezvodém tetrahydrofuranu (20 ml) byl dodan d—-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)-
karbonyliminopyrazol-1-ylmethyl]-karbamét (776 mg) pfi ochlazovani ledem. Vysledna smés
byla upravena podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16—(1), &imz byla ziskana cilova slouge-
nina (1,096 g) ve form& amorfni latky.

Infraervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3316, 1739, 1693, 1645, 1623, 1548, 1524.
Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCly) 8 ppm: 1,45 (12H, s), 1,73-1,88

(1H, m), 2,07-2,21 (1H, m), 3,05-3,25 (1H, b), 3,32-3,50 (2H, b), 3,55~3,66 (1H, m), 4,36-4.47
(IH, m), 4,52-4,64 (1H, m), 6,70 (1H, d, J=7,2 Hz), 7,55 (4H, d, J=8,8 Hz), 8,22 (2H,

- d,J=73 Hz), 8,25 (2H, d, =7,3 Hz), 8,72 (1H, d, J=5,6 Hz), 11,65 (1H, s).

(2) (35)-3-{(2R)-2-[2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2-methylacetylamino]-
pyrrolidintrifluoroacetat

Do roztoku ze slouceniny (1,087 g), ktera byla ziskéna v kroku (1), v bezvodém dichtoromethanu
(5 ml} byla po kapkéch dodana kyselina trifluorooctova (2 ml) pii ochlazovéani ledem. Vysledna
smés byla upravena podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16-(2), &im# byla ziskana cilova
sloutenina. Ziskana latka byla uchovana pro pouziti v néslednych reakcich bez oddéleni.

Tnfracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3290, 1739, 1674, 1645, 1625, 15585, 1524,
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Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl; + D,0) 8 ppm: 1,44 (3H, d,
J=6,8 Hz), 1,88-2,39 (2H, m), 3,20-3,55 (4H, m), 4,47-4,68 (2H, m), 5,13-5,33 (4H, m), 7,25
(2H, d, J=5,2 Hz), 7,55 (2H, d, J=5,2 Hz), 8,18 (2H, d, J=8,8 Hz), 8,23 (2H, d, J=8,8 Hz).

(3) (25,48)-2-{(38)-3-[(2R)-2-[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl]guantdino]-2-methylacety}-
amino]pyrrolidin—1—-ylkarbonyl]-4—(4—methoxybenzyl)thio—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrro-
lidin

Do roztoku z (2S,45)-4—(4-methoxybenzyljthio—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L—prolinu
{737 mg) v bezvodého acetenitrilu (20 ml) byl dodan N,N'-karbonyldiimidazol (281 mg), nasle-
dovalo promichévéni pi pokojové teploté 1 hodinu. Do reakéni smési byl dodan N,N-diiso-
propylethylamin (0,75 ml) a roztok ze sloudeniny (1,157 g), ktera byla ziskdna v kroku (2),
v bezvodém tetrahydrofuranu (10 ml). Vyslednd smés byla upravena podobnym zplisobem
popsanym v odkazu 16—(3), ¢imz byla ziskana cilova sloucenina (1,394 g) ve formé amorfni
latky. ‘

[nfradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™': 3326, 1737, 1709, 1645, 1623, 1610, 1522.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz. CDCl;) 6 ppm: 1,40 (3H, d, J=6.,9 Hz),
1,93-2,20 (2H, m), 2,30-2,46 (1H, m), 2,94-3,55 (5H, m), 3,60-3,90 (8H, m), 4,20-4,60 (3H,
m), 4,92-5,33 (6H, m), 6,77-6,90 (2H, m), 7,15-7,60 (8H, m), 8,07-8,28 (6H, m).

(4) (2S4S)4-merkapto—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl}-2—[(3S)}-3—[(2R)-2—[2,3—di(4—nitro-
benzyloxykarbonyl)guanidino]-2-methylacetylamino]pyrrolidin-1—ylkarbonyl]pyrrolidin

Do smési ze slouceniny (1,381 g), ktera byla ziskana v kroku (3), a anisolu (1,5 ml) byla po kap-
kach dodana kyselina trifluorooctova (4,9 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,27 ml) pii
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla nasledné upravena podobnym zpiisobem popsanym
v odkazu 16+4), ¢imz byla ziskana cilova sloucenina (1,216 g) ve formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni_spektrum_(KBr)_vmax_cm™': 3321, 1736, 1710, 1645, 1624, 1609, 1547,
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Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) & ppm: 1,36-1,48 (3H, my),
1,83-2,27 (2H, m), 2,57-2,72 (1H, m), 3,10-3,57 (5H, m), 3,77-3,96 (ZH, m), 4,00-4,17
(1H, m), 4,304,62 (3H, m), 4,98-5,33 (6H, m), 7.38-7,60 (6H, m), 8,10-8,28 (6H, m).

Referendni pfiklad 15

(28,45)-2—[3-[(2R)-2-[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino |-2—methylacetylamino]-
azetidin—!—ylkarbonyl]-4—-merkapto—1 {4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(1) t-butyl-3-[(2R)}-2-2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2—methylacetylamino]-
azetidin—1—ylkarbonyl]-4-merkapto—1—{4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku z t-butyl-3-[(2R)-2-amino-2-methylacetylamino]-I1-azetidinkarboxylatu (443 mg)
v bezvodém tetrahydrofuranu (20 ml) byl dodan 4-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)karbony!-
imino-pyrazol-1-ylmethyl]karbamat (820 mg) pti ochlazovani ledem.

Vysledna smés byla nasledné upravena podobnym zpusobem popsanym v odkazu 16—1), ¢imZ
byla ziskana cilova sloucenina (0,860 g) ve formé amorfni substance.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCly) 6 ppm: 1,30-1,50 (12H, m),
3,67-3,78 (2H, m), 4,18-4,30 (2H, m), 4,50-4,67 (2H, m), 5,19, 5,25 (kazdé 1H, d, J=13,5 Hz),
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5,29 (2H, 5), 7,08 (1H, d, J=7,3 Hz), 7,54 (4H, d, J=8,6 Hz), 8,23 (2H, d, J=5,4 Hz), 8,26 (2H, d,
J=5,4 Hz), 8,69 (1H, d, J=7,1 Hz), 11,64 (1H, s).

(2) 3~[(28)-2-[2,3di(4-nitrobenzyloxykarbonyl )guanidino}-2—methylacetylamino]azetidin—
trifluoroacetat

Do roztoku ze slouCeniny (846 mg), ktera byla ziskana v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(10 ml) byla po kapkach dodéna kyselina trifluorooctova (3 ml) pti ochlazovani ledem. Reakéni
smés byla nasltedné upravena podobnym zplisobem popsanym v odkazu 16—(2), &imz byla zis-
kéna cilova slou¢enina. Ziskana latka byla uchovana pro pouZiti v naslednych reakcich bez oddé-
leni.

Infralervené absorpéni spektrum (kapalinna vrstva) vmax cm : 3213, 1758, 1677, 1610 1600,
1560, 1526.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz. DMSO-ds) 8 ppm— 1,33 (3H, d,
J=6,9 Hz), 3,70-4,80 (6H, m), 5,20 (2H, s), 5,38 (2H, s), 7,62 (2H, d, J=8,7 Hz), 7,70 (2H, d,
J=3,7 Hz), 8,20-8,31 (4H, m), 8,60-8,85 (2H, b), 8,92 (1H, d, J=6,6 Hz).

