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Benzopyrany substituované benzoovou kyselinou pro lédeni

atherosklerosy

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpusobu léceni atherosklerosy u
savca, jako 1lidi, za pouziti antagonistu LTB,, prednostné
substituovanych benzopyrani nebo jejich farmaceuticky

vhodnych soli, které jsou u¢inné pri léceni atherosklerosy.

Dosavadni stav techniky

Substituované benzopyrany, které se pripravuji podle
vynalezu, jsou uvedeny v US predbézné patentové prihlasce &.
60/301 712, podané 28. ¢ervna 2001 s nazvem "Benzopyrany
substituované kyselinou benzoovou pro léceni atheroskle-
rosy", US patentech ¢. 5 552 435 a 6 096 906 a PCT
mezindrodnich prihlaskach zverejnénych jako WO 96/11925, WO
96/11920 a WO 93/15066. VSechny tyto dokumenty jsou citovany
nahradou za preneseni celého jejich obsahu do tohoto textu.

K tvorbé atherosklerotickych 1ézi miZe dochdzet v
péti vzajemné se prekryvajicich stédiich, jako je migrace,
akumulace lipida, vcestovani z&nétovych bunék, proliferace
buneék hladkého svalstva vaskulatury a ukladani extracelular-
ni matrice. U modelu atherosklerosy u &lovéka i zvifete muge
dojit ke vSem témto procesum, ale jejich individudlni
relativni podil na pathologii a klinické vyznamnosti léze je
nejasny.

Vcestovani a aktivace monocytl je jednim aspektem
rozvoje atherosklerotické léze (viz Gerrity, R. G., Cellular

Events In Early Atherogenesis In Swine, In Swine In Bio-




medical Research, M. E. Tumbleson, ed., 1985, Plenum Press:
New York, str. 1497 azZ 1509). Vcestovani monocytl je rizené
chemoatraktanty s bunécnou specificitou, jako je metabolit
kyseliny arachidonové, leukotrien By (LTB4). LTB, a isoleu-
kotrieny B, svij Uc¢inek navozuji prostfednictvim vazby

k vysoce afinitnimu receptoru LTB, (BLTR) (viz Yokomizo T.
et al., Nature, 1997, 387: 620 aZ 624), ktery je exprimovéan
na zanétovych bunkach, jako neutrofilech, eosinofilech

a makrofazich. Ukézalo se, Ze antagonisté BLTR u predkli-
nickych modeld chorob, jako experimentalni autoimunitni
encefalomyelitis, arthritis indukované kolagenem a trans-
platnace allostépu, inhibuji vcestovani neutrofilq,
eosinofild a makrofdgu (viz Weringer E. J. et al.,
Transplantation, 1999, 67(6): 808 aZ 815; Griffiths R. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, 92: 517 az 521;

a Showell, H. J. et al., Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, 1995, 273: 176 az 184). LTB4

a jiné ligandy, které se vaZou k receptoru LTB, mohou hrat

proatherogenni roli.

Tento vynalez ukazuje, Ze specifické antagonisty
receptoru LTB,, napriklad benzopyrany substituované
kyselinou benzoovou, zpomaluji progresi 1lézi u nékolika

mySich modeld atherosklerosy.

Podstata vyndlezu

Predmétem vyndlezu je zplsob lédeni atherosklerosy
u savcu, prednostné 1lidi, jehoZ podstata spoc¢iva v tom, Ze
se savci podavad sloucenina obecného vzorce I

CO,H (1)

R? OH




kde

zbytek benzoové kyseliny substituovany R3 je ke zbytku mole-

kuly pripojen v poloze 6 nebo 7 benzopyranového
kruhu;

predstavuje skupinu —(CHZ)qCHR5R6, kde g predsta-
vuje ¢islo 0 aZ 4;

predstavuje kazdy nezavisle vodik, fluor, chlor,
alkylskupinu s 1 az 6 atomy uhliku (jako methylsku-
pinu), alkoxyskupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku (jako
methoxyskupinu), fenylsulfinylskupinu, fenylsulfo-
nylskupinu nebo skupinu alkyl—s(o)n— s 1 az 6 atomy
uhliku, kde n predstavuje ¢islo 0 a2 2, pricem?
alkylové zbytky uvedené v definici R? a RS Jjsou bez
ohledu na misto jejich vyskytu nezavisle popripadé
substituovany jednou aZz tfemi skupinami fluoru;

a fenylové zbytky uvedené v definici R? a RS jsou
bez ohledu na misto jejich vyskytu nezavisle
popripadé substituovany jednou az tremi skupinami
fluoru;

pfedstavuje vodik nebo alkylskupinu s 1 az 6 atomy
uhliku (jako methylskupinu) nebo fenylskupinu, p#¥i-
¢cemZz tato fenylskupina ve vyznamu R° je popripadé
substituovdna jednim aZ tfemi substituenty nezavis-
le zvolenymi ze souboru sestdavajiciho z fluoru,
chloru, alkylskupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku (jako
methylskupiny), alkoxyskupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku
(jako methoxyskupiny), fenylsulfinylskupiny, fenyl-
sulfonylskupiny a skupiny alkyl—s(o)n~ s 1 az 6
atomy uhliku, kde n predstavuje &islo 0 az 2, jako
alkylthioskupiny s 1 aZz 6 atomy uhliku, alkylsulfi-
nylskupiny s 1 az 6 atomy uhliku nebo alkylsulfo-




nylskupiny s 1 az 6 atomy uhliku; pricemsz alkylové
zbytky jsou bez ohledu na misto jejich vyskytu na
této fenylskupiné nezavisle popripadé substituovany
jednou az tremi skupinami fluoru:; a fenylsulfinylo-
vé a fenylsulfonylové zbytky jsou bez ohledu na
misto jejich vyskytu na tomto fenylovém substituen-
tu nezavisle popripadé substituovany jednou az

tremi skupinami fluoru;

predstavuje vodik, alkylskupinu s 1 aZ 6 atomy
uhliku, cykloalkylskupinu se 3 az 8 atomy uhliku,
fenylskupinu nebo péti- aZ desetidlennou hetero-
arylskupinu, pric¢emZ fenylskupina uvedenda v defi-
nici R® je popripadé substituovédna jednim az tremi
substituenty nezavisle zvolenymi ze souboru sesta-
vajiciho z fluoru, chloru, alkylskupiny s 1 az 6
atomy uhliku (jako methylskupiny), alkoxyskupiny

s 1 az 6 atomy uhliku (jako methoxyskupiny), fenyl-
sulfinylskupiny, fenylsulfonylskupiny a skupiny
alkyl-s(0),- s 1 aZz 6 atomy uhliku, kde n pfedsta-
vuje ¢islo 0 az 2, jako alkylthioskupiny s 1 az 6
atomy uhliku, alkylsulfinylskupiny s 1 az 6 atomy
uhliku a alkylsulfonylskupiny s 1 a2z 6 atomy
uhliku; pricemZ alkylové zbytky jsou bez ohledu na
misto jejich vyskytu na substituentu této fenyl-~
skupiny nezavisle popripadé substituovany jednou az
tfemi skupinami fluoru; a fenylsulfinylové a fenyl-
sulfonylové zbytky jsou bez ohledu na misto jejich
vyskytu na substituentu této fenylskupiny nezavisle
popripadé substituovédny jednou a# tremi skupinami
fluoru; a pricemZ uvedend péti- aZ desetidlenna
heteroarylskupina je popripadé substituovana jednim
az dvéma substituenty nezdvisle zvolenymi ze soubo-
ru sestavajiciho z fluoru, chloru, alkylskupiny

s 1 az 6 atomy uhliku (jako methylskupiny), alkoxy-




skupiny s 1 aZz 6 atomy uhliku (jako methoxyskupiny),
fenylsulfinylskupiny, fenylsulfonylskupiny

a skupiny alkyl-S(O),- s 1 az 6 atomy uhliku, kde

n predstavuje c¢islo 0 azZ 2, jako alkylthioskupiny

s 1 aZz 6 atomy uhliku, alkylsulfinylskupiny s 1

az 6 atomy uhliku a alkylsulfonylskupiny s 1 a2

6 atomy uhliku; pricemZ alkylové zbytky jsou bez
ohledu na misto jejich vyskytu na substituentu této
péti- azZ desticlenné heteroarylskupiny nezavisle
popripadé substituovédny jednou aZ tremi skupinami
fluoru; a fenylsulfinylové a fenylsulfonylové
zbytky jsou bez ohledu na misto jejich vyskytu na
tomto péti- aZ desetic¢lenném heteroarylovém
substituentu nezdvisle popripadé substituovany

jednou az tremi skupinami fluoru;

jeji enantiomer, racemdt nebo farmaceuticky vhodna sul; v

mnozstvi, které je uc¢inné pri léceni atherosklerosy.

Pod pojmem "halogen" se rozumi, pokud neni uvedeno
jinak, fluor, chlor, brom nebo jod.

Pod pojmem "alkyl" se rozumi, pokud neni uvedeno
Jinak, nasyceny jednovazny uhlovodikovy zbytek s Fetézcem

primym, rozvétvenym nebo kombinovanym.

Pod pojmem "alkyloxy" se rozumi O-alkylskupina, kde
"alkyl" md vysSe uvedeny vyznamn.

Pod pojmem "aryl" se rozumi, pokud neni uvedeno
jinak, organicky zbytek odvozeny od aromatického uhlovodiku
odstranénim jednoho atomu vodiku, jako je napriklad fenyl-
skupina nebo naftylskupina.




Pod pojmem "cykloalkyl" se rozumi, pokud neni
uvedeno jinak, mono- nebo bicyklické karbocyklické kruhové
systémy (napriklad cyklopropyl-, cyklobutyl-, cyklopentyl-,
cyklohexyl-, cykloheptyl-, cyklooktyl-, cyklononyl-,
cyklopentenyl-, cyklohexenyl-, bicyklo[2,2,l]heptanyl—,
bicyklo[3,2,1]oktanyl-, bicyklo[5,2,0]nonanylskupina apod.),
které popripadé obsahuji jednu nebo dvé dvojné vazby a jsou
popripadé substituovany jednim az tfemi vhodnymi substituen-
ty definovanymi ddle, jako je fluor, chlor, trifluormethyl-
skupina, alkoxyskupina s 1 az 4 atomy uhliku, aryloxyskupina
se 6 az 10 atomy uhliku, trifluormethoxyskupina, difluor-
methoxyskupina nebo alkylskupina s 1 az 4 atomy uhliku,
vyhodnéji fluor, chlor, methylskupina, ethylskupina
a methoxyskupina.

Pod pojmem "heteroaryl" se rozumi, pokud neni
uvedeno jinak, organicky zbytek odvozeny od aromatické
heterocyklické sloudeniny odstranénim Jednoho atomu vodiku,
Jako je napriklad pyridyl-, furyl-, thienyl-, isochinolyl-,
pyrimidinyl- a pyrazinylskupina.

Pod pojmem "enantiomer" se rozumi, pokud neni

uvedeno jinak, sloucenina odpovidajici obecnému vzorci

Pod pojmem "racemdt" se rozumi, pokud neni uvedeno
Jinak, smés slouceniny obecného vzorce I a jejiho
enantiomeru, pricemZ pojem "enantiomer" ma vyse uvedeny
vyznam.




Slouceniny obecného vzorce I, kterych se pouziva
pri zpuisobech podle vynalezu, obsahuji centra chirality, a
tudiZz se vyskytuji v ruznych enantiomernich formach. Do
rozsahu vynalezu spadaji vsSechny optické isomery a stereo-
isomery sloucdenin obecného vzorce I a jejich smési, jako
jejich racematy.

Pojmem "s prodlouZenym uvolnovadnim" se oznacuji
davkovaci formy vytvorené tak, aby uvolnovaly sloudeninu
obecného vzorce I po dobu v rozmezi od asi 3 do asi 21 dna.
Uvolnovani po dobu del$i, neZ je uvedené rozmezi se v sou-
vislosti s davkovacimi formami podle vynalezu také povazuje
za "prodlouzZené uvolriovani".

Pod pojmem "léceni" se rozumi revertovani, zmir-
néni, zastaveni progrese nebo prevence choroby nebo stavu,
k némuz se pojem "léceni" vztahuje, nebo jednoho nebo vice

symptomi takové choroby nebo stavu.

Pod pojmem "antagonisty receptoru LTB," se rozuméji
slouceniny obecného vzorce I definované vyse.

Pod pojmem "atherosklerosa" se rozumi tvorba
atherosklerotickych 1ézi v péti vzajemné se prekryvajicich
stadiich, jako je migrace, akumulace lipidG, vcestovani
zanétovych bunék, proliferace bunék hladkého svalstva

vaskulatury a ukladdni extraceluldrni matrice.

Pod pojmem "LTB, antagonistické &inidlo" se rozumi
Jakakoliv chemickd nebo farmaceuticka molekula, ktera vyka-
zuje uvedenou aktivitu vaci LTB,, méreno pomoci standardnich
stanoveni (jako je stanoveni chemotaxe nebo primé vazebné
stanoveni), jako DNA, RNA, pozitivni nebo negativni oligo-
nukleotid, monoklonadlni nebo polyklonalni protilatka nebo

mald molekula.




Pod pojmem "mald molekula" se rozumi molekula,
ktera neni molekulou DNA, RNA, polypeptidu a monoklonalni
protilatky, s molekulovou hmotnosti niz&i nez 2000 g/mol,
prednostné nizs$i neZ 500 g/mol. Malé molekuly prednostné
obsahuji aromatické kruhy (jako arylové nebo heteroarylové).
Ve vyhodnéjs$im provedeni malé molekuly obsahuji fenylskupinu
nebo benzopyranylskupinu. Nejvyhodnéj$imi malymi molekulami
Jsou slouc¢eniny z tridy fenothiazin-3-ond, k nimZ nélezi L-621
392 (Merck); z t¥idy amidinovych slou¢enin, kX nimz ndlezi
CGS-25019 (Novartis); z tridy benzoxaolamint, k nimZ nalezi
ontazolast; z tridy benzenkarboximidamidd, X nimZ nalezi
BIIL 284/260 (Boehringer); z tridy 2-(substituovany)-N-
-hydroxy-N-alkylcinnamamidd, k nimZ nalezi LY-233 569
(Lilly); z tridy sloudenin, k nim2 nalezi ebselen; z tridy
sloucenin, k nimZ ndlezi linazolast: z tridy sloucenin, k
nimZ ndleZi Bay-x-1005 (Bayer); z tfidy sloucdenin, k nim2
nilezi ETH-615 (Leo Denmank); z tridy slouc¢enin, k nimz
nalezi MAFP (Merck); z tridy slouc¢enin, k nimZ nalezi
TMK-688 (Terumo); z tridy slouc¢enin, k nimZ ndlezi T-0757
(Tanabe); z tridy slouc¢enin, k nimZ naleszi LY-213024,
LY-210073, LY-223982, LY-233469, LY-255283, LY-293111,
LY-264086 a LY-292728 (Lilly); z t¥idy slouc¢enin, k nimz
nalezi ONO-LB457, ONO-4057 a ONO-LB448 (ONO); =z tridy
slou¢enin, k nimZ nalezi S-2474 (Shionogi); z tridy
slouCenin, k nimZ ndlezZi kalcitrol; z tridy sloucenin, k
nimZ nalezi SC-53228, SC-41930, CS-50605 a SC-51146
(Searle); z tridy sloucenin, k nimZ nédlesi BPC-15 (Warner
Lambert); z tridy sloucenin, k nimZ naleZi SB-209247
(SmithKline Beecham); nebo z t¥idy slouc¢enin, k nimZ nalezi
SKF-104493 (SK&F).

Pojem "léze" je popsan v publikaci Ross, R., The
Pathogenesis of Atherosclerosis in Heart Disease, 1106 az

1124 (E. Braunwald ed., W. B. Saunders Company, 1992), ktera




je citovéna nahradou za preneseni jejiho obsahu do tohoto
textu.

Pojem "plat" nebo "stabilita platu" je popséan v
publikaci Ross, R., The Pathogenesis of Atherosclerosis in
Heart Disease, 1106 aZ 1124 (E. Braunwald ed., W. B.
Saunders Company, 1992), ktera je citovana nahradou za
preneseni jejiho obsahu do tohoto textu.

Pojem "LTB, ICgy méné neZ asi 20nM, prednostné méné
nez asi 10nM, méreno stanovenim chemotaxe" je popsan v pub-
likacich Doherty et al., The In Vitro and In Vivo Pharmaco-
logic Activity of the Potent and Selective Leukotriene B4
Receptor Antagonist CP-105,696, J. Pharm. and Exp. Ther.,
273: 176 azZz 184 (1995) a Showell et al.
The Pharmacological Profile of The Potent LTB, Antagonists

;, Characterization of

CP-105,696 on Murine LTB, Receptors In Vitro, Br. J.
Pharmacol., 117: 1127 aZ 1132 (1996), které jsou citovany
nahradou za preneseni jejich obsahu do tohoto textu.

Privlastkem "farmaceutické vhodné" se oznacuji
nosice, vehikula, redidla, excipienty a/nebo soli, které
musi byt kompatibilni s ostatnimi slogkami kompozice a
nesméji poskozovat recipienta.

V prednostnim provedeni slouéeniny obecného vzorce
I inhibuji progresi tukovych 1ézi. Jak je ilustrovano dale,
benzopyrany substituované kyselinou benzoovou inhibuji

progresi tukovych 1lézi u savca.

V prednostnim provedeni vyndlezu ve slouceninach
obecného vzorce I RI predstavuje benzylskupinu, 4-fluor-
benzylskupinu, 4-fenylbenzylskupinu, 4-(4-fluorfenyl )benzyl-
skupinu nebo fenylethylskupinu (fenethylskupinu).
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V prednostnim provedeni vyndlezu ve slouc¢eninéch
obecného vzorce I R2 predstavuje atom vodiku nebo fluoru.

V prednostnim provedeni vyndlezu ve slouc¢eninéach
obecného vzorce I zbytek benzoové kyseliny substituovany R3
je ke zbytku molekuly pripojen v poloze 7 benzopyranového
kruhu; a zbytkem benzoové kyseliny substituovanym R3 je
2-karboxyfenyl-, 2-karboxy-5-chlorfenyl-, 2-karboxy-4-chlor-
fenyl-, 2-karboxy-3-fluorfenyl-, 2-karboxy-5-fluorfenyl-,
2—karboxy—S-triflucrmethylfenyl—, 2-karboxy-4-fluorfenyl-,
2~-karboxy-6-fluorfenyl- nebo 3-karboxyfenylskupina.

V prednostnim provedeni vyndlezu ve sloudeninich
obecného vzorce I R predstavuje benzylskupinu, RZ pred-
stavuje vodik a zbytkem benzoové kyseliny substituovanym R3
Je 2-karboxy-5-fluorfenylskupina.

V prednostnim provedeni vynalezu ve sloudeninach
obecného vzorce I R predstavuije 4-fenylbenzylskupinu, R
predstavuje vodik a zbytkem benzoové kyseliny substituovanym
R3 Jje 2-karboxy-5-fluorfenylskupina nebo 2-karboxy-4-chlor-
fenylskupina.

Ve 2zvlasté prednostnim provedeni vynalezu je
sloucenina obecného vzorce I zvolena ze souboru

sestdvajiciho z

(BS,4R)—7—(2—karboxyfenyl)—4—hydroxy—3—benzy1—2H-l~benzo-
pyranu;

(3S,4R)—7—(2-karboxy-5-chlorfenyl)—4—hydroxy—3—benzyl-2H-

-l-benzopyranu;

(BS,4R)—7—(2—karboxy-4—chlorfenyl)-4-hydroxy—3-benzyl~2H—
-l-benzopyranu;
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(35,4R)—7—(2-karboxy-3-fluorfenyl)—4-hydroxy-3—benzyl—2H-
-l-benzopyranu;

(3S,4R)-7-(2-karboxy—4—f1uorfeny1)—4—hydroxy—3-benzyl-2H—
-1l-benzopyranu;

(3S,4R)~7—(2—karboxy-5—fluorfenyl)—4—hydroxy—3—benzyl-2H—
-l-benzopyranu;

(3S,4R)—7~(2—karboxy—5—trifluormethylfenyl)—4-hydroxy-3—
-benzyl-2H-1-benzopyranu a

(3S,4R)—7-(3—karboxyfenyl)—4—hydroxy—3—benzyl—2H—1—benzo—
pyranu.

Ve vyhodnéjsim provedeni vyndlezu je sloudeninou
obecného vzorce I (3S,4R)-7—(2—karboxy—5-trifluormethyl—
fenyl)—4—hydroxy—3—benzyl—2H—1—benzopyran.

Podle jednoho provedeni je mnozZstvi slou¢eniny

obecného vzorce I 0,5 aZ 1000 mg/den.

Podle jednoho provedeni se sloudenina obecného

vzorce I podava perordalné.

Podle jiného provedeni je sloudeninou obecného
vzorce I napustén stent, jako intravaskularni stent, ktery
miZe byt z kovu, plastu nebo biodegradovatelného plastu.
Implantovatelnd zarizeni a biologické materidly, z nichz
stenty mohou byt vytvoreny jsou obecné diskutovany v
publikaci H. Kambic et al., Biomaterials in Artificial
Organs, Chem. Eng. News, 30 (1986), ktera je citovéana

nahradou za preneseni jejiho obsahu do tohoto textu.
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Podle dalsiho provedeni je sloudeninou obecného
vzorce I, kterou je napustén stent, (35,4R)~-7-(2-karboxy-
—5—trif1uormethylfenyl)-4—hydroxy—3-benzy1—2H—1-benzopyran.

Stenty uZitec¢né pri zpusobech podle tohoto vyndlezu
mohou obsahovat biodegradovatelny povlak nebo porézni nebio-
degradovatelny povlak, v némz Je davkovaci forma s prodlou-
Zenym uvolnovanim dispergovéana. V alternativnim provedeni
miZe sloucdeninou obecného vzorce byt biodegradovatelny stent
(tj. matrice stentu) také napustén. Vynalez také predpoklada
vyuZiti biodegradovatelného stentu, ktery je napustén slou-
ceninou obecného vzorce I a dale potazZen biodegradovatelnym
povlakem nebo poréznim nebiodegradovatelnym povlakem, v némz
je dispergovdna davkovaci forma s prodlouZenym uvolnovanim.
Toto provedeni vyndlezu umoZfiuje dosahnout rlzné rychlosti
uvolnovani slouceniny obecného vzorce I, tj. rychlejsiho
uvolnovani slouceniny obecného vzorce I gz povlaku a na-
sledné, po degradaci matrice stentu, odloZeného uvolrovani
slouceniny obecného vzorce I, kterou je matrice stentu

napusténa.

V dal$im provedeni je sloud¢eninou obecného vzorce I
napustén stent, jako intravaskularni stent, ktery je dale
potaZen biodegradovatelnym povlakem nebo poréznim nebiode-
gradovatelnym povlakem, v némZ je dispergovadna davkovaci
forma s prodlouZenym uvolnovanim slouc¢eniny obecného vzorce
I.

Predmétem vynalezu je také zplUsob léceni athero-
sklerosy u sav¢iho subjektu, ktery md atherosklerotickou
lézi, jehoZ podstata spodiva v tom, Ze se takovému subjektu
podava terapeuticky u&inné mnoZstvi LTB, antagonistického
¢inidla, prfednostné malé molekuly, vyhodnéji malé molekuly
obsahujici fenylskupinu nebo benzopyranylskupinu, které

uc¢inné sniZuje progresi tvorby takové léze.
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Podle jednoho provedeni je predmétem vynalezu
Zzpusob léd&eni atherosklerosy u savéiho subjektu, prednostné
Cloveéka, jehoZ podstata spodiva v tom, Ze se subjektu, ktery
mad atherosklerotickou 1lézi podava, terapeuticky ud&inné
mnozZstvi LTB, antagonistického ¢&inidla, prednostné malé
molekuly, vyhodnéji malé molekuly obsahujici fenylskupinu
nebo benzopyranylskupinu, které efektivné zlepsuje stabilitu
platu.

Podle jiného provedeni je predméten vynalezu zpusob
léceni atherosklerosy u savéiho subjektu, prednostné &lové-
ka, jehoZ podstata spo&iva v tom, Ze se subjektu, ktery ma
atherosklerotickou 1ézi podava, terapeuticky G&inné mnozstvi
LTB, antagonistického ¢inidla, pridem# toto ¢inidlo je
zvoleno ze souboru sestdavajiciho z protilatky pro LTB,

a antisense pro gen LTB,.

Podle jiného provedeni je predmétem vynalezu zpusob
lé¢eni atherosklerosy u savéiho subjektu, prednostné &love-
ka, jehoZ podstata spocdiva v tom, Ze se subjektu, ktery ma
atherosklerotickou 1lézi podava, terapeuticky G&inné mnozstvi
LTB, antagonistického ¢inidla, pricems LTB, antagonistické
¢inidlo vykazuije LTB, ICgzy méné neZ asi 20nM, prednostné
méné nezZ asi 10nM, méreno stanovenin chemotaxe.

Podle jiného provedeni je predmé&tem vynalezu zpusob
lé¢eni atherosklerosy u savéiho subjektu, prednostné &love-
ka, jehoZ podstata spoc¢iva v tom, Ze se subjektu, ktery méa
atherosklerotickou 1ézi podava, terapeuticky u¢inné mnozstvi
male molekuly, pridemZ mald molekula vykazuje LTB, ICg, méné
neZ asi 20nM, prednostné méné ne: asi 10nM, méreno stanove-

nim chemotaxe.

Podle jesté dalsiho provedeni je predmétem vyndlezu
farmaceutickd kompozice pro léceni atherosklerosy u savé&iho
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subjektu, jako c¢lovéka, ktery m& atherosklerotickou lézi,
jejiZ podstata spoc¢iva v tom, ZzZe obsahuje LTB, antagonistic-
ké c¢inidlo v mnozZstvi, které efektivne sniZuje progresi
tvorby takové léze, a farmaceuticky vhodny nosicé.

Podle dalsiho provedeni je sloudenina obecného
vzorce I, prednostné (3S,4R)-7—(2—karboxy—5-trifluormethyl—
fenyl)—4-hydroxy-3—benzyl—2H—1—benzopyran, podavéana v kom-
binaci s jednou nebo vice latkami zvolenymi ze souboru
sestavajiciho ze (a) inhibitorQ biosyntézy leukotrienu:
inhibitord 5-lipoxygenasy (5-LO) a antagonistd proteinu
aktivujiciho 5-~lipoxygenasu (FLAP) zvolenych ze souboru
sestavajiciho ze zileutonu; ABT-761; fenleutonu; tepoxalinu;
Abbott-79175; Abbott-85761; N-(5-substituovany)thiofen-2-
-alkylsulfonamidi; 2,6-diterc-butylfenolhydrazoni; tridy
methoxytetrahydropyrani, jako je Zeneca ZD-2138; slouceniny
SB-210661 a tridy sloucenin, k nimZ tato sloucdenina nalezi;
tridy pyridinylsubstituovanych 2-kyanonaftalenovych slou-
¢enin, k nimZ ndleZi L-739 010; tridy 2-kcanochinolinovych
sloucenin, k nimZz ndlezi L-746 530; trid indolovych
a chinolinovych slouc¢enin, k nimZ nalezi MK-591, MK886
a BAYx1005; (b) antagonistd receptorti leukotrienu LTB,,
LTC,4, LTD, a LTE, 2zvolenych ze souboru sestdvajiciho z tridy
fenothiazin-3-onovych slou¢enin, k nimZ nalezi L-651 392;
tfidy amidinovych sloucenin, k nimZ naleZi CGS-52019;: tridy
benzoxaolamini, k nimZz n&lezi ontazolast; tridy benzen-
karboximidamidd, k nimZ ndlezi BIIL 284/260; a trid slou-
Cenin, k nimZ ndlezi zafirlukast, ablukast, montelukast,
pranlukast, verlukast (MK-679), RG-12525, Ro-245913,
iralukast (CGP 45715A) a BAYx7195; (c) inhibitora PDE4, jako
inhibitorl isoformy PDE4D; (d) inhibitort 5-lipoxygenasy
(5-L0); nebo antagonistll proteinu aktivujiciho 5-1lipoxy-
genasu (FLAP); (e) dudlnich inhibitoru 5-lipoxygenasy
(5-L0) a antagonistll aktivaéniho faktoru destidek (PAF); (f)
antagonistu leukotrienu (LTRA), jako antagonistu LTB,,




_.15_

LTC,4, LTD, a LTE,; (g) antihistaminickych antagonisti
receptoru H,, jako cetirizinu, loratadinu, desloratadinu,
fexofenadinu, astemizolu, azelastinu a chlorfeniraminu; (h)
gastroprotektivnich antagonistli receptoru H,; (1) vasokon-
strikénich sympatomimetickych agonistu ;- a ajs-adreno-
ceptortt poddvanych peroralné nebo topicky za ucelem snizZeni
prekrveni, jako propylhexedrinu, fenylefrinu, fenylpropanol-
aminu, pseudoefedrinu, nafazolin hydrochloridu, oxametazolin
hydrochloridu, tetrahydrozolin hydrochloridu, xylometazolin
hydrochloridu a ethylnorepinefrin hydrochloridu; (3)
agonistul a;- a a,~adrenoceptoru v kombinaci s inhibitory
5-lipoxygenasy (5-LO); (k) anticholinergickych ¢inidel, jako
ipratropium bromidu; tiotropium bromidu; oxitropium bromidu;
pirenzepinu; a telenzepinu; (1) agonistu B1- a B,-adrenocep-
tord, jako metaproterenolu, isoproterenolu, isoprenalinu,
albuterolu, salbutamolu, formoterolu, salmeterolu, terbuta-
linu, orciprenalinu, bitolterol mesylatu a pirbuteroclu; (m)
methylxanthanin, jako theofylinu a aminofylinu; (n) kromo-
glykanu sodného; (o) antagonist® muskarinového receptoru
(M1, M2 a M3); (p) inhibitora COX-1 (NSAID); selektivnich
inhibitord COX-2, jako rofecoxibu; oxid dusnaty NSAID; (q)
mimetik inzulin-like rustového faktoru typu I (IGF-1); (r)
ciclesonidu; (s) inhalaé¢nich glukokortikoidd se sniZenymi
systemickymi vedlejs$imi uc¢inky, jako prednisonu, predniso-
lonu, flunisolidu, triamcinolon acetonidu, beklometazon
dipropionatu, budesonidu, flutikason propiondtu a mometason
furoatu; (t) inhibitoru tryptasy; (u) antagonistld aktivac-
niho faktoru desticek (PAF); monoklondlnich protilatek
uc¢innych proti endogennim zanétovym entitéam; (w) IPL 576;
(x) ¢inidel u¢inkujici proti tumor nekrotizujicimu faktoru
(INF-a), jako etanerceptu, infliximabu a D2E7; (y) DMARD,
jako leflunomidu; (2) TCR peptidl; inhibitor( enzymu
konvertujiciho interleukin (ICE); (bb) inhibitort IMPDH;
(cc) inhibitorl molekul adheze, jako antagonista VLA-4; (d4d)
kathepsinu; (ee) inhibitord MAP kinasy; (ff) inhibitoru
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glukosa-6-fosfat dehydrogenasy; (gg) antagonistu receptoru
kininu-—Bl a kininu-B,; (hh) zlata ve formé aurothioskupiny
spolu s ruznymi hydrofilnimi skupinami; (ii) imunosupre-
sivnich ¢inidel, napriklad cyklosporinu, azathioprinu

a methotrexatu; (jj) antiuratik, napriklad kolchicinu; (kk)
inhibitorl xanthin oxidasy, napriklad allopurinolu; (11)
urikosurik, napriklad probenecidu, sulfinpyrazonu a benz-
bromaronu; (mm) antineoplastickych ¢&inidel, Zzejména antimi-
totickych 1éc¢iv, jako alkaloida Vinca, jako vinblastinu

a vinkristinu; (nn) sekretagogl rustového hormonu; (oo)
inhibitort matriénich metaloproteinas (MMP), tj. stromely-
sint, kolagenas a Zelatinas a takeé agrekanasy; zejména
kolagenasy-1 (MMP-1), kolagenasy-2 (MMP-8), kolagenasy-3
(MMP-13), stromelysinu-1 (MMP-3), stromelysinu-2 (MMP-10)
a stromelysinu-3 (MMP-11); (pp) transformaéniho rustového
faktoru (TGFB); (qgq) rustového faktoru odvozeného od
desticek (PDGF); (rr) fibroblastového rustového faktoru,
napriklad zdkladniho fibroblastového rustového faktoru
(bFGF); (ss) faktoru stimulujici granulocytové makrofagové
kolonie (GM-CSF); (tt) kapsaicinového krému; (uu) antago-
nistd receptoru tachykininu NK, a NK, zvolenych ze souboru
sestavajiciho z UT-77 a ZD-0892; (ww) inhibitoru HMG Coa
reduktasy, jako lovastatinu; (xx) Lipitoru; fibrovych
kyselin, jako cisprofibratu a klofibratu; (zz) ¢inidel,
ktera vazZou zZlucovou kyselinu, jako cholestyraminu a ko-
lestipolu; (aaa) nikotinové kyseliny; a (bbb) lipofilnich
antioxidant, jako probukolu.

Podle dalsSiho provedeni se sloudenina obecného

vzorce I podava jako prolécivo slouceniny obecného vzorce I.

Slouceniny obecného vzorce I, které obsahuji volné amino-
skupiny, hydroxyskupiny nebo skupiny karboxylové kyseliny,
je moZno prevést na prolédiva. Jako proléc¢iva lze uvést
slouceniny, k jejichZ volné aminokyseliné, hydroxyskupiné
nebo skupiné karboxylové kyseliny je prostrfednictvim
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peptidové vazby kovalentné pripojen zbytek aminokyseliny
nebo polypeptidovy retézec obsahujici dva nebo veétsi pocet
aminokyselinovych zbytka. Jako aminokyseliny je moZno uvést
20 prirozenych aminokyselin, které se oznac¢uji tripismennymi
symboly, a také 4-hydroxyprolin, hydroxylysin, demosin,
isodemosin, 3-methylhistidin, norvalin, beta-alanin, gamma-
-aminoméselnou kyselinu, citrulin, homocystein, homoserin,
ornithin a methioninsulfon. K prolédivim se také radi
slouceniny, v nichZ jsou k vyse uvedenym substituentam
obecného vzorce I prostrednictvim karbonylového uhliku
postranniho retézce prolédiva kovalentné vazany karbonatové,

karbamatové, amidové a alkylesterové skupiny.
Nasleduje podrobnéjs$i popis vynalezu.

Pri zpusobech léd&eni atherosklerosy podle vynalezu
se antagonisté receptoru LTB, savcum, jako lidem, podavaiji
raznymi obvyklymi zplUsoby. Jako vhodné zpisoby podavani lze
uvést perordlni (napriklad intravenosni, intramuskularni,
intraperitonedlni nebo subkutanni podavani), bukalni, rek-
talni, intranasdlni a transdermalni podavani. Slouceniny
podle vynalezu (dale také oznacdované jako "Gc¢inné slouce-
niny") je obvykle moZno podédvat v dennich davkach v rozmezi
od asi 0,5 do 1000 mg.

U¢inné slouceniny se prednostné podavaji peroralné.
V zavislosti na stavu léc¢eného subjektu vsak nezbytné bude
dochazet k odchylkam v davkovani. Vhodnou davku pro jednot-
livy subjekt v kazdém pripadé stanovi osoba zodpovédna za
podavani.

U¢inné slouceniny lze podavat v celé radé riznych
davkovacich forem. Slouc¢eniny podle vynalezu jsou v takovych
davkovacich formach prfitomny v Udinném mnozstvi, v koncent-

raci v rozmezi od asi 5,0 do asi 70 % hmotnostnich.
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Slouceniny, isomery, proléciva a farmaceuticky
vhodné soli podle vyndlezu lze misit s farmaceuticky vhod-
nymi nosic¢i, vehikuly nebo fedidly za vzniku farmaceutickych
kompozic, které jsou uzitecné pri léceni atherosklerosy
u savch, vyhodnéiji lidi. Konkrétni nosice, vehikula nebo
¥edidla, kterych se v téchto farmaceutickych kompozicich
pouziva, mohou mit, v zavislosti na pozZzadovaném typu
podavani (nap¥iklad intravenosninm, perordalnim, topickém,
rektalnim nebo parenterdlnim), rfadu forem. Slouceniny,
isomery, proléc¢iva a jejich soli podle vyndlezu je moZno
podavat jednotlivé nebo spoledné v jakékoliv obvyklé
davkovaci formé, jako formé pro peroralni, parenteralni,
rektdlni nebo transdermdlni podavani.

Pro peroralni podavani je mozno pouzit tablet obsahu-
jicich ruzné excipienty, Jako je mikrokrystalicka celulosa,
citrat sodny, uhlic¢itan vapenaty, dikalciumfosfat a glycin
spolu s ruznymi rozvolnovadly, jako je skrob (prednostné kuku-
ri¢ny, bramborovy nebo tapiokovy skrob), kyselina alginova a
urc¢ité komplexni kremicitany, a také granula¢nimi pojivy,
jako je polyvinylpyrrolidon, sacharosa, Zelatina a klovati-
na. Casto jsou pro tabletovani také velmi uzitec¢nd lubri-
ka¢ni ¢inidla, jako je stearan horecnaty, laurylsulfat
sodny a mastek. Pevnych kompozic podobného typu je také
moZno pouzZit jako ndplné pro Zelatinové tobolky; jako pred-
nostni latky je v této souvislosti moZno uvést také laktosu
a vysokomolekuldrni polyethylenglykoly. KdyZ se ma pro
perordlni podavani pouzit vodnych suspenzi a/nebo elixiry,
misi se G¢inni prisada s raznymi sladidly nebo ochucovadly,
pigmenty nebo barvivy a je-1li to zapotfebi, emulgatory
a/nebo suspenznimi &inidly, jakoz i s takovymi redidly, jako
Je voda, ethanol, propylenglykol, glycerol a jejich ruzné
smési. V pripadé podavani zviratim jsou tyto latky s vyhodou
zahrnuty do krmiv pro zvifata nebo pici vody v koncentraci

5 az 5000 ppm, prednostné 25 aZ 500 ppm.
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Pro parenteralni podavani, napr. intravenosni,
intramuskuldrni, intraperitonedlni nebo subkutanni podavani,
se obvykle pouZiva sterilnich injeké&nich roztoku u¢innych
prisad. Pri tom se miZe pouZit roztoku slouc¢eniny podle
vyndlezu bud v sezamovém nebo arasidovém oleji nebo také ve
vodném propylenglykolu. Hodnota pH vodnych roztoku by méla
byt, pokud je to zapotfebi, vhodnym zpusobem nastavena
a pufrovana, prednostné na hodnotu vy$si neZ 8 a kapalné
fedidlo by mélo byt nejprve isotonizovano. Takové vodné
roztoky se hodi pro poddvani ve formé& intravenosnich
injekci. Olejové roztoky se hodi pro intravenosni,
intramuskularni a subkutédnni injekéni podavani. VSechny tyto
roztoky se vyrdbéji za sterilnich podminek v souladu se
standardnimi farmaceutickymi technologiemi, které jsou
odbornikim v tomto oboru dobfe znamé. V pripadé podavani
zviratim, mohou byt tyto sloudeniny podavany intramuskuldrné
nebo subkutdnne, pricemZ uUroven denni davky lezi v rozmezi
od asi 0,1 do asi 50 mg/kg, vyhodné od 0,2 do 10 ng/kg, a je
mozno ji poddvat ve formé jediné nebo aZ tri dilé¢ich davek.

Kompozice pro bukdlni poddavani mohou mit formu
tablet nebo pastilek, které se pripravuji obvyklym zplsobem.

U¢inné slouceniny podle vynalezu je také mozZno
zpracovavat do formy rektdlnich kompozic, jako ¢ipkl nebo
retencnich stfevnich ndlevh. Cipky obsahuji obvyklé baze,

jako je kakaové maslo nebo jiné glyceridy.

V pripadé intranasdlniho nebo inhalaédniho podavani
se Uc¢inné slouc¢eniny podle vyndlezu uUdelné dodavaji ve formé
roztoku nebo suspenze, kterd se uvolnuje z nadobky s
rozprasSovaci pumpic¢kou ovladanou pacientem, nebo ve formé
aerosolu, ktery se uvolnuje z tlakovky nebo rozmlZovace, za
pouZziti vhodnych hnacich plynl, napfiklad dichlordifluor-
methanu, trichlorfluormethanu, dichlortetrafluorethanu,




oxidu uhlic¢itého nebo jiného vhodného plynu. U tlakovaného
aerosolu lze davkovaci jednotku stanovit predem za pouziti
ventilu, ktery uvolnuje odmérené mnozstvi. Tiakovky nebo
rozmlzZzovace mohou obsahovat roztok nebo suspenzi U&inné
slouc¢eniny. Také je mozZno pripravovat tobolky nebo patrony
(vyrobené napriklad z zZelatiny) pro inhalatory a insuflétory,
které obsahuji praskovou smés slouceniny podle vynadlezu a
vhodné praskové baze, jako je laktosa nebo Skrob.

Pro transdermalni poddvani je v souladu s dobre
znamymi zpasoby pro dodavku léc¢iv mozZno pripravovat
transdermalni naplasti, ktereé lze aplikovat na kGzZi lécenych
savcl, prednostné 1idi nebo psi. Po aplikaci G¢innd latka v
diusledku svych charakteristickych vlastnosti, co se tyce
rozpustnosti, prochazi pres epidermis do dermdlnich vrstev
kGZe, kde se dostavd do celkového obéhu, ¢imZ se nakonec
dosahne systemické distribuce aktivni pfisady po poZadovanou
prodlouzenou dobu. K transdermdalnim systémim se radi také
implantaty, které se umistuji pod epidermalni vrstvu kaze,

tj. mezi epidermis a dermis kuZe lé¢eného pacienta. Takové

implantaty
kterych se

pricemz je

se pripravuji dobre znadmymi zplUsoby z latek,
obvykle pouZiva pri tomto zpusobu dodavky 1léciv,

mozno dosahnout ¥izeného, prodlouzZeného a/nebo

odloZeného uvolnovani uc¢inné sloZky do systemického obéhu
pacienta. Tyto subepidermdalni (subkutikuldrni) implantéaty
lze aplikovat stejné snadno jako transdermdlni naplasti, a
dosdhne se i stejné efektivnosti dodavky 1léciva, avsSak bez
omezeni danych moZnosti degradace, poskozeni nebo nechténého
odstranéni v dusledku expozice na horni vrstvé pacientovy

~

kazZe.

Zkouska provadéna za ucelem zjigténi vliivu slou-
¢eniny obecného vzorce I, prednostné (3S,4R)-7-(2-karboxy-

-5-trifluormethylfenyl)-4-hydroxy-3-benzyl-2H~1-benzopyranu,




na atherosklerosu u savcli, konkrétné mys$i, je podrobné
popséana dale.

Do rozsahu vyndlezu také spadaji zpusoby a davko-
vaci formy s prodlouZenym uvolhovanim antagonisty receptoru
LTBy k cilovym bunkdm. Cilovymi buikami jsou s vyhodou butiky
hladkého svalstva vaskulatury, rakovinné bunky, somatické
buniky, které potfebuji modulaci za Udelem zmirnéni
chorobného stavu a bunky, které se podileji na chorobach
zprostredkovanych imunitnim systémem a jsou dostupné pro
lokalni podavani davkovaci formy. Zpusoby a davkovaci formy
podle tohoto provedeni vynalezu jsou tedy uzZitec¢né pro
inhibici bunék hladkého svalstva vaskulatury u savéiho
hostitele za pouziti antagonisty receptoru LTB,, ktery
inhibuje aktivitu bunky (napriklad migraci, proliferaci,
tvorbu lipidovych proliferadénich lézi, kontrakci apeod.),
aniz by bunku usmrtil, a popripadé vazebny protein bunék
hladkého svalstva vaskulatury. Pri provadéni tohoto zZzpusobu
podle vynalezu lze také pouzivat davkovacich forem

s prodlouZenym uvoliovanim.

Formulace, které maji rizené uvolnovat farmaceu-
ticky G¢inné sloudeniny in vivo obsahuji pevné Gastice
u¢inné sloZky, které jsou potazZeny nebo tabletovany za
pouziti filmotvornych polymeriu, voskl, tuka, siliky apod.
Téchto latek se pouziva za Ucéelem inhibice rozpouéténi,
dispergovani nebo absorpce u&inné slozky in vivo. Jako
priklad sloZky, pri jejimZ pouziti se muse dosdhnout
pomalého nebo ¥izeného uvolrovani ucinné sloZky, lze uvést
hydroxypropylmethylcelulosu. Slouceniny je také mozno
podavat prostrednictvim ndplasti pro transdermalni dodavku
lé¢iva, subkutdnnich implantédtd, infusnich pump nebo
uvolnénim z implantovanych davkovacich forem s prodlouZenym

uvolnovanim.




Jiné provedeni zplsobu podle vynalezu predstavuje
prodlouZené uvoliiovani léc¢iva z povrchu intravaskularniho
zarizeni, jako stentu, pri néms se Vyuziva excipientni
matrice, ktera miZe uvolnovat antagonistu receptoru LTBy,
podle vynalezu po dobu jednoho tydne aZ dvou let nebo déle.
Vrchni povlaky a napusténé formy takového &lanku mohou byt
vytvoreny z biodegradovatelnych nebo nebiodegradovatelnych
polymernich nebo keramickych materiallt, které mohou pomalu
uvolnovat antagonistu receptoru LTB, podle vyndlezu takovou
rychlosti, Ze jsou schopny inhibovat proliferaci fibromus-
kularnich bunék a/nebo akumulaci lipidd, které by mohly
poskozovat funkci zarizeni. Akumulace fibromuskularnich
bunék a s nimi spojend matrice spolu s pénovymi bunkami
mohou zmensovat plochu lumen stentu a3z v takovém rozsahu, Ze
dojde ke kritické poruse pritoku krve a zarizeni prestane
fungovat. Inhibice této proliferace muze prodluzZovat
klinicky funkéni Zivotnost stentu, a byt klinickym prinosem
pro pacienty.