(3) (@548)y2-[3-[(25)-2-12,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2-methylacetylamin]-
azetidin—1-ylkarbonyl]-4—(4-methoxybenzyl)thio—1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku z (28,48)-4—(4-methoxybenzyl)thio—l{ 4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L—prolinu

(585 mg) v bezvodém acetonitrilu (10 ml) byl doddn N,N'-karbonyldiimidazol (223 mg),
nasledovalo promichavéni pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Do reakéni smési byl dodan
N,N—diisopropylethylamin (0,57 ml) a roztok ze sloudeniny (1,26 g), ktera byla ziskana v kroku
(2), v bezvodém tetrahydrofuranu (10 ml). Vysledna smés byla upravena podobnym zplsobem
popsanym v odkazu 16-(3), &imz byla ziskdna cilova slougenina (1,047 g) ve form¢ amorfni
latky.
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1436, 1406.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCls) 8 ppm: 1,44 (3H, d, J=6,9 Hz),
[,90-2,10 (1H, m), 2,26-2,42 (1H, m), 2,95-3,17 (1H, m), 3,22-3,40 (1H, m), 3,63—4.80
(11H, m), 4,95-5,38 (8H, m), 6,86 (2H, d, J=8,7 Hz), 7,15-7,63 (8H, m), 7,55 (1H, d, J=7,8 Hz),

. 8,10-8,35 (6H, m), 8,72 (1H, d), J=6,8 Hz), 11,65 (1H, 5).

(4} (28,45)-2-[3-H(28)-2-{2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]-2-methylacetyl-
amino|azetidin—I-ylkarbonyl]-4-nerkapto— 1 -(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slouteniny (1,032 g), kterd byla ziskéna v kroku (3), a anisotu (1,2 ml) byla po kap-
kich dodéna kyselina trifluorooctova (3,7 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,2 ml) pfi
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla nasledné upravena podobnym zpiisobem popsanym
v odkazu 16+(4), ¢imz byla ziskéna cilové slougenina (902 mg) ve form& amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3323, 1736, 1709, 1645, 1623, 1522, 1496,
1434.

Nukiearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl3) § ppm: 1,45 (3H, d, J-7,1 Hz),
1,88-2,17 (IH, m), 2,46-2,68 (1H, m), 3,10-3,60 (2H, m), 3,70-4,85 (8H, m), 5,00~5,47
(6H, m), 7,34-7,63 (6H, m), 7,76 (1H, d, }=8,8 Hz), 8,10-8,40 (6H, m), 8,72 (1H, d, J=6,4 Hz),
11,65 (1H, s).

-57-
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Referencni pfiklad 16

(28,48)-2-[(38)-3-[2-[ 1-methyl-2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamino]-
pyrrolidin—1—ylkarbonyl}-4-merkapto—1—{ 4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(1) t-butyl{(3S)-3—[2—[1-methyl-2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamino]—
1-pyrrolidinkarboxylat

Do roztoku z t-butyl(38)-3-[2-methylaminoacetylamino]-1-pyrrolidinkarboxylatu (669 mg)
v bezvodém tetrahydrofuranu (15 ml) byl dodan 4-nitrobenzyl-{{4-nitrobenzyloxy)karbonyl—
iminoimidazol-1-ylmethyl]karbamat (1,11 g) pfi ochlazovani ledem. Vysledna smés byla upra-
vena podobnym zplsobem popsanym v odkazu 16—(1), ¢imz byla ziskana cilovd sloudenina
(1,50 g) ve formé& amorfni latky.

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3305, 1759, 1691, 1609, '1523, 1453, 1406,
1367.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) & ppm: 1,45 (9H, s), 1,70-1,88
(1H, m), 2,02-2,33 (IH, m), 3,09 (3H, s), 3,15-3,28 (1H, m), 3,32-3,50 (2H, m), 3,53-3,70
(1H, m), 4,28 (2H, s), 4,37-4,50 (1H, m), 5,27 (4H s) 7,30-7,47 (1H, b), 7,56 (4H, d, J=8.6 Hz),
8,24 (4H, d, ]-8,6 Hz).

(2} (38)-3+{2-{1-methyl-2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamino]pyrrolidin—
trifluoroacetat

Do roztoku ze slouCeniny (1,48 g), kterd byla ziskdna v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(8 ml) byla po kapkach dodéna kyselina trifluorooctova (4 ml) p#i ochlazovéani ledem. Reakni
smes byla nasledné upravena podobnym zplisobem popsanym v odkazu 16~(2), &imz byla zis-
kéna cilova sloucenina. Ziskan4 ltka byla uchovana pro pouziti v naslednych reakcich bez odds-
leni.
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Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vimax cm™: 3212, 1777, 1672, 1609, 1524, 1454, 1436.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, DMSO—-d¢) 5 ppm: 1,77-1,95 (1H, m),
2,05-2,23 (1H, m), 2,93-3,50 (7H, m), 4,05, 4,12 (kazdé 1H, d, J=16,5 Hz), 4,23-4,40 (1H, m),
5,16 (4H, s), 7,59 (4H, d, J=9, 2 Hz), 8,17 (4H, d, J=9,2 Hz), 838(1[-{ d, J=6,6 Hz), 8,70-9,00
(2H, b)

(3) (25,45)-4—~(4-methoxybenzyl)thio—2-[(3S)-3—[2—{ 1-methyl-2,3~di(4-nitrobenzyloxy-
karbonyl)guanidino]acetylamino]pyrrolidin-1-ylkarbonyl}-—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrro-
lidin

Do roztoku 7z (ZS 4S)~—4—(4—méthoxybenzyl)fhio—1—(4—nitrobenz£/!0xykérbonyl)—L—prolmu
(1,05 g} v bezvodém acetonitrilu (10 ml) byl dodan N,N'-karbonyldiimidazol (401 mg), nasledo-
valo promichévani pii pokojové teploté. Do reakéni smési byl dodan N,N—diisopropylethylamin

. (392 pb) aroztok ze sloudeniny (2,02 g), ktera byla ziskana v kroku (2) v bezvodém tetrahydrofu-

ranu (15 ml). Vysledna smés byla upravena podobnym zplisobem popsanym v odkazu 16—(3),
¢imZ byla ziskana cilova sloucenina (1,69 g) ve formé amorfni latky.

Infraéervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3393, 3339, 1756, 1705, 1687, 1656, 1609,
1521, 1441,
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Nuklearni magnetické rezonan¥ni spektrum (400 MHz, CDCl-?,) S_Ippm: 1,60-2,00 (2H, m),
2,03-2,25 (1H, m), 2,40-2,52 (1H, m), 2,97-4,08 (15H, m), 4,23-4,57 (4H, m), 4,90-5,38
(6H, m), 6,80-6,92 (2H, m), 7,10~7,70 (9H, m), 8,08-8,31 (6H, m), 10,85 (1H, b).