Davkovaci formy s prodlouzZenym uvolriovanim podle
tohoto provedeni vynadlezu musi dodat dostatec¢nou antiproli-
ferac¢ni, s vyhodou cytostatickou, davku exponovanym bunkam,
ktere bezprostredné priléhaji k povrchu zafizeni pro léceni
atherosklerosy. Tak je moZno inhibovat pfichyceni bunék,
migraci a proliferaci fibromuskularnich bunék a pénovych
bunék. Tuto davku lze stanovit empiricky intravaskularni
implantaci konkrétniho zarizeni obsahujiciho ruzna mnozZstvi
antagonisty receptoru LTB, podle vyndlazu a modifikaci
polymerniho excipientu, jelikoZ oba tyto faktory mohou
ovlivnit rychlost a trvani uvolnovani léciva potrebné pro
dosazeni cytostatické davky. Stent je povazovan za trvale
implantované zarizeni, ale neni nezbytné nutné, aby
uvolnoval u¢innou latkou nepretrzité. Na zaklade pocatecnich
pozorovani se zdd, Ze pokud se nadmérné proliferaci zabrani

az do doby, kdy je stent obklopen klidnou tkani a je potazen




intaktnim endothelem, nepretrzité uvolnovani antagonisty

receptoru LTB, nemusi byt nutné.

Formy s prodlouZenym uvolnovanim podle vynalezu
jsou s vyhodou bud nedegradovatelné mikroc¢dstice nebo nano-
¢adstice nebo biodegradovatelné mikroc¢astice nebo nanocasti-
ce. V jesté vyhodnéjsim provedeni jsou mikrocCastice nebo
nanoc¢astice vytvoreny na bazi matrice obsahujici polymer,
kterd je biologicky degradovana nahodnym, neenzymatickym,
hydrolytickym Stépenim. Vhodnd struktura se vytvori za
pouziti smési termoplastickych polymeru (napriklad poly-
laktidu nebo polyglykolidu) nebo kopolymerl laktidovych
a glykolidovych slozek. Laktidova/glykolidova struktura ma
tu pridavnou vyhodu, Ze jejl biodegradaci vznika kyselina
mlécnd a kyselina glykolova, coZ jsou u savcl normalni

metabolické produkty.

Davkovaci formy s prodlouZenym uvolnovanim podle
vynalezu jsou schopny dodavat agonistu receptoru LTB, k
cilovym bunkdm po prodlouzenou dobu. Takové davkovaci formy
podle vynalezu mohou mit jakékoliv sloZeni, které je vhodné
pro tento tUgel. Vhodné formy s prodlouZenym uvolnovanim maji

jeden nebo vice z nasledujicich charakteristickych rysu:

1. mikrocasticovad (napriklad o pruméru od asi 0,5 um
do asi 100 pm, s vyhodou od asi 0,5 do asi 2 um) nebo nano-
¢asticova (napriklad o pruméru od asi 1,0 nm do asi 1000 nm, s
vyhodou od asi 50 do asi 250 nm) struktura volné tekutého

prasku;

2. biodegradovatelna struktura vytvorena tak, aby
byla biologicky degradovana béhem asi 3 aZ asi 180 dni, s
vyhodou asi 10 aZ asi 21 dni, nebo nebiodegradovatelna

struktura, ktera umoZni, aby k difuzi antagonisty receptoru




LTB, dochazelo po dobu asi 3 aZ asi 180 dni, s vyhodou od

asi 10 do asi 21 dni;

3. biokompatibilni s cilovou tkdni a mistnin
fyziologickym prost¥edim, do kterého se davkovaci forma
podava, vcetné biokompatibilnich biodegradovatelnych
produkti;

4. usnadnujici stabilni a reprodukovatelné disper-
govani antagonistl receptoru LTB,, s vyhodou za vzniku
systému antagonista receptoru LTB;-polymerni matrice,

z nehoz se antagonista receptoru LTB, uvolnuje jednim nebo
obéma nasledujicimi zplUsoby: (1) difuse antagonisty recep-
toru LTB, davkovaci formou (v pripadé, zZe je antagonista
receptoru LTB4 rozpustny v polymeru nebo polymerni smési
tvorici davkovaci formu); nebo (2) uvolnovani antagonisty
receptoru LTB, pri biodegradaci davkovaci formy; a schopnost
vazat se k jednomu nebo vice buné&nym a/nebo interstici&lnim
matri¢nim epitopim s vyhodou od asi 1 do asi 10 000 vazeb
vazebny protein/peptid-davkovaci forma, vyhodnéji s maximem
asi 1 vazba vazebny peptid-davkovaci forma na 1,5 nm? plochy
povrchu c¢astice. Celkovy pocet vazeb zavisi na velikosti
pouzité Castice. Vazebné proteiny nebo peptidy jsou schopny
kopulace s ¢asticovou davkovaci formou prostfednictvim
kovalentniho ligandového sandwiche nebo nekovalentnich

modalit, jak je uvedeno vyse.

Napriklad nanoc¢astice obsahujici sloudeninu obec-
ného vzorce I je moZno pripravovat za pouziti biodegradova-
telnych polymert, jako je poly(D,L-mlééna kyselina) PLA,
poly(d,L-mléc¢na~-ko-glykolova) PLGA, kopolymer methakrylové
kyseliny, poly(epsilon-kaprolakton) za pouziti 1) postupt
n-rozpoustédloveé emulgace - odpafeni nebo 2) postupu
emulgace - vysrazZeni. Tyto zplUsoby zahrnuji disperzi

polymeru v organickém rozpoustédle (napriklad acetonu nebo




benzylakoholu) popripadé za pritomnosti korozpoustédla,
typicky methylenchloridu. Sloudenina obecného vzorce I je
obsazena v organickém rozpoustédle. V nékterych pripadech se
rozpousteédla smisi a poté za mechanického michani nebo soni-
kace prikapou k vodnému roztoku obsahujicimu stabilizujici
hydrokoloid (napfiklad poly(vinylalkohol) nebo Zelatinu)
(tj. olej ve vodé). Po vzniku stabilni emulze se chlorované
rozpoustédlo odstrani tak, Ze se emulze za michani odpari,
¢imZz se ziskaji nanocastice, které lze zbavit organickych
rozpoustédel tangencialni filtraci nebo opakovanym promytim
(centrifugace/resuspendovani). Vyslednou vodnou suspenzi je
poté moZno zmrazit popripadé za pouziti sacharidového nebo
Jiného kryoprotektivniho ¢inidla a lyofilizovat. Ziskaji se
nanocastice schopné resuspendovani ve fyziologickych solnych

roztocich za jednoduchého micha&ni nebo sonikace.

Alternativné je vodny roztok moZno za michani nebo
sonikace pridat k organické fazi bez chlorovaného rozpous-
tédla (tj. emulze voda v oleji). Po pridavku vodného roztoku
dojde k obraceni faze, vysrdZeni nanocd¢dstic. Alternativné je
vysrazeni moZno podporit pridavkem vysolovacich &inidel ve
vodném rozpoustédle. Za pouziti postupu emulgace-odpareni
je typicky moZno 750 mg PLGA rozpustit ve 30 ml methylen-
chloridu. S vyhodou se pridd 5 ml methylenchloridu obsahu-
jicich 75 mg sloudeniny obecného vzorce I. Tato organickéa
fize se za sonikace prikape ke 180 ml vodného roztoku 2,5%
poly(vinylalkoholu) (PVP) (molekulova hmotnost 20 az 70 kD),
pricemZ se pouZiva sonikdtoru s vykonem 15 az 55 W po dobu
asi 10 minut. Zisk4d se rozpustnd emulze. Sonikace se provadi
v ledové lazni pri teploté, kterd neprekraduje 15°C. Emulze
se dale michd 24 hodin pri teploté mistnosti, aby se
umoznilo odpareni chlorovaného rozpoustédla. Vysledné
nanocCastice se dale prec¢isti za pouziti filtraéniho zarizeni
vybaveného olefinovou filtracé¢ni patronou (velikost péri 100

mm). P¥i postupu za pouZiti techniky emulgace-vysréZeni se




za mechanického michani o frekvenci 1200 az 5000 min~! k 5
ml benzylalkoholu obsahujicim 10 aZ 15% hmot. polymeru PLA
nebo PLGA a 10 aZ 15 % hmotn. slouceniny obecného vzorce

I prida 10 pl vodného PMP (10 aZ 30% hmotn.). B&hem 5 minut
vznikne emulze olej ve vodé, k niz se prida voda (160 ml),
aby doslo k obraceni faze, coZ v nasledujicich 10 minutéach
vede k difuzi organického rozpoustédla do vody za soudasného

vysrazZeni polymeru ve formé pevnych nanocdastic.

Tvorba atherosklerotické 1léze probihd v péti
stadiich:

1. Migrace: u zdravych cév jsou vsSechny bunky
hladkeho svalstva (SMC), nebo vét&ina z nich, obsaZeny v
medii cévy. Vyskyt SMC ve zvétSené intimé béhem tvorby léze
tedy vyZaduje migraci SMC z médie do intimy cévy. Inhibice
této migrace SMC miZe vyznamné ménit povahu 1ézi a zmirnovat

patologii spojenou s tvorbou lézi.

2. Akumulace lipidd: Medialni SMC ve sténach
zdravych cév lipidy vyznamné neakumuluji. Intimdlni SMC v&ak
maji svySenou schopnost prijimat a uchovavat lipidy. Pri
expozici zvysSenym hladindm cirkulujicich lipidd (zejména
nizkohustotnimu lipoproteinu, LDL) se SMC mohou nasytit
mastnymi lipidy a zahynout. Akumulace lipidu je pro progresi
léze na klinickou vyznamnost nezbytna, jelikoZ tvor¥i throm-
bogenni nekrotické jddro léze. Inhibice akumulace lipidua
v SMC by tedy mela zpomalovat nebo zabranovat progresi léze,
a tedy omezovat nebo zabranovat atherosklerose a vyslednému

infarktu myokardu.

3. Vcestovani zanétovych bunék: Lidské léze obsa-
huji radu bunék odvozenych od makrofdgl. Proces vcestovani,
funkce téchto bunek a jejich podil na patologii je nejasny.

Zjednoduseny mechanismus napovida, Ze makrofdgy jsou




pritahovany k akumulovanym lipiddm v 1ézi, aby odstranily
lipid 2z cévni stény. ACkoliv inhibice vcestovani bunék
odvozenych od makrofdfl miZe redukovat patologii léze, mizZe
také urychlit progresi aZ na stav naplnéni lipidy nachylny
k rupture.

4. Proliferace: Intimdlni akumulace SMC je v radé
pripadd doprovazena zeslabenim médie. Celkovy pocet SMC se
tedy v misté léze nemlZe vyrazné zvysit. Kromé toho je
chronicky charakter atherosklerosy pric¢inou obtizi pri

detekci stimulace proliferace v téchto 1lézich.

5. Ukladani extraceluldrni matrice: Atherosklero-
tické léze jsou také bohaté na extraceluldrni matrici (ECM) ,
zejména vlakna kolagenu. ZvySend syntéza ECM mizZe zvysSovat
stabilitu platu. Casnd ruptura platu vedouci k infarktu
myokardu miZe byt spojena s nizkym ukldddnim ECM a vyslednym
zeslabenim fibrosniho krytu, ktery prekryva nekrotické jadro

léze bohaté na lipidy.

Atherosklerosa tedy predstavuje vzadjemné pusobeni
ruznych proces®, z nichZ nékteré mohou byt jesté neidenti-
fikované. Zaméreni se na jediny zpusob pri snaze 1léc&it
atherosklerosu zavisi na znalosti relativniho podilu kazZdého
z procesl na manifestované patologii. Z téchto duvodua je
vhodna koordinovana strategie. Jako priklad lze uvést
strategii, kterd zahrnuje inhibici migrace SMC, akumulace
lipidu a proliferace a soucasné mozZné pozitivni G&inky

spoc¢ivajici ve zvysovani ukladani ECM.

Slouc¢eniny obecného vzorce I, kterych se pouziva
pri zpusobech léceni atherosklerosy podle vynalezu, je mozZno
pripravovat zplsoby znazornénymi v ndsledujicich schematech.
Obecné symboly Rl, Rz, R3, R4, R5, R® v téchto schematech

a pripojené diskusi maji vysSe uvedeny vyznam. Schemata



a diskuse popisuji pripravu
XIX a je mozZno je aplikovat

slou¢enin obecnych vzorcu I
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slouc¢enin obecnych vzorcu I az
rovnéZ na pripravu enantiomeru
aZz XIX, pricemZ pojem

"enantiomer" je definovan vyse.
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Synteticka sekvence znazornénd ve schematu 1
zahrnuje pripojeni chiralni pomocné skupiny X, ke slouceniné
obeného vzorce I obsahujici r1 (stupen 1), asymetrickou
aldolovou kondenzaci s aldehydem obecného vzorce III (stupen
2 nebo 2'), reduktivni odstranéni chirdlni pomocné skupiny z
aldolu obecného vzorce IV (stupen 3), cyklizaci diolu
obecného vzorce V za bazickych podminek (stupen 4), lithiaci
a boraci halogenbenzopyranolu obecného vzorce VI (stupen 5),
kopulaci boronové kyseliny obecného vzorce VII s arylhaloge-
nidem nebo sulfonatem obecného vzorce VIII (stupen 6) a
hydrolyzu esteru obecného vzorce IX (stupen 7).

Ve stupni 1 postupu podle schematu 1 se chiréalni
pomocna sloucenina obecného vzorce HX, prevede na odpovida-
jici anion reakci s vhodnou silnou bazi, jako alkyllithiovou
bdzi, prednostné butyllithiem, v aprotickém rozpoustédle,
jako etherovém rozpoustédle, prednostné tetrahydrofuranu,
pri teploté asi -80 aZ 0°C, prednostné pri -78 az -55°C,
béhem asi 20 minut aZ asi 1 hodiny. Substituent X Je
chirdlni pomocnou skupinou, kterd je schopna ridit relativni
a absolutni stereochemii pri asymetrickych aldolovych
reakcich. Jako priklady sloucenin obecného vzorce HX. Jje
mozno uvést (R)-4-benzyl-2-oxazolidinon, (S)-4-benzyl-2-
-oxazolidinon, (4R,5S)-4-methyl-5-fenyloxazolidin-2-on a
(48,5R)-4-methyl-5-fenyloxazolidin-2-on. Na vysledny anion
se pusobi acylac¢nim ¢inidlem obecného vzorce I, kde W pred-
stavuje halogen, prednostné chlor, a R1 nma vySe uvedeny
vyznam, ve stejném rozpoustédle pri teploté asi -80 azZ asi
0°C, prednostné pri asi -75°C, po dobu asi 1 hodiny. Reakéni
smés se poté zahreje na asi -20 aZ asi 20°C, prednostné
asi na 0°C a zpracuje vodou, prednostné vodnym roztokem
hydrogenuhli¢itanu sodného, ¢imZz se ziska acylovand chirdlni

pomocnd slouc¢enina obecného vzorce II.
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Ve stupni 2 postupu podle schematu 1 se za podob-
nych podminek, jaké jsou popsdny v Evans, D. A., Bartroli,
J., Shih, T. L., J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 2127 a Gage,
J. R., Evans, D. A., Org. Syn. 1989, 68, 83, provede
"Evansova aldolova reakce". Uvedené publikace jsou zde
citovany nahradou za preneseni celého jejich obsahu do
tohoto textu. Konkrétné se ve stupni 2 postupu podle
schematu 1 acylovana chiralni pomocnd sloudenina obecného
vzorce II nechd reagovat s Lewisovou kyselinou, bazi a sub-
stituovanym benzaldehydem obecného vzorce II1 za vzniku
alkoholu obecného vzorce IV s vysokym stupném stereoselekti-
vity. Benzaldehyd obecného vzorce III je substituovan
v poloze ortho skupinou Y, kterda béhem cyklizace ve stupni
4 slouzi jako odstupujici skupina, skupinou X (nebo X' ve
schematu 2, Kkonkrétné v kopulac¢nim stupni 4 postupu podle
schematu 2), ktera je v prubéhu kopula¢niho stupné 6 sub-
stiutovana arylovym postranim retézcem a skupinou Rz,
pricemz R? ma vySe uvedeny vyznam. Skupina X (nebo X' ve
schematu 2) je ke zbytku benzaldehydu obecného vzorce III
pripojena v poloze 4 nebo 5 fenylového zbytku. Odstupujici
skupina Y predstavuje obvykle halogen nebo nitroskupinu
a X predstavuje halogenidovou skupinu (ve schematu 2 X'
predstavuje halogenidovou skupinu nebo perfluoralkylsul-
fonatovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku). Za Ucelem pripravy
aldolového produktu obecného vzorce IV se acylovand chirdlni
pomocnd sloucenina obecného vzorce II nechd reagovat
halogenidem nebo sulfonatem boru, jako dialkylborsulfonaten,
prednostné dibutylbortrifluormethansulfondatem, v aprotickém
rozpousteédle, jako dichlormethanu, 1,2-dichlorethanu,
toluenu nebo diethyletheru, prednostné dichlormethanu, pri
teploté od asi -78 do asi 40°C, prednostneé pri -5°C, po dobu
asi 20 minut. Poté nasleduje zpracovani tercidrni aminovou
bazi, jako triethylaminem nebo diisopropylethylaminemn,
prednostné triethylaminem, pri teploté od asi -78 do asi 40°
C, prednostné p¥i -5 aZz 5°C, po dobu asi 1 hodiny. Na




reakéni smés se pUsobi substituovanym benzyldehydem obecného
vzorce III pri teploté od asi -100 do asi 0°C, prednostné
pri asi -70°C, po dobu asi 30 minut. Reakéni smés se béhen
asi 1 hodiny necha zahrat na teplotu asi -20 az asi 25°C,
prednostneé na asi -10°C a poté nechd reagovat s protickym
oxida¢nim zhasecim ¢inidlem. Pritom se prednostné postupuje
tak, Ze se postupné prida tlumivy roztok (pH 7), methanol

a vodny peroxid vodiku, pri teploté méné nez asi 15°C, za

vzniku alkoholu obecného vzorce 1IV.

Stupen 2' postupu podle schematu 1 je alternativnim
a prednostnim zpusobem pripravy alkoholu obecného vzorce IV
za pouZiti Lewisovy kyseliny obsahujici titan. Ve stupni 2'
postupu podle schematu 1 se acylovand chirdlni pomocna
sloucenina obecného vzorce II nechd reagovat s halogenidem
titani¢itym, prednostné chloridem titanic¢itym, v aprotickém
rozpousteédle, jako dichlormethanu, 1,2-dichlorethanu nebo
toluenu, prednostné dichlormethanu, pri teploté od asi -80
do asi 0°C, prednostné pri asi -80 aZ asi -70°C, po dobu asi
30 minut. Reak¢ni smés se poté asi 30 minut micha a
nechd reagovat s tercidrnim aminovou nebo tercidrni diamino-
vou bazi, jako triethylaminem nebo N,N,N',6N'-tetramethyl-
ethylendiaminem, prednostné N,N,N' N'-tetramethylethylen-
diaminem, pri teploté od asi -80 do asi 0°C, prednostné pri
asi -80 az asi -65°C, po dobu asi 30 minut. Dale je pred-
nostné popripadé mozZno provést reakci s donornim ligandem, jako
l-methyl-2-pyrrolidinonem, dimethylformamidem, 1,3-dimethyl-
-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)pyrimidinonem, triethylfosfatem
nebo 2,2'-dipyridylem, prednostné l-methyl-2-pyrrolidinonem,
pri teploté od asi -80 do asi 0°C, prednostné pri asi -80 az
asi -65°C, po niz nasleduje priblizZné 30minutové michani.
Vyslednda smés se nechd reagovat se substituovanym benzalde-
hydem obecného vzorce III pri teploté od asi -100 do asi
0°C, prednostné pri asi -80 aZ asi -65°C, po dobu asi 30
minut. Reakéni smés se béhem asi 1 aZ asi 24 hodin,




prednostné asi 4 hodin, zahreje na teplotu asi -30 aZ asi
30°C, prednostné na na 0 az 25°C, a necha reagovat s
protickym zhasecim ¢inidlem, prednostné vodnym chloridem
amonnym, pr¥i teploté od -30 do 30°C, prednostné pri 0 az
25°C, za vzniku alkoholu obecného vzorce IV. V pripadé, ze
se provadili reakce s donornim ligandu, ziska se alkohol
obecného vzorce IV ve formé Kkrystalického solvétu s donorninm
ligandu. Michani rozloZené reakéni smési s pevny nosicem,
jako je celit, po dobu asi 12 hodin pri teploté asi 20°C
usnadni filtraci reakéni smési za Gc¢elem odstranéni

titanovych vedlejsich produktu.

Aldolizac¢nim podminkdm za pritomnosti sloudeniny
titanu ve stupni 2' postupu podle schematu 1 se dava pred-
nost, protoze jsou provozne jednodussi, neZ podminky
aldolizace za pritomnosti slouceniny boru popsané ve stupni
2 postupu podle schematu 1, jelikoZ umoZniuji vyhnout se
pyroforickému ¢inidlu, tributylboranu, korozivnimu ¢inidlu,
trifluromethansulfonové kyseliné, a jejich exotermické
reakci pri pripravé Lewisovy kyseliny, kterou je dibutyl-
bortrifluormethansulfonat.

Dale, na rozdil od aldoliza¢nich reakci za pritom-
nosti slouceniny titanu popsanych v literature, jako
v Evans, D. A., Rieger, D. L., Bilodeau, M. T., Urpi, F., J.
Am. Chem. Soc. 1991, 113, 1047, poskytuji aldolizac¢ni pod-
minky za pritomnosti slouceniny titanu ve stupni 2' postupu
podle schematu 1 vysokou selektivitu za pouziti méné nez
dvou ekvivalentl aldehydu obecného vzorce III. Prednostné se
v tomto stupni pouziva pribliZné 1 ekvivalentu aldehydu
obecného vzorce III. Pod pojmem "priblizZné jeden ekvivalent”
se ve vztahu k aldehydu obecného vzorce III nebo sloudeniné
Rllc(O)H (jak je uvedena v ndrocich) rozumi méné nezZ 1,5
ekvivalentu této slouceniny. Ve vyse uvedeném ¢lanku Evans

et al. se uvadi, Ze pro aldolizac¢ni reakci za pritomnosti




- 38 - .:.0 L2 ) L]

slouCeniny titanu, ktera je analogickd se stupném 2' postupu

podle schematu 1, by bylo treba dvou ekvivalentl aldehydu.

Kromé uZitecnosti pri pripravé slouc¢enin obecného
vzorce X, jsou aldolizaé¢ni podminky za pritomnosti sloude-
niny titanu stupné 2' postupu podle schematu 1 uziteéné pri
vyrobé sloucenin, které jsou inhibitory HIV proteasy, jez
jsou popsany v GB patentové prihlasce 2 270 914 (zverejnéné
30. brezna 1994) a v B. D. Dorsey et al., Tetrahedron
Letters, 1993, 34 (12), 1851. Ve schematu 4 je ilustrovana
aplikace aldolizace za pritomnosti slouc¢eniny titanu na
aldehyd obecného vzorce XVIII, kde r11 predstavuje alkyl-
skupinu s 1 aZz 9 atomy uhliku, alkenylskupinu se 2 az 9
atomy uhliku nebo fenylskupinu substituovanou zbytkem Y ve
poloze 2, zbytkem X v poloze 4 nebo 5 a zbytkem R? v jedné
ze zbyvajicich poloh fenylového zbytku, kde Y, X a R2 maji
vySe uvedeny vyznam. Reak¢éni podminky jsou pri postupu podle
schematu 4 stejné, jako podminky popsané pro stupen 2'
postupu podle schematu 1. Aldehyd obecného vzorce XVIII
zahrnuje aldehyd obecného vzorce III ze schematu 1 a alkohol
obecného vzorce XIX zahrnuje alkohol obecného vzorce IV ze

schematu 1.

V ndsledujici tabulce 1 je ilustrovano, jak produkt
postupu podle schematu 4 nebo stupné 2' postupu podle sche-
matu 1 miZe ruzné zaviset na pouZitych reakénich podminkéach,
zejména, jak se vlivem zvysSeni mnoZstvi TMEDA od 1,2 do 3
ekvivalentl a pridavku 2 ekvivalentli NMP zvysSuje diastereo-
selektivita. V tabulce 1 bylo pro kaZdou reakci pouzZito 1,0
ekvivalentu aldehydu vzorce RCHO, x predstavuje pocet ekvi-
valentd baze, y predstavuje pocet ekvivalentd NMP, NMP
znamend l-methyl-2-pyrrolidinon, TMEDA znamenda N,N,N' ,N'-
-tetramethylethylendiamin, NEtiPr, znamena diisopropylethyl-
amin a pomér diastereomerl byl stanoven vysokotlakou kapali-

novou chromatografii. Isomery aldold byly identifikovany
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tak, Ze byly oddéleny a hydrolyzou za pouZiti hydroxidu
lithného/peroxidu vodiku, podobnym postupen, jaky je popsén
v Van Draanen, N. A., Arseniyadis, S., Crimmins, M, T.,
Heathcock C. H., J. Org. Chem. 1991, 56, 2499 a Gage, J. R.,
Evans, D. A., Org. Syn. 1989, 68, 83, prevedeny na znamé
isomery karboxylové kyseliny. PoZadovany isomer je uveden
zvyraznénym pismem.

S chemnma pro tabulku 1

0
)J\ 1.1 TiCl, 10 Q
N O Xbaze /U\
(f \ / yNMP__ R H NH,Cl(aq)
? CH,Cl, 789C = 0°C Celite®

AN

PP
<N o
CH38
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Tabulka 1
RCHO x_baze YyNMP | Enolizaéni | Pomér aldolo-
teplota vych diaste-=
' reomeru
0O
1.2 0 NMP 0°C 33:--:2:65
H NEtiPr; (syn:anti:syn:anti)
" 1.2 0 NMP 0°Cc 22:--:55:23
TMEDA
" 1.2 0 NMP -78°C 29:--:10:62
NEthr2
" 1.2 0 NMP -78°C 16:--:657.28
TMEDA
O
H,C 1.2 ONMP | -78°C —1-=11:89
H TMEDA (anti:anti:syn:syn)
H,C
" 3TMEDA | 2 NMP -78°C ------1100
0O
H,C 1.2 ONMP | -78°C 28:39:33:-
H TMEDA
v 3 TMEDA | 2 NMP -78°C 4:92:3:2
@)
H3C\/\/“\ 1.2 0 NMP -78°C 18:40:42:--
AN H
TMEDA
" 3 TMEDA | 2 NMP -78°C 2:96:2:--
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Ve stupni 3 postupu podle schematu 1 se chiralni
pomocna skupina X, odstépi (a popripadé se regeneruje pro
opétovné pouziti ve stupni 1). Oxidac¢ni stav slouceniny
obecného vzorce IV se z urovné kyseliny zpUsobem podobnym
postupu popsanému v Penning, T. D., Djuric, S. W., Haack, R.
A., Kalish, V. J., Miyashiro, J. M., Rowell, B. W., Yu, S.
S., Syn Commun. 1990, 20, 307 snizi na oxidac¢ni stav alkoholu
obecného vzorce V. Pri tomto postupu se sloudenina obecného
vzorce IV nechd reagovat s hydridovym redukénim ¢inidlem,
jako tetrahydroboritanem lithnym, lithiumaluminiumhydridem,
tetrahydroboritanem sodnym nebo tetrahydroboritanem vapena-
tym, prednostné tetrahydroboritanem lithnym, v etherovén
rozpousteédle, jako tetrahydrofuranu, diisopropyletheru
nebo methylterc.butyletheru, prednostne tetrahydrofuranu,
které obvykle obsahuje protické rozpoustédlo, jako vodu,
ethanol nebo isopropylalkohol, pri teploté od asi -78°C do
teploty zpétného toku, prednostné pri 0°C az teploté okoli
(20 aZ 25°C). Po 1 az 24, obvykle 12, hodinadch se reakéni
smés rozlozi vodou a pripadnym naslednym pridavkem peroxidu
vodiku. Chiralni pomocnou sloucCeninu obecného vzorce HX, je
mozZno regenerovat pro opétovné pouziti ve stupni 1 selek-
tivnim vysrdZenim nebo tak, Ze se sloucenina obecného vzorce
HX, extrahuje 2z roztoku diolu obecného vzorce V v organickém
rozpoustédle, jako diisopropylethyl nebo smési ethylacetdtu
a hexanu do vodné kyseliny, prednostné kyseliny chlorovodi-
kové, vodné kyselé extrakty se neutralizuji bazi a slouce-
nina obecného vzorce HX, se extrahuje do organického
rozpoustédla.

Ve stupni 4 postupu podle schematu 1 se provede
intramolekularni aromatickd substituce, pri niz se v diolu
obecného vzorce V vytésni odstupujici skupina Y v poloze
ortho primdrni hydroxylovou skupinou za vzniku benzopyranolo-
vého kruhového systému slouceniny obecného vzorce VI,

Konkrétné se diol obecného vzorce V, kde odstupujici skupina
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Y predstavuje halogen nebo nitroskupinu, prednostneé fluor,
necha reagovat s bazi, jako terc.butoxidem draselnym,
bis(trimethylsilyl)amidem sodnym, bis(trimethylsilyl)amidem
draselnym, uhli¢itanem cesnym nebo hydridem sodnym, pred-
nostné terc.butoxidem draselnym, v aprotickém rozpoustédle,
jako tetrahydrofuranu, dimethylsulfoxidu nebo l-methyl-2-
-pyrrolidinonu, prednostné tetrahydrofuranu, popripadé za
pritomnosti pridané soli médi, pri teploté od teploty okoli
do 130°C, prednostné pri asi 70°C, po dobu 1 az 24, obvykle
asi 4, hodin za vzniku benzopyranolu obecneho vzorce VI.

V benzopyranolu obecného vzorce VI je substituent X (nebo X' ve

schematu 2) pripojen v poloze 6 nebo 7 benzopyranoveho kruhu.

Ve stupni 5 postupu podle schematu 1 se substituent
X v benzopyranolu obecného vzorce VI prevede na lithium a poté
na skupinu boronové kyseliny. Za uUcelem lithiace se chroma-
nol obecného vzorce VI prednostné nechd reagovat nejprve
s methyllithiem za vzniku alkoxidu lithného a poté s butyl-
lithiem za vzniku aryllithia. P¥i tomto postupu se benzopyranol
obecného vzorce VI, kde X predstavuje halogenidovou skupinu,
prednostné bromidovou nebo jodidovou, nechd reagovat se
dvéma akvivalenty alkyllithia, prednostné nejprve s jednim
ekvivalentem methyllithia a poté s jednim ekvivalenten
butyllithia, v etherovém rozpoustédle, prednostné tetra-
hydrofuranu, pri teploté -78 aZz 0°C, prednostné -70 az
-65°C, po dobu asi 1 hodiny, naceZ nasleduje reakce s bo-
raénim ¢inidlem, jako boran-tetrahydrofuranovym komplexen,
triisopropylboridtem nebo trimethylboratem, prednostné
boran-tetrahydrofuranovym komplexem, pri teploteé od -78 do
0°C, prednostné pri -70 az -65°C, po dobu asi 30 minut.
Reakéni smés se poté rozlozi vodou nebo popripadé vodnou
kyselinou pfi teploté od asi -65°C do teploty okoli, pred-
nostné pri asi 0°C, za vzniku boronové kyseliny obecného
vzorce VII, kde je zbytek boronové kyseliny pripojen
v poloze 6 nebo 7 benzopyranového kruhu.
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Ve stupni 6 postupu podle schematu 1 se provede
Suzukiho kopulace mezi boronovou kyselinou obecného vzorce
VIT a sloudeninou obecného vzorce VIII za vzniku biarylové
vazby slouceniny obecného vzorce IX. Ve slou¢eniné obecného
vzorce VIIT Z predstavuje halogenidovou skupinu nebo sulfo-
nadtovou skupinu, prednostné bromidovou, jodidovou nebo
trifluormethansulfondtovou skupinu, R4 predstavuje alkyl-
skupinu s 1 aZ 6 atomy uhliku a R3 ma vy$e uvedeny vyznam.
Tento postup je podobny postupu popsanému Vv Miyaura, N.,
Suzuki A., Chem. Rev., 1995, 95, 2457. Tento postup Jje
vyhodnéjéi neZ kopulace sloucenin zinku nebo cinu, kvuli
obtiznosti ptipravy organickych slouc¢enin zinku ve velkém
méFitku a toxicité organickych sloucenin cinu. Pri tomto
postupu se smés boronové kyseliny obecného vzorce VII, arenu
obecného vzorce VIII, palladiového katalyzatoru, jako
tetrakis(trifenylfosfin)palladia(0), chloridu bis(trifenyl-
fosfin)palladnatého, octanu palladnatého, dimerniho allyl-
palladiumchloridu, tris(dibenzylidenaceton)dipalladia(0)
nebo 10% palladia na uhliku, prednostné 10% palladia na
uhliku, a baze nebo fluoridové soli, jako uhlic¢itanu
sodného, triethylaminu, hydrogenuhlic¢itanu sodného, uhli-
gitanu cesného, tercidrniho fosforecnanu draselného,
fluoridu draselného, fluoridu cesného nebo tetrabutylamo-
niumfluoridu, prednostné fluoridu draselného, Vv rozpousteéd-
le, jako ethanolu, dimethoxyethanu nebo toluenu, které
popripadé obsahuje vodu, prednostné ethanolu, micha pri
teploté od teploty okoli do 130°C, prednostné pri teplote
zpétného toku, po dobu asi 1 az asi 24 hodin, prednostné po
dobu asi 3 hodin, za vzniku birarylu obecného vzorce IX, kde
benzylesterovy zbytek je pripojen v poloze 6 nebo 7 chroma-
nového kruhu.

Ve stupni 7 postupu podle schematu 1 se ester obec-
ného vzorce IX nechd reagovat s vodnou hydroxidovou bazi,

jako vodnym hydroxidem sodnym, V alkoholickém rozpoustédle,




- 44 - o:oo (2] [ X3

jako isopropylalkoholu, pri teploté od 40°C do teploty
zpétného toku, prednostné pri teploté zpétného toku, po dobu
asi 1 aZ asi 24 hodin, prednostné asi 6 hodin. Reakéni smés
se ochladi na teplotu okoli a rozdéli mezi vodnou bazi

a organické rozpoustédlo, jako smeés hexanu a isopropyl-
etheru. Vodny roztok se okyseli a vysledna sloucenina
obecného vzorce X se extrahuje do organického rozpousteédla,
jako ethylacetdtu. Tento zpusob extrakce slouceniny obecného
vzorce X organickymi rozpoustédly odstranuje neutralni
ned¢istoty, coz je 2zv1asté vyhodné v poslednim stupni této

syntézy.

Za ucelem usnadnéni zpracovani karboxylové kyseliny
obecného vzorce X se tato slouc¢enina miZe nechat reagovat se
sekundarnim aminem obecného vzorce NHR?R®, kde R® a R® maji
vySe uvedeny vyznam, v rozpoustédle, jako toluenu, za vzniku

amoniumkarboxylatu obecného vzorce XVII

RSREH,N*  CO, R® o

(XVII)

kde Rl, R2, R3, R® a R® maji vy$e uvedeny vyznam. Amonium-
karboxylat obecného vzorce XVII je moZno nechat reagovat s
vodnou kyselinou, jako kyselinou chlorovodikovou nebo
kyselinou sirovou, prednostne kyselinou chlorovodikovou, v
rozpoustédle, jako ethylacetatu, toluenu nebo methylen-
chloridu, prednostné ethylacetatu, pfi teploté od 0°C do
teploty okoli po dobu 30 minut az 3 hodin, prednostné po
dobu 1 hodiny, za vzniku karboxylové kyseliny obecného

vzorce X.
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Ve schematu 2 je ilustrovan alterantivni zpusob
kopulaéni sekvence stupna 5 a 6 postupu podle schematu 1.
Zpisobu podle schematu 2 se dava prednost. Ve stupni 1
postupu podle schematu 2 se esterifikaci karboxylové kyse-
liny obecného vzorce XI alkoholem obecneho vzorce R4OH, kde
R3 a R? maji vySe uvedeny vyznam, ziska ester obecného
vzorce XII. Pri tomto postupu se karboxylové kyselina
obecného vzorce XI nechad reagovat s alkoholem obecného
vzorce R4OH, prednostné primarnim nebo sekunddarnim alko-
holem, jako 2,2-dimethylpropylalkoholem, a kyselinou, jako
kyselinou sirovou, kyselinou chlorovodikovou, kyselinou
methansulfonovou, kyselinou toluensulfonovou nebo kyselinou
kafrsulfonovou, prednostné kyselinou sirovou, Vv rozpoustéd-
le, jako toluenu, dichlormethanu nebo dichlorethanu, pred-
nostné toluenu, pri teploté od 0°C do teploty zpétného toku,
prednostné pri teploté zpétného toku, po dobu 1 az 24,

prednostné 4, hodin za vzniku esteru obecného vzorce XII.

Ve stupni 2 postupu podle schematu 2 se ester
obecného vzorce XII nechd reagovat s bazi a vysledna
ortho metalovana sloucenina se zachyti trialkylboratem za
vzniku boronatového esteru obecného vzorce XIII. Ve stupni 3
postupu podle schematu 2 se boronatovy ester obecného vzorce
XIII za pouzZiti postupd znamych odbornikum v tomto oboru
hydrolyzuje na odpovidajici boronovou kyselinu obecného
vzorce XIV. Ve stupnich 2 a 3 postupu podle schematu 2 se
ester obecného vzorce XII necha reagovat s kovovou amidovou
bazi, jako lithiumdiisopropylamidem, lithiumdiethylamiden,
lithium-2,2,6,6-tetramethylpiperidinem nebo bis(2,2,6,6-
-tetramethylpiperidino)magnesiem, prednostné lithiumdiiso-
propylamidem, za pritomnosti tri(alkyl)boratu s 1 az 4 atomy
uhliku v kazdé z alkylovych ¢asti, jako triisopropylboratu,
triethylboratu nebo trimethylboratu, prednostné triisopro-
pylboratu, v etherovém rozpoustédle, jako tetrahydrofuranu,

diisopropyletheru, dioxanu nebo methylterc.butyletheru,
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prednostné tetrahydrofuranu, pri teploté v rozmezi od asi
-78°C do teploty okoli (20 aZ 25°C), prednostné pri asi
0°C. Po 10 minutdch aZz % hodinédch, obvykle po 1 hodine, se
reakéni smés rozloZzi vodnou kyselinou, ¢imZz se ziska

boronova kyselina obecného vzorce XIV.

Za ucelem usnadnéni zpracovani boronové kyseliny
obecného vzorce XIV pred provedenim stupné 4 postupu podle
schematu 2 je boronovou kyselinu obecného vzorce XIV moZno
nechat reagovat s aminodiolem zpusobem zndzornénym ve
schematu 3. Pri postupu podle schematu 3 se boronova
kyselina obecného vzorce XIV nechad reagovat s aminodiolem
obecného vzorce XV, kde R8, m a n maji vysSe uvedeny vyznan,
v rozpoustédle, jako isopropylalkoholu, ethanolu, methanolu,
hexanech, toluenu nebo kombinaci téchto rozpoustédel, pred-
nostné v isopropylalkoholu, pri teploté v rozmezi od 0°C do
teploty zpétného toku, prednostné pri teploté okoli, po dobu
15 minut aZ 10 hodin, prednostné 10 hodin, za vzniku amino-
vého komplexu obecného vzorce XVI. Za Ucelem provedeni
stupné 4 postupu podle schematu 2 se aminovy komplex obec-
ného vzorce XVI hydrolyzuje za pouziti postupd dobre znamych
odbornikim v tomto oboru na boronovou kyselinu obecného
vzorce XIV. Pri tomto postupu se napriklad pouZije vodné

kyseliny, jako kyseliny chlorovodikové.

Ve stupni 4 postupu podle schematu 2 se provede
Suzukiho kopulace mezi boronovou kyselinou obecneého vzorce
XIV a benzopyranolem obecného vzorce VI za vzniku biarylove
vazby ve slouceniné obecného vzorce IX. Pri tomto zpusobu se
pripravi smés, kterd obsahuje kyselinu boronovou obecného
vzorce XIV, benzopyranol obecného vzorce VI, palladiovy kataly-
zator, jako tetrakis(trifenylfosfin)palladium(0), chlorid
bis(trifenylfosfin)palladnaty, octan palladnaty, dimerni
allylpalladiumchlorid, tris(dibenzylidenaceton)dipalla-

dium(0) nebo 10% palladium na uhliku, prednostné tetrakis-
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(trifenylfosfin)palladium(0), bdzi nebo fluoridovou sul,
jako uhlic¢itanu sodny, triethylamin, hydrogenuhlicitan
sodny, uhligitan cesny, terciarni fosforecnan draselny,
fluorid draselny, fluorid cesny, hydroxid sodny, hydroxid
barnaty nebo tetrabutylamoniumfluorid, prednostné uhlicitan
sodny, a rozpoustédlo, jako toluen, ethanol, dimethoxyethan,
popripadé obsahujici vodu, prednostneé toluen obsahujici
vodu. V benzopyranolu obecného vzorce VI pripraveném podle
schematu 1 zbytek X' pripojeny v poloze 6 nebo 7 benzopyrano-
vého kruhu, predstavuje halogenidovou skupinu nebo per-
fluoralkylsulfonatovou skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku,
prednostné brom, jod nebo trifluormethansulfonatovou
skupinu. Reakéni smés se micha pri teploté v rozmezi od
teploty mistnosti do teploty zpétneho toku, prednostné pri
teploté zpétného toku, po dobu asi 10 minut azZ asi 6 hodin,
prednostné po dobu 1 hodiny, za vzniku biarylu obecného

vzorce IX.

Ve stupni 5 postupu podle schematu 2 se ester

obecného
kyseliny

stupen 7

vzorce IX hydrolyzuje za vzniku karboxylove
obecného vzorce X, jak je to popsano vyse pro
postupu podle schematu 1.

Soli sloucdenin obecného vzorce I je moZno pripra-
vovat obvyklym zplsobem, reakci s bazi, jako hydroxidem
alkalického kovu, napriklad hydroxidem sodnym, nebo
hydroxidem kovu alkalickych zemin, napriklad hydroxidem

horec¢natym.

Vynalez je bliZe objasnén v nésledujicich prikla-
dech provedeni. Tyto priklady maji vyhradné ilustrativni

charakter a rozsah vynalezu v 2&dném ohledu neomezuji.
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pPriklady provedeni vynalezu

Odvozeni mysi linie

Geneticky modifikované mysi s deficitem apolipo-
proteinu E (ApoE_/'), deficitem receptoru nizkohustotniho
lipoproteinu (LDL) (LDLr'/—) a deficitem monocytarniho
chemoatraktantniho proteinu-1 (MCP_/—), kterych se pouziva
ptri této zkousce, byly popsany a charakterizovany drive (viz
Rutledge, B. J. et al., J. Immunol., 1995; 155, 4838 az
4843;:; a Nakashima Y. et al., Arterioscler. Thromb., 1994;
14(1): 133 a2 140). Za uUcelem ziskdni mysSich homozygotl
pro apoE a MCP-1 (ScyA2) nulové alely se samci ApoE—/' mysSi
na zakladé C57B/6 (C57E'/') spari s heterozygotnimi samicemi
wcp~/+ my&i na zakladé C57B/6. Vysledné ApoE™/~ x Mcp-17/%
progeny se identifikuji analyzou Southern blot a inbredné
mnozi, aby se ziskaly ApoE'/' x MCP-1"/~ (C57E'/— ple
McP-1/") a kontrolni ApoE™/~ x mcp-17/T (C57E-/-) mysi.
ApoE'/_ ny$i na smisSeném genetickém zaklade 1290Ia X C57B/6
(129E"/") se mnozi v misté zkousky a odvodi se ze souroze-
neckych partnerQ. VSechny my$i se 21. den odstavi a chovaji
se za podminek 12hodinového cyklu svétlo/tma a Jjsou Krmeny
krmivem nebo stravou zapadniho typu n (viz Bourassa, P. K.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996; 93: 10022 az
10027).

Podavani slouceniny

Slouceniny obecného vzorce I, prednostné (3S,4R)-7-
—(2-karboxy—5—trifluormethylfenyl)-4—hydroxy—3—benzyl—2H—1-
-benzopyran) se hodnoti na G¢inky na vyvoj 1lézi u mysi
rozdélenych do skupin podle véku (vék 15 az 30 tydnu v dobé
usmrceni) za pouziti protokolu 35denniho léc¢eni. Podskupiny
my$i se léci (3S,4R)—7—(2-karboxy—S—trifluormethylfenyl)—4-
-hydroxy-3—benzyl—ZH—benzopyranem) po kratsi dobu (7 az 14



dni) za ucelem hodnoceni akutnich zmén v tkanové genové
expresi, jak je poznamenino v tabulce a legendé k obrazkum.
Ve v&ech zkuSebnich skupindch se sloucenina podava peroralni
sondou jednou za den ve vehikulu obsahujicim 0,6% Tween 80 +
0,25% methylcelulosu v PBS. My$im se podava bud samotné
vehikulum nebo sloudenina obecného vzorce I v denni davce 30

ng/g nebo 100 mg/KkKg.

FACs Analyza CD11B

Po lécebném obdobi se mys$i anestetizuji smesi
ketaminu, xylazinu a PBS (1 : 1 : 2) a do zkumavek
Vacutainer obsahujicich 7,5% EDTA se shromadzdi vzorky celé
krve z abdomindlni aorty. Stanoveni exprese monocytu CD11B
se provadi drive popsanym zpusobem (viz Showell, J. H. et
al., Journal of Pharmocology and Experimental Therapeutics,
1995; 273: 176 aZ 184). Bunky se peletizuji mirnou centri
fugaci (1200 min~1, 2 minuty) a inkubuji s 50 pg/ml pot-
kanniho antimy&iho CD11lb IgG konjugovaného s fluoresceinem
(Pharmingen) 30 minut pri teplote mistnosti. Jako kontrola
nespecifické vazby se duplikaty vzorka inkubuji s 50 ug/ml
potkannim IgG konjugovanym s fluoresceinem. Po 30minutové
inkubaci se bunky promyji 1 ml pufru HIFAZ, peletizuji a
Servené krvinky se lysuji lysacénim pufrem (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, USA) 10 minut pri teploté mistnosti.
Bunikky se dvakrat promyji, resuspenduji v pufru HIFAZ a Vv
pratokovém cytometru FACs se stanovi stupen fluorescence.
Data se shromazdi v podobé seznamu a privod makrofagu je
definovan jako pomér rozptylu tecek v malém thlu a rozptylu
tecek do stran.