(4) (28,45)4-merkapto—2-{(38)-3—[2-[ 1-methyl-2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guani-
dinoJacetylamino]pyrrolidin—1-ylkarbonyl}-1—(4-nitrobenzyloxy)pyrrolidin

Do smési ze slouteniny (1,66 g), ktera byla ziskéna v kroku (3), a anisolu (1,83 ml) byla po kap-
kich dodana kyselina trifluorooctové (6,49 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (296 ) pfi
ochlazovéni ledem. Reakéni smés byla upravena podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16—
(4), 8imZ byla ziskana cilova slougenina (1,34 g) ve formé amorfni latky.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3327, 1756, 1705, 1687, 1653, 1608, 1521,
1441, . '

Nukledrni magnetické rezonan¢ni spektrum (400 MHz, CDCly) & ppm: 1,75-2,27 (3H, m),
2,58-2,75 (1H, m), 3,05-4,55 (15H, m), 4,94-5,38 (6H, m), 7,37-7,62 (7H, m), 8,10-8,33
(6H, m), 10,34 (1H, d, J=27,8 Hz).

Referenéni piiklad 17

(25,48)-2-{3-{2-{2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbony|}-1-methylguanidinoJacetylamino)azetidin—
1~ylkarbonyl]-4-merkapto—1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(1) t-butyl-[3-[2-2 3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl}--methyl guanidino]acetylamino]-1—
azetidinkarboxylat

Do roztoku z t-butyl-3-[2-methylaminoacetylamino}-1-azetidinkarboxylat (670 mg) v bez-
vodém tetrahydrofuranu (15 ml) byl dodan 4-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)karbonylimino—
pyrazol_l—vlmethy_l_]:kar_b_amét_(_1_,_0_7_g),_pii_0chlazové.nLledem.‘_V.ysIedné_smés-byla-upravena
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podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16~(1), &imz byla ziskana cilova sloudenina (1,22 g)
ve forme amorfni 1atky.

[nfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax ecm™: 3212, 1758, 1702, 1661, 1609, 1563, 1524.

Nuklearni magneticko rezonan&ni spektrum (270 MHz, CDCL3) & ppm: 1,44 (9H, s), 3,11 (3H, s),
3,70-3,80 (2H, m), 4,20-4,34 (4H, m), 4,50-4,66 (1H,'m), 5,27-(2H, s), 7,56 (4H, d, J=8.6 Hz),
7,77(1H, d, J=6,5 Hz), 8,25 (4H, d, J=8,6 Hz), 10,32-10,47 (1H, b).

) 3—(2—[2,3-di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—1umethy]guanidino]acetylamino]azetidin—tri-
fluoroacetat

[

Do roztoku ze slouceniny (1,22 g), ktera byla ziskana v kroku (1), v bezvodém dichtoromethanu

* (12 ml) byla po kapkach dodéna kyselina trifluorooctova (6 ml) pri ochlazovani ledem. Reakéni

smés byla upravena podobnym zplisobem popsanym v odkazu 16—2), &imZ byla ziskana cilova
sloudenina. Ziskana latka byla uchovana pro pouZiti v néslednych reakcich bez oddgleni.

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3215, 1777, 1676, 1609, 1524, 1454, 1435,
1377, 1351,

Nuklearni magnetické rezonandni spektrum (270 MHz, DMSO—ds) 3 ppm: 3,03 (3H, s),

3,834,001 (2H, m), 4,03-4,18 (4H, m), 4,52-4,70 (1H, m), 5,14 (4H, 5), 7,56 (4H, d, J=8,7 Hz),
8,15 (4H, d, J=8,7 Hz), 8,56-8,82 (3H, m).
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3 (2S,4S)—4—(4—methoxybenzyl)thio-1-(4-nitrobenzyloxykarbonyl)—2—[3—[2—[2,3—di(4—
nitrobenzyloxykarbonyl}-1-methylguanidinofacetylamino]azetidin—1—ylkarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku z (28,4S)-4-(4-methoxybenzyl)thio-1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L—prolinu
(888 mg) v bezvodém -acetonitrilu (15 ml) byl dodan N,N-karbonyldiimidazol (337 mg),
nasledovalo promichavani pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Do reakéni smési byl dodan
N,N—diisopropylethylamin (330 pl) a roztok ze slougeniny (1,69 g), ktera byla ziskana v kroku
(2), v bezvodém tetrahydrofuranu (16 ml), Vysledna smés byla upravena podobnym zplisoben
popsanym v odkazu 16—(3), ¢imz byla ziskdna cilova slou¢enina (1,59 g) ve formé amorfni latky.

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™'; 3306, 1758, 1705, 1667, 1609, 1521, 1443,
1404,

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCL;) 8 ppm: 1,86-2,03 (1H, m),
2,32-2,53 (1H, m), 3,00-3,17 (4H, m), 3,22-3,37 (1H, m), 3,67-4,47 (13H, m), 4,55-4,76
(IH, m), 4,95-5,38 (6H, m), 6,80-6,90 (2H, m), 7,10-7,60 (8H, m), 8,12-8,31 (6H, m).

(4) (28,45)-2{3-[2-{2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)}-1-methyl-guanidino]acetylamino]-
azetidin—1-ylkarbonyl]-4-merkapto~1—-(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slou€eniny (1,58 g), ktera byla ziskana v kroku (3), a anisclu (1,77 ml) byla po kap-
kach dodana kyselina tri fluorooctova (6,26 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (285 pl) pii
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla upravena podobnym zplsobem popsanym v odkazu 16—
(4), &imZ byla ziskéna cilov4 sloucenina (1,30 g) ve formé amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3309, 1757, 1705, 1665, 1608, 1522, 1445,
1404.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm: 1,87-2,08 (2H, m),
2,53-2,70 (1H, m), 3,05-3,15 (3H, m), 3,21-3,50 (2H, m), 3,75-4,82 (9H, m), 5,00-5,40

(6H,-m);7;38~7,60-(6H; m)s-8:12-8,33-(6H-m)-

Referenéni ptiklad 18

(28,48)-2-{(38)-3~[4-{2,3-di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino}-butanoylaminolpyrrolidin—
1-ylkarbonyl]-4-merkapto—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyhpyrrolidin

(1) t-butyl(3S)-3-[4-[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]butanoylamino]-i—pyrro-
lidinkarboxylat

Do roztoku z t-butyl{(35)-3—(4-aminobutanoylamino)-1-pyrrolidinkarboxylatu (1,36 g) v bez-
vodém tetrahydrofuranu (30 ml) byl dodén 4-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)karbonylimino—
pyrazol-1-ylmethyl]karbamat (1,60 g} pii ochlazovani ledem. Vyslednd smé& byla nisledné
upravena podobnym zpisobem popsanym v odkazu 16—(1), ¢imz byla ziskana cilova slougenina
(2,50 g) ve forme& amorfni latky.

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3335, 1737, 1693, 1645, 1609, 1573, 1524,
1412, 1347.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz. CDCl:) & ppm: 1,45 (9H, s), 1,70-2,21
{(4H, m), 2,25 (2H, t, J=7,0 Hz), 3,15-3,53 (5H, m), 3,62 (1H, dd, J=11,3, 6,5 Hz), 4,34-4,51
(1H, m), 5,19-5,29 (4H, m), 6,32-6,35 (1H, m), 7,54 (4H, d, J=8,6 Hz), 8,20-8,27 (4H, m), 8,47
{1H, t, J=5,7 Hz), 11,80 (1H, s).
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(2) (ZS,4S)—2—[(3S)—3~[4—[2;3—di(4—nitrobenzy]oxykarbonyl)guaﬁidino]butanoylamino]pyrro-
lidin—1-ylkarbonyl}-4—(4-methoxybenzyl)thio—1—(4-n itrobenzyloxykarbony|}pyrrolidin

Do roztoku ze slouceniny (2,50 g), ktera byla ziskana v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(25 ml) byla po kapkach dodana kyselina trifluorooctova (15 ml) pii ochlazovani ledem, nasledo-
valo promichdvani pfi stejné teplots po dobu 15 minut a pti pokojové teploté po dobu dalsich 15

minut. Reakéni smés byla zfedéna 1,2—dichloroethanem a zkoncentrovéna odpafovanim pii -

snizeném tlaku. Zbytek byl promyt postupné hexanem a diethyletherem &efenim, rozpoustédlo
bylo nésledné oddestilovano, &imZ byl ziskan surovy (3 S)y-3—{4-[2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)guanidino]butanoylamino]pyrrolidin-trifluoroacetat (2,55 g). Ziskana latka byla uchovéna
pro pouZiti v naslednych reakcich bez oddéleni.

Na druhé strang, do roztoku z (25,48)-4~(4-methoxybenzyl)thio—1—(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl-L-prolinu (1,66 g) v bezvodém tetrahydrofuranu (30 ml) byl dodén N,N'—karbonyldiimida-
zol (0,72 g), nasledovalo promichavini pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Do reakéni smési
byl dodan N,N-diisopropylethylamin (1,30 mg) a roztok z (35)-3-{4-[2,3di(4-nitrobenzyl-
oxykarbonyl)-guanidino]butanoylamino)pyrrolidin—trifluoroacetatu (2,55 g), ktery byl ziskan v
predeslém kroku, v bezvodém tetrahydrofuranu (20 ml) a smds byla ponechana odstat pfi
pokojové teploté pfes noc. Reakéni smés byla zkoncentrovana odpafovénim pii snizeném tlaku,
do zbytku byl dodén ethylacetat. Vysledni smés byla promyta postupné vodou a nasycenym
solnym roztokem, vysuSena bezvodym siranem horetnatym a zkoncentrovéna odpafovanim pfi
snizenem _ tlaku. Zbytek byl &i¥tn silikagelovou sloupcovou chromatografii (ethyl-
acetdt : methanol), ¢imZ byla ziskdna cilové sloudenina (2,56 g) ve form& amortni latky.

Infragervené absorpéni spektrum (KBr) vimax cm™: 3335, 1709, 1644, 1609, 1572, 1522, 1437,
1346.

Nukledrni magnetické rezonandni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm: 1,73-2,27 (7H, m),
2,39-2,52 (1H, m), 2,98-3,18 (1H, m), 3,28-4,10 (11H, m), 3,35 (2H, s), 4,20-4,56 (2H, m),
4,95-5,36 (6H, m), 6,31-6,87 (3H, m), 7,21~ 7,68 (8H, m), 8,14-8,25 (6H, m), 8,41-8,50
(1H, m), 11,79 (1H, d, J=14,8 Hz)
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(3) (28,48)—2—-[(3S)—3—[4—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]butanoylamino]pyrro—
lidin-—l—ylkarbonyl]—4—merkapto—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze sloudeniny (2,50 g), ktera byla ziskdna v kroku (2), a anisolu byla po kapkach -
dodana kyselina trifluorooctova (9,60 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,66 ml) pki
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla upravena podobnym zpiisobem popsanym v odkazu
16(4), &imz byla ziskana cilové slougenina (2,15 g) ve formé amorfni tatky.

InfraCervené absorpéni spektrum (KBr) vmax em™; 3337, 1734, 1709, 1645, ]60-8, 1522, 1440,

1347.

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) § ppm: 1,75-2,28 (7H, m),
2,62-2,70 (1H, m), 3,21-3,91 (9H, m), 3,98-4,15 (1H, m), 4,38-4.56 (2H, m), 5,03-5,35
(6H, m), 6,34-7,10 (1H, m), 7,27-7,56 (6H, m), 8,16-8,26 (6H, m), 8,42-8,48 (1H, m), 11,80
(1H, d, J=12,2 Hz).

Referenéni priklad 19

2 S,4S)—2—[3—[4—[2,3—di(4—nitrobenzy]oxykarbonyl)guanidino]butanoylamino]azetidin— 1-yl-
karbonyl]-4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin
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(N t—ButyI—[3—[4—[2,3-di(4-—nitrobenzyloxykarbényi)guanidino] butanoylamino]—. 1-azetidin-
karboxylat

Do roztoku z t-butyl-3—(4-aminobutanoylamino}-1-azetidinkarboxylatu (0,89 g} z bezvodém
tetrahydrofuranu (30 ml) byl dodan 4-nitrobenzyl-{(4-nitrobenzyloxy)karbonylimino—pyrazol—
t-ylmethylJkarbamat (1,45 g) pfi ochlazovani ledem. Vysledna smés byla upravena podobnym
zpisobem popsanym v odkazu 16(1), ¢imz byla ziskana cilova slougenina (1,95 g) ve formé
amorfni latky,

Infratervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3336, 1737, 1699, 1645, 1609, 1572, 1524,
1414, 1380, 1347,

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz. CDCl;) § ppm: 1,39 (%H, s), 1,88-1,95
(2H, m), 2,25-2,29 (2H, m), 3,53 (2H, dd, J=12,5, 6,1 Hz), 3,81 (2H, dd, J=9.2, 5,3 Hz),
4,20-4,24 (2H, m), 4,66-4,75 (1H, m), §,23-5,30 (4H; m), 7,40 (1H, d, J=7,7 Hz), 7,53-7,57
(4H, m), 8,20-8,27 (4H, m), 8,51 (1H, t, J=6,1 Hz), 11,81 (1H, s).

(2) (28.,45)-2-[3-{4-(2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]butanoylamino]azetidin—1—
ylkarbonyl]-4—(4-methoxybenzyl)thio— | {4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku ze slou€eniny (1,90 g), ktera byla ziskdna v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(20 ml) byla po kapkéch dodéna kyselina trifluorooctova (10 ml) pfi ochlazovani ledem, nasledo-
valo promichavani pii stejné teploté po dobu 10 minut a nésledng pti pokojové teploté po dobu
dalSich 10 minut. Reakéni smé&s byla zfedéna 1,2—dichloroethanem a zkoncentrovana odpafova-
nim pfi sniZeném tlaku. Zbytek byl promyt postupné hexanem a diethyletherem &efenim,
rozpoudtédlo bylo oddestitovano, &imz byl ziskdn surovy 3—[4-[2,3~di(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)guanidino]butanoylamino]azetidin—trifluoroacetét (1,93 g). Ziskan4 latka byla uchovana pro
pouZiti v nasledné reakci bez oddéleni.