Plasmové lipoproteiny a lipidy

Plasmové lipoproteiny se oddéli za pouziti rychlé

kapalinové chromatografie proteind (FPLC, Pharmacia LKB,
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Biotechnology, Inc., Piscataway, NJ, USA) drive popsanyn
zpusobem (viz Bourassa, P. K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1996; 93: 10022 az 10027). Celkovy cholesterol a
triglyceridy v plasmé se méri kolorimetrickymi postupy za
pouziti kitd Cholesterol/HP (Boehringer-Mannheim) a Trigly-

cerides G (Wako Chemical), které jsou dostupné na trhu.
Analyza rozvétvené aorty

Pri nékterych zkouskach se mysi fixuji perfusi 4%
paraformaldehydem a vyjme se celd rozvetvend aorta, véetné
brachiocefalické oblasti a karotidové, podklic¢kové a femo-
rdlni vetve. Tkan se zbavi adventicie a rozloZi se na
polystyren. Za pouzZiti CCD kamery pripojené ke kopirovacimu
stojanu se poridi digitalni snimky. Karotidova vétev a pod-
ickova vétev se odstrani a brachiocefalickad oblast se
izoluje pro dalsi zpracovani. Procento povrchu aorty pokryté
lézemi ve zbylé casti rozvétvené aorty se stanovi za pouziti
postupu En face (viz Bourassa, P. K. et al., Proc. Natl.

- Acad. Sci. USA, 1996; 93: 10022 az 10027). KazZzdad aorta se
hodnoti z hlediska 1lézi zachycenim p¥imého obrazu a zobra-
zenim na monitoru Trinitron. Plocha atherosklerotického
platu se stanovi na nebarvené tkani za pouZziti obrazové
analyzy ImagePro 3.1 (Image Processing Solutions, Woburn,
MA, USA). Plochy atherosklerotickych platd v aortach
zbavenych adventicie se jevi jako Zlutobilé opakni plochy
oproti prusvitnym plocham nepostiZenym 1ézi. Tato plocha se
kvantifikuje tak, Ze se manudlné nastavi prdhové hodnoty pro
rizné odstiny c¢erné (pozadi), sSedé (normdlni tkan) a bilé

(plocha léze).

Analyza léze

Za Ucelem stanoveni plochy pric¢ného rezu léze se

srdce perfusi fixuji ve 4% paraformaldehydu, infiltruji 30%



roztokem sacharosy s obsahem klovatiny po dobu 24 hodin

pri 4°C, ulozi do OCT slouceniny a pri -18°C narezZou na 10um
rezy (viz Borgeat, P. et al., J. Biol. Chem. 1979, 254: 2643
az 2646). Rezy se barvi c¢erveni 0il red O (Polyscientific,
Bay Shore, NY, USA) a kontrastné barvi hematoxylinem Gill
IITI (Sigma, St. Louis, MO, USA). U kazdého fezu aortalni
chlopné se zkouma plocha obarvend cerveni 0il red O tak, Ze
se zachycuji obrazy primo z RGB kamery pripojené ke
svételnému mikroskopu Leitz Laborlux X (Leica) pro zobrazeni
na monitoru Trinitron RGB. Analyza obrazi se provadi za
pouziti software ImagePro 3.1' (viz Bourassa, P. K. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996; 93: 10022 aZz 10027).
Vysledky se vyjadri jako prumérnad velikost 1léze na fez nebo
jako procento priéného rezu stény cévy obarvené cCerveni 0il
red O. Pro kazdé zvire se stanovi primérnd plocha léze z 12
az 16 rezl a data se vyjadri jako velikost l1léze nebo stredni

procento plochy léze * standardni odchylka.
Imunohistochemické barveni makrofagl

Rezy aortdlnich chlopni sériové fixované v para-
formaldehydu a ulozZené v OCT se podrobil imunobarveni za
pouziti potkanich monoklondlnich protilatek (Ig9G,y,) proti
MOMA-2 (BioSource) a CD1llb (Pharmingen). Endogenni biotin
a aktivita peroxidasy se blokuji tak, Ze se kazdy rez
inkubuje s roztokem avidinu/biotinu (Vector Laboratories)
a 3% peroxidem vodiku v 1% hovézim séru. Potkanni antimysi
MOMA-2 se pouzije v koncentraci 25 pg/ml a potkani antimysi
CD11lb se pouzZije v koncentraci 5 pg/ml. Po inkubaci s pri-
madrnimi protildtkami se provede inkubace s biotinylovanou
osli protipotkani sekunddrni protildtkou IgG (1,4 pg/ml,
Jackson ImmunoResearch) a inkubace se streptavidinem
konjugovanym s kr¥enovou peroxidasou (1 : 500). Jako
negativni kontroly se pouZzije nespecifické potkani IgG2b

protiladtky (Pharmingen). Navazanad protilatka se vizualizuje
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pomoci DAB (Vector Laboratories) a vsechny rezy se
kontrastné barvi hematoxylinem Gill III. Vysledky se vyjadri
jako procento celkové plochy pric¢ného fezu cévni stény
(normalni + chorobou postiZena plocha/fez, s vyjimkou lumen)

obarvené DAB.
stanoveni peritonedlni chemotaxe makrofagl

Po ukonéeni zkousky se podskupine mysi z kazde
skupiny intraperitonealni injekci poda 1 ml sterilniho 6%
kaseinu. Po &tyfech dnech se promytim dutiny Hanksovym
vyvaZenym solnym roztokem HBSS (Life Technology) doplnénym
1% fetalnim hovézim sérem (FBS) sklidi bunky z peritoneal-
niho exsudatu. Peritonedlni bunky se promyji trikrat
v RPMI-1640 doplnéném 0,1% hoveézim sérovym albuminem BSA. Za
Ucelem chemotaxe se bunky suspenduji v koncentraci 2 X 10°
bunék/ml v chemotaktickeém pufru (RPMI-1640 doplnéném 0,1%
BSA a 20mM HEPES, pH 7,4). Suspenze punék se umisti do horni
komory 48jamkové komory pro mikrotaxi. Do dolni komory se
unisti mysi MCP-1 (10nM) nebo LTB, (10nM) a od horni komory
se oddéli 5um polykarbonatovou membranou. Peritonedlni
makrofagy prichycené ke spodnimu povrchu membrany se fixuji
a barvi za pouziti soupravy Diff-Quick (Dade Behring Inc.,
§vycarsko). Vysledky se vyjadri jako stredni pocet bunék,
které migrovaly ve Ctyrech polich o vysoke energii (20x) ze

tfech replikovanych vzorku.
Statistika

Statistickd vyznamnost se stanovi neparovym
Studentovym t-testem 2za pouziti statistického programu
StatWiew (Abacus Concept, Inc., Berkeley, CA, USA). Vysledky
se uvedou jako stfedni hodnota % standardni odchylka.



U¢innost sloudeniny obecného vzorce I, konkrétné
(35,4R)-7-(2-karboxy-5-trifluormethylfenyl)-4-hydroxy-3-
-benzyl-2H-1-benzopyranu) proti atherosklerose se uvedena v

nasledujicich tabulkach 2 az 4.
Tabulka 2

Ucinek LTB, antagonismu na léze u atherosklerotickych mysi

Kmen =~ N Pohla~ VEk Tél.hmot. Davka  TPC TG Sinus Chlopen
vi  (tydny) - (malkg)  (mg/dl) (maidl) (% 1éze) (% 1léze)

129E™ 10 F 15 2581 0 739459 72+13 22,5+4 24,93
10 26+2 30 584+58 83+40  19,6+2 21,642

5 25+2 50 675+181 59+17 14,742  16,3x2*

10 25¢1 100 858+166 36+13 7,9¢1*  8,0£2*

10 F 20 2741 0 795457 120+15 34,62, 41,043

10 2941 30 780+51 13821 24443 25,943

5 F 24 30¢1 0 513+42 59+12  43,5:3 49,5+3

5 31+1 100 579+37 10249 30,01 34,041

C57E" 8 M 16 29¢41 0 807+83 189£73  22,9+4 24,7+4
8 29+1 100 801471 16957  10,4%3* 7,842

12 F 22 30 0 494151 66+5 50,3+3 56,942

9 30+ 100 640+41 11616 38,843 39+2

Lo 10 M 18 34t2 0 13424315 7781210 14,832 15,943
9 31+2 30 7984300 5324205  56+2* 6,5+3*

*p < 0,05 stanovena vyznamnd odchylka od skupiny osetrené

vehikulem

K tabulce 2: Mysi s deficitem apolipoproteinu E na
smiseném zakladé 12910/B6 (129E_/") nebo C57Bl/6 (C57E_/—),
homozygotni mysi s deficitem receptoru nizkohustotniho
lipoproteinu (LDLR—/') se 35 dni perorélné osetruji
(35,4R)-7-(2-karboxy-5-trifluormethylfenyl)-4-hydroxy-3-
-benzyl-2H-1-benzopyranem) v uvedenych davkach. LDLR_/_ mysi

jsou krmeny zapadni stravou a vSechny ostatni kmeny krmivem.
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Po barveni ¢erveni 0il red O se vypocitad stredni procento
plochy léze v 10pm Yezech aortdlniho sinu a chlopni. Hodnoty
se vyjadri jako stredni hodnota * standardni odchylka. Pod
zkratkou "ND" se rozumi "nestanoveno", pod zkratkou "TPC"
"celkovy plasmovy cholesterol" a pod zkratkou "TG" triglyce-
ridy. Pod pojmem "sinus" se rozumi oblast aortalni chlopneg,
kterd vystupuje z baze srdce, kterd zacind u prvniho vyskytu
cipu aortdlni chlopné rozdélujiciho lumen na tri ruzné
oblasti. V sinu je sténa aorty vydutd a nepravidelna. Pod
pojmem "chlopen" se rozumi oblast aortdlni chlopné, ktera
zacind na misté, kde kon¢i sinus, oblast chlopné zacina

v misté, kde uZ cipy chlopné nerozdéluji lumen a sténa aorty
je oblejsi a zrfetelnd. Oblast chlopné kon¢i v misté, kde

cipy chlopné uZ nejsou zjevné a sténa je obla.
Tabulka 3

U&inek LTB, antagonismu na CDllb v atherosklerotickych

lézich
Kmen Velikost 1léze (/um) % CD11b
129E™ 188175+19110 12,641,1
1é&ené 10650412133 3,5+1,0*
LDLr" 59009:+12734 25,142,0
léZené 19955+7278 3,542,5*

*yyznamn& odligné (P<0,01) od kontroly

K tabulce 3: Samic¢ky mys$i s deficitem apolipopro-
teinu-E (129E'/') krmené Krmivem a samci mys$i s deficitem
LDL receptoru (LDLr'/') krmeni stravou zapadniho typu se 35
dni peroralné osetruji (3S,4R)-7-(2-karboxy-5-trifluor-
methylfenyl)-4-hydroxy-3-benzyl-2H-1-benzopyranem) (30
mg/Kg/den). Data se uvedou jako stredni hodnota plochy léze
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+ standardni odchylka {n = 8/skupina) a stredni procento
léze pozitivné barvené na CDllb. "CD1llb" se definovan jako
protein, ktery se nachdzi uvnit¥ v bunce, ktery pri kopulaci
s jinym bunécé¢nym proteinem, CD-18, tvori MAC-1l. MAC-1 je

receptor na povrchu monocytu, ktery se uc¢astni na adhezi.
Tabulka 4

U¢inek LTB, antagonismu na atherosklerotické léze u mysi s
deficitem MCP-1

N  Pohla- Vék T&l. Davka TPC TG Sinus Chlopen
VL (tydny) PO (mgkg) (mg/d) (M) (7 16ze) (7 1éze)

8 M 15 2941 0 390£20 8511 7,642 5,8+1

7 . 29+1 30 34515 82412 13,342 12,842

7 29+1 100 354+20 79+15 9,81 9,71

14 M 30 32+1 0 505420 4541 44,144 49,645

8 31+1 30 565122 ND 41,415 54,217

7 261 100 576421 47+2 43,15 50,04

Nevyznamny rozdil (p < 0,05) mezi skupinami oSetrovanymi

vehikulem a slou&eninou

K tabulce 4: mysi homozygoti s nulovymi allelami
monocytarniho chemoatraktantniho proteinu-1 (MCP—l'/") a
apolipoproteinu E (ApoE‘/') (MCP-l'/' X ApoE—/_) na zakladé
C57bl/2z (C57E_/_) se 35 dni peroralné osetruji (3S,4R)-7-
-(2-karboxy-5~trifluormethylfenyl)-4-hydroxy-3-benzyl-2H-1-
-benzopyranem) v uvedenych davkach 0, 30 nebo 100 mg/kg. Po
barveni &erveni 0il red O se vypoc¢itd str¥edni procento
plochy léze v 10um rezech oblasti aortalniho sinu a chlopni.
Hodnoty se vyjadri jako stredni hodnota *+ standardni
odchylka. Pod zkratkou "ND" se rozumi "nestanoveno", pod

zkratkou "TPC" "celkovy plasmovy cholesterol"” a pod zkratkou
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"TG" triglyceridy. Pod pojmem "sinus" se rozumi oblast
aortalni chlopné, kterd vystupuje z baze srdce, ktera zacina
u prvniho vyskytu cipu aortdlni chlopné rozdeélujici lumen

na tr¥i rtzné oblasti. V sinu je sténa aorty vydutd a nepra-
videlna. Pod pojmem "chlopen" se rozumi oblast aortalni
chlopné, ktera zac¢ind na misté, kde konc¢i sinus, oblast
chlopné za&¢ind v misté, kde uz cipy chlopné nerozdéluji
lumen a sténa aorty je oblejsi a zretelna. Oblast chlopne
konci v misté, kde cipy chlopné uZ nejsou zjevné a sténa je
obla.

Slouceniny obecného vzorce I, kterych se pouziva
ptfi zpusobech podle vynalezu, je moZno syntetizovat zpusoby
ilustrovanymi v ndsledujicich preparativnich postupech. Pod
pojmem "teplota mistnosti" se rozumi teplota v rozmezi od
asi 20 do asi 25°C.

Preparativni postup 1

(38,4R)-2-(3-Benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)-4-trifluor-
methylbenzoova kyselina

Smés ethylesteru (3S,4R)-2-(3-benzyl-4-hydroxy-
benzopyran-7-yl)-4-trifluormethylbenzoové kyseliny (897 g, 1,93
mol) a 10% vodného hydroxidu sodného (980 ml, 2,72 mol) v
isopropylalkoholu (9 1litru) se 6 hodin zahriva ke zpétnému
toku, ochladi na teplotu okoli, 12 hodin micha a zfedi vodou
(13,5 litru), hexany (9 litrQ) a isopropyletherem (4,5
litru). Vodna vrstva se oddéli a extrahuje hexany (9 litru)
a isopropyletherem (4,5 litru), 2M vodnou kyselinou chloro-
vodikovou okyseli na pH 2 a extrahuje ethylacetdtem (8 litru
a 4 litry). Spojené ethylacetatové extrakty se promyji vodou
(6 1litru), vysusi siranem hofecnatym a zkoncentruji za
snizeného tlaku. Tmavé jantarovy olej se zredi toluenem (2

litry) a toluenovd smés se znovu zKoncentruje. Olejovity
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zbytek se pri 60°C rozpusti v toluenu (4,2 litru) a ke
vzniklému roztoku se pridaji hexany (8,8 litru) takovou
rychlosti, aby se teplota nezvy$ila nad 50°C. Reakéni smés
se pomalu bé&hem nékolika hodin ochladi na teplotu mistnosti,
pricdemz dojde k vylouceni pevné latky. SraZenina se
odfiltruje, promyje smé&si hexanu a toluenu v poméru 2 : 1
(2 litry) a rozpusti v toluenu (5 litru) pri 60°C. Vysledny
roztok se smisi s Darco'R) G-60. Vznikla smés se
prefiltruje, filtrat se promyje toluenem a zkoncentruje za
snizeného tlaku na objem priblizZné 4 litrd. Tato smes se
zahfeje na 50 aZ 60°C a po kapkach smisi s hexany (8,6
litru). Hexanova smés se ochladi a nechad granulovat 1 az 2
hodiny pri 5°C. Vyloucend pevna latka se odfiltruje, promyje
smési hexana a toluenu v poméru 2 : 1. Vlihky kolac se 30
minut pri teploté zpétného toku michd s hexany (4 litry),
vzniklad smés se ochladi na teplotu okoli, 1 hodinu necha
granulovat a prefiltruje. Oddélenda pevna latka se pres noc
vysusi za sniZzeného tlaku. Ziska se 450 g (55 %) (3S,4R)~-
-2-(3-benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)-4-trifluormethylben-
zoové kyseliny ve formé Spinavé bilé pevné latky.

1H NMR (400 MHz, CDC13): § 7,99 (4, J = 8,1 Hz, 1H), 7,66
(ad, J = 1,1, 8,1 Hz, 1H), 7,63 (s, 1H), 7,15 - 7,32 (m,
6H), 6,89 (dd, J = 1,7, 7,9 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 1,7 Hz,
1H), 6,1 (bs, 2H), 4,50 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 4,18 (dd, J =
2,7, 11,2 Hz, 1H), 3,94 (dd, J = 4,6 ,11,0 Hz, 1H), 2,74
(dd, J = 6,1, 13,8 Hz, 1H), 2,51 (dd, J = 9,4, 13,9 Hz,
1H), 2,22 (m, 1H), IR 3454, 3218 (br), 1699, 1431, 1337,
1299, 1275, 1258, 1191, 1178, 1135, 1123, 700 cm™l, teplota
tani 142°C

Vychozi slouenina v preparativnim postupu 1,
ethylester (3S,4R)=-2-(3-benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)-4-
-trifluormethylbenzoové kyseliny, se pripravi nasledujicim
zpusobemnm:
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A. (R)-4-Benzyl-3-(3-fenylpropionyl)oxazolidin-2-on

K roztoku (R)-(+)-4-benzyl-2-oxazolidinonu (910 g,
5,14 mol) a 500 mg 2,2'-dipyridylu, Jjako indikatoru, v
tetrahydrofuranu (9 1litr) se pri -78°C béhem 30 minut prida
2,5M roztok butyllithia v hexanech (2,03 litru, 5,14 mol).
Béhem pridavku se teplota reakéni smési udrzuje na méné nez
-55°C. Reakd&ni smés se ochladi na -75°C a béhem 5 minut se k
ni prida 3-fenylpropanoylchlorid (950 g, 5,63 mol). Reakéni
smés se nechd zahfat na 0°C a za Ucelem posouzeni uUplnosti
reakce se podrobi chromatografii na tenké vrstve za pouziti
smési hexantl a ethylacetdtu v poméru 2 : 1. Reakéni smés se
rozlozi pridavkem 10% vodného hydrogenuhlicitanu sodného
(3,6 litru) a vody (3,6 litru). Vodna faze se oddéli a
extrahuje ethylacetatem (3 litry). Spojené organické vrstvy
s2 promyji 5% vodnym uhlic¢itanem sodnym (3,6 litru) a
nasycenym vodnym chloridem sodnym (2 litry), vysusi siranem
hofednatym a zkoncentruji za sniZeného tlaku na priblizneé 2
litry viskosni Zluté suspenze. Tato suspenze se rozpusti v
ethylacetatu (3 litry) a zkoncentruje. Pevny zbytek se
rozpusti v ethylacetatu o teploté 50°C. K ethylacetatovému
roztoku se pridaji hexany (10,7 litru). Vysledna smés se
pomalu ochladi na 10°C. Vyloucena pevnad latka se 30 minut
micha pfi 10°C, shromazdi filtraci, promyje hexany a vysusi
na vzduchu pri teploté okoli. Ziska se 1,4 kg (88 %) (R)-4-
-benzyl-3-(3-fenylpropionyl)oxazolidin-2-onu ve formé svétle
zlutych jehlicek.
14 NMR (300 MHz, CDCly): & 7,14 - 7,33 (m, 10H), 4,66 (m,
1H), 4,17 (t, J = 3,4 Hz, 2H), 3,26 (m, 3H), 3,03 (t,
J = 7 Hz, 2H), 2,75 (dd, J = 9,5, 13,4 Hz, 1H), IR 1787,
1761, 1699, 1390, 1375, 1308, 1208, 1203, 746, 699 cm L,
teplota tani: 102 az 104°C

B. [4R—[3-(2R,3R)]]-4—Benzyl-3—[2-benzyl-3—(4—brom—2-f1uor—
fenyl)-3-hydroxypropionyl]oxazolidin-2-on
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K roztoku (R)-4-benzyl-3-(3-fenylpropionyl)oxazoli-
din-2-onu (1064 g, 3,44 mol) v dichlormethanu (5,6 litru) se
pri -5°C béhem 20 minut prida dibutylbortrifluormethan-
sulfonat (1133 g, 4,13 mol) a poté triethylamin (719 ml,
5,16 mol). Teplota se béhem pridavku udrzuje pod 5°C.
Vyslednd smés se ochladi na -70°C a béhem 30 minut se k ni
pridd roztok 4-brom-2-fluorbenzaldehydu (699 g, 3,44 mol) Vv
dichlormethanu (2 litry). Reakéni smés se necha béhem 1
hodiny zahfat na -10°C a poté se na zaklade chromatografie
na tenké vrstvé za pouziti smé&si hexand a ethylacetatu
v poméru 2 : 1 konstatuje uplnost reakce. Reak¢ni smés se
rozlozi tak, Ze se k ni béhem 30 minut prida pufr obsahujici
primarni fosforecnan draselny a hydroxid sodny (pH 7, 3,5
litru) a poté za michani béhem 1,5 hodiny methanol (1,8
litru) a 35% vodny peroxid vodiku (1,8 litru), pficemz se
teplota reakéni smési udrzuje pod 15°C. Organicka vrstva se
oddéli, promyje nasycenym vodnym hydrogenuhlic¢itanem sodnym
(6,7 litru) a zredi bezvodym ethanolem (4 litry) a 25%
oddéli, promyje vodou (4 litry), vysusi siranem horec¢natym
a zkoncentruje za sniZeného tlaku. Ziska se 1818 g (vytézek
103 % surového produktu) [4R-[3-(2R,3R)]]-4-benzyl-3-[2~
—benzyl—3—(4—brom—2—fluorfenyl)—3-hydroxypropionyl]oxazo—
1idin-2-onu ve formé velmi viskosniho jantarové zbarveneho
oleje.

g NMR (400 MHz, CDCl;): & 7,46 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,16 -
7,32 (m, 10H), 6,94 - 6,96 (m, 2H), 5,35 (d, J = 4,7 Hz,
1H), 4,92 - 5,29 (m, 1H), 4,45 - 4,51 (m, 1H), 3,92 (m, 2H),
3,01 - 3,14 (m, 3H), 2,83 (ad, J = 3,1, 13,6 Hz, 1H), 2,05
(dad¢, § = 10,0, 13,5 Hz, 1H), IR 3460 (br), 1780, 1696, 1483,
1388, 1350, 1209, 1106, 1068, 877, 760, 747, 701, 583, 512,
485 cm™ 1
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Cc. [4R-[3(2R,3R)]]-4-Benzyl-3-[2~benzyl-3-(4~-brom-2-fluor-
fenyl)-3-hydroxypropionyl]oxazolidin-2-on, l-methyl-2-
-pyrrolidonovy solvat

K roztoku (R)-4-benzyl-3-(3~fenylpropionyl)oxazoli-
din-2-onu (12,0 kg, 38,8 mol) v dichlormethanu (180 litru) se
pri -70 aZ -80°C béhem 30 minut prida chlorid titanicity
(8,8 kg, 46,6 mol). Vznikla husta suspenze se michd dalsich
30 minut pri -70 aZ -80°C a behem 30 minut se k ni prida
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (17,6 litru, 116,4 mol).
Ke vzniklé tekutéjs$i reakéni smési se prida l-methyl-2-
-pyrrolidinon (7,6 kg, 77,6 mol) a reakéni smés se 30 minut
micha, pricemZ reakéni teplota se stale udrzuje pod -65°C.