Na druhé strang, do roztoku z (28,4S}4—(4-methoxybenzyl)thio—1—(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)=L=prolinu-(1,30-g)-v-bezvodém-tetrahydrofuranu-(25-mb)-byl-dedan-N;N'—karbonyldiimida-
zolu (0,56 g), nasledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakgni
smési byl dodan N,N—diisopropylethylamin (1,01 ml) a roztok z 3-[4-[2,3—di(4-nitrobenzyl-
oxykarbonyl)guanidino]-butanoylamino]azetidin—trifluoroacetatu (1,93 g), ktery byl ziskan v
predchozim kroku, v bezvodém tetrahydrofuranu (25 ml). Vysledna smés byla upravena podob-
nym zpisobem popsanym v odkazu 32—(2), &imZ byla ziskéna cilova slougenina (2,20 g) ve

formé amorfni latky.

InfraCervené absorpeni spektrum (KBr) vmax cm™: 3338, 1709, 1644, 1609, 1574, 1522, 1433,
1346. '

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl) § ppm: 1,70~2,00 (3H, m),

12,18-2,42 (3H, m), 3,04-3,13 (1H, m), 3,24-3,33 (IH, m), 3,44-3,52 (2H, m), 3,71-4,00

(3H, m), 3,72 (2H, s), 3,79 (3H, m), 4,10-4,41 (3H, m), 4,65-4,78 (1H, m), 5,04-5,34 (6H, m),
6,80 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,10-7,27 (3H, m), 7,35-7,55 (6H, m), 8,17-8,26 (6H, m), 8,45-8,53
(1H, m), [1,81 (1H, s).

3) (28,48)—2—[3—[4—[2,3—di(4~nitrobenzyloxykarbonyl)éuanidino]—butanoylamino]azetidin—l—
ylkarbonyl}-4—merkapto—|—(4—-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slougeniny (2,10 g), ktera byla ziskana v krou (2), a anisolu (2,38 ml) byla po kap-
kach dodana kyselina trifluorooctova (8,50 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,58 ml) pfi
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla upravena podobnym zpisobem popsanym v odkazu 16~
(4), ¢imZ byla ziskdna cilova slou¢enina (1,90 g) ve form& amorfni latky.
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Infragerven¢ absorpéni spektrum (KBr) vmax em™: 3337, 1733, 1709, 1645, 1608, 1522, 1433,
1347, |

Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCls) § ppm: 1,87-2,07 (SH, m),
2,17-2,34 (2H, m), 2,50-2,72 (1H, m), 3,20-3,55 (4H, m), 3,91-4,27 (4H, m), 4,29-4,53 (1H,
m), 4,63-4,83 (1H, m), 5,05-5,36 (6H, m), 7,27-7,56 (7H, m), 8,18-8,26 (6H, m), 8,46-8,54
(1H, m), 11,81 (1H, s).

Referenéni piiklad 20

2 S,4S)—2—[3—[4~[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]—3—hydroxybutanoylamino]azeti-
din~1-ylkarbonyl]-4-merkapto—1—(4~nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

(N t—butyl—3-[4—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]—3—hydroxybutanoylamino]—1—
azetidinkarboxylat

Do roztoku z t-butyl-3—(4-aminohydroxybutanoylamino)-1-azetidinkarboxylatu (1,0 g) v bez-
vodém tetrahydrofuranu (30 ml) byl dodan 4-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)karbonylimino—
pyrazol-l-ylmethyl|karbamat (1,55 g) pfi ochlazovani ledem. Vysledna smés byla upravena
podobnym zpilisobem popsanym v odkazu 16(1), &im2 byla ziskana cilova sloudenina (2,10 g)
ve formé amorfni latky.

TInfradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3336, 1737, 1699, 1647, 1609, 1570, 1524,

1414, 1380, 1367, 1348,

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCl;) & ppm: 1,42 (9H, s), 2,40 (2H, d,
J=6,0 Hz), 3,45-3,52 (1H, m), 3,62-3,68 (1H, m), 3,73-3,77 (2H, m), 4,104,25 (3H, m),
4,58-4,66 (1H, m), 4,94 (1H, d, J=3,1 Hz), 5,22 (2H, s), 5,30 (2H, s), 6,94 (1H, d, J=7.4 Hz),
7,54-1,56 (4H, m), 8,20-8,26 (4H, m), 8,73 (1H, t, }=5,5 Hz), 11,74 (1H, s).
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2 (2S,4S)—2—[3—[4—[2,3—di(4—nitr0benzyloxykarbonyl)guanidinol—3—hydr0xybutanoylamino]-‘
azetidin—l—ylkarbonyl]—4—(4—methoxybenzyl)thio—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku z¢ slouceniny (2,00 g), ktera byla ziskéna v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(20 ml) byla po kapkich dodana kyselina trifluorooctova (10 ml) pfi ochlazovani ledem, nésledo-
valo promichavani pii stejné teploté po dobu 10 minut a pii pokojové teploté po dobu dalsich 20
minut. Reakéni smés byla ziedéna 1,2-dichloroethaneri ‘a ‘zkoncentrovana odpafovanim p#i
snizeném tlaku. Zbytek byl promyt postupné hexanem a diethyletherem &efenim, nasledovalo
odpafovani rozpoudtédla, &imz byl ziskan surovy [3{4-{2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)-
guanidino]-3-hydroxybutanoylaminoJazetidin-trifluoroacetat (2,04 g). Ziskana latka byla ucho-
véna pro pouZiti v nasledném kroku bez oddéleni. .
Na druhé strané, do roztoku z (25,48)-4~(4-methoxybenzyl)thio—1—(4-nitrobenzyloxykarbo-
nyl)-L~prolinu (1,30 g) v bezvodém tetrahydrofuranu (20 ml) byl dodin N,N'—karbonyldiimida-
zol (0,60 g), nasledovalo promichavani pti pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakéni smési
byl doddn N,N—diisopropylethylamin (0,78 ml) a roztok z [3-{4-[2,3—di(4—nitrobenzyloxy-
karbonyl)guanidino]- 3-hydroxybutanoylamine]azetidin~trifluoroacetétu (2.04 g), ktery byl zis-
kan v predchozim kroku, v bezvodém tetrahydrofuranu (20 ml). Vysledna smés byla upravena
podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 32—2), &imZ byla ziskéna cilova sloudenina (2,02 g)
ve formé amorfni latky.

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3335, 1708, 1644, 1609, 1570, 1522, 1440,
1347.
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Nukleamni magnetické rezonanéni spektrum (400 MHz, CDCls) 3 ppm: 1,86~2,05 (1H, m),
2,32-2,49 (4H, m), 3,04-3,13 (1H, m), 3,25-3,32 (1H, m), 3,40-3,51 (1H, m), 3,59-3,98
(4H, m), 3,72 (2H, 5), 3,79 (3H, s), 4,09-4,25 (3H, m), 4,344,51 (1H, m), 4,61-4.75 (IH, m),
3,03-5,34 (6H, m), 6,85 (2H, d, J=8,5 Hz), 7,00-7,28 (3H, m), 7,42-7,55 (6H, m), 8,17-8,25
(6H, m), 8,71-8,72 (1H, m), 11,73 ( 1H, s).

)] (2S,4S)—4—merkapto—l—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)—Z—[[3—[4—[2,3—di(4——nitrobenzyloxy—
karbonyl)guanidino}-3-hydroxybutanoylamino]azetidin—1-ylkarbonyJpyrrolidin

Do smési ze sloueniny (2,00 g), ktera byla ziskana v kroku (2), a anisolu (2,20 ml) byla po kap-
kach dodéna kyselina trifluorooctové (7,70 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (0,35 ml) pfi
ochlazovani ledem. Reakéni smés byla upravena podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16—
(4), ¢imzZ byla ziskéna cilova slougenina (1,75 g) ve form& amorfni latky.

Infracervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3339, 1735, 1709, 1645, 1609, 1522, 1440,
1347. ‘

Nuklearni magnetické rezonan¢ni spektrum (400 MHz, CDCly) § ppm: 1,93-2,05 (2H, m),
2,34-2,42 (2H, m), 2,58-2,64 (1H, m), 3,24-3,50 (3H, m), 3,63-3,68 (IH, m), 3,81-4.47
(7H, m), 4,65-4,91 (2H, m), 5,05-530 (6H, m), 7,00-7,31 (1H, m), 7,47-7,55 (6H, m),
8,18-8,26 (6H, m), 8,71-8,73 (1H, m), 11,73 (1H, s).

Referenéni piiklad 21

(25,45)-2-[(3 S)}-3-2-[2,3~di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamino]pyrrolidin—1-
ylkarbonyl]-4—merkapto—1- 4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

H t—-bufyl—(B S)—3—[2—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)glianidino]acetylamino]—l—pyrroli-
dinkarboxylat |

& et
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Do roztoku z t-butyl-(35)-3—(2-aminoacetylamino)-1-pyrrolidinkarboxylatu (3,07 g) v bez-
vodém tetrahydrofuranu (45 ml) byl dodan roztok z 4-nitrobenzyl-[(4-nitrobenzyloxy)karbonyl-
imino-pyrazok-1-ylmethyllkarbamétu (5,38 g) v tetrahydrofuranu (35 ml) pti ochlazovani
ledem, ndsledovalo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 30 minut. Do reakéni smési byl
dodin ethylacetdt. Vyslednd smés byla promyta vodou, vodnym roztokem hydrogensiranu
draseln¢ho a nasycenym solnym roztokem, vysusena bezvodym siranem horeCnatym a nasledné

- zkoncentrovdna odpafovanim pfi snizeném tlaku. Zbytek byl ¢istén silikagelovou sloupcovou

chromatografii (ethylacetat : dichloromethan), &imz byla ziskana cilova slougenina (7,82 g) ve
forme amorfni latky.

Infraervené absorpeni spektrum (KBr) v“max‘__cm": 3308, 1740, 1691, 1646, 1626, 1554, 1524.

Nukledrni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCl;) & ppm: 1,45 (9H, s), 1,68-1,92
(1H, m), 2,03-2,22 (1H, m), 3,10-3,30 (1H, b), 3,30-3,50 (2H, b), 3, 56-3,67 (1H, m), 4,08
(2H, d, J=5,1 Hz), 4,37-4,51 (1H, m), 5,22 (2H, s), 5,31 (2H, s), 6,30~6,40 (1H, m), 7,48-7,60
(4H, m), 8,17-8,30 (4H, m), 8,88-8,98 (1H, m), 11,65 (1H, s).

(2) (3S)—3-—[2—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guani'dino]acetylamino]pyrrolidin—triﬂuoro-
acetat

Do roztoku ze slougeniny (7,82 g), kterd byla ziskdna v kroku (1), v bezvodém dichloromethanu
(10 ml) byla po kapkach dodéana kyselina trifluorooctova (5 ml) pfi ochlazovani ledem, nasledo-
valo promichévani po dobu 4 hodin. Reakéni smés byla zkoncentrovana odpafovanim pfi snize-
ném tlaku. Zbytek byl promyt smési hexanu a etheru, rozpoustédlo bylo oddestilovano, éimz bylo
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ziskano 1,00 g cilové slou€eniny. Ziskana slougenina byla uschovana pro pouZiti v nasledné
reakei bez Cisténi.

Infralervené absorpini spektrum (kapalinna vrstva) vmax cm™: 1757, 1676, 1610, 1598, 1526,
1440,

Nuklearni magneticka rezonanéni spektrum (270 MHz. DMSO—d;) & ppm: 1,72-1,90 (1H, m),
2,03-2,21 (1H, m), 2,90-3,07 (1H, m), 3,12-3,46 (3H, m), 3,99 (2H, s), 4,20-4,38 (1H, m), 5,20
(2H, 5), 5,39 (2H, s), 7,61 (2H, d, J=8,6 Hz), 7,71 (2H, d, J=8,6 Hz), 8,24 (2H, d, J=7.3 Hz), 8,27
(2H, d, J=7,3 Hz), 8,40 (1H, d, J=6,3 Hz).

3) (25,48)-2-[(38)-3~[2-[2,3—di(4-nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylaminojpyrroli-
din—1-ylkarbonyl]-4—(4-methoxybenzyl)thio——(4—n itrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do roztoku z (28,45)-4—(4-methoxybenzyl)thio—I{4-nitrobenzyloxykarbonyl}-L~prolinu
(5,38 g) v bezvodém acetonitrilu (70 ml) byl dodéan N,N-karbonyldiimidazol (2,04 g), nasledo-
valo promichavani pfi pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Do reakéni sm&si byl dodin N,N-
diisopropylethylamin (2,0 ml} a roztok ze slougeniny (11,00 g), ktera byla ziskana v kroku 2), v
bezvodém acetonitrilu (35 ml), smés reagovala ptes noc pii pokojové teploté. Reak&ni smés byla
zkoncentrovana odpafovanim pfi sniZeném tlaku. Do zbytku byl dodén ethylacetat. Vysledna
smés byla promyta vodou a nasycenym solnym roztokem, vysusena bezvodym siranem horedna-
tym a nasledn zkoncentrovana odpatovanim pii sniZeném tlaku. Zbytek byl &istén silikagelovou
sloupcovou chromatografii (ethylacetat : methanol), &mz byla ziskdna cilovd sloutenina
(10,09 g) ve formé amorfni latky.

Infraervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3319, 1737, 1708, 1645, 1609, 1552, 1522.
Nuklearni magnetické rezonanéni spektrum (270 MHz, CDCly) § ppm: 1,60-1,88 (1H, m),

1,98-2.20 (1H, m), 2,30-2,50 (1H, m), 2,94-3,56 (SH, m), 3,66-4,60 (12H, m), 5,00-5,36
(6H, m), 6,80-7,60 (10H, m), 8,06-8,28 (6H, m).
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0 (2S,4S)—2—[(3S)—3—[2-[2,3—di(4~nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetylamino]pyrroﬁ-
din—l.—ylkarbonyl]—4—merkapto—1—(4—nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

Do smési ze slougeniny (9,90 g), kterd byla ziskana v kroku (3), a anisolu (11,1 ml) byla po kap-

kach dodana kyselina trifluorooctova (39,2 ml) a kyselina trifluoromethansulfonova (1,79 ml) pti
ochlazovani ledem, smés byla promichavana pfi pokojové teploté po dobu | hodiny. Do reak&ni

- smési byl doddn 1,2-dichloroethan, nasledovala koncentrace odpafovanim pii sniZeném tlaku. -

Zbytek byl rozpudtén v ethylacetatu. Ethylacetatovy roztok byl promyt nasycenym vodnym
roztokem bikarbonatu sodného, vodou a nasycenym solnym roztokem, vysuien bezvodym sira-
nem hore¢natym, rozpoustédlo bylo nasledné oddestilovano pii snizeném tlaku, &imz byla zis-
kéna cilova sloucenina (8,75 g) ve formé amorfni latky.