K reakéni smési se béhem 30 minut pridad roztok 4-brom-2-
~fluorbenzaldehydu (7,9 kg, 38,8 mol) v dichlormethanu (38
1itrt), pricemZ se teplota reakéni smési udrzuje na teploté
nizs&i nebo rovné -68°C. Reakéni smés se béhem 8 hodin necha
zahtat na 20°C, poté ochladi na 10°C a rozlozi roztokem 5,0
kg chloridu amonného v 11 litrech vody, coZ vyvola vylouceni
bilé sraZeniny a zahrati na 28°C vlivenm exotermické reakce.
K reakéni smési se prida celit (12 kg) a vyslednad smeés se
micha 12 hodin pri 20°C, poté prefiltruje a filtrat se za
atmosférického tlaku zkoncentruje. Olejovity zbytek se smisi
s hexany (120 1litrd), vznikla smés se zkoncentruje na objem
asi 50 litrd, pomalu ochladi na 0°C a 24 hodin necha granu-
lovat. Surovy produkt (24,3 kg) se izoluje filtraci a spoji
se surovymi produkty ze dvou podobnych reakci ve 110 litrech
dichlormethanu. Vznikld smés se smisi se 320 litry hexanu,
zkoncentruje za atmosférického tlaku na konec¢ny objem asi
250 litru (teplota destilatu 65°C), zaocCkuje autentickym
produktem a béhem 18 hodin pomalu ochladi na 20°C a necha
granulovat. Filtraci se izoluje 67,4 kg (93 %) [4R-[3(2R,
3R)]]—4-benzyl-3—[2—benzyl-3—(4—brom—2-f1uorfenyl)—3-hy—
droxypropionylloxazolidin-2-onu solvatovaného l-methyl-2-

-pyrrolidonem, jako svétle zlatohnéda zrnitd pevna latka.




..61..

1y NMR (400 MHz, CDCly): § 7,46 (t, J = 8,0 Hz, 1H),

7,15 - 7,29 (m, 10H), 6,94 (dd, J = 1,9, 7,2 Hz, 2H), 5,34
(d, J = 4,8 Hz, 1H), 4,91 - 4,96 (m, 1H), 4,44 - 4,49 (m,
1H), 3,90 - 3,95 (m, 2H), 3,55 (bs, 1H), 3,37 (dd, J = 7,2,
7,2 Hz, 2H), 3,00 - 3,13 (m, 2H), 2,83 (s, 3H), 2,82 (d4d,

J = 3,3, 13,3 Hz, 1H), 2,36 (dd, J = 8,2, 8,2 Hz, 2H), 1,97
- 2,06 (m, 3H), IR 3150 (br), 1776, 1695, 1652, 1600, 1221,
1050, 996, 953, 875 cm ', teplota tani 80 aZ 83°C

D. (1R,2S)-2-Benzyl-1-(4-brom-2-fluorfenyl)propan-1,3-diol

2M roztok tetrahydroboritanu lithného v tetrahydro-
furanu (1,7 litru, 3,4 mol) se zfedi tetrahydrofuranem (1,7
litru) a vyslednd smés se béhem 15 minut opatrné smisi s
vodou (61 ml, 3,4 mol). Vznikla smés se michd pfi teploté
okoli, dokud neustane vyvoj vodiku (0,5 az 1 hodinu) a poté
pri 0°C bé&hem 30 minut prida k roztoku [4R-[3-(2R,3R)]]-4-
—benzyl—3—[2—benzyl—3—(4—brom—2—fluorfenyl)—3—hydroxypro-
pionylJoxazolidin-2-onu (1,75 kg, 3,4 mol) v tetrahydrofu-
ranu (8,75 litru). Vyslednia mlécné bila suspenze se béhem 12
hodin necha zaht¥at na teplotu okoli a uUplnost reakce se
potvrdi na zakladé chromatografie na tenké vrstvé za pouziti
smési hexanu a ethylacetatu v poméru 2 : 1. Reak<éni smés se
ochladi na 15°C a béhem 15 minut rozlozi vodou (5,25 litru).
Vodnd smés se michd dalsich 10 minut a béhem 20 minut se k
ni pridd 35% vodny peroxid vodiku (2,6 litru). Reak¢ni smés
se 15 minut micha a poté zredi ethylacetatem (5,3 litru) a
vodou (4 litry). Organickd vrstva se oddéli a promyje vodou
(5,3 litru), 5% vodnym hydrogensiricitanem sodnym (5,25
litru) a 50% nasycenym vodnym chloridem sodnym (7,5 litru).
V organické vrstvé se zjisti pritomnost peroxidu vodiku, a
(5 1itrt) a 50% nasycenym vodnym chloridem sodnym (6 litrt).
Organickad vrstva se zkoncentruje za sniZeného tlaku.
Olejovity zbytek se zredi ethylacetatem (4 litry) a hexany
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(13 1litrd). Vysledna smés se promyje 1M vodnou kyselinou
chlorovodikovou (6 x 17 litra), aby se odstranil (R)-(+)-4-
-benzyl-2-oxazolidinon. Organicka vrstva se promyje
nasycenym vodnym hydrogensiric¢itanem sodnym (5,3 litru),
z¥edi toluenem (2 litry) a zkoncentruje za snizZeneho tlaku.
7iska se 1138 g (98 %) (1R, 2S8)-2-benzyl-1-(4-brom-2-fluor-
fenyl)propan-1,3-diolu ve forme oleje.

1y NMR (400 MHz, CDCly): § 7,47 - 7,51 (m, 1H), 7,33 (a4, J
- 1,9, 8,3 Hz, 1H), 7,15 - 7,25 (m, 4H), 7,04 - 7,06 (m,
2H), 5,39 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 3,77 (ad, J = 3,0, 10,7 Hz,
1H), 3,64 (dd, J = 5,0, 10,8 Hz, 1H), 3,44 (bs, 1H), 2,68
(a4, J = 11,0, 13,8 Hz, 1H), 2,59 (dad, J = 4,1, 13,9 Hz,
1H), 2,15 - 2,20 (m, 1H), 2,01 (bs, 1H), IR 3370 (br), 3269
(br), 1485, 1406, 1213, 1033, 1021, 870, 700 cm™ L

El. (3S,4R)-3-Benzyl-7-brombenzopyran-4-ol

1M roztok bis(trimethylsilyl)amidu sodného v tetra-
hydrofuranu (6,55 litru, 6,55 mol) se béhem 20 minut pri
teploté okoli prida k roztoku (1R, 28)-2-benzyl-1-(4-brom-2-
-fluorfenyl)propan-1,3-dioclu (1975 g, 5,82 mol) v dimethyl-
sulfoxidu (9,88 litru). Vysledna smés se za sniZeného tlaku
(pod vyvévou) pomalu zahreje na 60°C, aby se ni odstranil
tetrahydrofuran. Reakéni smés se poté 5 hodiny za snizeného
tlaku (pod vyvévou) zahriva na 60 az 65°C a poté se potvrdi
dplnost reakce na zaklade chromatografie na tenké vrstvé za
pouziti smési hexan@ a ethylacetatu v poméru 2 : 1, jako
eluéniho ¢inidla. Reakéni smés se ochladi na teplotu okoli
a rozlozi pridavkem vody (10 litr) a poté 1M vodné kyseliny
chlorovodikové (10 litru). Vysledna zlatohnéda suspenze se
prefiltruje, promyje vodou (2 litry) a rozpusti v ethyl-
acetatu (12 1litrt). Ethylaacetatovy roztok se promyje vodou
(2 x 12 litru), zkoncentruje na maly objem a rozpusti v iso-
propyletheru (4 litry). Etherovy roztok se za atmosférického
tlaku pfi 50 az 60°C zkoncentruje na objem 1,0 litru, kdy se



zadne srazet pevna latka. Vznikla suspenze se ochladi na
teplotu okoli, 12 hodin micha, zkoncentruje na polovicéni
objem, ochladi na 0 aZz 5°C a prefiltruje. Ziska se 916

g (49 %) (3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-olu ve formeé
bilé pevné latky. Filtrat se zkoncentruje na tmavy olej

(906 g) a rozpusti v refluxujicim isopropyletheru (1,5
litru). Vysledny roztok se ochladi na teplotu okoli, micha
a prefiltruje. Ziskd se dalSich 82 g pevné latky. Filtrat se
zkoncentruje a zbytek se chromatografuje na silikagelu (63
az 250 pum) za pouziti smé&si hexanu a ethylacetatu v pomeru

3 : 1, jako eludniho ¢inidla, ¢imZz se ziska dalsich 82

g pevné latky. Celkovy vytézZek (3S,4R)-3-benzyl-7-brom-
benzopyran-4-olu je 1080 g (58 %).

gy NMR (400 MHz, CDCl,): 8§ 7,29 - 7,33 (m, 2H), 7,21 - 7,25
(m, 1H), 7,15 - 7,19 (m, 3H), 7,06 - 7,09 (m, 2H), 4,44 (bs,
1H), 4,21 (44, J = 2,6 , 11,3 Hz, 1H), 3,97 (dd, J = 4,5,
11,3 Hz,1H), 2,68 (dd, J = 6,5, 13,8 Hz, 1H), 2,51 (dd, J =
9,1, 13,8 Hz, 1H), 2,18 - 2,23 (m, 1H), 1,85 (d, J = 4,3 Hz,
1H), IR 3274 (br), 3181 (br), 1598, 1573, 1493, 1480, 1410,
1219, 1070, 1052, 1023, 859, 700 cm—l, teplota tani 143,5 az
144,0°C

E2. (3S,4R)-3-Benzyl-7-brombenzopyran-4-ol

Alternativné je vys$e uvedenou slouceninu mozZno

pripravit nasledujicim zpusobem:

K roztoku (1R,2S)-2-benzyl-1-(4-brom-2-fluorfenyl)-
propan-1,3-diolu (pripraveného ze 33,5 kg (54,8 mmol) [4R-
-[3(2R,3R)]]~4-benzyl-3-[2-benzyl-3-(4~-brom-2-fluorfenyl)-
-3-hydroxypropionyl]oxazolidin-2-onu solvatovaného 2-methyl-
-2-pyrrolidonem bez izolace) ve 185 litrech tetrahydrofuranu
se prida 12,9 kg (115 mol) terc.butoxidu draselného. Reakcni
smés se 4 hodiny zahriva ke zpétnému toku a poté se chroma-

tografii na tenké vrstvé za pouziti smési hexanu a ethylace-
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tatu v poméru 3 : 1, jako eluc¢niho ¢inidla, zjisti, Ze
reakce je dokoncCena. Reakéni smés se ochladi na teplotu
okoli a rozlozi 170 litry vody. Vodnad smés se zredi 83 litry
ethylacetdatu a 7,5 litry koncentrované kyseliny chlorovodi-
kové okyseli na pH 5,3 (vodna vrstva). Organicka vrstva se
zkoncentruje za sniZeného tlaku na priblizné 38 litru.
Vznikla suspenze se z¥edi 76 litry isopropyletheru, vysledna
smés se zahriva, aby se rozpustila pevna latka, poté pomalu
ochladi na 0°C a necha granulovat 12 hodin p¥i 0°C. Filtraci
se izoluje 5,1 (3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-olu ve formeé
bilé pevné latky. Matecny louh se promyje 4 litry nasyceného
vodného chloridu sodného, zkoncentruje na konecny objem 57
litr a nechd granulovat 12 hodin p¥i 0°C. Ziska se druha
frakce (3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-olu (4,3 kg).

Druhd stejna reakéni smés se rozloZi, zredi ethyl-
acetatem a okyselil vyse popsanym zpUsobem. Organicka vrstva
se vysu$i 10 kg siranu sodného a zkoncentruje za atmosfe-
rického tlaku na priblizZné 30 litrl. Vysledna suspenze se
z¥edi 38 litry isopropyletheru, isopropyletherova smés se
zkoncentruje na pfiblizné 57 litrt, pomalu ochladi a necha
12 hodin granulovat pfi 0 aZ 10°C. Filtraci se izoluje
(35,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-ol (8,7 kg). Matecny louh
se spoji s mateénym louhem druhé frakce z prvni reakce a
zkoncentruje. Olejovity zbytek se ochladi a ztuhly produkt
se v 6 litrech isopropyletheru nechd granulovat 12 hodin pri
20°C a 2 hodiny pfi 0°C. Po filtraci a promyti chladnym
isopropyletherem se ziskd 6,3 kg (3S,4R)-3-benzyl-7-brom-
benzopyran-7-olu. Spojené frakce z obou reakci se vysusi, ¢imz

se ziska 20,8 kg (59 %) (3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-olu.

F. (3S,4R)-(3-Benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)boronova
kyselina
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K roztoku (3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-olu (377
g, 1,18 mol) v tetrahydrofuranu (5,6 litru) se pri -75°C
béhem 45 minut prida 1,48M roztok methylithia v etheru (1,6
litru, 2,37 mol). Teplota se béhem pridavku udrzZuje pod
-65°C. Ke vzniklé smési se béhem 15 minut pridad 2,5M roztok
butyllithia v hexanech (440 ml, 1,3 mol). Reakéni smés se
micha pri teploté méné ne? -65°C po dobu 1 hodiny, nacdeZ se
k ni béhem 30 minut p¥idd 1,0M roztok boran-tetrahydrofura-
nového komplexu v tetrahydrofuranu (5,9 litru, 5,9 mol).
Reakéni smés se zahfeje na 0°C a rozlozi pridavkem vody (4,4
litru). Vodna smés se 1M vodnou kyselinou chlorovodikovou (4
litry) okyseli na pH 2 a extrahuje isopropyletherem (4
litry). Vodnd vrstva se extrahuje isopropyletherem (4
litry). Spojené organické vrstvy se promyji 0,5M vodnym
hydroxidem sodnym (7,2 litru). Vodna vrstva se 1M vodnou
kyselinou chlorovodikovou (5,5 litru) okyseli na pH 3 a
extrahuje ethylacetatem (5,4 litru a 2,7 litru). Spojené
ethylacetatové vrstvy se vysu$i siranem horec¢natym a zkon-
centruiji za sniZeného tlaku. Ziska se 304,5 g (91 %)
(3S,4R)-(3-benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)boronové kyseliny
ve formé Zluté pény.
1y NMR (300 MHz, cDCl,y): & 7,35 - 7,00 (m, 8H), 4,42 (4,
J = 4,1 Hz, 1H), 4,19 (4, J = 11 Hz, 1H), 3,90 (m, 1H),
2,65 (dd, J = 6,2, 13,8 Hz, 1H), 2,47 (m, 1H), 2,15 (m,
1H), IR 3330 (br), 1413, 1348, 1320, 1211, 1025, 749, 730,
700 cm™ 1

G. Ethylester (3S,4R)-2-(3-benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)-
-4-trifluormethylbenzoové kyseliny

Smés ethyl-2-jod-4-trifluormethylbenzodtu (723 g,
2,1 mol), (3S,4R)-(3-benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)boronové
kyseliny (627 g, 2,2 mol), fluoridu draselného (366 g, 6,3
mol), 10% palladia na uhliku (157 g, 50% vodné vlhkosti) a
bezvodého ethanolu (6,27 litru) se 3 hodiny zahriva ke
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zpétnému toku. Poté chromatografie na tenké vrstvé za
pouziti smési toluenu a kyseliny octové v poméru 5 : 1, jako
elucniho ¢inidla, ukaZe, Ze reakce je Uplnd. Reakéni smés se
zfedi isopropyletherem (8 litrd), prefiltruje pres celit a
filtrat se promyje 10% vodnym hydrogenuhlicitanem sodnym
(1,5 litru). Vodna vrstva se oddeli a extrahuje isopropyl-
etherem (3 litry). Spojené organicke vrstvy se promyji vodou
(6 litru), vysusi siranem hofecCnatym a pri teploté mistnosti
smisi s parco(R) G-60 (1,0 kg) a silikagelem (1 kg, 63 az
212 pm). Vyslednd smés se prefiltruje pres vrstvu silikagelu
(63 az 212 um) a filtrat se zkoncentruje za sniZeného tlaku
na tmavy olejovity zbytek (922 g). Tento ole]j se z¥edi
ethylacetatem (1 1litr) a ethylacetatovy smés se necha projit
pres sloupec silikagelu (2 kg) za pouziti ethylacetatu, jako
eluéniho ¢inidla. Vysledny svétle jantarovy roztok se
zkoncentruje, ¢imZ se ziska 897 g (92 %) ethylesteru
(3S,4R)—2—(3—benzy1—4—hydroxybenzopyran—?—yl)-4-trifluormethy1—
benzoové kyseliny ve formé svetle jantarového oleje.

1H NMR (400 MHz, CDCl,): & 7,89 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,63

- 7,67 (m, 2H), 7,18 - 7,38 (m, 6H), 6,91 (dd, J = 1,8, 7,8
Hz, 1H), 6,86 (d, J = 1,7 Hz, 1H), 4,55 (bs, 1H), 4,25 (dd,
J=2,7, 11,2 Hz, 1H), 4,17 (g, J = 7,1 Hz, 2H), 4,00 (ddd,
J=1,0, 4,5, 11,2 Hz, 1H), 2,75 (dd, J = 6,4, 13,9 Hz,

1H), 2,56 (dd, J = 9,3, 13,8 Hz, 1H), 2,26 (m, 1H), 1,93 (4q,
J = 4,3 Hz, 1H), 1,09 (t, J = 7,2 Hz, 3H), IR 3307 (br),
3216 (br), 1734, 1339, 1298, 1247, 1191, 1175, 118, 1097,
1050 cm™ 1’

Preparativni postup 2

(3S,4R)-2-(3—Benzyl-4—hydroxybenzopyran—7-yl)—4-trif1uormethyl—

benzoova kyselina

2,2-Dimethylpropylester (38,4R)-2-(3-benzyl-4-
—hydroxybenzopyran—7—yl)—4—trifluormethylbenzoové kyseliny
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(2,34 g, 4,69 mmol) (2,34 g, 4,69 mmol) v isopropylalko-
holu (23 ml) se smisi s 10% vodnym hydroxidem sodnym (2,3
ml, 6,4 mmol). Reakéni smés se 3 hodiny zahriva ke zpétnému
toku, ochladi na teplotu okoli a nalije do vody (34 ml).
Vodna smés se extrahuje hexany (23 ml) a isopropyletherem
(13 ml). Vodnd vrstva se oddéli a extrahuje hexany (23 ml) a
isopropyletherem (13 ml), pH se 6M vodnou Kkyselinou chloro-
vodikovou nastavi na 2 a extrahuje se ethylacetatem (2 x 40
ml). Spojené ethylacetdtové extrakty se promyji vodnym
roztokem chloridu sodného (40 ml), vysusi siranem hofecnatym
a prefiltruji. Filtrat se zkoncentruje na bilou pénu, ktera
se prekrystaluje ze smési toluenu a hexanu. Vznikla pevna
1atka se odfiltruje a promyje hexany. V1hky kolac¢ se 1
hodinu micha s hexany (20 ml), vysledna smés se prefiltruje
a oddélena pevna latka se vysu$i za vakua. Ziskd se 1,01 g
(50% vytézek) (38,4R)—2—(3—benzyl—4—hydroxybenzopyran—7—y1)—
—4-trifluormethylbenzoové kyseliny ve forme bilé pevné
latky.

1H NMR (400 MHz, CDCl,): & 8,00 (4, J = 8,1 Hz, 1H), 7,67
(a, J = 8,1 Hz, 1H), 7,64 (s, 1H), 7,18 - 7,36 (m, 6H),

6,91 (ad, J = 7,9, 1,7 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 1,7 Hz, 1H),
4,53 (4, J = 4,2 Hz, 1H), 4,24 (ad, J = 11,2, 2,7 Hz, 1H),
3,97 (dd, J = 11,0, 4,0 Hz, 1H), 2,76 (dd, J = 13,9, 6,4 Hz,
1H), 2,53 (a4, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H), 2,24 - 2,26 (m, 1H)

2,2-Dimethylpropylester (3S,4R)-2-(3-benzyl-4-
-hydroxybenzopyran—?—yl)—4—trifluormethylbenzoové kyseliny,
ktery je vychozi slouceninou pri preparativnim postupu 2, se

pripravi nasledujicim zpusobem.
A. 2,2-Dimethylpropylester 4-trifluormethylbenzoové kyseliny
K suspenzi 4-trifluormethylbenzoové kyseliny (75,0

g, 394 mmol) a 2,2-dimethylpropylalkoholu (70,5 g, 800 mmol)

v toluenu (500 ml) se prida koncentrovana kyselina sirova
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(3,0 ml). Vyslednda smés se 4 hodiny michd& pri teploté
zpétného toku, ochladi na teplotu mistnosti a nalije do
nasyceného vodného uhli¢itanu sodného (250 ml) a oddéli se
vrstvy. Organickd vrstva se promyje nasycenym vodnym
vuhli¢itanem sodnym (250 ml) a vodnym chloridem sodnym (100
ml) a zkoncentruje. Ziskd se 2,2-dimethylpropylester 4-tri-
fluormethylbenzoové kyseliny (102 g, 99% vytézZek) ve formeé
zluté kapaliny.

Reg: 0,66 (ethylacetat/hexany), IR 2932, 1727, 1327, 1280,
1133, 1066, 862, 775, 704 cm™ %, 'H NMR (400 MHz, CDCl,): &
8,16 (4, J = 7,9 Hz, 2H), 7,70 (4, J = 8,1 Hz, 2H), 4,04 (s,
2H), 1,04 (s, 9; 3c NMR (100 MHz, CDCl,): & 26,51, 31,61,
74,72, 134,63 (q, J = 272,7 Hz), 125,4, 129,9, 133,7,
134,35 (g, J = 31,7 Hz), 165,35

B. 2-(2,2-Dimethylpropoxykarbonyl)-5-trifluormethylbenzen-

boronova kyselina

K roztoku 2,2-dimethylpropylesteru 4-trifluor-
methylbenzoové kyseliny (4,225 g, 16,23 mmol) v tetrahydro-
furanu (40 ml) se prida triisopropylborat (9,00 ml, 39,0
mmol). Vysledny roztok se ochladi na -78°C a béhem 5 minut
se k nému prikape diisopropylamid lithny (12,0 ml 2,0M
roztoku v tetrahydrofuranu/heptanu, 24,0 mmol). Vznikly
Gerveny roztok se 30 minut micha, zahfeje na 0°C a rozlozi
pomalym pridavkem 1M kyseliny chlorovodikové (50 ml).
Reakéni smés se nechd zahrat na teplotu mistnosti, 30 minut
michd a pfidéa k hexanim (200 ml). Vrstvy se oddéli a
organickad vrstva se promyje postupne 2M kyselinou chloro-
vodikovou (2 x 100 ml), vodou (100 ml) a vodnym roztokem
chloridu sodného (50 ml). Organické extrakty se vysusi
siranem hotrednatym, prefiltruji a zkoncentruji na olejovity
zbytek. Surovy produkt se nechd vykrystalovat z heptanu (40
ml), ¢imZ se ziskd 2-(2,2-dimethylpropoxykarbonyl)-5-tri-

v -

fluormethylbenzenboronova kyselina (3,037 g, 62% vytézek) ve
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formé bilé pevné latky.

Teplota téni 159 a% 160°C, IR 3377 (br), 2963, 1703, 1371,
1308, 1171, 1131, 794, 709 cm™ %, H NMR (400 MHz,
DMSO/DZO): § 8,05 (4, J = 8,1 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 8,3 Hz,
14), 7,66 (s, 1H), 3,94 (s, 2H), 0,95 (s, 9H), 13¢ nMr (100
MHz, CDCl,): & 26,69, 31,69, 74,91, 125,29, 125,75, 128,30,
129,62, 131,98 (g, J = 31,8 Hz), 136,28, 142,68, 166,90

Cc. 2,2-Dimethylpropylester (3S,4R)-2-(3-benzyl-4-hydroxychro-
man-7-yl)-4-trifluormethylbenzoové kyseliny

Dvojfazovy roztok 2-(2,2-dimethylpropoxykarbonyl)-
-5-trifluormethylbenzenboronové kyseliny (1,72 g, 5,66
mmol), (3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-olu (1,80 g, 5,63
mmol), uhli¢itanu sodného (1,82 g, 17,2 mmol) a tetrakis-
(trifenylfosfin)palladia(0) (12 mg, 0,19 mol%) v toluenu (15
ml) a vodé (9 ml) se 100 minut michd pri teploté zpétneého
toku, ochladi na teplotu mistnosti a nalije do vody (40 ml).
Vodna smés se extrahuje diisopropyletherem (75 ml). Organic-
ké extrakty se promyji vodnym roztokem chloridu sodného (50
ml), smisi s parco(R) G-60, vysus$i siranem h¥oecnatym, pre-
filtruji pres Celit(R) a zkoncentruji. Surovy produkt se
prec¢isti chromatografii na silikagelu za pouziti smési
ethylacetdtu a hexanu v poméru 20 : 80, jako eluéniho
&inidla. Ziska se 2,2-dimethylpropylester (3S,4R)-2-(3-
—benzyl-4—hydroxybenzopyran—7—y1)—4—trif1uormethylbenzoové
kyseliny ve formé bilé pény (2,35 g, 84% vytézek).

Rg: 0,32 (ethylacetdt/hexany, 25/75), IR 3407 (br), 2961,
1721, 1336, 1292, 1252, 1172, 1134, 1110, 1022, 848, 749
cen~l, 15 NMR (400 MHz, cDCl;): & 7,90 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
7,66 (d, J = 8,1 Hz, iH), 7,63 (s, 1H), 7,19 - 7,37 (m,
6H), 6,88 - 6,93 (m, 2H), 4,53 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,22
(dd, J = 11,2, 2,5 Hz, 1H), 3,99 (ad, J = 11,2, 3,3 Hz,
1H), 3,78 (s, 2H), 2,73 (44, J = 13,8, 6,3 Hz, 1H), 2,54
(ad, J = 13,6, 9,4 Hz, 1H), 2,20 - 2,80 (m, 1H), 1,81 (d,




J = 5,2 Hz, 1H), 0,74 (s, 9H), 13c NMR (100 MHz, CDCl,): &
26,64, 30,96, 34,62, 41,53, 64,76, 67,42, 75,33, 116,77,
121,07, 122,97, 124,13, 126,44, 127,50, 127,54, 128,45,
128,60, 128,92, 129,11, 130,25, 130,31, 139,08, 141,69,
142,03, 154,44, 168,14

Preparativni postup 3

(35,4R)-2~-(3-Benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-yl)-4-trifluormethyl-

benzoovad kyselina

Smés (3S,4R)-dicyklohexylamonium-2--(3-benzyl-4-
~-hydroxybenzopyran-7-yl)-4-trifluormethylbenzoatu (2,37 g, 3,89
mmol) v ethylacetdtu (25 ml) a 2M kyseliné chlorovodikové
(25 ml) se 1 hodinu michd pri teploté mistnosti. Reakéni
smés se nalije do ethylacetatu (20 ml) a vodnéa vrstva se
odstrani. Organickd vrstva se promyje vodou (6 x 50 ml),
vysu$i siarnem horecnatym, prefiltruje a filtrat se zkon-
centruje. Zisk& se (3S,4R)-2-(3-benzyl-4-hydroxybenzopyran-7-
-yl)-4-trifluormethylbenzoova kyselina (1,66 g, 100%
vytézek).
lH NMR (400 MHz, CDCl;): & 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,67
(d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,64 (s, 1H), 7,18 - 7,36 (m, 6H),

6,91 (a4, J = 7,9, 1,7 Hz, 1H), 6,86 (4, J = 1,7 Hz, 1H),
4,53 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 4,24 (dd, J = 11,2, 2,7 Hz, 1H),
3,97 (&4, J = 11,0, 4,0 Hz, 1H), 2,76 (dd, J = 13,9, 6,4 Hz,
14), 2,53 (44, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H), 2,24 - 2,26 (m, 1H)

(3S8,4R)-Dicyklohexylamonium-2-(3-benzyl-4-
-hydroxybenzopyran-7-yl)-4-trifluormethylbenzoat, ktery je
vychozi latkou v preparativnim postupu 3, se pripravi

nasledujicim zpGsobem:

A. 2,2-Dimethylpropylester 2-{1,3,6,2]dioxazaborokan-2-yl-4-

-trifluormethylbenzoové kyseliny
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K roztoku 2,2-dimethylpropylesteru 4-trifluor-
methylbenzoové kyseliny (35,8 g, 138 mmol) v tetrahydrofu-
ranu (250 ml) se prida triisopropylborat (73,0 ml, 316
mmol). Vznikly roztok se ochladi na 0°C a béhem 20 minut pri
0°C se k nému pridd diisopropylamid lithny (73,0 ml 2,0M
roztoku v tetrahydrofuranu/heptanu, 146,0 mmol). Vysledny
Cerveny roztok se micha dalsich 30 minut a pridaji se k nému
hexany (200 ml) a poté 1M kyselina chlorovodikova (200 ml).
Reakéni smés se michd 10 minut a nalije do hexant (200 ml).
Organicka vrstva se promyje 1M kyselinou chlorovodikovou (2
x 150 ml) a vodnym roztokem chloridu sodného (100 ml).
Organick£ extrakty se vysus$i siranem horecnatym a prefiltru-
ji. Filtrat se zkoncentruje na objem asi 200 ml a prida se k
nému isopropylalkchol (100 ml) a diethanolamin (15,95 g,
151,7 mmol). Vyslednda smés se michd 10 hodin pri teploté
mistnosti. Pevna latka se odfiltruje a promyje smési iso-
propylalkoholu (15 ml) a hexany (30 ml). Ziskd se 2,2-di-
methylpropylester 2-[1,3,6,2]dioxazaborokan-2-yl-4-trifluor-
methylbenzoové kyseliny (37,83 g, vytézZek 74 %) ve formé
bilé pevné 1latky.

Teplota téni 233 az 234°C. IR 3077, 2963, 2862, 1722, 1480,
l467, 1371, 1331, 1298, 1290, 1274, 1254, 1161, 1117, 1108,
1087, 1074, 995, 952, 862 cm™*, lH NMR (400 MHz, CDCl,): §
8,23 (s, 1H), 7,72 (4, J = 7,9 Hz, 1H), 7,52 (dd, J = 7,9,
1,3 Hz, 1H), 6,33 (brs, 1H), 4,08 - 4,14 (m, 2H), 3,98 (s,
2H), 3,93 - 3,98 (m, 2H), 3,42 - 3,50 (m, 2H), 2,88 - 2,94
(m, 2H), 1,02 (s, 9H), 3¢ NMR (100 MHz, cDCl;): § 26,51,
31,69, 50,92, 63,33, 74,72, 123,94, 128,59, 132,06, 139,61,
171,56

Priklad 15

B. (3S5,4R)-Dicyklohexylamonium-2-(3-benzyl-4-hydroxybenzo-
pyran-7-yl)-4-trifluormethylbenzoat
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smés 2,2-dimethylpropylesteru 2-[1,3,6,2}dioxaza-
borokan-2-yl-4-trifluormethylbenzoové kyseliny (7,04 g, 18,9
mmol) v toluenu (45 ml) a 1,5M kyseliny chlorovodikové (45
ml) se 45 minut michd pri teploté mistnosti. Vodna vrstva se
odstrani a pridd se uhlic¢itanem sodny (2,73 g, 25,8 mmol),
(3S,4R)-3-benzyl-7-brombenzopyran-4-ol (5,47 g, 17,1 mmol),
tetrakis(trifenylfosfin)palladium(0) (24,0 mg, 20,8 pmol) a
voda (20 ml). Dvoufdzovy roztok se 100 minut micha pri
teploté zpétného toku, ochladi na teplotu mistnosti a nalije
do vody (50 ml). Vrstvy se oddéli a organicka vrstva se
smisi s Darco(R) G-60, vznikla smés se prefiltruje a filtrat
se zkoncentruje. Surovy ester se rozpusti v isopropylalkoho-
lu (80 ml) a k vyslednému roztoku se prida 10% vodny
hydroxid sodny (8,0 ml). Vznikly roztok se 3 hodiny zahriva
ke zpétnému toku, ochladi na teplotu mistnosti a nalije do
vody (120 ml). Vodna smés se extrahuje hexany (80 ml) a
isopropyletherem (40 ml). Vodna vrstva se promyje hexany (80
ml) a isopropyletherem (40 ml), 6M kyselinou chlorovodikovou
okyseli na pH 2 a extrahuje methylterc.butyletherem (2 x 75
ml). Organické extrakty se vysu$i siranem horecnatym,
prefiltruji a filtrat se zkoncentruje. Surovy produkt se
rozpusti v methylterc.butyletheru (40 ml) a k etherovému
roztoku se pridé dicyklohexylamin (4,10 ml, 20,6 mmol) a
vysledna smés se pres noc michd. Pevna latka se odfiltruje a
promyje methylterc.butyletherem (20 ml). Ziska se (35,4R) -
—dicyklohexylamonium—z—(3—benzy1—4—hydroxybenzopyran—7-yl)—4—
-trifluormethylbenzoat (7,32 g, 70% vytézek).
Teplota tani 209 aZ 210°C, IR 3307, 3025, 2939, 2858, 1626,
1564, 1429, 1398, 1388, 1333, 1168, 1119, 903, 875, 846,
838 cm™ 1, lH NMR (400 MHz, CDCl,): & 7,62 (d, J = 7,7 Hz,
1H), 7,55 (s, 1H), 7,52 (4, J = 7,9 Hz, 1H), 7,17 - 7,31 (m,
6H), 7,08 (dd, J = 7,9, 1,7 Hz, 1H), 7,00 (d, J = 1,7 Hz,
1H), 4,48 (4, J = 4,4 Hz, 1H), 4,17 (44, J = 11,0, 2,6 Hz,
1H), 3,90 (44, J = 11,0, 5,0 Hz, 1H), 2,74 - 2,79 (m, 3H),
2,50 (dd, J = 13,8, 9,4 Hz, 1H), 1,80 - 1,82 (m, 4H), 2,20
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(brs, 1H), 1,68 - 1,70 (m, 4H), 1,56 (d, J = 12,2 Hz, 2H),
1,00 - 1,26 (m, 10H), '3c NMR (100 MHz, CDCly): & 24,70,
2473, 25,03, 28,94, 29,09, 34,75, 41,75, 52,64, 65,00,
67,57, 116,50, 121,42, 122,59, 123,77, 126,38, 126,73,
128,03, 128,55, 129,06, 129,45, 138,95, 139,16, 142,51,
144,20, 154,04, 173,85

Preparativni postup 4

3S,4R-7-(3-Karboxyfenyl)-4-hydroxy-3-fenylmethyl-2H-1-

-benzopyran

zmydelnéni: K michanému roztoku méné polarniho
4R,3S—N—a—terc—butoxykarbonyl—L—tryptofan—7—[(3—methoxy—
karbonylfenyl)-3-methylfenyl ]benzopyran-4-ylesteru (840 mg,
1,08 mmol) v 10 ml methanolu se prida 10 ml 2M roztoku
hydroxidu sodného. Vyslednd smés se 8 hodin zahriva ke
zpétnému toku, ochladi a 1M kyselinou chlorovodikovou
okyseli na pH 4. Kalnd emulze se extrahuje 3 x 20 ml
ethylacetdtu. Spojené organické frakce se promyji vodnym
roztokem chloridu sodného, vysu$i siranem horecnatym a
prefiltruji. 2 filtratu se za snizZeného tlaku odstrani
rozpoustédlo. Ziska se Zluta pena. Chromatografii na
silikagelu za pouziti smési ethylacetatu, hexanu a kyseliny
octové v poméru 35 : 75 : 1 se ziska 210 mg produktu.lH NMR
(300 MHz, CD4CN): 8,22 (1H, t, 1,7 Hz), 7,97 (1H, dt, J =
7,8, 1,7 Hz), 7,87 (1H, dt, J = 7,8, 1,7 Hz), 7,55 (1H, t, J
= 7,8 Hz), 7,42 (1H, &, J = 7,9 Hz), 7,15 - 7,36 (6H, m),
7,10 (1H, d, J = 1,8 Hz), 4,44 (1H, 4, J = 4,9 Hz), 4,19
(14, 44, J = 9,1, 2,5 Hz), 3,97 (1H, ad, J = 9,1 5,4 Hz),
2,72 (1H, dd, J = 13,7, 6,2 Hz), 2,51 (1H, dd4, J = 13,7, 9,1
Hz), 2,04 - 2,20 (3H, m). [alp?® = +11,1 pfi ¢ = 1,00 v
methanolu. Teplota tani 210 aZ 212°C. Zmydelnénim
polarnéj&iho 3R,4S-tryptofan-esteru (700 mg) za vyse
popsanych podminek se ziska 3R,4S enantiomer. 14 NMR (300




MHz, CD,CN): 8,22 (1H, t, J = 1,7 Hz), 7,97 (1H, dt, J =
7,8, 1,7 Hz), 7,87 (1H, dt, J = 7,8, 1,7 Hz), 7,55 (1H, t, J
- 7,8 Hz), 7,42 (1H, 4, J = 7,9 Hz), 7,15 - 7,86 (6H, m),
7,10 (1H, d, J = 1,8 Hz), 4,44 (1H, &, J = 4,9 Hz), 4,19
(1H, ad, J = 9,1, 2,5 Hz), 3,97 (1H, dd, J = 9,1, 5,4 Hz),
2,72 (1H, dd, J = 13,7, 6,2 Hz), 2,51 (1H, dd, J = 13,7, 9,1
Hz), 2,04 - 2,20 (3H, m). [a]p?® = -11,0 p¥i ¢ = 1,01 v
methanolu. Teplota tani 209 az 211°C.

Trans-3-fenylmethyl-4-hydroxy~-7-(3-karboxyfenyl)-2H-1-

-benzopyran

zmydelnénim vysSe uvedeného trans isomeru na Kkruhu
za vySe popsanych podminek se ziska odpovidajici kyselina.
lg NMR (300 MHz, CD,CN): 8,22 (1H, t, 1,7 Hz), 7,97 (1H, dt,
J=7,8, 1,7 Hz), 7,87 (1H, dt, J = 7,8, 1,7 Hz), 7,55 (1H,
t, 3 =7,8 Hz), 7,42 (1H, d, J = 7,9 Hz), 7,15 - 7,36 (6H,
m), 7,10 (1H, 4, J = 1,8 Hz), 4,44 (1H, d, J = 4,9 Hz), 4,19
(1H, dd, J = 9,1, 2,5 Hz), 3,97 (1H, &d, J = 9,1, 5,4 Hz),
2,72 (14, dd, J = 13,7, 6,2 Hz), 2,51 (1H, 44, J = 13,7, 9,1
Hz), 2,04 - 2,20 (3H, m). Teplota tani 210 az 212°C.

N-a-terc-Butoxykarbonyl-L-tryptofan-7-[(3-methoxy-
karbonylfenyl)-3-fenylmethyllbenzopyran-4-yl]ester, ktery je
vychozi 1latkou v preparativnim postupu 4, se pripravi

nasledujicim zplsobem:
A. 2,4-Dihydroxy-3-chlorpropiofenon

K michané smési resorcinolu (200 g, 1,82 mmol)
a 3-chlorpropionové kyseliny (200 g, 1,84 mmol) se najed-
nou prida trifluormethansulfonova kyselina (1 kg). Vznikly
roztok se pomalu bé&hem asi 45 minut zahfeje na asi 80°C,
béhem asi 15 minut ochladi na teplotu mistnosti a nalije do

chloroformu (4,0 litru). Organickd vrstva se pomalu nalije
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do vody (4,0 litru) a oddéli se vrstvy. Vodna vrstva se
extrahuje chloroformem (2 x 2,0 litru). Spojené organicke
vrstvy se promyji vodnym roztokem chloridu sodného, vysus$i
siranem sodnym a prefiltruji. Filtrat se zkoncentruje za
snizeného tlaku. Ziskd se oranzova polopevna latka (244,1
g), které se pouzije v nasledujicim stupni v surovém stavu.
1y NMR (300 MHz, cDCl4): & 12,56 (1H, s), 7,63 (1H, 4, J =
7,6), 6,37 - 6,46 (2H, m), 3,92 (2H, t, J = 6,3), 3,41 (2H,
t, J =6,3)

B. 7-Hydroxybenzopyran-4-on

K chlazenému (asi 5°C) roztoku 2M hydroxidu sodného
(10,0 litru) se v jedné davce prida sloucenina ze stupné
A (244,1 g). Vysledny roztok se v lazni teplé vody béhem
asi 2 hodin zahfeje na teplotu mistnosti, znovu ochladi asi
na 5°C a jeho pH se 6M kyselinou sirovou (1,2 litru)
nastavi na 2. Okyselend smés se extrahuje 3 x 3,0 litru
ethylacetatu, promyje vodnym roztokem chloridu sodného (1
x 2,0 litru), vysusi siranem sodnym a prefiltruje. Filtrat
se zkoncentruje za sniZeného tlaku. Zlatohnédy zbytek se
trituruje s hexany a vznikld suspenze se prefiltruje. Ziska
se 173,7 g (vytézek 58 %) slouceniny uvedené v nadpisu
o teploté téni 136 az 137°C.

c. 7-[(Trifluormethylsulfonyl)oxylbenzopyran-4-on

K michanému roztoku 7-hydroxybenzopyran—4-onu (173,7
g, 1,05 mol) v methylenchloridu (3,0 litru) se pri asi -78°C
prida triethylamin (320 g, 3,16 mol) a dimethylaminopyridin
(2,5 g). Po Gplném rozpusténi se ke vzniklému roztoku béhem
asi 20 minut prikape anhydrid trifluormethansulfonoveé
kyseliny (327 g, 1,16 mol). Vznikld smés se micha asi 30
minut pri asi -78°C, béhem asi 2 hodiny zahfeje na teplotu

mistnosti a nalije do nasyceného roztoku chloridu amonného
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(2,5 litru). Vrstvy se oddéli a vodna vrstva se extrahuje 2 x
2,0 litru methylenchloridu. Spojené organické frakce se
promyji vodou (1 x 1,0 litru), vysu$i siranem horecnatym a
prefiltruji. Filtrat se zkoncentruje za sniZeného tlaku.
Cerveny olejovity zbytek se chromatografuje na silikagelu (1
kg) za pouziti smési hexanu a ethylacetatu v poméru 8 : 1,
jako eluéniho &inidla. Po odpafeni rozpoustédla se ziska
211,1 g (vytézek 69 %) slouceniny uvedené Vv nadpisu

o teploté tani 43 az 44°C.

D. 7-[(Trifluormethylsulfonyl)oxy]-3-fenylmethylenbenzopyran-

-4-0n

K michanému roztoku 7-[(trifluormethylsulfonyl)oxy]-
benzopyran-4-onu (27 g, 91,2 mmol) ve 183 ml methanolu se
prida benzaldehyd (11,1 ml, 109 mmol) a poté pyrrolidin
(9,1 ml, 109 mmol). Reak¢ni smeés se pres noc micha pri tep-
loté mistnosti, ochladi na asi 0°C a prefiltruje. Oddélena
pevna latka se promyje jednou 50 ml ledové chladného
methanolu a vysu$i za vakua. Ziskd se 35,2 g (vytézek 75 %)
sloudeniny uvedené v nadpisu o teploté tani 133 azZ 135°C.

g NMR (300 MHz, CDCl,): & 8,11 (1H, d&, J = 8,7,), 7,91 (1H,
brs), 7,40 - 7,51 (2H, m), 7,24 - 7,38 (3H, m), 6,97 (1H,
dd, J = 8,7, 2,4), 6,91 (1H, 4, J = 2,4), 5,40 (1H, brs)

E. 7-[(Trifluormethylsulfonyl)oxy]-3-fenylmethylbenzopyran-

-4-on

K roztoku 7-[(trifluormethylsulfonyl)oxy]-3-fenyl-
methylenbenzopyran-4-onu (26,6 g, 69,2 mmol) ve 250 ml
ethylacetdtu v 500ml Parrové trepané nadobé se prida 10%
palladium na uhliku (1,3 g). Reakéni smés se hydrogenuje za
tlaku 274,8 kPa po dobu asi 3 hodin, az do skon¢eni absorpce
vodiku, prefiltruje pres celit, ¢imZ se odstrani palladiovy

katalyzator a chromatografuje na silikagelu za pouziti smési
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hexanu a etheru, jako eluédniho ¢inidla. Ziska se 25,1 g (vy-
tések 94 %) sloudeniny uvedené v nadpisu o teploté tani 56
az 58°C. 'H NMR (300 MHz, CDCl,): § 8,01 (1H, d, J = 8,5),
7,20 - 7,35 (5H, m), 6,81 - 6,96 (2H, m), 4,42 (1H, dd,

J =11,6, 4,4), 4,22 (1H, &4, J = 11,6, 8,7), 3,26 (1H, 44,
J = 14,0, 4,4), 2,90 - 3,05 (1H, m), 2,70 (1H, dd, J =

14,0, 8,7)

F. 7-(Trimethylstannyl)-3-fenylmethylbenzopyran-4-on

K michanému roztoku 7-[(trifluormethylsulfonyl)-
oxy]-3-fenylmethylbenzopyran-4-onu (9,20 g, 25,0 mmeol) ve
200 ml dioxanu se pridd chlorid lithny (3,20, 75,0 mmol),
Pd(PPh,) (1,15 g, 1,0 nmol), butylovany hydroxytoluen (3
krystaly) a hexamethyldicin (9,0 g, 27,5 mmol). Vysledna
smés se 1,5 hodiny zahriva ke zpétnému toku, ochladi na
teplotu mistnosti a nalije do 150 ml nasyceného vodného
roztoku chloridu amonného. Vznikla smés se extrahuje 3 x 150
ml diethyletheru. Spojené organické frakce se promyji vodnym
roztokem chloridu sodného, vysusi siranem sodnym,
prefiltruji a filtrat se odpari za sniZeného tlaku. Zluty -
polopevny zbytek se chromatografuje na silikagelu za pouZiti
smési hexanu a etheru v poméru 5 : 1. Ziska se 8,90 g
(vytézek 89 %) slouceniny uvedené v nadpisu o teploté tani
84 az 86°C. H NMR (300 MHz, CDCly): 7,85 (1H, 4, J = 8,7
Hz), 7,18 - 7,37 (5H, m), 7,14 (1H, 4, J = 8,7 Hz), 7,11
(1H, s), 4,38 (1H, &d, J =1 1,6, 4,5 Hz), 4,17 (1H, d4, J =
11,6 Hz, 8,4 Hz), 3,28 (1H, ad, J = 14,0, 4,4 Hz), 2,84 -
29,95 (1H, m), 2,71 (1H, 44, J = 1 14 Hz, 1 =1 1,0Hz), 0,31
(9H, s)