-

Infradervené absorpéni spektrum (KBr) vmax cm™: 3326, 1737, 1708, 1645, 1609, 1552, 1522.
Nuklearni magnetické rezonan¢ni spektrum (400 MHz, CDCly) § ppm: 1,78-2,22 (3H, m),
2,57-2,68 (1H, m), 3,17-4,60 (12H, m), 5,03-5,38 (6H, m), 7,40-7,60 (6H, m), 8,10-8,28
(6H, m).

Referenéni piiklad 22

(2S,48)-2-((3 S)—3—[N—-[2—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetyl]—N—methy]-
amino]pyrrolidin——1—y1karbonyl]—4»—merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin
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Cilova sloutenina miZe byt ziskana pedobnym zjaﬁsobem popsanym v odkazu 16—(1), (2),

(3)a(4).

Referencni piiklad 23

(25,45)-2-[(3 Sy-3-[N-{2-{2,3-di(4-nitrobenzyloxykarbonyl}-1 -methylguanidino]acetyl]-N—
methylamino]pyrrolidin—1-ylkarbony!]-4-merkapto-1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin

10 Cilova sloutenina mize byt ziskana podobnym zplisobem popsanym v odkazu 161}, (2),
(3)a(@).
Referencni piiklad 24
15
(2S,4S)—2—[3—[N-—[2—[2,3—di(4—nitrobenzyloxykarbonyl)guanidino]acetyl]—N—methylamino]-
azetidin—1—ylkarbonyl}—4-merkapto—1~(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin
Cilova sloutenina mize byt ziskina podobnym zpiisobem popsanym v odkazu 16—(1), (2),
20 (a4
Referenéni piiklad 25
25 (2S,4S)—2»—[4—[2—[2,3—di(4—nitrobenzy]oxykarbonyl)guani.dino]acetylamino]piperidin—1—yl—
karbonyl]-4-merkapto—1—(4-nitrobenzyloxykarbonyl)pyrrolidin
Cilova sloufenina mize byt ziskina podobnym zplisobem popsanym v odkazu 16—(1), (2),
(3)a(4).
30
Test
Antibakteridlni (¢inky byly méfeny zfed'ovaci metodou na agarové plotng, pomoci které byla
uréena minimalni tlumici koncentrace (ug,ml) oproti riznym choroboplodnym bakteriim.
35 Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5. Bakterie A, B a C pouzité za idelem testu, které jsou uve-
deny v tabulce 5, jsou nasledujici:
A:  Staphylococcus aurfeus 209P
40  B: Escherichia coli NIHJ
C.  Pseudomanas aeruginosa 1001
45 Tabulka 5
Minimalni tlumici koncentrace (ul/ml)
Slougenina mikroorganismus
A B C
Sloudenina. pf | <0,01 <0,01 0,1
Sloucenina pf. 2 <0,01 <0,01 0,05
Slou€enina pf. 6 <0,01 0,01 0,05
Sloucenina pt, 12 <0,01 <0,01 0,05
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Podle vySe uvedenych vysledkii je mozné fici, Ze sloudeniny uvedené v piedlozeném vynalezu
maji siiné protibakteridlni u¢inky. V dodatku, sloueniny pfedlozeného vynilezu jsou stalé proti
pisobeni dehydropeptiddzy I a (3-laktaméazy a projevuji vysokou schopnost obnovy moge. Dile,
projevuji nizkou nefrotoxicitu.

Formulace 1
Kapsle
Sloucenina z piikladu | 50 mg*
Laktdza . 128 mg
Kukufi¢ny skrob 70 mg
Steardt hofecnaty 2mg
250 mg 5
10 .
Vyse uvedené sloZky jsou viechny ve formé prasku, tyto jsou smichany a prosety pies sit' s 60
ocky, smés je nasledné pinéna do Zelatinovych kapsli €. 3 majicich obsah 25 mg, takto jsou pi-
praveny kapsle. :
15 Formulace 2
Tablety
Slougenina z prikladu 1 50 mg
Laktoza 126 mg
Kukufiény $krob 23 mg
Stearat hofecnaty 1 mg
200 mg
20 VysSe uvedene¢ slozky jsou ve formé présku, jsou smichény, zpracovany granulaci za mokra
s kukufi¢nym_Skrobem, vysuseny_a_smés_je-néasledn&-zpracovéna-do—formy—tablet-strojem—na
vyrobu tablet, &imZ jsou pfipraveny tablety o hmotnost{ 200 mg. Tablety mohou byt, pokud je
nezbytné, opatfeny povlakem cukru.
25
PATENTOVE NAROKY
30
1. Derivat |-methylkarbapenu obecného vzorce [
CHs™ I
b
Gf?’
kde
33 R' predstavuje atom vodiku nebo C,_alkylovou skupinu,

-67 -




10

CZ 298146 B6

R? piedstavuje atom vodiku mebo esterovy zbytek, ktery mize byt hydrolyzovan in vivo,
vybrany ze skupiny, kterou tvofi acyloxyalkylova obsahujici Ciy alkylovou skupinu, ktera je
substituovana C,_¢ alkanoylovou skupinou, kterd miize byt substituovana C;_s cykloalkylovou
skupinou; alkoxykarbonyloxyalkylova skupina obsahujici C,_4 alkylovou skupinu, ktera je substi- .
tuovana C,_y alkoxykarbonyloxyskupinou nebo C, 5 cykloalkyloxykarbonyloxyskupinou, ftalidy- B
lové skupina nebo 1—(2-oxo-1,3—dioxolen—4—yl)alkylova skupina, kterd mZze byt substituovana
v 5=poloze C,_ alkylovou skupinou nebo arylovou skupinou;

A piedstavuje skupinu obecného vzorce Al;

—coN” 3P N
' T B

(AL

kde v obecném vzorci Al:
n  nabyva hodnoty 0,1 nebo 2,
p nabyvé hodnoty 0,1 nebo 2,
R predstavuje atom vodiku nebo Ci_s alkylovou skupinu, a
R* predstavuje skupinu obecného Q2;

A

‘ R1A

@,

kde v obecném vzorci Q2,

B—piedstavuje—fenylenovou,—fenylenalkylovou_skupinu,_kde_uvedena_alkylova_&ast je

20

25

35

40

Cy_s- alkylova skupina, cyklohexylenovou, cyklohexylenalkylovou skupinu, kde uvedend
alkylova &4st je C,_; alkylové skupina nebo C_s alkylenovou skupinu, kterd miZe mit jeden
aZ tii substituenty, které jsou stejné nebo vzajemné rozdilné a jednotlivé pfedstavuji amino-
skupinu, hydroxylovou skupinu, cyklohexylalkylovou skupinu, kde uvedend alkylova dast je
C,_; alkylové skupina, C_4 alkylovou skupinu, fenylovou skupinu nebo benzylovou skupinu,
R’ * predstavuje atom vodiku neboCy4 alkylovou skupinu; -

R" piedstavuje skupinu  vzorce ~C(=NH)R®, kde R® predstavuje atom vodiku,
Ci_4 alkylovou skupinu nebo skupinu vzorce “NR’R", kde R” a R"® jsou stejné nebo vza-
jemné rozdilné a jednotlivé predstavuji atom vodiku nebo C) alkylovou skupinu;

nebo jeho farmakologicky ptijatelna sdl.