G. 7—(3—Methoxykarbonylfenyl)—3-fenylmethylbenzopyran—4—on

K michanému roztoku 7-(trimethylstannyl)-3-fenyl-
methylbenzopyran-4-onu (7,0 g, 17,5 mmol) v dimethylformami-
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du (35 ml) se prita chlorid trifenyfosfinpalladnaty (490 mg,
0,7 mmol), BHT (3 krystaly) a methyl-3-jodbenzoat (5,0 g,
19,1 mmol). Vyslednad smés se 1,5 hodiny michda pri teploté
zpétného toku, poté ochladi na teplotu mistnosti a nalije do
150 ml nasyceného vodného roztku chloridu amonného. Vysledna
smés se extrahuje 3 x 150 ml diethyletheru. Spojené
organické extrakty se pormyji 2 x 100 ml vody a poté vodnym
roztokem chloridu sodného. Vznikly roztok se vysusi siranem
sodnym, prefiltruje a filtrat se odpati za sniZeného tlaku.
Zluty olejovity zbytek se chromatografuje na silikagelu za
pouziti smési hexanu a etheru v poméru 4 : 1 jako elucniho
Sinidla. Ziska se 6,51 g slouceniny uvedené v nadpisu ve
formé viskosniho oleje. TH NMR (300 MHz, CDCl,): 8,29 (1H,
t, J =1,6 Hz), 8,06 (1H, dd, J = 7,6, 1,6 Hz), 8,00 (1H, d,
j = 8,2 Hz), 7,79 (1H, a4, J = 7,6 Hz), 1,6 Hz), 7,53 (1H,
t, 3 =7,6 Hz), 7,22 - 7,36 (7H, m), 4,41 (1H, dd, J = 11,6,
4,5 Hz), 4,21 (1H, a4, J = 11,6, 8,5 Hz), 3,94 (3H, s), 3,31
(1H, dd4, J = 14,0, 4,4 Hz), 2,91 - 2,99 (1H, m), 2,73 (1H,
dd, J = 14,0 Hz, 11,1 Hz)

H. 7—(3—Methoxykarbonylfenyl)—4—hydroxy—3-fenylmethylbenzo—
pyran

K michanému roztoku 7-(3-methoxykarbonylfenyl)-3-
-fenylmethylbenzopyran-4-onu (6,50 g, 17,5 mmol) ve 35 ml
methanolu se pri teploté mistnosti v jedné davce prida
tetrahydroboritan sodny (940 mg, 26,0 mmol). Tmava smés se 2
hodiny micha pri teploté mistnosti a poté nalije do nasyce-
ného vodného roztoku chloridu amonného (75 ml). Vysledna
smés se extrahuje 3 x 75 ml diethyletheru. Spojené extrakty
se promyji vodnym roétokem chloridu sodného, vysusi siranem
sodnym, prefiltruji a filtrat se zkoncentruje za sniZeného
tlaku. Spinavé Zluty olejovity zbytek se chromatografuje na
silikagelu za pouziti smési hexanu a etheru v poméru 4 : 1

jako eluéniho ¢inidla. Nejprve se ziska 3,26 g cis isomeru



na kruhu titulni slouceniny a poté 1,98 g trans isomeru na
kruhu titulni slouceniny ve formé& viskosniho oleje. Celkovy
uytezek 81 %. Cis isomer na kruhu: 'H NMR (300 MHz, CDCls):
8,26 (14, t, J = 1,7 Hz), 8,02 (14, dt, J = 7,8, 1,7 Hz),
7,76 (14, dt, J = 7,8, 1,7 Hz), 7,50 (H, t, J = 7,8 Hz),
7,41 (1H, 4, J = 7,9 Hz), 7,31 (1H, &, 7,3 Hz), 7,14 - 7,25
(6H, m), 4,58 (1, t, 3 = 7,2 Hz), 4,28 (1H, aa, J = 9,1,
2,5 Hz), 4,03 (1H, dd, J = 9,1, 5,4 Hz), 3,93 (3H, s), 2,78
(IH), 2,77 (1H, ad, J = 13,7, 6,2 Hz), 2,58 (1H, 4d, J =
13,7, 9,1 Hz), 2,20 - 2,29 (1H, m), 1,83 (1H, 4, T = 7,2
Hz). Trans isomer na kruhu 1y NMR (300 MHz, CDCly): 8,23
(1, t, § = 1,7 Hz), 7,98 (1H, dt, J = 7,8 Hz), 7,7E (1H, t,
J=7,8 Hz, 1,7 Hz), 7,48 (1H, t, J = 7,8 Hz), 7,20 - 7,36
(6, m), 7,15 (1H, a4, J = 8,0, 1,8 Hz), 7,09 (1H, 4, J =
1,8 Hz), 4,56 (1H, dt, J = 4,7, 3,8 Hz), 4,12 - 4,19 (2H,
m), 3,92 (3H, s), 2,90 (1H, dd, J = 13,6, 8,4 Hz), 2,70
(1H, ad, J = 13,6, 7,2 Hz), 2,36 = 2,39 (1H, m), 1,75 (1H,
a, J = 4,7 Hz)

I. N—a-terc-Butoxykarbonyl—L—tryptofan-7—[(3~methoxy-
karbonylfenyl)—3—fenylmethyl]benzopyran—4-yl]ester

K michanému roztoku 7-(3-methoxykarbonylfenyl)-4-
—hydroxy—3—fenylmethylbenzopyranu (2,5 g, 6,7 mmol) v 70 ml
methylenchloridu se pridad DMAP (897 mg, 7,34 mmol, 1,1
ekvivalentu), DcC (1,51 g, 7,39 mmol, 1,1 ekvivalentu) a
N-t-Boc-L-tryptofan (2,4 g, 8,01 mmol, 1,2 ekvivalentu).
Vyslednd smés se 12 hodin micha pri teplote mistnosti,
prefiltruje a promyje 1M kyselinou chlorovodikovou a vodnym
chloridem sodnym. Organicka vrstva se vysuéi siranem horecC-
natym, pféfiltruje a filtrat se zkoncentruje za snizeného
tlaku. Zbytek se pdorobi chromatografii na silikagelu za
pouziti smési cyklohexanu a etheru v poméru 3 : 1 jako
eluéniho ¢inidla. Ziska se 860 mg méné poldrniho diastereo-

meru (Rf = 0,3) a 700 mg polarnéjsiho diastereomeru (Rf =
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0,2). Méné polarni produkt (3S,4R): 1y nvr (300 MHz, CDC13):
8,29 (1H, s), 8,03 (2H, d, J = 7,8 Hz), 7,77 - 7,83 (2H, m),
7,52 (2H, t, J = 7,6 Hz), 7,02 - 7,33 (5H, m), 6,64 (1H, s),
5,65 (1H, s), 5,06 (1H, 4, J = 8,4 Hz), 4,58 - 4,62 (1H, m),
3,95 (34, s), 3,73 - 3,85 (2H, m), 3,18 - 3,28 (2H, m), 2,45
- 2,61 (2H, m), 2,09 - 2,15 (1H, brd s), 1,39 (9H, s).
Polarnéjsi produkt (3R,45): lH NMR (300 MHz, CDCly): 8,25
(14, s), 8,01 (1H, 4, J = 7,8 Hz), 7,94 (1H, brd s), 7,74
(14, 4, J = 8,2 Hz), 7,54 (1H, d, J = 1 1,9 Hz), 7,48 (1H,
t, J = 7,8 Hz), 7,09 - 7,38 (H, m), 6,95 (1H, s), 5,61 (1H,
s), 5,08 (1H, 4, J = 8,2 Hz), 4,55 - 4,60 (1H, m), 3,94 (3H,
s), 3,73 - 3,76 (2H, m), 3,22 - 3,55 (2H, m), 2,42 - 2,60
(2, m), 1,90 - 1,96 (1H, m), 1,39 (9H, s)

Preparativni postup 5

Slouceniny uvedené v tabulce 5 se vyrobi zmydelné-

nim popsanym v prikladu 4.

Tabulka 5

R R® Produkt

4-fenylbenzyl| 5-Cl 'H-NMR(300 MHz, DMSOg):7,61-7,67(4H, m), 7,29-7,46
(6H, m), 6,93(1H, brd d, J=7,9Hz), 6,80(1H, br.s.), 4,38(1H,
d, J=49Hz), 4,16 (1H, brd.d, J=11,0Hz), 4,02 (1H, dd,
J=11,0, 5.6Hz), 2,96 (1H, m), 2,56(1H, m), 2,26 (1H, m).
Benzyl 5-OCH; | (cis)'H-NMR(300MHz, CDCly): 7,96(1H, d, J=8,7Hz), 7,24-
7,38(5H, m), 7,16(1H, d, J=8,0Hz), 6,88(1H, dd, J=8,7,
2,6Hz), 6,75-6,83(3H, m), 451(1H, d, J=2,9Hz), 4,06-
4,15(2H, m), 3,84(3H, s), 2,90(1H, dd, J=13,6, 8,2Hz),
2,70(1H, dd, J=13.6, 7,2Hz), 2,27-2,39(1H, m).

Benzyl 5-OCH; | (trans)'H-NMR(300MHz, CDCl): 7,97(1H, d, J=8,7Hz), 7,17-
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Produkt

7,31(6H, m), 6,85(2H, dt, J=14,3, 2,8Hz), 6,81-6,85 (2H, m),
4,50(1H, d, J=4,1Hz), 4,20(1H, dd, J=11,2, 2,6Hz2) 3,94(1H,
dd,J=11,2, 4,8Hz), 3,86(3H, s), 2,76(1H, dd, J=13,8, 6.2Hz),
2,52(1H, dd, J=13,2, 9,4Hz), 2,22-2,30(1H, m).

Benzyl

5-Cl

(cis) H-NMR(300MHz, CDCly): 7,83(1H, d, J=8,4Hz), 7,16-
7,38(7TH, m), 7,09(1H, d, J=89,1Hz), 6,72-6,84(2H, m),
4,47(1H, d, J=2,8Hz), 4,02-4,12(2H, m), 2,85(1H, dd, J=13,6,
8,1Hz), 2,62(1H, 13,6, 7,4Hz), 2,22-2,38(1H, m).

Benzyl

5-Cl

(trans)'H-NMR(300MHz, CDCl,). 7,86(1H, d, J=8,3Hz), 7,14-
742(8H, m), 6,76-6,84 (2H, m), 4,48(1H, d, J=4,2Hz),
4,12(1H, dd, J=11,7, 2,6Hz), 3,92(1H, dd, J=11,7, 4,4Hz),
2,73(1H, dd, J=13,7, 6,1Hz), 2,50(1H, dd, J=13,7, 9,5Hz),
2,14-2,26(1H, m).

Benzyl

5-H

(cis)'H- NMR(300MHz, CDCL,): 7,88(1H, dd, 4=7,7, 1,2Hz),
7,49(1H, t, J=7,7Hz), 7,11-7,39(8H, m), 6,82-6,89 (2H, m),
4,49(1H, d, J=3,0Hz), 4,06-4,11(2H, m), 2,87(1H, dd, J=136,
8,0Hz), 2,63(1H, dd, J=13,6, 7,4Hz), 2,28-2,38(1H, m).

Benzyl

(trans) 'H-NMR(300MHz, CDCly): 7,88(1H, dd, J=7,7, 1,2Hz),
7,52(1H, t, J=7,7Hz), 7,10-7,41(8H, m), 6,83-6,90 (2H, m),
4,43(1H, d, J=4,2Hz), 4,12(1H, dd, J=11,2, 2,9Hz), 3,88(1H,
dd, J=11,2, 4,5Hz), 2,75(1H, dd, J=13,7, 5,8Hz), 2,51(1H, dd,
J=13,7, 9,5Hz), 2,14-2,25(1H, m), tt . 82-84°C.

4-fenylbenzyl

"H-NMR(300MHz, DMSOqs): 7,8(1H, dd), 7,01-7,67 (3H, m),
7,29-7,46(6H m), 6,93(HH, brd, d), 6,80(1H, d) 4,38(1H,
d)4,16(1H, brd d), 4,01(1H, dd), 2,96(1H, m), 2,54(1H, m),
2,22(1H, m).

Preparativndi postup 6

zmydelnénim odpovidajiciho esteru za pouZiti

zpusobu popsaného v preparativnim postupu 4 se vyrobi 7-(4-
~hydroxy-3-karboxyfenyl )}-4-hydroxy-3-fenylmethyl-2H-benzo-
pyran o teploté tani 158 az 160°C (cis) a 173 aZ 175°C

(trans).
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3

PATENTOVE NAROKY

1. Benzopyran substituovany kyselinou benzoovou

obecného vzorce I

()

kde

zbytek benzoové kyseliny substituovany R3 je ke zbytku mole-
kuly pripojen v poloze 6 nebo 7 benzopyranového

kruhu;

r1 predstavuje skupinu —(CHz)qCHR5R6, kde g predsta-

vuje ¢islo 0 aZ 4;

R? a R3 predstavuje kazdy nezavisle vodik, fluor, chlor,
alkylskupinu s 1 az 6 atomy uhliku, alkoxyskupinu
s 1 aZ 6 atomy uhliku, fenylsulfinylskupinu,
fenylsulfonylskupinu nebo skupinu alkyl-S(0),-
s 1 az 6 atomy uhliku, kde n predstavuje ¢islo 0 az
2, pricemZ alkylové zbytky uvedené v definici RZ
a R3 jsou bez ohledu na misto jejich vyskytu
nezavisle popripadé substituovany jednou aZz tremi
skupinami fluoru; a fenylové zbytky uvedené
v definici R? a R3 jsou bez ohledu na misto jejich
vyskytu nezavisle popripadé substituovany jednou az
tremi skupinami fluoru;

R predstavuje vodik, alkylskupinu s 1 az 6 atomy
uhliku nebo fenylskupinu, pric¢emZ tato fenylskupina

ve vyznamu R° je popripadé substituovana fluorem,
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chlorem, alkylskupinou s 1 aZ 6 atomy uhliku,
alkoxyskupinou s 1 aZ 6 atomy uhliku, fenylsulfi-
nylskupinou, fenylsulfonylskupinou nebo skupinou
alkyl-s(0),- s 1 aZ 6 atomy uhliku, kde n predsta-
vuje Cislo 0 azZ 2; pric¢emZ alkylové zbytky jsou bez
ohledu na misto jejich vyskytu na pripadném
substituentu této fenylskupiny nezadvisle popripadé
substituovany jednou az tremi skupinami fluoru;

a fenylové zbytky jsou bez ohledu na misto jejich
vyskytu na pripadném substituentu této fenylskupiny
nezavisle popripadé substituovany jednou azZ tremi

skupinami fluoru;

predstavuje vodik, alkylskupinu s 1 aZ 6 atomy
uhliku, cykloalkylskupinu se 3 aZ 8 atomy uhliku,
fenylskupinu nebo péti- aZ desetic¢lennou hetero-
arylskupinu, pric¢emZz fenylskupina uvedena v defi-
nici R® je popripadé substituovana fluorem,
chlorem, alkylskupinou s 1 aZz 6 atomy uhliku,
alkoxyskupinou s 1 aZ 6 atomy uhliku, fenylsulfi-
nylskupinou, fenylsulfonylskupinou nebo skupinou
alkyl-S(0),- s 1 aZz 6 atomy uhliku, kde n predsta-
vuje ¢islo 0 az 2; pricemZ alkylové zbytky Jjsou bez
ohledu na misto jejich vyskytu na pripadném substi-
tuentu této fenylskupiny nezavisle popripadé
substituovany jednou az tremi skupinami fluoru;

a fenylové zbytky jsou bez ohledu na misto jejich
vyskytu na pripadném substituentu této fenylskupiny
nezavisle popripadé substituovany jednou aZ tremi
skupinami fluoru; a pricemZ uvedend péti- az dese-
ti¢lennd heteroarylskupina je popripadé substituo-
vdna jednim nebo dvéma substituenfy nezavisle zvo-
lenymi ze souboru sestdvajiciho z fluoru, chloru,
alkylskupiny s 1 aZ 6 atomy uhliku alkoxyskupiny

s 1 aZz 6 atomy uhliku, fenylsulfinylskupiny,
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fenylsulfonylskupiny a skupiny alkyl-S(0),~ s 1 az
6 atomy uhliku, kde n predstavuje &islo 0 azZ 2;
pridemZ alkylové zbytky jsou bez ohledu na misto
jejich vyskytu na pripadném substituentu této péti-
a? destidlenné heteroarylskupiny nezavisle
popripadé substituovany Jjednou as tremi skupinami
fluoru; a fenylové zbytky jsou bez ohledu na misto
jejich vyskytu na pripadném substituentu této peti-
a? desetidlenné heteroarylskupiny nezdvisle popri-

padé substituovany jednou aZ tremi skupinami fluoru;

jeho enantiomer nebo jeho farmaceuticky vhodna sul, pro
pouZiti pro léeni atherosklerosy u savci.

2. Benzopyran podle naroku 1 obecného vzorce I, kde
rl predstavuje benzylskupinu, 4-fluorbenzylskupinu, 4-fenyl-
benzylskupinu, 4-(4-fluorfenyl)benzylskupinu nebo fenyl-
ethylskupinu a ostatni symboly maji vyznam uvedeny v naroku
1, jeho enantiomer nebo jeho farmaceuticky vhodna sul, pro
pouziti pro léceni atherosklerosy u savcd.

3. Benzopyran podle naroku 1 obecného vzorce I, kde
R? predstavuje vodik nebo fluor a ostatni symboly maji
vyznam uvedeny Vv nidroku 1, jeho enantiomer nebo jeho farma-
ceuticky vhodna sdl, pro pouziti pro léceni atherosklerosy

u savcu.

4. Benzopyran podle naroku 1 obecného vzorce I, kde
zbytek benzoové kyseliny substituovany R3 je ke zbytku mole-
kuly pfipojen v poloze 7 benzopyranového kruhu; a zbytkem
benzoové kyseliny substituovanym R3 je 2-karboxyfenyl-,
2-karboxy-5-chlorfenyl-, 2-karboxy-4-chlorfenyl-, 2-karboxy-
-3-fluorfenyl-, 2-karboxy-5-fluorfenyl-, 2-karboxy-5-tri-
fluormethylfenyl-, 2-karboxy-4-fluorfenyl-, 2-karboxy-6-
-fluorfenyl- nebo 3-karboxyfenylskupina pricemZ obecné
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symboly maji jinak vyznam uvedeny v naroku 1, jeho
enantiomer nebo jeho farmaceuticky vhodnd sul, pro pouzZiti

pro léc¢eni atherosklerosy u savcu.

5. Benzopyran podle ndroku 1 obecného vzorce I, kde
Rl predstavuje benzylskupinu, R? predstavuje vodik a zbytkem
benzoové kyseliny substituovanym R3 je 2-karboxy-5-fluor-
fenylskupina a ostatni symboly maji vyznam uvedeny v naroku
1, jeho enantiomer nebo jeho farmaceuticky vhodnd sul, pro
pouZiti pro léceni atherosklerosy u savcu.

6. Benzopyran podle naroku 1 obecného vzorce I, kde
rl predstavuje 4-fenylbenzylskupinu, R? predstavuje vodik
a zbytkem benzoové kyseliny substituovanym R3 je 2-karboxy-
-5-fluorfenylskupina nebo 2-karboxy-4-chlorfenylskupina
a ostatni symboly maji vyznam uvedeny v naroku 1, jeho
enantiomer nebo jeho farmaceuticky vhodnd sdl, pro pouZiti

pro léc¢eni atherosklerosy u savci.

7. Benzopyran podle naroku 1, kterym je (3S5,4R)-7-
-(2-karboxy-5-trifluormethylfenyl)-4-hydroxy-3-benzyl-2H-
-l-benzopyran), jeho enantiomer nebo jeho farmaceuticky

vhodna s0l, pro pouZiti pro 1léceni atherosklerosy u savcu.

8. Benzopyran podle ndroku 1, jeho enantiomer nebo
jeho farmaceuticky vhodnd sGl, kterym je v mnoZstvi u¢inném

p
lé&eni atherosklerosy u savci.

i léceni atherosklerosy napustén stent, pro pouZiti pro

<

9. Benzopyran podle naroku 1, kterym je (3S,4R)-
-7-(2-karboxy-5-trifluormethylfenyl)-4-hydroxy-3-benzyl-
-2H-1-benzopyran), jeho enantiomer nebo jeho farmaceuticky
vhodnd s0l, pricemz touto latkou je v mnoZstvi G¢inném pri
léceni atherosklerosy napustén stent, pro pouZiti pro léceni

atherosklerosy u savcu.
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10. Benzopyran definovany v nékterém z naroku 1 az
7, jeho enantiomer nebo jeho farmaceuticky vhodna sOl, pro
pouziti jako 1lécivo.

11. Benzopyran, Jjeho enantiomer nebo jeho farmaceu-
ticky vhodna sal, Kterym je v mnoZstvi dc¢inném pri léceni
atherosklerosy napu$tén stent, definovany v nékterém z narokl

8 a 9, pro pouziti jako lécivo.

12. PouZiti benzopyranu definovaného v nékterém
z ndroku 1 aZ 7, jeho enantiomeru nebo jeho farmaceuticky
vhodné soli, pro vyrobu léc¢iva pro léceni atherosklerosy
u savceu. I

13. LTB, antagonistické ¢inidlo pro pouziti pro

lédeni atherosklerosy u savéiho subjektu.

14. LTB, antagonistické ¢inidlo podle naroku 13
zvolené ze souboru sestavajiciho z protilatky pro LTB,
a antisense progenu LTB, pro pouziti pro léceni athero-

sklerosy u savc¢iho subjektu.

15. LTB, antagonistické ¢inidlo podle naroku 13,
které vykazuje LTBj, IC50 méné neZ asi 20nM, méreno
stanovenim chemotaxe pro pouziti pro léceni atherosklerosy

u savc¢iho subjektu.

16. LTB, antagonistické c¢inidlo uvedené v nékterém

z naroku 13 aZ 15 pro pouziti jako 1lécivo.

17. Pouziti LTB, antagonistického c¢inidla uvede-
ného v nékterém z narokua 13 aZ 15 pro vyrobu léciva pro

léc¢eni atherosklerosy u savcéiho subjektu.
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18. Mald molekula efektivné snizZujici progresi
tvorby atherosklerotické léze pro pouZiti pro léc¢eni athero-
sklerosy u savcéiho subjektu, ktery md atherosklerotickou

lézi.

19. Mala molekula podle naroku 18 vykazujici LTB,
ICgo méné nez asi 20nM, méreno stanovenim chemotaxe pro
pouziti pro léceni atherosklerosy u savéiho subjektu,

ktery ma atherosklerotickou 1lézi.

20. Mald molekula uvedend v naroku 18 nebo 19 pro

pouziti jako 1lécivo.

21. PouZiti malé molekuly uvedené v naroku 18 nebo
19 pro vyrobu léc¢iva pro léc¢eni atherosklerosy u savéiho
subjektu, ktery md atherosklerotickou lézi.

22. Farmaceuticka& kompozice pro léceni atheroskle-
rosy u savéiho subjektu, vcetné ¢lovéka, ktery ma athero-
sklerotickou lézi, vyznacujici s e tim,
ze obsahuje LTB, antagonistické ¢inidlo v mnozstvi, které
efektivné sniZuje progresi tvorby léze, a farmaceuticky

vhodny nosic.
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