2. |-Methylkarbapenemova slouenina podle naroku 1, obecného vzorce |, ve kterém R! pred-
stavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu; nebo jeji farmakologicky prijatelna sil.

3. 1-Methylkarbapenemova sloudenina podle néroku 1, obecného vzorce |, ve kterém:
R' piedstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,
n  nabyvéd hodnoty 0 nebo 1,

p nabyva hodnot 0 nebo 1,
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R’ predstavuje atom vodiku, methylovou nebo ethylovou skupinu,

R’ predstavuje atom vodiku, methylovou nebo ethylovou skupinu,

R" pedstavuje formimidoylovou, acetimidoylovou nebo amidinovou skupinu a

B predstavuje 1,4—fenylenovou, 1,Hyklohexylcnmcthylovo;, methylenovou, methylmethyle-
novou, ethylenovou, trimethylenovou nebo 2-hydroxypropylenovou skupinu; nebo jeji farmako-
logicky pfijatelna sil.

4. 1-Methylkarbapenemova slougenina podle naroku 1, obecného vzorce I, ve kterém:

R' piedstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,

n  nabyva hodnoty 0 nebo 1

p  nabyva hodnoty 0,‘ '

R’ piedstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,

R’ piedstavuje atom vodiku nebo methylovou skupinu,

R predstavuje amidinovou skupinu, a

B pfedstavuje methylenovou, methylmethylenovou, ethylenovou, trimethylenovou nebo
2-hydroxypropylenovou skupinu;

nebo jeji farmakologicky piijatelna sil,

5.

o i ke o1 e RN i

l:Methylkar_bapenemo.\.fé.slouéenina-podle-nz’i{‘.oku_l,.0becného_v.zorce-l,_.v.e-kterém'
R' predstavuje atom vodiku tlebo methylovou skupinu,

n  nabyva hodnoty 0 nebo 1

p nabyva hodnoty 0,

R* piedstavuje atom vodiku,

R’ piedstavuje atom vodiku,

"R" predstavuje amidinovou skupinu, a

B piedstavuje methylenovou, methylmethylenovou, nebo ethylenovou skupinu;
nebo jeji farmakologicky ptijatelna sdl.
6. 1-Methylkarbapenemova sloucenina podle naroku 1, kterou je:

Kyselina 2—{2—[3—2—guanidinoacetylamino)pyrrolidin-1-yl-karbony!]pyrrolidin—4—ylthio} -6~
(1-hydroxyethyl)}-1-methyl-1-karbapen—2—em—3—karboxylova,

kyselina 2—{2—{3—[2(}-methylguanidino)acetylamino]pyrrolidin—1—ylkarbonyl} pyrrolidin—4—
ylthio}—6—(1-hydroxyethyl}~1-methyl—|—karbapen—2—em-3—karboxylova,
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kyselina 2 —{2~{3-[2-guanidino—2-methylacetylamino]pyrrolidin—I—ylkarbonyl} pyrrolidin—4—
ylthio}-6—(1-hydroxyethyl)}~1-methyl-1-karbapen—2-em—3—karboxylova,

5 kyselina 2—{2—[3—(3—guanidinopropanoylamino)azetidin—l—yl—karbonylpyrrolidin—4—ylthio}—6—
(1-hydroxyethyl)-1-methyl-1-karbapen—2~em—3-karboxylova,

kyselina 2—{2-[3—(2-guanidino-2-methylacetylamino)azetidin—| -ylkarbonyl]pyrrolidin—4—yl-
thio}—6—(1-hydroxyethyl)}-1-methyl-|-karbapen—2-em-3-karboxylova,

kyselina 2—{2—{3—[N~(2—guanidinoacetyl)—N—methylamino]—pyrro]idin-l-ylkarbonyl}pyrrol-
idin~4-ylthio}—6—(1-hydroxyethyl)-1-methyl-1-karbapen—2-em-3—karboxylova,

kyselina 2—{2—[3—(4—guanidin0—3~hydroxybutanoylamino)azetidin—l—ylkarbonyl]pyrrolidin——4—
15 ylthio}—6~(1-hydroxyethyl)-1-methyl-1—karbapen—2-em-3—karboxylova, a

kyselina 2~{2—[3—(2—guanidinoacetylamino)pyrrolidin—1—y]karbonylmcthy[pyrrolidin—4—yl-
thio}—6—(1~hydroxyethyl)- |-methyl-1—karbapen—2-em—3—karboxylova

20 nebo jejich farmakologicky prijatelna siil.
7. Zplsob ptipravy 1-methylkarbapenemové slouteniny obecného vzorce I nebo Jeji farma-

kologicky pfijatelné soli podle kteréhokoli z narokii 1226, vyznaéu jici se tim, %
zahrnuje reakei karbapenemové slougeniny obecného vzorce I

on CH,
A _RL
CHj 1 i/ (ID),
J—N ‘
.o.// COORZ?

25

kde R" predstavuje odstdpujici se skupinu a R* pfedstavuje chranici skupinu karboxylové skupi-
ny, s merkaptopyrrolidinovym derivatem obecného vzorce III

kde R® predstavuje chréanici skupinu aminoskupiny nebo C,_4 alkylovou skupinu a A' ma stejny

30 vyznam jako A definované shora, s podminkou, Ze kterakoli z aminoskupiny, hydroxylové sku-
piny nebo iminoskupiny zahrnuté ve skupiné A je chranéna; v pripadé potieby odstranéni chra-
nici skupiny; a konverzi produktu na farmakologicky piijatelnou siil nebo ester, ktery miize byt v
pfipad¢ potreby hydrolyzovan in vivo.

35 8  Antibakteridlni Cinidlo, vyzna&ujici se tim, % obsahuje jako ddinnou latku

1-methylkarbapenemovou slouceninu obecného vzoree I nebo jeji farmakologicky pfijatelnou siil
podle kteréhokoli z narokil 1 aZ 6,
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9. Pouziti 1-methylkarbapenemové slouteniny obecného vzorce I nebo jeji farmakologicky
pfijatelné soli podle kteréhokoli z ndrokii | aZ 6 pro piipravu léEiva pouZivaného pro prevenci
nebo 1€¢bu infekenich chorob, :

10. Farmaceuticky prostfedek pro prevenci nebo 16&bu infekénich chorob, vyznaéujici
se tim, Ze obsahuje jako aktivni latku 1-methylkarbapenemovou slouceninu obecného vzorce

[ nebo jeji farmakologicky pijatelnou siil podle kteréhokoli z nérokd 1 aZ 6.

Konec dokumentu
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